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RESUMO

Neste trabalho foi realizada a investigagio fitoquimica das folhas, talos e raizes de
Psychotria stachyoides. A auséncia de dados na literatura a cerca da constitui¢do quimica
desta espécie motivou a realizacio deste estudo, que adicionou novos elementos para o
conhecimento quimiotaxondémico do género Psychotria, O isolamento de seis alcaldides de
carater inédito na literatura denominados de correantosideos A-F, corroborou os dados que
sugerem os alcaldides como importantes marcadores quimiotaxémicos do género, além de
comprovar a tendéncia de espécies do subgénero Heferopsychotrio em produzir alcaldides
indélicos monoterpénicos. Além disso, foram isolados o C;; ror-Isoprendide bizantionosida
B, a 2-hidroxi-piranona tetilapirona, os triterpenos acido babinérvico ¢ w-amirina, as quinonas
alizarina-1-metiléter ¢ rubiadina, a cumarina escopoletina ¢ a mistura de estdides sitosterol ¢
estigmasterol glicosilados. Com excegio da a-amirina e da mistura de esterdides, todas as
outras substincias isoladas possuem carater inédito no género, contribuindo, desta forma, para
o conhecimento do perfil quimico do mesmo. O isolamento dos constituintes quimicos foi
realizado através do uso de diversas técnicas cromatograficas, como: cromatografia “flash”,
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP), cromatografia por exclusdo molecular
em Sephadex LH-20 e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Para a caracterizagao
estrutural dos constituintes quimicos isolados, foram utilizados infravermelho (IV),
espectroscopia de massas, e técnicas uni ¢ bidimensionais de ressondncia magnética nuclear

(RMN).

Palavras chaves: Psychotria stachyvoides, alcaldides indolicos, cromatografia, espectroscopia.



ABSTRACT

In this work we present the phytochemical investigation of stems, leaves and roots of
Psychotria stachyoides. The lack of reports on chemical studies with this species led us to this
investigation, which brought new data to the chemotaxonomic knowledgement of Psychotria
genus. The isolation of six new alkaloids named correantosides A-F corroborated the idea that
alkaloids are important chemotaxonomic markers of this genus, and confirmed species of the
Heteropsychotria sub-genus as monoterpene indole alkaloids producers. Moreover, the Ciz
nor-isoprenoid byzantionoside B, the hydroxypyran-2ones tetillapyrone, the triterpenes
barbinevic acid and a—amyrine, the quinones alizarin l-methyl-ether and mubladine, the
coumarin scopoletin and the glycosyl steroids sistosterol and stigmasterol as mixture were
isolated. All the isolated compounds are new in the Psychotria genus, with exception of o-
amyrine and the steroids. The isolation of the chemical constituents were performed by the
use of chromatographic techniques, including flash chromatography, thin layer
chromatography, preparative chromatography, size exclusion chromatography and preparative
high-performance liquid chromatography. The structural characterizations were performed by
the use of infrared, mass spectrometry and nuclear magnetic resonance, inchiding one and
two-dimensional pulse sequences.

Key words: Psychotria stachyoides, indole alkaloids, chromatography, spectrometry.
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1. INTRODUCAO

Psychotria, “psique” (alma) e “frophos” (alimento), é um dos maiores géneros da
familia Rubiaceae com cerca de 1000-1650 espécies, que se encontram distribuidas nos
extratos arbustivos das matas tropicais (SANTOS et al., 2001). Devido ao grande numero de
espécies ¢ um género taxonomicamente complexo, como conseqiiéngia, a sua delimitagio tem

sido objeto de investigagdo de varios autores (FRAGOSO, 2007).

Baseados em caracteres morfologicos € na distribuicio geografica, as espécies do
género encontram-se divididas nos subgéneros Psychotria (espécies pantotropicais),
Tetramera (espécies da Africa e Madagascar) e Heteropsychotria (espécies restantes de
Psychotria neotropical), além de estarem também estreitamente relacionadas com os géneros
Palicourea, Rudgea e Cephaelis. Este Gltimo ¢ também considerado por alguns autores como
sindnimo do subgénero Heteropsychotria (SIMOES-PIRES et al., 2006).

Dentre as inumeras atividades farmacoldgicas apresentadas por espécies de
Psychotria, se destaca a atividade sobre o sistema nervoso central. Relatos indicam algumas
espécies com propriedades alucinogenas, como € o caso de P. viridis e P. carthagenensis, que
juntamente com Banisteriopsis caapi, sdo usadas no preparo da bebida alucinégena utilizada
em rituais religiosos ¢ medicinais, conhecida como ayahuasca ou Santo Daime. Em adi¢io, a
espécie P. viridis possui o alcaléide N N-dimetiltriptamina, que age no sistema nervoso

central levando ao aparecimento de estados hipnéticos € alucindgenos (GAZDA, 2004).

Na medicina popular estas espécies possuem uso etmofarmacolégico em varios paises
do mundo, com indicagdes para o tratamento de diversas doencas. As flores de Psychotria
colorata, por exemplo, sio usadas por caboclos da Amaz6nia como analgésico para o alivio
de dores de ouvido e abdominais. Por outro lado, as flores de P. poeppigiana sio usadas com
diferentes finalidades, os indios Palikur (Amazdnia) usam como antitussigeno, enquanto que
os indios Wayapi (Guiana Francesa) como analgésico, estes ultimos fambém usam P.
ulviformes (planta inteira) em banho antipirético, e as folhas de P. platypoda como cataplasma
em furinculos. Os indios Tikunas da Amazoénia usam as folhas de P. alboviridula em picadas
de formigas de fogo (ELISABETSKY et al., 1997), enquanto que a decocgfio das folhas de P.
rostrata, ¢ usada no tratamento da constipagio, pela sociedade Malay (Franga) (LAJIS, 1993).

Na América Central as espécies de Psychotria sio usadas para diferentes indicagdes
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terapéuticas, tais como, tonturas, alucina¢des, deméncia e rubéola, enquanto que na
farmacopéia européia, a preparagdo das folhas de Psychotria ipecacuanha é descrita como
emética e expectorante (ACHENBACH er al., 1995),

Do ponto de vista quimico o género tem sido caracterizado como uma prolifica fonte
de alcaloides bioativos, € por este motivo € objeto de grande interesse cientifico, baseado nos
inimeros relatos atribuidos as suas atividades farmacoldgicas. O isolamento desta classe de
metabélitos secundarios também tém sido uma ferramenta importante para a classificagdo
quimiotaxonOmica das espécies dentro dos trés sub-géneros. Observa-se no subgénero
Psychowia a presenca dos alcaldides do tipo poliinddlicos, enquanio que o subgénero
Heteropsychotria tem sido caracterizado pela presenga de alcaldides indolicos
monoterpénicos, e para o subgénero Teframera nio foi encontrado nenhum relato na literatura

de estudos fitoquimicos.

¥ Ll

P. stachyoides Benth. ¢ conhecida popularmente como “casca-d’anta”, “erva-da-anta”
e “pasto-de-anta” tendo ocorréncia no Brasil principalmente nos estados do Espirito Santo,
Minas Gerais e Santa Catarina (DELPRETE; SMITH; KLEIN, 2005). Baseados na auséncia
de dados na literatura a cerca da constituigido quimica de P. stachyoides, aliado ao potencial
quimico e farmacologico das espécies de Psychotria, e ainda na possibilidade de contribuir
com estudo quimiotaxonémico do género, o presente trabalho teve como objetivo principal a
investigaco quimica das diversas partes da planta, visando o isolamento de alcaldides e/ou

outros metabdlitos secundarios bioativos,

Para realizagio deste projeto foram utilizadas virias técnicas cromatograficas, como
cromatotografia do tipo “flash”, cromatografia em camada delgada preparativa (CCD),
cromatografia por exclusio molecular em Sephadex LH-20 ¢ cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Para caracterizagio estrutural foram empregadas técnicas
espectroscopicas, utilizando infravermelho (IV), espectroscopia de massas (EM) e técnicas

uni ¢ bidimensionais de ressondncia magnética nuclear (RMN).

O tema abordado neste trabalho apresenta-se articulado de acordo com a descrigdo a
seguir, No capitulo 2 sdo apresentadas as consideragdes botinicas sobre o género Psychotria e
a espécie P. stachyoides, O capitulo 3 descreve o levantamento bibliografico sobre o género
Psychotria, com abordagem relacionada aos tipos de metabolitos secundarios encontrados nas

espécies e as respectivas atividades farmacoldgicas comprovadas. No capitulo 4 encontram-se



descritos os procedimentos experimentais, contendo os materiais € métodos empregados. O
capitulo 5 estd relacionado & elucidagfio estrutural dos metabdlitos secundarios isolados,
através da analise detalhada dos dados espectrais apresentados com o uso de técnicas
espectroscopicas e espectrométricas. Por fim, no capitulo 6 sio feitas as consideracdes finais

sobre os resultados obtidos.






23

2. CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1. Consideracdes botinicas sobre o género Psychotria

O género Psychotria possui cerca de 1500-1700 espécies distribuidas nas regides
tropicais do mundo, e mais raramente das regibes subtropicais, Para os paises da América
tropical se estima cerca de 600 espécies nativas. As folhas de varias espécies deste género sdo
tidas como alimento para Tapirideos (antas) ¢ Cervideos (veados), € os frutos sdo usados por

muitas espécies de aves (DELPRETE; SMITH; KLEIN, 2005).

Como amplamente circunscrito, Psychotria ¢ o maior género das Rubiaceas e um dos
maiores das Fanerdgamas (STEYERMARK, 1972), e, conseqiientemente, sempre apresentou
dificuldades na delimita¢fio de suas fronteiras (BREMEKAMP, 1934; STEYERMARK, 1972;
TAYLOR, 1996; NEPOKROEFF, 1999). Segundo as filogenias moleculares produzidas por
Nepokroeff (1999) e Andersson (2002), Psychotria resulta ser um complexo parafilético. Os
resultados destes Gltimos autores demonstraram que o género Palicourea forma um clado

robusto com o subgénero Heferopsychotria, sugerindo a fusdo destes em um género proprio.

Baseado em estudos morfologicos e moleculares, Taylor (2001) restabelecen o género
Notopleura, separando-o de Psychotria. Segundo Taylor, Notopleura ¢ um género de
aproximadamente 62 espécies que ocorrem na América Central ¢ na América do Sul, no
Brasil e na Bolivia. Nofopleura se distingue de Psychotria por ter habito suculento, estipulas
com um apéndice interpeciolar inserido abaixo da margem, inflorescéncias pseudo-axilares e
pirénios com duas fendas de geminagdo na base da face ventral. Andersson (2002), baseado
sobre as proprias filogenias moleculares, restabeleceu Carapichea, um género de 4-5 espécies
(DELPRETE, 2001, 2003), onde ¢ também incluida a Ipecacuanha verdadeira, Carapichea
ipecacuanha, Devido ao estado incerto da circunscrigdo dos géneros da tribo Psychotrieae,
Psychotria foi aqui mantido como definido por Taylor (1996), menos as espécies incluidas em

Notopleura, Carapichea, Margaritopsis e Ronabea.



24

2.2, Consideracdes botinicas sobre a espécie Psychotria stachyoides Benth

Psychotria stachyoides (Figura 1, p.26), conhecida popularmente como “casca-
d’anta”, “erva-de-anta” e “pasto-de-anta”, floresce desde agosto até dezembro, com época
predominante entre outubro e dezembro, ¢ por consequéncia, os frutos amadurecem no outono
e inverno, Possui distribui¢io geogréfica no Brasil, em Espirito Santo e Minas Gerais até
Santa Catarina, caracteristica ¢ exclusivo da floresta ombrofila densa da encosta atlintica. E
uma espécie escidfila ou de luz difusa e seletiva higrofila, sem, contudo, apresentar
acentuadas preferéncias por condigdes fisicas especiais de solos. Desta forma, desenvoive-se
preferencialmente no interior das florestas primarias, situadas ao longo das encostas ndo
muito ingremes, podendo, no entanto, chegar, por vezes, até as matas de topo de morro.
Penetra at¢ a borda oriental do planalto para os sub-bosques dos pinhais, onde parece ser
espeécie rara ¢ estranha. Raramente foi observada na vegetagio secundaria do tipo capoeira
(DELPRETE; SMITH; KLEIN, 2005).

Erva, subarbusto ou arbusto subereto até ereto, comumente de 0,5-1(-2) m de altura,
basalmente viloso ou vilosulo-pubescente ¢ cinzento. Caule delgado, de aproximadamente 4
mm de didmetro, curtamente pauci-ramoso; caules e ramos cilindricos com entrends de 3-5
cm de comprimento. Estipulas invaginantes, basalmente infladas, conadas, bifidas, de 6-9 mm
de comprimento, palido-fuscas, por fora vilésulas, com dois lobos estreitamente triangulares a
subulados de 3-5 mm de comprimento. Folhas opostas, curtamente pecioladas; peciolos de 2-
3 mm comprimento, liminas lanceoladas ou lanceolado-elipticas, de 5-13 em de
comprimento, 1,5-2,5 cm de largura, longo- ou abruptamente cuspidado-acuminadas, base
aguda, carticeas, com 9-11 nervuras secunddrias de cada lado, ohliguas, longamente
ascendentes, embaixo proeminentes e mais densamente cinéreas (DELPRETE; SMITH;
KLEIN, 2005).

Inflorescéncias terminais ¢ axilares, paniculadas, frondosas, brineo-tomentosas, de
2,5-5 cm de comprimento com cimeiras laterais compactas, com 3-5 capitulos subtendidos
por bricteas; bracteas exteriores subigualando as flores, livres, triangular-ovadas ou ovado-
triangulares, agudas, densamente adpresso-pubescentes; bractéolas semelhantes, porém mais
estreitas; pedinculos curtos, delgados, de 0,5-4 cm de comprimento. Flores sésseis ou quase.
Hipanto sericeo. Calice medindo ¢om ¢ ovario 2-2,5 mm comprimento, 5-fido, meio fendido;

tubo com um coléter em cada seio dos lobos lanceolados, desiguais, densamente ciliados.
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Corola estreitamente campanulada, de 6-7 mm de comprimento quando aberta, membrandcea,
branca, na parte superior externa hirtela, por dentro glabra; tubo na parte interior um pouco
acima do meio estaminifero, pubescente proximo aos estames; lobos 1/3 da corola, de 2-3 mm
de compr. Anteras dorsifixas a 2/5 do comprimento, quatro vezes mais longas do que largas.

Estilete glabro.

Fruto elipsdide ou subgloboso, didimo, de aproximadamente 3,5-4 mm de
comprimento, 4-5 mm de largura, azul escuro quando maduro, costado seco, com calice
persistente. Pirénios 2, com face ventral plana ¢ centralmente sulcada, face dorsal 5-costada.

Sementes solitrias em cada pirénio, endosperma abundante (DELPRETE; SMITH;
2005).
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3. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

3.1. O Género Psychotria: metabélitos secunddrios e atividade farmacolégica

3.1.1. Introdugio

A pesquisa bibliografica acerca dos metabdlitos secundarios do género Psychotria e as
suas respectivas atividades farmacologicas foi realizada no Chemical Abstract (SciFinder
Scholar), através dos  periddicos  disponiveis no portai da  CAPES
(htip://peniodicos.capes.gov.br), Science Direct (http://www.sciencedirect.com) ¢ COMUT

(http://ibict.br), a partir do periodo de 1974 até o ano de 2008.

A partir dos dados obtidos p&de-se observar que das 1.500 espécies existentes, apenas
29 foram estudadas do ponto de vista fitoquimico/farmacologico, o que toma patente a
caréncia de estudos cientificos com espécies deste género, a despeito da vasta presenca de

alcaloides farmacologicamente ativos.

Este estudo revelou o isolamento e caracterizagio estrutural de 87 diferentes
metabdlitos secundarios, dos quais 62 % pertencem A classe dos alcaldides, ¢ 38 % foram
relacionadas a outras classes de substincias tais como, diterpenos, triterpenos, esterdides,
benzoquinonas, iridéides, cumarinas, flavonoides e cerebrosideos. De acordo com a Figura 2
(p. 29) observa-se que, dentre as classes de alcaloides encontradas, o maior percentual esta
reservado aos alcaldides inddlicos (88,9%) de forma muito superior ao dos alcaldides
isoquinolinicos (11,1%). A Figura 2 (p. 29) descrimina ainda o percentual relativo dos tipos
de alcaldides inddlicos, werificando-se uma maior incidéncia para os inddlicos
monoterpénicos (38,9 %) e pirroloinddlicos (29,6 %), seguido dos quinolinicos (16,7 %), o

restante (3,7%) foi relacionado a outros tipos de alcaldides inddlicos.
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outros inddlicos
3,7%

Figura 2 — Distribuigdo relativa dos alcaloides isolados em espécies do género Psychotria.

3.1.2. Fitoquimica

Como ja evidenciado, os alcaldides sfio os principais metabdlitos secundarios em
espécies de Psychotria, sendo considerados, inclusive, como marcadores quimiotaxondmicos
do género. Para o subgénero Heteropsychotria, sdo encontrados principalmente os alcaldides
do tipo indolicos monoterpénicos, que possuem origem biossintética a partir da condensagio
de uma unidade de triptamina com uma unidade de secologanina (SIMOES-PIRES er ol.,
2006) (Quadro 1, p. 30).



30

COOH
@j/\ﬁH triptofano @j/\‘
— »
NH descarboxilase NH.
N 2 N 2

H (IDC) H

L-triptofano
triptamina secologanina

l Estrictosidina sintetase

estrictosidina

Quadro 1 — Biossintese dos alcaldides ind6licos monoterpénicos.

Por outro lado, o subgénero Psychotria tem sido caracterizado pela marcante presenga
de alcaldides pimroloindolicos, resultantes da condensaciio de varias unidades de Np-

metiltriptaminas (SOLIS ez al., 1995) (Quadro 2, p. 31).
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Quadro 2 — Condensagao de N-metiltriptaminas: biossintese de alcaldides pirroindolicos.

Os alcaldides quinolinicos sdo produtos oriundo do rearranjo dos alcaléides indélicos
monoterpénicos (SIMOES af al, 2002) (Quadro 3, p.32) e os alcaldides
tetrahidroisoquinolinicos monoterpénicos, cujo esqueleto ¢ formado pela condensagio de
dopamina e secologanina, onginam estruturas do iipo emetina (SOLIS er ¢f., 1995) (Quadro

4, p. 33).
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Quadro 3 — Biossintese dos alcaléides quinolicos.
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Quadro 4 — Biossintese dos alcaléides tetrahidroisoquinolinicos monoterpénicos.

De acordo com o levantamento bibliografico realizado, todos os alcaléides isolados a
partir de Psychotria estio listados na Tabela 1 (p. 34) ¢ as respectivas estruturas quimicas
podem ser visualizadas na Tabela 2 (p. 36).

Na Tabela 3 (p. 43) encontram-se destacadas outras classes de metabdlitos secundarios
menos freqiientes no género como diterpenos, triterpenos, esterdides, benzoquinonas,
iridéides, cumarinas, flavondides, cerebrosideos. As respectivas estruturas quimicas destas

substincias encontram-se apresentadas na Tabela 4 (p. 44).



Tabela 1 — Alcaloides isolados em espécies do género Psychotria.
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Pirroloindélicos
ALCALOIDES ESPECIE REFERENCIA
(+)-quimonantina (1} P. colorata TAKAYAMA et al., 2004;
P. muscosa VEROTTA et al., 1998, 1999
P. rostrata

mesoquimonantina (2)

MNy-desmetil-mesoquimonantina (3)

hodgkinsina (4)

Psicotrimina (5)
quadrigemina A (6)

quadrigemina B (7)

P. forsteriana
P.lyciiflora
P. muscosa

P. byciiflora
P. colorata
P. lyciiflora
P. muscosa
P. oleoides
P. rostrata
P. rostraia

P. forsteriana

P. forsteriana

ADJIBADE et al., 1992;
JANNIC ef al., 1999;
VEROTA et al., 1999

JANNIC ef al., 1999

GUERITTE-VOEGELEIN ef al.,

i e ]

1992;
JANNIC ef al., 1999;
TAKAYAMA et al., 2004;
VEROTTA et al., 1998, 1999

TAKAYAMA et al., 2004
ROTH ef al., 1985

ROTH et al., 1985;

}f;- ro?r‘at:! TAKAYAMA ef al., 2004,
- cotorata VEROTTA ef al., 1998
quadrigemina C (8) P. oleoides LIBOT et al., 1987,
P. colorata VEROTTA et al., 1998
quadrigemina I (9) P. oleoides JANNIC ef al., 1999
psicotridina (109 P. beccarioides HART et al., 1974;
;- color, atd LIBOT et al., 1987,
- Jorsteriana ROTH at el, 1985;
P. oleoides
VEROTTA ef al.,, 1999
isopsicotridina A (11) P. oleoides LIBOT et al., 1987
isopsicotridina B (12)
isopsicotridina C (13) P. forsteriana ROTH ef al., 1985
psicopentamina (14) P. rostratn TAKAYAMA et al., 2004
oleoidina (15) P. oleoides JANNIC et al., 1999
caledinina (16)
Quinolinicos
calicantina (17) P. forsteriana ADIIBADE et al., 1992;
P. rostratn LAJIS; MAHMUD; TOIA, 1993
(-)-calicantina (18) P. forsteriana ADJIBADE et al., 1992;
ﬁ . colorata TAKAYAMA ef al., 2004,
5 muscosa VEROTTA ef al., 1998, 1999;
. rostrato
isocalicantina (19) P. colorata ADJIBADE et al., 1992;
P. forsteriana VEROTTA ef al., 1998, 1999
(8-8a),( 8’-8’a)- P. coloraia VEROTTA ef al., 1998, 1999
tetradehidroisocalicantina 3a(R), P. muscosa

3’a(R) (20)
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glomerulatina A (21}
glomerulatina B (22)
glomerulatina C (23)
calicosidina (24

psicoleina (25)

P. glomerulata

P. rostraia

P. oleiodes

SOLIS et al., 1997

TAKAYAMA et al., 2004

GUERITTE-VOEGELEIN ef al.,
1562

Indélicos monoterpénicos

correantina A (26)
correantina B (27)
20-epi-correantina B (28)
correantina C (29)
correantosideo (30)
10-hidroxicorreantosideo (31)
isodolicantosideo (32)

braquicerina (33}
umbelatina ou psicolatina (34)

lialosideo (35)
naucletina (36)

estrictosamida (37)

P. correae

P. brachyeceras
P. umbeliata

P. suterella

P. bahiensis

ACHENBACH ef al., 19595

KERBER et al., 2001
BOTH ef al., 2002

SANTOS ef al., 2001

PAUL; MAXUELL; REYNOLDS,

P. suterella 2003;
SANTOS ef al., 2001
N, B-D-glicopiranosil P. leivcarpa HENRIQUES ef al., 2004
vincosamida (38)
angustina (39} P. bahiensis PAUL; MAXUELL; REYNOLDS,
(E)-valesiacotamina (40) 2003
(Z)-valesiacotamina (41)
Su-carboxiestrictosidina (42)
bahienosida A (43)
bahienosida B (44)
miriantosina (45) P. myriantha SIMOES-PIRES ef al., 2006
acido estrictosidinico (46)
Outros indélicos

harmano (47) P. suerrensis MURILLG; CASTRO, 1958
N,N-dimetiltriptamina (48) P. viridis PINEDQ; CARMEN, 1594

Isoquinolinicos-monoterpénicos

klugina (49)
7-O-metilipecosida(S0)
isocefaelina (51)
7’-0O-desmetilisocefaelina (52)
cefaelina (53)

emetina (54)

P. Klugii

P. ipecacuanha

MUHAMMAD et ai., 2003

MOELLER et al., 2007




Tabela 2 — Alcaloides isolados em espécies de Psychotria.

Alcaléides pirroloindélicos
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Quinglinicos

26

27 (R, = H, R, = CHO)
28 (R;=CHO,R,=H)

29
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36 R=H)
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44 (H-3an) 45 46

Outros Inddlicos
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Tabela 3 — Outras classes de metabélitos secundarios isoladas de Psychotria.

Substincia Espécie Classe Referéncia
pheophorbida a (55) P. acuminate Pigmento GLINSKI ef al., 1995
pyropheophorbide a (56) Pigmento

acetata de bauerenol (57} P. adenaphyiia Triterpeno DAN, SIPRA; DAN,
bauerenol (58) Triterpeno SAILENDRA, 1986
betulina (59) Triterpeno

dcido betulinico (60 Triterpeno

friedelina (61) Triterpeno

dcido ursélico (62)
c-amirina (63)
sitosterol (64)

dcido ursélico (62)
sitosterol (64)

1-hidroxi-benzoisocromanquinona
(65)
benz[g]isoquinolina-5,10-diona (66)
luteina (67)

dcido rotungenico (68)

dcido cletrico (69)

sitosterol glicosilado (70)
estigmasterol glicosilado (71)
cerebrosideo By, (72)
cerebrosideo (73)
megastigm-5-ene-3,6-diol (74)
S{+)-deidrovomifoliol {75)

asperulosida (76)
deacetilasperulosida (77)

ciclopsicotrideo A (78)

helenalina (79)
psicorubrina (80)

dcido ursélico (62)

solidagenona (81)
deoxisolidagenona (82)
cumarina (83)
umbeliferona (84)
psoralena (85)
quercetina (36)
quercetrina (87)

acido ursdlico (62)

P. carthagenensis

P. camponutans

P. correae

P.leiocarpa

P. longipes

P, rubra

P. serpens

P. spectabilis

P. vulgaris

Triterpeno
Triterpeno
Esteroide

Triterpeno
Esterdide

Benzaquinona
Benzaquinona

Carotendide
Triterpenos
Triterpenos
Esteroides
Esteroides
Cerebrosideo
Cerebrosidea

C 3. Norisoprenoides
C 3 Norisoprenoides

Iridoides
Iridoides

Peptitio ciclico

Naftoquinonas
B N o Sy
INA IO UITIONAS

Ttriterpeno

Diterpenos
Diterpenos
Cumarina
Cumarina
Cumarina
Flavondides
Flavonoides
Triterpeno

LOPES; MORENO;
HENRIQUES, 2040

SOLIS ef al., 1995

ACHENBACH ef ai.,
1995

LOPES ef al., 2004

WITHERUP et al.,
1994
HAY ASHI; SMITH,;

TTD 00T
LoE, 17a/

LEE ef al, 1988

BENEVIDES; YOUNG;
BOLZANLI, 2004

LEE ef al., 1988




Tabela 4 — Outros metabolitos secundarios isolados de Psychofria.
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81 (R =0H)
82 (R=H)
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3.1.3. Estudos farmacologicos

3.1.3.1. Alcaléides

As flores, frutos e raizes de P. colorata sio usados por caboclos da Amazdénia como
medicaclio caseira no alivio da dor. Estudos etnofarmacoldgicos (ELISABETSKY et al,
1995, 1997) comprovaram a atividade analgésica desta espécie, e investigagdes fitoquimicas
posteriores levaram ao isolamento dos alcaldides hodgkinsina (4) e psicotridina (10). A
hodgkinsina apresentou um duplo mecanismo de a¢fo, envolvendo a ativagio dos receptores
opidceos ¢ o antagonismo dos receptores glutaminérgicos NMDA (AMADOR et al., 2000). A
psicotridina mostrou intera¢io com os receptores glutaminérgicos NMDA, porém destituida
de atividade opidide (AMADOR er al, 2001).

O estudo fitoquimico das cascas ¢ galhos de P. rosfrata levou ao isolamento de dois
alcaléides, (+)-quimonantina (1) ¢ a calicosidina (24). Estudos posteriores de sintese e
atividade antinociceptiva revelaram que estes dois alcaldides, possuem perfil analgésico

semelhante ao encontrado para hodgkinsina (VEROTTA ez al., 2002).

Os extratos alcaloidicos de Psychotria pubigera, P. nuda ¢ P. myriantha foram
avaliados quanto 3 atividade analgésica em camundongos, através da andlise da resposta ao
estimulo térmico em aparelho da placa quente. O Gnico extrato que apresentou atividade
analgésica foi o de P. myriantha na dose 200 mg/kg (BOTH ef al.,, 2002). Esta atividade foi
atribuida aos alcaldides acido estrictosidinico (46) e miriantosina (45), que apresentaram
atividade inibidora da migraciio de leucocitos polimorfonucleares e sugeriram, desta forma,
um efeito antiinflamatério (SIMOES-PIRES er al., 2006).

A psicoleina (25) ¢ a quadrigemina C (8), isolados de P. olecides, atuam como
antagonistas da somatostatina (hormédnio inibidor da liberagdo do horménio do crescimento).
Este foi o primeiro relato de substiincia nfo-peptidica isolada de planta contendo interagio
com os receptores SRIF, bem como foi o primeiro antagonista descrito para a SRIF

(GUERITTE-VOEGELEIN e al., 1992; RASOLONJANAHARY et al., 1995).

A partir da investigagiio fitoquimica de P. umbellata foi isolada a umbelatina (34),
também conhecido como psicolatina, que exibiu atividades analgésica (BOTH, 2002),

ansiolitica, antidepressiva ¢ efeitos amnésico, por modular diferentes sistemas
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neurotransmissores, incluindo os receptores NMDA, opidide € SHT24.c (BOTH er al., 2005,
2006). Estudos recentes demonstraram ainda, que fanto o0 extrato metandlico das folhas como
a psicolatina (34) possuem também propriedades antimutagénica e antioxidante (FRAGOSO
et al., 2008).

Os alcaloides quadrigemina A (6), quadrigemina B (7), psicotridina (10) ¢
isopsicotridina C (13), isolados de P. forsteriana demonstraram atividade citotdxica (ROTH
et al., 1986) para a linhagem celular HTC (hepatoma de ratos). Estes alcaléides mostraram
toxicidade mais elevada contra células HTC do que a vincristina, a droga comumente usada
em quimioterapia. Em adigfo, estas substincias também demonsiraram serem inibidores da
agregacio plaquetaria (BERETZ er al, 1985). Por outro lado, a calicantina (17), apresentou
potente efeito convulsivante, anidlogo ao da estricnina, cujo mecanismo de acdo ainda ¢
desconhecido (ADJIBADE et af., 1991).

O estudo fitoquimico de P. klugii levou ao isolamento dos alcaldides isoquinolinicos,
klugina (49), 7’-O-desmetilisocefaelina (52), cefaelina (53), isocefaclina (51) e 7-0O-
metilipecosida (50), estas substiancias apresentaram atividade antiparasitiria. A atividade
antileishmania foi avaliada, e revelou que as substancias klugina (49) (ICsy 0,40 pg/mL),
cefaelina (53) (ICsy 0,03 pg/ml) e isocefaelina (51) (0,45 pg/ml) apresentaram forte
atividade contra as formas promastigotas de L. doravoni. Dentre estes, a cefaclina (53) foi
mais potente ¢ fo1 também mais ativa que as drogas de referéncia pentamina (ICsq 0,7 pg/mL)
e anfotericina B (0,17 pug/mL). Klugina (49) e cefaelina (53) exibiram potente atividade
antimaldrica contra Plasmodium falciforme clones W2 e D6 (ICsy 27,7- 46,3 ng/mL.). Com
relacdo & atividade citotoxica a cefaelina (53) se mostrou ativa contra quatro linhagens de
células tumorais, SK-MEL, KB, BT-549 e SK-OV-3, enguanto que a klugina (49) foi inativa
(MUHAMMAD et al., 2003),

Os extratos metandlicos fracionados das folhas, raizes e casca do caule de P
microblasta foram testados em bactérias € protozoarios ¢ apresentaram uma forte atividade
antimicrobiana (KHAN; KIHARA; OMOLOSO, 2001). Por outro lado, a emetina (54), um
alcaldide isolado de Psychotria ipecacuanha, induziu apoptose em celulas leucémicas
(MOELLER ex al., 2007).
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3132 Outras classes de metabolitos secundarios

Durante o fracionamento bioguiado dos talos e raizes de P. camponutans foram
isolados duas benzoquinonas que mostraram forte atividade in vitro contra Artemia salina,
células KB e P. falciparum. A benz[glisoquinolina-5,10 dione (66) foi a mais ativa contra
Artemia salina que a 1-hidroxibenzoisocomanguinona (65), enquanto que a atividade dos dois
compostos em células KB foi bastante similar. Em testes para avaliagio da atividade

antimalarica a benz[glisoquinolina-5,10 diona mostrou-se mais ativa que 1-

1y

Estudos para avaliagdo das atividades antifiingica e citotéxica foram realizados com
diterpenos e cumarinas isoladas de P. spectabilis, A solidagenona (81) e o psoraleno (85)
tiveram resultados superiores ao da nistatina, uma substincia antifingica de referéncia, além
de apresentarem atividade citotoxica contra Rad 52Y, uma cepa mutante de Saccharomyces

cerevisine (BENEVIDES; YOUNG; BOLZANI, 2004),

O dcido ursélico (62), isolado de P. serpens, apresentou significante atividade contra
leucemia linfocitica P-388 (EDsp = 3,15 pg/mL) € L-1210 (EDsy = 4,00 pg/mL), bem como
em cincer de pulmio A-549 (EDsy = 4,00 ng/mL). Também exibiu citotoxicidade em células
KB (EDsq = 6,6 ug/mL), céncer de ¢élon (HCT-8) (EDs = 4,5 pg/ml) e de mama (MCF-7)
(EDso = 4.9 pg/mL) (LEE er al., 1988).

O estudo de P. longipes levou ao isolamento de um peptideo ciclico, o ciclopsicotrideo

A (78) que inibiu a neurotensina e estimulou o aumento dos niveis de Ca’’ citosdlico

(HAYASHI; SMITH; LEE, 1987).
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4, PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Material Vegetal

O espécime vegetal Psychotria stachyoides Benth. foi coletada na cidade de Pacoti-CE
pelo prof, Dr, Edilberto Rocha Silveira, e identificada pelo Dr, Piero Giuseppe Delprete do
Institut de Recherche pour le Développement - IRD, UMR AMAP, Montpellier, Franca. A

exsicata referente a coleta encontra-se depositada no Herbario Prisco Bezerra, no

LR V]

(EAC).

4.2. Métodos Cromatogrificos

4.2.1. Cromatografia de adsorgéo

Nas cromatografias de adsor¢do foi empregada gel de silica 60 Merck (0,040-0,063
mm), O comprimento e o didmetro das ¢olunas variaram de acordo com as gquantidades das
amostras ¢ as quantidades de gel de silica utilizadas. Para cromatografia de camada delgada
utilizou-se gel de silica S (Carlo Erba) em placas de vidro e cromatoplacas de gel silica 60
F>s4 sobre aluminio Merck. Os eluentes usados foram: hexano, diclorometano, acetato de

etila, metanol, dietilamina, hidroxido de aménia puros ou combinados.

A revelagiio das substincias nas cromatoplacas analiticas foi obtida por exposigdo &
luz ultravioleta em dois comprimentos de onda (254 e 365 nm) realizada em aparelho
Spetroline modelo ENF-240 C/F. Os reagentes de pulverizagdo utilizados foram solugdo de
Dragendorff, sem aquecimento ¢ aspersio com solugdo de vanilina (CsHgO3) e acido

perclorico (C,HgO) em etanol, seguido de aquecimento em chapa.
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4.2.2. Cromatografia de exclusio

Os fracionamentos por cromatografia de exclusio foram efetuados em colunas
contendo gel de dextrana Sephadex LH-20 (Pharmacia Fine Chemicals), utilizando metanol

como fase mdvel.

4.2.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os fracionamentos por cromatografia liquida de alta eficiéncia foram realizados em
dois equipamentos. Um constituido de uma bomba binaria Waters-1525 ¢ um detector DAD
Waters-2996 a 254 nm, utilizando colunas XTerra® RP-18 (4,6 x 250 mm, 5 um) e XTerra®
RP-18 (10 x 250 mm, 10 um), e outro equipamento constituido de uma bomba ternaria
Shimadzu LC-20AT e um detector Shimadzu SPD-M20A, utilizando coluna Phenomenex
RP-18 (250 x 10 mm, 5 pm).

Os solventes empregados apresentaram grau de pureza HPLC (MeOH-Tedia, CH3CN-
Tedia, H;O ¢ TFA-Merck) ¢ foram filtrados através de membranas de nylon com poros de
0,45 um (Phenomenex), seguido de desgaseificagio a vacuo durante 5 min, As amostras
foram dissolvidas nas fases moveis empregadas em cada analise, ¢ filtradas através de

membranas de teflon com poros de 0,45 pm (Waters).

4.3. Métodos Espectroscopicos

4.3.1, Espectroscopia na regido do infravermelho (IV)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em Espectrometro Perkin
Elmer, modelo FT-IR Spectrum 1000 da Central Analitica do Departamento de Quimica
Orgénica e Inorginica da Universidade Federal do Ceara, utilizando pastilhas de KBr para

analise das amostras.
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4.3.2. Espectrometria de Massas (EM)

Os espectros de massas de baixa resolucio foram registrados num espectrémetro
Shimadzu, modelo QP 5000/DI-50, através de impacto eletrdnico a 70 ¢V. Os espectros de
massas de alta resolugdo foram adquiridos usando um espectrémetro de massas modelo
LCMS-IT-TOF (225-07100-34) - SHIMADZU, equipado com fonte de ionizagio por
electrospray pertencente ao Laboratério de Espectrometria de Massa do Nordeste da Universidade
Federal do Ceara (LEMANOR-UFC),

4.3.3. Espectrometria de Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) ¢ de
Carbono-13 (RMN **C)

Os espectros de Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e de
Ressondncia Magnética Nuclear de Carbono-13 (RMN 3C) uni e bidimensionais, foram
obtidos em espectrometros Bruker, modelo Avance DPX-300 e/ou modelo Avance DRX-500,
pertencentes ao Centro Nordestino de Aplicagdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear da
Universidade Federal do Ceard (CENAUREMN-UFC).

O espectrometro Bruker Avance DRX-300, equipado com sonda de detec¢fio inversa
de 5 mm ¢ magneto de 7,046 T, foi operado nas freqiéncias de 300,13 ¢ 75,47 MHz para
hidrogénio e carbono, respectivamente. Nos experimentos realizados no aparelho Bruker
Avance DRX-500, foram aplicadas freqiiéncias de 500,13 MHz ('H) e 125,75 MHz (°C), sob
um campo magnético de 11,744 T. O tipo de sonda variou conforme o tipo de técnica: sonda
dual de 5 mm com detecgiio direta (experimentos unidimensionais) e sonda muitinuciear de 5

mm com detecgdio inversa (experimentos bidimensionais).

As amostras foram dissolvidas em aliquotas de 0,6 mL de solvente deuterado:
cloroférmio (CDCl3), metanol (CD;0OD), acetona (CID:)»CO ou piridina (CsDsN),
comercializados pela empresas ACROS, Cambridge Isotope Laboratories, Merck ou Aldrich.

Os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados, no caso dos espectros de hidrogénio, pelos picos dos hidrogénios pertencentes
as moléculas residuais ndo-deuteradas dos solventes deuterados utilizados: cloroférmio (Jy
7.27), metanol (6 3,31), acetona (o 2,05) ¢ pinidina (dx 8,74; 7,58; 7,22). Nos espectros de
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carbono-13, os deslocamentos quimicos foram referenciados pelos picos centrais dos
carbonos-13 dos solventes: cloroférmio (d¢ 77,23), metanol (d¢ 49,17), acetona (5o 202,68
29,92) e piridina (3¢ 150,35; 135,91; 123,87).

As multiplicidades dos sinais de hidrogénio nos espectros de RMN 'H foram indicadas
segundo a convengdo: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto), q (quarteto), m
(multipleto).

A técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), com dngulos
de nutagdo de 135°, CH ¢ CH; com amplitudes em oposi¢do aos CH; ¢ 90°, somente CH, foi
utilizada na determinagiio do padrio de hidrogenago dos carbonos em RMN *C, descrito
segundo a convengdo: C (carbono nio-hidrogenado), CH (carbono metinico), CH; {carbono
metilénico) ¢ CH; (carbono metilico). Os carbonos nfo-hidrogenados foram caracterizados

pela subtragio do espectro DEPT 135 do espectro de BB.

Os experimentos bidimensionais de correlagio homonuclear (‘H-'H-COSY e 'H-'H-
NOESY) e heteronuclear (HMQC, HSQC ¢ HMBC), realizados em aparelho Bruker Avance
DRX-500, foram efetuados em sonda multinuclear de 5 mm, com detecgfio inversa,
empregando-se gradiente de campo, posicionado no eixo z € magnitude de 10 A. Os valores
de J utilizados para os experimentos pertinentes foram e = 145, "Jyc =7, onden=2, 3 e
4,

4.4, Qutras determinacdes

4.4.1. Ponto de fusio

Os pontos de fusfio foram determinados em equipamento da Mettler Toledo, composto
por uma placa aquecedora FP82HT ¢ uma unidade de processamento FP90, a uma taxa de

aquecimento de 2 °C/min e nfo foram corrigidos.
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4472, Rotaglo otica

As rotagdes Opticas foram determinadas em polarimetro Perkin-Elmer, modelo 341,
sendo as medidas realizadas a 589 nm (20 °C).

4.5. Estndo fitoguimico das folhas de Psychotria stachyoides

4.5.1. Obtencio do extrato etandlico das folhas

As folhas de P. stachyoides (2,7 kg) foram secas ao ar livre por um periodo de 24 h.
Em seguida, foram trituradas em moinho de facas e submetidas a extragiio com etanol, de
modo exaustivo ¢ A temperatura ambiente. A solugdo resultante foi filtrada ¢ destilada sob

pressdo reduzida, fomecendo 186,0 g de um extrato escuro e viscoso denominado EFPS.

452, Obtenglio da fracdo alcaloidica do extrato etandlico das folhas de Psychotria
stachyoides (EFPS)

Para a obtengdio da fracdo alcaloidica utilizou-se 130,0 g do extrato EFPS, ¢ destes
aliquotas de 22,0 g foram suspensos em 100 ml. de uma solugdo de HCl 10% sob agitagio
mecdnica por quatro horas. A solugfio resultante foi extraida com acetato de etila (4 x 200 ml.
cada). A fase organica foi adicionado Na;SOy anidro, € em seguida o solvente foi destilado
sob pressio reduzida, fornecendo 8,0 g de um residuo com aspecto fisico escuro e viscoso,
denominado FNAF (fragdio nio alcaloidica das folhas). A fase aquosa acida foi adicionada
NH4OH até alcangar pH 9, através de monitoramento em papel de pH. A solugio basica
resultante foi extraida com acetato de etila (4 x 200 mL cada). Em seguida, esta fragdo foi
tratada com Na;S504 anidro e o solvente foi destilado sob pressdo reduzida, para a obtencéo de
um residuo marrom escuro denominado FAF (fragfio alcaloidica das folhas). Este
procedimento foi repetido por seis vezes consecutivas, para levar a obtencéo de 2,2 g de FAF

e 8,8 g de FNAF (fragdo nfio alcaloidica das folhas).
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4.5.3. Fracionamento cromatografico da fragdo alcaloidica das folhas (FAF)

A fragio FAF (2,2 g) foi cromatografada em uma ¢oluna (3 = 4 ¢m ¢ h = 32 ¢m)
contendo Sephadex LH-20, usando MeOH como eluente. A partir deste fracionamento foram
coletadas 40 fragbes de 10 ml, que apds a analise comparativa por CCD as fragdes

semelhantes foram reunidas em ¢inco fragdes resultantes (Tabela 5, p. 56).

Tabela 5 — Cromatografia em Sephadex da fragdo alcaloidica das folhas (FAF).

FRACAO MASSA
F1(1-5) 180,0 mg
FL{6-7 4000 mg
F1(8-23) 330,0 mg

F1 (24-30) 800,0 mg

F1 (31-35) 180.0 mg

Rendimento 85,00 %

4.5 .4, Fracionamento cromatografico de F1 (6-7)

A fragio F1 (6-7) (400,0 mg) foi recromatografada em uma coluna contendo silica
flash, usando como cluente uma mistura ternaria de solventes CH,Cl,/MeOH/NH4OH
(95:05:50 gts/ 100 ml), em ordem crescente de polaridade. Este procedimento resultou em 19
fragdes, que foram posteriormente reunidas de acordo com suas semelhangas em CCD em 4
fragdes resultantes (Tabela 6, p. 56).

Tabela 6 — Cromatografia de F1 (6-7).

FRACAO MASSA

F1 (6-T)(1) 232 mg
F1 (6-7)(2-6) 34,3 mg

F1 (6-7T)(7) 42,5 mg
F1 (6-7x8-19) 200,0 mg
Rendimento 75 %
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4.5.5, Fracionamento cromatografico de F1 (6-7) (7) e isolamento de PS-2

A fragdo F1 (6-7)(7) (42,5 mg) foi recromatografada em CLAE, utilizando-se uma
coluna em fase reversa Cigs — XTerra ¢ uma fase mdvel composta por uma solugiio de
H,O/TFA 0,1% (60)/ MeOH (40), em um fluxo de 4,72 mL/min. Este procedimento resultou
no isolamento de uma resina marrom, que foi denominada de PS-2 (4,0 mg) ([e<]2? = —39,2°,
¢ 0,37, MeOH).

4.5.6. Fracionamento cromatografico de F1 (31-35) e isolamento de PS-3

A fragdo F1 (31-35) (180,0 mg) foi cromatografada em CLAE, utilizando-se uma
coluna em fase reversa C;3 - XTerra ¢ uma fase movel composta por H;O/TFA 0,1% (80)/
CH;CN (20), em um fluxo de 4,72 mL/min. Este processo resultou no isolamento de uma
resina marrom que foi denominada de PS-3 (8,5 mg) ([x]3° = —32,5° ¢ 0,42, MeOH), de

acordo com o Fluxograma 1, p. 58.
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EFPS
(130,0g)
Extraglic dcido-base  _|
{aliquotas de 20 g (6x))
[ ]
FNAF FAF
(8,0g) 2.2g)
Sephadex LH-20
(MeOH)
| 1 | |
F1{1-5} F1{6-7) F1(8-23) F1{24-30) F1{31-35)
(180,0 g) (400,0 mg) (330,0 mg) (800,0 mg) {180,0mg)
Coluna flash em gel de silica — CLAE —
h H,O/TFA 0,1 % (20)/CH,CN (20}
[ I | 1
F1(6-7x1} F1{6-7)(2-6} F1(6-7H7) F1 {6-7}8-19) || Ps-3
(23,2 mg) (34,3 mg) (42,5 mg) {2000 mg) {8,5mg)
CLAE
(H,O/TFA 0,1 % (60)MeOH (40)
Ps-2
(4.0 mg)

Fluxograma 1 — Fracionamento cromatografico da FAF e isolamento de PS-2 ¢ PS-3.

4.5.7. Fracionamento cromatografico de F1 (6-7) (8-19) e isolamento de PS-1

A fragiio F1 (6-7) (8-19) (200,0 mg) foi recromatografada em silica flash, utilizando
como eluente a mistura temaria CH,Cl,/MeOH/NH4OH (95:05:50 gts/ 100 mL), em ordem

crescente de polaridade. Deste procedimento obteve-se 27 frages, que foram reunidas em 4

fragtes resultantes, conforme suas semelhangas em CCD (Tabela 7, p. 59). A fragio F1 (6-7)
(8-19) (14-20) (100,0 mg) apresentou-se como um solido marrom (p.f entre 200,6-202.8 °C;
[(]3? = —1 73°, ¢ 0,075, MeOH) e foi denominada de PS-1 (Fluxograma 2, p. 59).



Tabela 7 — Cromatografia de F1 (6-7) (8-19).

FRACAO MASSA
F1(6-7) (8-19)(1-2) 10,8 mg
F1 (6-7)(8-19)(3-6) 12,3 mg
F1 (6-7X8-19)(7-13) 47,4 mg

FL {(6-7)8-19(14-2(0 100,0 mg
Rendimento 85%

4.5.8. Fracionamento cromatografico de F1 (6-7) (8-19) (7-13) eisolamento de PS-4
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A fragdo F1 (6-7) (8-19) (7-13) (47,4 mg) foi recromatografada em CLAE, por eluigéo
isocratica com mistura de HyO-TFA (0,2%)/ CH;CN (7:3), em um fluxo de 4,72 ml/min. Esta

metodologia levou ao isolamento de uma resina marrom (3,9 mg), que foi denominada de PS-

4,
F1(6-7) (8-19)
(200,0 mg)
Coluna flash em gel de silica =
] | | ]
F1(6-7) (8-19)(1-2) F1 (6-7) (8-19}(3-6) F1 (6-7) (8-19) (7-13) F1ED ((;;19)) (14-20)
(10,8 mg) (12,3 mg) (47.4 mg) (100,0 mg)
CLAE

H,O-TFA 0.2% /CH,CN (7:3)

PS-4
(3,9 mg)

Fluxograma 2 — Isolamento de PS-1 e PS-4.
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4.5.9. Parti¢do liquido-liquido da fragfio nfio-alcaloidica das folhas (FNAF)

A fracfio FNAF (8,0 g) foi solubilizada em uma mistura de HyO/MeOH (1:1). A
solucfio resultante transferida para funil de separagiio, e em seguida extraida com hexano (3 x
200 mL), CH;Cl; (3 x 200 mL), e posteriormente com AcOEt (3 x 200 mL). As respectivas
fragdes orginicas foram secas com NaxSQO, anidro ¢ evaporadas sob pressio reduzida,

resultando em quatro fragdes conforme a Tabela 8 (p. 60).

Tabela 8 — Cromatografia de FNAF.

FRACAO MASSA
FNAF-H 1.0g
FNAF-I} 248
FNAF-A 20g
FNAF-M l4g
Rendimento 85%
4.5.10. Fracionamento cromatografico da FNAF-A

A fragio FNAF-A (300,0 mg) foi adsorvida com 500 mg de gel de silica flash e
acondicionada em uma coluna contendo 14,5 g de silica. A elui¢do foi feita utilizando a
mistura de solventes hexano/acetato de etila (9:1). Neste procedimento foram coletadas 88

fragdes, que apds comparagdo por CCD e reunido das fragSes idénticas foram obtidas seis

fragtes resultantes (Tabela 9, p. 60).

Tabela 9 — Cromatografia de FNAF-A,

FRACAO MASSA
F1(1-10) 10,5 mg
F1(11-26) 15,6 mg
F1 (27-49) 37,0mg
F1 (50-67) 59,1 mg
F1 (68-75% 78,2 mg
F1 (76-88} 5013 mg
Rendimento 83%
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4511, Fracionamento cromatografico de F1 (27-49) e isolamento de PS-5

A fragio F1 (27- 49) (37,0 mg) foi recromatografada em gel de silica flash, usando
como ¢luente a mistura binana de solventes CH,Cl;/MeOH/ (95:05), em ordem crescente de
polaridade. Obteve-se neste procedimento 35 fragdes, que foram posteriormente reunidas
conforme suas semelhangas em CCD em apenas 3 fragdes resultantes (Tabela 10, p. 61). A
fracio F1 (27-49)(8-10) se mostrou como um sélido branco, amorfo, e foi denominada de PS-

5 (Fluxograma 3, p. 62).

Tabela 10 — Cromatografia de F1 (27-49).

FRACAO MASSA
F1({27-49y(1-7 2.0 mg
F4(27- 49) (8-10) 6,4 mg
F4 (27- 49) (11-35) 15,3 mg
Rendimento 64.0%
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EFPS
(1300g)
Extragio dcido-base
(aliquotas de 20 g (6X))
| 1
FNAF FAF
(8.0g) 228
1. Dissolugdo em MeOH/H,O 1:1
2. Partigdo
I | 1 |
FNAF-H FNAF-D FNAF-A FNAF-M
(1.0 {248 2.0 {1.4g)
Coluna flash em
gel de silica
1 |
Fraclies anteriores F1(27-4% Fracies posteriores
(25,1 g} (37.0mg) (187,06 mg)

Coluna flash em _|
gel de silica

F1 (27- 49)(8-10)
(P5-5) (6,4 mg)

Fluxograma 3 — Isolamento de PS-5.

4.6. Estudo fitoquimico dos tales de Psychotria stachyoides

4.6.1. Obtencio do extrato etandlico dos talos

Os talos de P stachyoides (4,2 kg) foram secos, triturados em moinho de facas e
extraidos com etanol, de modo exaustivo ¢ a temperatura ambiente. Apds evaporagiio do
solvente sob pressfio reduzida obteve-se 291,7 g de um extrato escuro e viscoso denominado
de ETPS.
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4.6.2, Obtengiio da fracio alcaloidica a partir do extrato etandlico dos talos (ETPS)

A extragdo da fracio alcaldidica do ETPS foi realizada de acordo com o procedimento
descrito no item 4.5.2. (Fluxograma 4, p. 64). Ao final deste procedimento foram obtidas 3,5
g de FAT (fragfio alcaloidica dos talos) e 10,5 g de FNAT (fra¢fio nfo-alcaloidica dos talos),
proveniente do tratamento icido-base de 142,9 g do extrato ETPS (sete extragdes usando

aliquotas de 20 g).

4.6.3. Fracionamento cromatografico da fragdo alcaloidica dos talos (FAT)

A fragdo FAT (3,5 g) foi cromatografada em ¢oluna (€ = 5 ¢cm e h = 32 ¢cm) Sephadex
LH-20 por elui¢o com MeQOH, para fornecer 47 fragles. Apds a andlise comparativa por

CCD as frages semelhantes foram reunidas em 7 fragGes resultantes (Tabela 11, p. 63).

Tabela 11 — Cromatografia de FAT.

FRACAO MASSA
F1 (1) 0,10 g
Fl (2-8) 023 g
F1 (9-16) 1.00 g
F1 (17-25) 09¢g

F1 (26-33) 0,70 g
F1 (34-44) 020g
F1 (45-47) tl4g
Rendimento 23%

4.6.4, Fracionamento cromatografico de F1 (17-25) ¢ isolamento de PS-6 ¢ PS-7

A fragio F1 (17-25) (900 mg) foi analisada por CLAE numa coluna em fase reversa,
empregando-se uma mistura isocratica de MeOH/H,O (64:36) e fluxo de 4,75 mL/min. As
injecGes foram realizadas através de aliquotas de 200 pL de solucdo filtrada da amostra,
dissolvida na fase moével. A 254 nm, foram detectados e coletados 6 sinais principais: sinal

1{varias substincias), sinal 2 (tr = 5,2 min), sinal 3 (tr = 6,3 min), sinal 4 (tr = 7.4 min), sinal
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5 (tg = 8,5) e sinal 6 (ig = 14,0 min). O sinal 6 se mostrou como uma resina marrom que foi
denominada de PS-6 (3,6 mg) ([«]5° = —90°, ¢ 0,135, MeOH). O material correspondente ao
sinal 1 foi reinjetado (MeOH/H,O (15:85) ¢ desdobrado em 2 sinais principais, sinal 1.2 ¢
sinal 1.3 levando ao isolamento de uma resina marrom, denominada PS-7 (4,6 mg)

(Fluxograma 4, p. 64).

4.6.5. Fracionamento cromatografico de F1 (26-33) ¢ isolamento de PS-8 ¢ PS-9

A fragdo F1 (26-33) (70,0 mg) foi recromaiograda em CLAE, uiilizando a mistura de
solventes MeOH/H;O (6:4), fluxo de 4,72 mL/min ¢ coluna em fase reversa Ciz. Foram
injetados 200 pL de solugdio filtrada da amostra, dissolvida na fase mével. O cromatograma
visualizado a 254 nm, mostrou a separagiio de 4 sinais principais: sinal 1(tg = 3,8 min), sinal 2
(tr = 6,5 min), sinal 3 (tg = 8,1 min) ¢ sinal 4 (tx = 9,9 min). Verificou-se através de RMN 'H
que o sinal 3 (resina marrom) ¢ o sinal 4 (resina marrom) tratavam-se de substincias puras
que foram denominadas de PS-8 (3,7 mg) ([«]3? = —128°, ¢ 0,185, MeOH) ¢ PS-9 (2,5 mg)
([o<]3? = —140°, ¢ 0,06, MeOH), respectivamente (Fluxograma 4, p. 64).

ETPS
(1429 g

Extracdo scido-base |
(aliquotas de 20 g (7x))

- 41
TNAT FAT
10.5 35

Sephadex LH-20 |

(McOH)
1 1 1 1
O TTo® | [FTO067] [FTa2%) FT639| [FIG4#45] [Fl@san)
(0,10 g) (023 ) 1,00 g 09g (0,70 o (0,20 g) 0,14 g
CLAE | CLAE |
(MeOH/H,0, 64:36) | (MeOH/H,0, 6:4)
P56 P33
(3,6 mg) (3.8 mg)
P57 P39
(4,6 mg) (2.5 mg)

Fluxograma 4 — Isolamento de PS-6, PS-7, PS-8 ¢ PS-9,
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4.7. Estudo fitoquimico das raizes de Psychotria stachyoides

As raizes de P. stachyoides (1,2 kg) foram secas, trituradas em moinho de facas ¢
extraidas com etanol, de modo exaustivo ¢ & temperatura ambiente. Apds evaporagdo do

solvente sob pressio reduzida obteve-se um extrato escuro e viscoso denominado de ERPS
(1004 g).

4.7.1. Particio liquido-liquido do ERPS

Parte do extrato ERPS (50,4 g) foi solubilizado em uma mistura de HxO/MeOH (3:2).
A solugdio resultante foi transferida para funil de separacio e extraida com hexano (3 x 200
mL), CH,Cl; (3 x 200 mL), AcOEt (3 x 200 mL) e MeOH. As respectivas fragdes foram secas
com Na;SQ, anidro, e o solvente evaporado sob pressfo reduzida para fornecer 4 fracles
resultantes conforme a Tabela 12 (p. 65).

Tabela 12 — Cromatografia de ERPS.

FRACAO MASSA
ERP5-H 39¢g
ERPS-D 114¢g
ERPS-A ldg
ERPS-M 234¢g
Rendimento 7% %o

4.7.2. Fracionamento cromatografico de ERPS-H

A fragio ERPS-H (3,9 g) cromatografada em coluna flash e a mistura eluotrdpica
constou de hexano ¢ AcOEt puros ¢ em misturas bindrias, seguindo uma ordem crescente de
polaridade. Este procedimento forneceu 93 fragdes, que foram reunidas em dez fragbes

resultantes, de acordo com o resultado da analise comparativa por CCD (Tabela 13, p. 66).
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Tabela 13 — Cromatografia de ERPS-H.

FRACAC MASSA
ERPS-H (1-10) 600 mg
ERPS-H (11-20) 124,.8 mg
ERPS-H (21-30) 78,3 mg
ERPS-H (31-38) 18,4 mg
ERPS-H (39-57) 329,4 mg
ERPS-H (58-70) 2434 mg
ERPS-H (71-82) 4937 mg
ERPS-H (83-86) 562,8 mg
ERPS-H (87-91) 503,2 mg
ERPS-H (92-93) 822,0 mg

Rendimento 97 %
4721, Fracionamento cromatografico de ERPS-H (39-57)

A fragio ERPS-H (39-57) (329,4 mg) foi submetida a um fracionamento em coluna
flash cromatografico isocrdtico utilizando uma mistura de hexano/AcOEt (95:05) como
cluente. As 40 fragGes obtidas foram posteriomnente reunidas em 3 fragGes resultantes, de
acordo a analise comparativa por CCD, Tabela 14 (p. 66).

Tabela 14 — Cromatografia de FH (39-57).

FRACAQ MASSA
ERPS-H (3%-57) (1-19) 150,0 mg
ERPS-H (39-57) (20-30) 40,2 mg
ERPS-H (39-57) (31-40) 45,7 mg
Rendimento 1%

4.7.2.2. Fracionamento cromatografico de ERPS-H (39-57)(20-30) e isolamento de PS-10.

A fragio ERPS-H (39-57) (20-30) (40,2 mg) foi submetida a uma cromatografia
preparativa, por eluicfio com hexano ¢ acetato de etila (75:25). Deste procedimento resultaram
duas fragtes resultantes (Tabela 15, p. 67).
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Tabela 15 — Cromatografia de ERPS-H (39-57) (20-30).

FRACAO MASSA
ERPS-H (39-57) (20-30) P1 7.3 mg
ERPS-H (39-57) (20-30) P2 14 mg

Rendimento 53%

A fragio ERPS-H (39-57) (20-30) P2 foi recromatografada em coluna flash, usando
como eluente a mistura isocratica hexano/acetato de etila (98:02), para levar a obtengio de um

s6lido amarelo(4,2 mg), que foi denominado de PS-10,

4723, Fracionamento cromatografico de ERPS-H (58-70) ¢ isolamento de PS-11

A fragio ERPS-H (58-70) (243,4 mg) foi recromatografada em coluna flash de gel de
gel de silica e eluida com misturas bindrias de hexano/AcOEt, seguindo uma ordem crescente
de polaridade. Este procedimento cromatografico levou a obtengio de 43 fragbes, que foram

posteriormente reunidas em 4 fragdes resultantes , conforme o perfil em CCD (Tabela 16,

p. 67).

Tabela 16 — Cromatografia de ERPS-H (58- 70).

FRACAQ MASSA
ERPS-H (58-70) (1-14) 6,7 mg
ERPS-H (58-70) (15-25) 20 mg
ERPS-H (58-70) (26-35) 385mg
ERPS-H (58-70) {36-43) 445 mg
Rendimento 4%

A fracio ERPS-H (58-70) (26-35) se mostrou como um solido vermelho, ¢ foi
purificado em cromatografia preparativa, usando-se a mistura hexano/AcOEt (60:40) como
eluente, Este procedimento resultou em um sdlido vermelho (7,1 mg) que se¢ mostrou

homogéneo em CCD e foi denominado de PS-11 (Fluxograma 5, p. 68).



ERPS
(50,4 g)

Particdo-liquido-liquido
(H,0/MeOH, 6:4)
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ERPS-H ERPS-D ERPS-A
(3.9¢) (14 g) (l.4g)

ERPS-M
(234 ¢)

Coluna flash

em gel de silica

1
ERPS-H (39-57)

1
ERPS-H (58-70)

(3294 mg) (2434 mg)
Coluna flash em gel de silica Coluna flash em gel de silica
1 1
ERPS-H (39-57)(1-19) ERPS-H (39-57){20-30) ERPS-H (58-70)(26-35)
(150,0 mg) (40,2 mg) (PS-11) (7,1 mg)
Cromatografia
preparativa —
(hexano/AcOFt)

ERPS-H (39-57) (20-30) P1
(7,3mg )

ERPS-H (39-57) (20-30) P2
(14,0 mg)

Coluna flash
em gel de silica

Ps-10
(4,2 mg)

Fluxograma 5 — Isolamento de PS-10 ¢ PS-11.

4.7.3. Fracionamento cromatografico de ERPS-D e isolamento de PS-12 ¢ P5§-13

A fragiio ERPS-D (2,6 g) foi cromatografada em coluna flash, preenchida com 60,4 g

de silica gel e eluida com CH;Cl; ¢ MeOH puros, € em misturas binarias, seguindo uma

ordem crescente de polaridade. Ao final do procedimento foram obtidas 97 fragdes, que

depois de analisadas por CCD, foram reumidas em 9 fragbes resultantes de acordo com as suas

semelhancas (Tabela 17, p. 69).
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Tabela 17 — Cromatografia de ERPS-D.

FRACAO MASSA
ERPS-D (1-5) 0,05 g
ERPS-D (6-20) 0,02¢g

ERPS-D (21-42) 0,26 g
ERPS-D (43-46) 0,03 ¢
ERPS-D (47-59) 0,90 g
ERPS-D (60-65) 033 ¢
ERPS-D (66-71) 0,19 g
ERPS-D (72-84) 023g
ERPS-D (85-97) 0,30g

Rendimento 88%

A fragdo ERPS-D (6-20), se mostrou como um substancia cristalina marrom, que apos

lavagem com diclorometano fomeceu 10,0 mg de cristais incolores, denominado de PS-12.

A fragio ERPS-D (43-46) foi submetida a lavagens com metanol, obtendo-se 12,4 mg
de um solido branco, que foi denominado de PS-13. Esta substincia foi relacionada ao -
sitosterol glicosilado, segundo analise cromatografica por CCD, cuja confirmacio foi

efetivada através da analise espectrométrica por RMN 'H.

473.1. Fracionamento de ERPS-D (85-97) e isolamento de PS-14

Tratamento cromatografico da fragdio ERPS-D (85-97) (300,0 mg) em coluna flash de
gel de silica, utilizando misturas bindrias dos solventes hexano/AcOEt em uma ordem
crescente de polaridade, possibilitou o isolamento de um solido branco, amorfo (20,8 mg)
denominado de PS-14. Apos andlise espectrométrica por RMN e comparacéio com dados da
literatura (SU, 2003), P5-14 foi identificado como sendo o friterpeno acido barbinérvico
(Fluxograma 6, p. 70).
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ERPS.D
(2,6¢g

Coluna flash em |
gel de silica

ERPSD FRPSD ERPSD ERPSD | [ Fragtes ERPSD
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Fluxograma 6 — Isolamento de PS-12, PS-13 e PS-14.




Fara a caracterizacso estrutural d
utilizados infravermelho, csPcctroscoPia de massa, e técnicas uni e

bidimensionais de ressonancia magnética nuclear.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAQ

5.1. Estruturas das substancias isoladas de Psychotria stachyoides

HO PS4
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PS-5

5.2. Determinaciio estrutural dos metabdlitos secundirios isolados de Psychotria
stachyoides

5.2.1. Determinagdo estrutural de PS-1

Sucessivos fracionamentos cromatograficos da fragdo alcaloidica, obtida a partir do
extrato etandlico das folhas (EFPS) de P. stachyoides, possibilitou o isolamento de uma
substincia solida marrom, ponto de fusio 200,6-202,8 °C e [x]3’ = —173°(c 0,0075,
MeOH), denominada de PS-1.

O espectro de absorgdo na regido do infravermelho de PS-1 (Figura 3, p. 85) mostrou
uma banda larga em 3414 em’, correspondente 3 deformagdo axial de ligagio O-H/N-H,
caracterizando presenga de hidroxila ou grupo amina, além de absorcio em 1675 cm’ relativa
3 deformacgfo axial C=0, evidenciando a existéncia de carbonila de amida. Foram ainda
visualizadas bandas em 1616 e 1454 em™ de ligagio C=Caom 1201 ¢ 1166 cm™ referentes 3s
deformagdes axiais C-O, e em 899 e 821 em’! relacionadas 4 deformagfio angular de ligagio
=C-H.

QO espectro de RMN 3 C-BB de PS-1 (Fi gura 4, p. 85) apresentou 26 linhas espectrais,
que ap6s comparagio com os dados obtidos no espectro de RMN PC-DEPT 135° (Figura 5,
p. 86), foi possivel a identificagio de 6 absorgdes relativas a carbonos nfo-hidrogenados (C),
15 absor¢des indicativas de carbonos metinicos (CH), e 5 absorgdes relativas a carbonos
metilénicos (CH;), (Tabela 18, p. 74). O sinal em dc 168,6 (C-22) foi atribuido a uma
carbonila, enquanto que os sinais em Jdc 100,7 (C-17), 74,9 (C-27), 78,7 (C-37), 71,8 (C-47),

78,2 (C-5) ¢ 63,1 (C-6") foram associados a carbonos sp3 oxigenados, compativeis com uma
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unidade de glicose. Na faixa de d¢ 112,7-155,6 foram relacionados 12 sinais de carbonos spz,
enquanto que 7 absor¢des na faixa de d¢ 23,2975 foram atribuidos a carbonos
sp’(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

O espectro de RMN 'H (Figura 6, p. 86) apresentou caracteristicas de esqueleto
aromatico orto dissubstituido, que foram reveladas pelos sinais em dy 7,22 (td, /= 7,4 Hz e
1,0 Hz, H-10), 4 7,26 (td, /=74 Hze 1, 3 Hz, H-11), dy 7,45 (dd, /= 7,4 Hz ¢ 1,3 Hz, H-9)
¢ o 8.15(dd, J= 7.4 Hz ¢ 1,0 Hz, H-12). Foram observados ainda sinais relativos a dois
grupos metilénicos em dg 3,10 (t, /= 5,4 Hz, 2H-5) € dy 2,70 (t, J= 5,4 Hz, 2H-6), além de
sinais de hidrogénios olefinicos em &y 5,20 (d, /= 10,7 Hz, H-18a), dy 5,23 (d; /=17, 4 Hz,
H-18p), Ju 5,85 (ddd, J = 17,7, 10,1 ¢ 7,6 Hz, H-19) ¢ 6 7,71 (5, H-17). A existéncia de vérios
sinais com diferentes multiplicidades na faixa é 4,82 a 3,23 confirmou a presenga de
hidrogénios osidicos, cujo sinal em dy 4,82 (d, J = 82 Hz, H-1) foi associado a um
hidrogénio ligado a carbono anomérico com configuragdo B, através do valor da constante de

acoplamento.

Tabela 18 — Dados de RMN "C de PS-1 com padriio de hidrogenagio.

C cH CH,
112.7 35,7 232
117,0 45,6 36,7
131,0 50,6 (C-NH) 40,0

136,0 (C-N) 71,8 (C-OH) 63,1 (C-OH)
137,3 74,9 (C-OH) 119.3
168,6 (C=0) 78,2 (C-OH)
78,7
97,5 (C-0)
100,7 (C-0)
1164
1192
124,4
1255
1352
155,6 (C-0)
6C 15 CH 5 CH,

C6HzN2 Os
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O espectro bidimensional de correlagdo homonuclear 'H- 'H-COSY (Figura 7, p. 87)
mostrou ¢ acoplamento do hidrogénio metinico e aromatico em Jy 7,45 (H-9) com o
hidrogénio em &y 7,22 (H-10), e deste ultimo ¢om o hidrogénio em dy 7,26 (H-11), que por
sua vez acopla com o hidrogénio dy 8,15 (H-12), confimando a presenga do anel aromatico
dissubstituido do sistema inddlico. Neste espectro foi observado também o acoplamento dos
hidrogénios metilénicos em Jdy 3,10 (2H-5) com os outros em dy 2,70 (2H-6), indicando, desta
forma, a existéncia de um sistema do tipo tetrahidro-g-carbolinico (SIMOES-PIRES, 2006),

conforme mostrado nas subestruturas 1 ¢ 2.

i ., NH
H ~ 13 2
p 2
{ g
\\._\___)‘
Subestrutura 1 de PS-1. Subestrutura 2 de PS-1.

Foi evidente ainda o acoplamento do hidrogénio metinico em dy 4,20 (dd, /=73 ¢ 3.4
Hz, H-3) com os hidrogénios metilénicos em dy 1,98 (m, H-14B) ¢ 2,10 (m, H-14¢); ¢ 0
acoplamento do hidrogénio em dy 5,74 (d, = 8,65 Hz, H-21) com o hidrogénio metinico em
oy 2,64 (t, J = 7,65 Hz, H-20). Em adigdo, o acoplamento do hidrogénio olefinico metinico
em dy 5,85 (H-19) com os metilénicos em dy 5,23 e 5,20 (H-18x ¢ H-18B), revelaram a
presenga de uma dupla terminal monossubstituida, e determinaram a presenca de uma unidade

de secologaning, como mostrado na subestrutura 3.

Subestrutura 3 de PS-1.
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A existéncia de uma unidade osidica evidenciada no espectro de RMN H, foi
confirmada através do acoplamento do hidrogénio anomérico em Jy 4,80 (H-17) com o
hidrogénio em dy 3,23 (H-2"); do hidrogénio em Jdy 3,30 (H-4") com o hidrogénio em Jy 3,32
(H-5"); além de revelar o acoplamento geminal dos hidrogénios em dy 3,92 (H-6’a) ¢ 3,68 (H-

6’B), como visto na subestrutura 4, abaixo:

Subestrutura 4 de PS-1.

QO espectro de HSQC (Figura 8, p. 88) permitiu a associagdo mequivoca de cada
hidrogénio a seu respectivo carbono, de acordo com a Tabela 19 (p. 77). Neste espectro
observou-se que os hidrogénios metinicos em dy 7,45 (H-9), 7,22 (H-10), 7,26 (H-11) ¢ 8,15
(H-12) estavam conectados aos carbonos dc 1192 (C-9), 124,4 (C-10), 1255 (C-11) e 116,4
(C-12), respectivamente, Os hidrogénios metilénicos em Jdy 3,10 (2H-5) mostraram-se
relacionados ao carbono em d¢ 40,0 (C-5), enquanto que os hidrogénios em dy 2,70 (2H-6) se
mostraram correlacionado ao carbono em d¢ 23,2 (C-6). Ainda neste espectro foi possivel
verificar que hidrogénios metilénicos nfo-equivalentes em Jy 2,10 ¢ 1,98 (2H-14) estavam
ligados ao carbono em d¢c 119,3 (C-14), enquanto que os hidrogénios metilénicos da unidade
glicopiranosidica em Jy 3,93 e 3,70 (2H-6’) encontravam-se relacionados ao carbono d¢ 63,1
(C-6").



77

Tabela 19 — Dados de RMN 'H ¢ '*C de PS-1 dispostos segundo as correlagies obtidas
através dos espectros de HSQC e HMBC.,

HSQC HMBC

dc (ppm) &y (ppm, multip., J Hz) “Jen *Jon
C
2 136,0 - H-3 2H-6; H-14b
7 117,0 - 2H-6 H-3; 2H-5; H-9
8 131.0 - H-9 H-10; H-12
13 137.3 - H-12 H-9; H-11
16 E12-7 - H-15; H-17 H-14a; H-20
22 168,6 - H-15; H-17
CH
3 50,6 420(dd,7,3e34) 2H-14 2H-5
9 119,2 7,45 (dd, 7,4 e 1,3)
10 124.4 7,22 (td, 74 e 1,0) H-12
11 1255 726(td,74¢1,3) H-9
12 116.4 8,15 (dd, 7,4 ¢ 1,0) H-11 H-10
15 35,7 264 (1, 1D 2H-14; H-20 H-17; H-21
17 155,6 7,71 (8) H-15
19 1352 5,85(ddd, 17,65; 10,05 e 7,60) 2H-18; H-20 H-15; H-21
20 45,6 264 (1, 1D H-15 H-14b
21 97,5 5,74 (d, 8,7 H-20 H-1’; H-15; H-17;

H-19
1 100,7 4,82 (d, 8,2) H-2 H-3: H-5"; H-21
2’ 74,9 3,23 (dd, 9,1e 8,0) H-3’
3 78,7 341t 9,1) H-4
4’ 71,8 3,30(t.9,1) H-3"; H-5" 2H-6°
5 78,2 3.32 (m)
CH;
5 40,0 3.10(t, 5,5 2H-6
] 232 2,70t 54 2H-5
14 36,7 198 (m); 2,13 ( m) H-15 H-20
18 119,3 5,20 (d, 10,7 Hz); 5,23 (d, 17,4) H-20
6 63,1 3.70(dd, 11,9 6,2); H-5’ H-4"
3,93(dd, 11,9 e 1,9)

O espectro de HMBC (Figura 9, p. 89) corroborou com estes dados, & medida que
revelou importantes correlagdes dos hidrogénios em dg 1,98 (H-14q), dy 2,10 (H-14p3), dy
2,64 (H-20) e dy 7,71 (H-17) com o carbono em Jd¢ 35,7 (C-15). A posi¢io da unidade
glicosidica foi definitivamente estabelecida através da cormrelagdio do hidrogénio em dy 5,74
(H-21) com o carbono anomérico em dc 100,7 (C-1), como mostrado na subestrutura 5.
Observou-se também importantes correlagdes dos hidrogénios em Jy 2,64 (H-20), dy 2,64 (H-
15) e 6y 7,71 (H-17) com o carbono em d¢ 97,5 (C-21), o que caracterizou definitivamente a

unidade secologanina como observado na subestrutura 6.
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Subestrutura 5 de PS-1. Subestrutura 6 de PS-1.

Continuando a analise do especiro bidimensional HMBC, observou-se as correlagdes
dos hidrogénios em y 3,10 (H-5) € 2,10 (H-14) com o carbono em dy 50,6 (C-3), além das
correlagdes dos hidrogénios em dy 4,20 (H-3), dy 2,70 (2H-6) e Ju 1,98 (H-14¢) com o
carbono em d¢ 136,0 (C-2), como indicado na subestrutura 7. Neste espectro verificou-se
também que o hidrogénio em dy 8,15 (H-12) acoplou com os carbonos em d¢ 131,0 (C-8) e
124.4 (C-10); o hidrogénio em g 7,22 (H-10) mostrou correlagiio com o carbono em ¢ 131,0
(C-B), e o hidrogénio em dy 7,45 (H-9) correlacionou-se com o carbono em d¢c 117,0 (C-7),

respectivamente, de acordo com a subestrutura 8:

Subestrutura 7 de PS-1. Subestrutura 8 de PS-1.

A reunido de todos estes dados espectroscopicos mos levou a duas altermativas

estruturais possiveis para PS-1,

I. A carbonila da unidade secologanina poderia estar ligada ao N-4, de acordo
com um esqueleto inddlico usualmente encontrado na literatura (Estrutura A);

II. A carbonila da unidade secologanina poderia estar ligada ao N-1 (Estrutura B),
cuja ocorréncia de alcaldides contendo este tipo de esqueleto € rara, sendo

encontrada apenas em P. correae,
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Estrutura A. Estrutura B.

A confirmagio para a estrutura definitiva de PS-1 se deu apés comparagiio dos seus
dados de RMN 'H ¢ RMN "*C com os dados registrados na literatura para o alcaloide do tipo
B-carbolinicos, correantosideo (30), isolado de Psychotria correa, ¢ N-B-D-glicopiranosil
vincosamida (38), isolada de Psychotria leiocarpa (ACHENBACH, 1995; HENRIQUES,
2004).

Observando estes dados, concluiu-se que a unidade de secologanina em PS-1 deveria
estar ligada ao N-1. Para as estruturas de PS-1 e correantosideo, o hidrogénio H-12 absorve
em aproximadamente Jy 8,15, em situacdo de desprotecdo em relagdo ao mesmo hidrogénio
na estrutura da N-B-D-glucopyranosy] vingosamida, que se encontra absorvendo em Jdy 7,63,
Estes dados podem ser explicados pela a¢io do efeito anisotrépico de blindagem que a
carbonila em C-22 exerce sobre o hidrogénio H-12. Por outro lado, observou-se ainda, que
quando a secologanina estd ligada ao N-4, como no caso da estrutura da V,-D-glucopyranosil
vincosamida, este efeito anisotrdpico de blindagem ¢ evidenciado no hidrogénio H-5b, que
absorve em dy 5,05, ¢, desta forma, se encontra blindado em tomo de & 1,95 ppm em relagéo
ao mesmo hidrogénio na estrutura de PS-1 e do correantosideo (Quadro 3, p. 80 e Quadro 6,
p. 80).
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Quadro 5 — Estruturas quimicas de correantosideo (30), N-B-D-glucopiranosil
vincosamida (38) e PS-1 (88).

33 88

Quadro 6 — Zonas de proteciio (+) e desproteciio (-) na N-B-D-glucopyranosil vincosamida
(38) e PS-1 (88).
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A determinacdio da estercoquimica relativa para PS-1 foi determinada baseada
principalmente no experimento de 'H- 'H-NOESY (Figura 10, p.90), que mostrou as
interagbes espaciais entre os hidrogénios em Jdy 4,20 (H-3) com dy 2,10 (H-14B), e deste
altimo com o hidrogénio em 8y 5,74 (H-21); além dos acoplamentos do hidrogénio em dy
1,98 (H-14a) com os hidrogénios em dy 2,64 (H-15) e dg 2,64 (H-20), de acordo com a
subestrutura 9.

Subestrutura 9 de PS-1.

A observagiio do pico correspondente ao ion molecular em m/z 499,2039 daltons [M +
H]", observado no espectro de massas de alta resolugio de PS-1 (Figura 11, p. 91), aliado aos
dados de integracdio do espectro de RMN 'H, e ao nimero de carbonos notados no espectro de
RMN ! C, permitiram sugerir para PS-1 a formula molecular CagH3oN>Qs, com Indice de
Deficiéncia de Hidrogénio igual a treze. O Quadro 7 (p. 83) mostra os principais fragmentos
registrados no espectro de massa por impacto eletronico (Figura 12, p. 91), e que auxiliaram

na elucidagdio da estrutura proposta para PS-1.
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A reunido de todos os dados espectroscopicos levou a conclusdo de que PS-1 € um
alcaldide estruturalmente semelhante ao alcaldide correantosideo (30), exceto pela auséneia
do grupo metila no nitrogénio 4 (Tabela 20, p. 84). Desta forma PS-1, foi denominada de

correantosideo A, de carater inédito na literatura (estrutura 88).

Estrutura de PS-1 (88).
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+

Quadro 7 — Proposta mecanistica para alguns fragmentos de PS-1.



Tabela 20 — Comparagio dos dados de RMN "*C de PS-1 e correantosideo.

Correantosideo (CD;0D) PS8-1
{ACHENBACH, 1995) (CD;0D)

C
2 134,3 136,0
3 57.8 50,6
5 46.4 40,0
6 18.8 23,2
7 115,7 117,0
8 1304 131,0
9 119,2 119,2
10 124,2 124 4
11 125,5 125,5
12 116,0 116,4
13 137.3 137,3
14 34 4 36,7
15 35,7 35,7
16 1122 112,7
17 155,7 155,6
18 119,2 119,3
19 135,1 135,2
20 454 45,6
21 97.4 97,5
22 168.2 168,6
I’ 100,5 100,7
2 74,7 74,9
¥ 78,6 78,7
4 71,6 71,8
5 78,0 78,2
6 62,9 63,1
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Figura 4 — Espectro de RMN BC-BB (125 MHz, CD;0D) de PS-1.
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5.2.2. Determinacio Estrutural de PS-3

Sucessivos fracionamentos cromatograficos da fragfio alcaloidica obtida a partir do
extrato etanolico das folhas (EFPS), levou ao isolamento de PS-3 como uma resina marrom,

rotagdo oOptica, [o¢]3” = —32,5° (¢ 0,42, McOH).

O espectro de absorglio na regido do infravermelho (Figura 13, p. 97), de PS-3,
apresentou uma banda larga na regidio de 3423 cm”, correspondente 4 deformagio axial de
ligagdo O-H/N-H, caracterizando presenga de grupos hidroxila e/ou amina, e absor¢ido em
1684 cm’ relativa 4 deformagfio axial C=0, evidenciando a existéncia de carbonila. Além
destas, foram visualizados também bandas em 1206 ¢ 1142 cm™! referentes is deformagtes
axiais C-O, ¢ bandas esqueletais em 1451 cm’! referente & ligagio C=C, que juntamente com
as absorgdes em 803 e 724 em™, de deformagdes angulares de ligagdes =C-H, ratificaram a
presenga de um nuicleo aromatico (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

O espectro de RMN " C de PS-3 (Figura 14, p. 98) mostrou-se bastante semelhante a
P5-1. Assim como em PS-1, foram apresentadas 26 linhas espectrais, das quais 12 absorgdes
foram referentes a carbonos s.p2 na faixa de dc 110,9-157,1 e 7 absorgdes foram relacionadas a
carbonos sp3 na faixa de éc 19,6-97.4. O sinal em dc 1674 (C-22) foi atribuido a uma
carbonila, enquanto que os sinais em d¢ 100,7 (C-17), 74,8 (C-2’), 78,1 (C-3"), 71,8 (C-4°),
78,8 (C-5") e 63,1 (C-6") foram associados a carbonos sp"' oxigenados, compativeis com uma
unidade glicosidica. Comparagio destes dados com o espectro de RMN “C-DEPT 135°
(Figura 15, p. 99), possibilitou determinar para a estrutura de PS-3 a presenca de 6 carbonos
nfio-hidrogenados (C), 15 carbonos metinicos (CH) e 5 carbonos metilénicos (CH,) (Tabela
21, p. 93).

Os dados do espectro de RMN 'H (Figura 16, p. 100) de PS-3 também demonstrou
uma estreita semelhanga com aqueles obtido para PS-1. Neste espectro foi observado a
presenga do sistema tetrahidro-#-carbolinico, através dos sinais em dy 7,56 (d, /= 7,6 Hz, H-
9 e dy 8,20 (d, J = 7,6 Hz, H-12), 65 7,30 (t, J= 7,6 Hz, H-10) ¢ 4 7,36 (t, J = 7,6 Hz, H-
11), além dos sinais de dois grupos metilénicos em dy 3,63 (m, H-5) e 8y 3,08 (m, H-6). Esta
informagfio foi confirmada no espectro de COSY (Figura 17, p. 101) através dos
acoplamentos do hidrogénio metinico em 4 7,56 (H-9) com o hidrogénio em dy 7,30 (H-10);
do hidrogénio em dy 7,36 (H-11) com o hidrogénio em dy 8,20 (H-12); ¢ dos hidrogénios
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metilénicos em dg 3,63 (2H-5) com o hidrogénio em dy 3,08 (2H-6) (Subestrutura 1). Foram
ainda visualizados no espectro de RMN 'H os sinais caracteristicos da unidade de glicose na
faixa de dy 3,25 a 4,85, além dos hidrogénios olefinicos da unidade secologanina em dy 7,80
(s, H-17), 64 5,30 (d, /= 17,2, H-18a), 64 5,25 (d, J = 10,7, H-18pB) ¢ Jy 5,82 (m, H-19).

Subestrutura 1 de PS-3.

Tabela 21 — Dados de RMN "C de PS-3 com padriio de hidrogenago.

C CH CH,
110,9 34,7 19,6
1153 45,0 34.0

1262 (C-N) 51,2 (C-NH) 39,0
1264 71,8 (C-OH) 63,1 (C-OH)
137.8 74,8 (C-OH) 120,1

1674 (C=0) 78,1 (C-OH)
78,8 (C-0)
97.4
100,7 (C-0)
16,6
119.8
1249
126,8
134,5
157,1(C-0)
6C 15 CH 5 CH»

Ca6H3gN, 05
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A cormrelagiio direta dos hidrogénios de PS-3 aos seus respectivos carbonos foi
realizada através do espectro HSQC, (Figura 18, p. 102) cujos dados observados neste
espectro possibilitaram a construgio da Tabela 22 (p. 94).

Tabela 22 — Dados de RMN '"H ¢ >C de PS-3 dispostos segundo as correlagies obtidas

através dos espectros HSQC ¢ HMBC.

HSQC HMBC

dc (ppm) &y (ppm, multip., JHz) “Jen “Jen
C
2 129,2 -
7 115.3 - H-9
8 1294 - H-10; H-12
13 137.8 - H-9; H-11
16 110,9 - H-17
22 167,4 - H-17
CH
3 51,2 4,90
9 119.8 7,56 (d, 7,6) H-11
10 1249 7.30 (1, 7,6) H-12
11 126,8 7.36(t, 7,6 H-9
12 116,6 8,20 (d, 7,6) H-10
15 34,7 2,82 (m) H-17
17 157,1 7,80 (s)
19 134,4 5,82 (m) 2H-18
20 45,0 2,71 (m) 2H-18
21 97.4 5,77(d, 9.3) H-1'; H-17
1’ 100,7 4,85 H-2’ H-21
2’ 74,8 3,25 (m)
¥ 78,1 3,42 (m) H-4’
LN 71.8 3.31 H-3’
5" 78.8 3,36 (m) H-6’b
CH;
5 39,6 3,63 (m)
6 19,6 3,08 (m)
i4 34,0 2,33 (m); 2,25 (m)
18 120,1 5,30¢(d, 17,2); 5,25 (d, 10.7)
6’ 63,1 3.97(d, 11,33 3,68 (m)

O espectro de correlagio bidimensional & longa distincia HMBC (Figura 19, p. 103)
mostrou as correlagdes do hidrogénio em dy 7,80 (s, H-17) com os carbonos em d¢ 34,7 (C-
15), 97,4 (C-21) e 167,4 (C-22); e dos hidrogénios metilénicos em dy 5,30 (d, /= 17,2 Hz, H-
18a) e 5,25 (d, J = 10,65 Hz, H-18B) com o carbono em d¢ 45,0 (C-20). Assim como em PS-
1, a posi¢iio relativa da ligagdo glicosidica em C-21 foi confirmada através da correlagio do
hidrogénio cetalico em dy 5,77 (d, J = 9,3 Hz, H-21) com o carbono anomérico em d¢ 100,7
(C-1"). Estes dados nos levaram a construgio da subestrutura 2 relacionada a unidade de

secologanina, como observado para PS-1.
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Subestrutura 2 de PS-3.

A andlise de todos os dados espectrais indicou que PS-3 possui 0 mesmo esqueleto que
PS-1, porém com algumas diferencas de deslocamentos quimicos, principalmente referentes
aos hidrogénios em dy 4,90 (H-3), dy 3,63 (2H-5), ¢ dos carbonos em ¢ 129,2 (C-2), é¢ 19,6
(C-6) e é¢ 34,0 (C-14) (Tabela 23, p. 96). Desta forma, foi proposto para PS-3 a presenca do
grupo N-oxido (N-0O), oriundo da oxidagiio do nifrogénio-4, o que justificou a blindagem
desses hidrogénios em relagdo a PS-1. A presenga deste grupo também explicaria a relativa
blindagem dos carbonos C-2, C-6 e C-14 em PS-3 em relagfio a PS8-1, devido & influéncia do

efeito de proteciio ¥ do atomo de oxigénio nestes carbonos (Quadro &, p. 95).

41360

Quadro 8 — Estruturas de P5-3 (90) e PS-1 (88), com alguns valores de
deslocamentos quimicos de RMN 'H e *C.
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Tabela 23 — Comparacio dos dados de RMN 'H ¢ *C de PS-3 ¢ PS-1.

PS-3 PS-1
de Oy de Oy
C
2 129,2 - 136,0 -
7 115,3 5 117,0 -
8 129.4 - 131,0 -
13 137.8 - 137.3 =
16 110,9 - 112,7 -
22 167.4 - 168.6 -
CH
3 51,2 4,90 50,6 4,20
9 119,8 7.56 119,2 7.45
10 1249 7,30 1244 7,22
11 126,8 7.36 125.5 7,26
12 116,6 8,20 116,4 8,15
15 347 2,82 35,7 2,64
17 1571 7.80 155,6 7,71
19 1344 5,82 1352 5,85
20 45,0 2N 45,6 2,64
21 974 5,77 7.5 5,74
1 100,7 4,85 100,7 4,82
2 74.8 3.25 74,9 3,23
¥ 78,1 342 78,7 3.41
4 71,8 3,31 71,8 3,30
=14 78,8 3,36 78,2 3,32
CH,
3 39.6 3,63 40,0 3.10
6 19.6 3.08 23,2 2,70
14 34,0 233;2725 36,7 1,98; 2,10
18 120,1 530; 5,25 1193 5,20, 5,23
6 63,1 397, 3,68 63,1 3,70; 3,93

Esta sugestdo foi posteriormente confirmada através da obtencdo do espectro de
massas de alta resolugdio (Figura 20, p. 104), que revelou o pico do aduto molecular [M +

Na]" com m1/z 537,3963, com 16 unidades de massa a mais que PS-1.

A jungiio de todos os dados espectrais reunidos possibilitou sugerir a estrutura de PS-3
como um derivado oxidado de PS-1, denominado de correantosideo B e de carater inédito na

literatura (Estrutura 90).
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Figura 14 — Espectro de RMN "*C-BB (125 MHz, CD;0D) de PS-3.
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5.2.3. Determinacéio Estrutural de PS-9

Sucessivas cromatografias da fracdo alcaloidica, obtida a partir do extrato etanédlico
dos talos de Psychotria stachyoides, possibilitou o isolamento de uma resina marrom, com
rotagiio optica, [«]3? = —140° (¢ 0,06, MeOH) e denominada de PS-9.

A analise do espectro de absor¢do do IV de PS-9 (Figura 21, p. 111) revelou uma
banda em 3414 cm™, relacionada a deformacio axial de O-H; bandas em 1674 ¢ 1624 cm”,
relacionadas a deformacées axiais de C=0; banda em 2853 cm™ referente a deformagio axial
C-H de aldeidos, além de banda esqueletal em 1455 emlde ligagio C=C,rom (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2000).

O espectro de RMN *C-BB (Figura 22, p. 111) de PS-9 exibiu 27 linhas espectrais, e
desta forma, revelou um carbono a mais que PS-1. Os sinais em d¢ 168,6 (C-22) ¢ 163,9 (C-
23) foram atribuidos a dois grupos carbonilas. De forma andloga aos alcaldides PS-1 e PS-3 )3
descritos, os sinais em Jde 100,8 (C-17); 74,9 (C-27); 78,2 (C-3%); 71,7 (C-47); 78,7 (C-57) e
63,0 (C-6") foram associados a carbonos sp® oxigenados compativeis com os deslocamentos
quimicos de uma unidade de glicose. Comparando-se os espectros de RMN BC.BB e RMN
BC-DEPT 135° (Figura 23, p.112), pdde-se deduzir a presenga de 5 absorgdes
correspondentes a carbonos metilénicos (CH»), 16 absorgdes referentes a carbonos metinicos
(CH) e por diferenca de espectros, constatou-se a auséncia de 6 carbonos nio-hidrogenados

(C), como apresentado na Tabela 24 (p. 106).

O espectro de RMN 'H (Figura 24, p. 113) apresentou um sinal simples em Jy 8,16 (s,
H-23) que foi relacionado ao hidrogénio de um grupo formila, como ja observado no espectro
de IV. A presenca do sistema tetrahidro-fi-carbolinico pdde ser visualisado, através dos sinais
dos hidrogénios aromaticos em Jy 8,17 (d, /= 7,5 Hz, H-12) e 3y 7,48 (d, /= 7,5 Hz, H-9),
em oy 7,25 (t, J= 7,5 Hz, H-10) e 7,30 (t, J = 7,5, Hz, H-11), e dos dois grupos metilénicos
em dyg 3,98 (m, H-50) e 3,66 (m, H-5B); dy 2,87 (m, 2H-6). Da mesma forma, a unidade
secologanina foi identificada pelos sinais dos hidrogénios olefinicos em dy 7,80 (s, H-17), dy
524 (d, J = 17,2, H-18a), dg 5,24 (d, J = 1,7, H-18B) e &y 5.84 (m, H-19), e a porgio
glicosidica foi evidenciada pelos sinais na faixa de dy 3,23-4,80.
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Tabela 24 — Dados de RMN "C de PS-9 com padriio de hidrogenagio.

C CH CH,
111,8 35,6 19,6
116,2 453 34,0

130,1 (C-N) 479 (C-N) 39,0
132.4 71,7 (C-OH) 63,1 (C-OH)
137.7 74,9 (C-OH) 119,5

168,6 (C=0) 78,2 (C-OH)

78,7 (C-0)
97,6
1008 (C-0)
116.4
119.5
1246
1260
135.0
156,5 (C-0)
163.,9 (C=0)
6C 16 CH 5 CH,
Cy7H30N:204

O espectro de 'H-'H-COSY (Figura 25, p.114) mostrou o acoplamento dos
hidrogénios metinicos do sistema indolico em dg 7,48 (H-9) com o hidrogénio em dy 7,25 (H-
10); e do hidrogénio em dy 7,30 (H-11) com o hidrogénio em Jy 8,17 (H-12), Em adigfio, 0

sistema tetra-hidrocarbolina foi definitivamente visualizado através dos acoplamentos

geminais entre os hidrogénios em dg 3,98 (H-5a) e 3,66 (H-5p), e deste ultimo com o0s

hidrogénios em dy 2,87 (2H-6) também foram observados. A unidade secologanina foi

estabelecida através do acoplamento do hidrogénio metinico em dy 5,52 (1, J = 9,9 Hz, H-3)

com o grupo metilénico em oy 2,09 (m, H-14¢) e dy 2,13 (H-14P3); do hidrogénio metinico em
dg 5,78 (d, J = 9,3 Hz, H-21) com o hidrogénio em dy 2,73 (m, H-20); e do hidrogénio
metinico em dy 5,84 (m, H-19) com os hidrogénios metilénicos geminais em dy 5,19 (d, J =
10,7 Hz, H-180) e 5,24 (d, /= 17,2 Hz, H-18f3), como mostrado nas subestruturas a seguir.
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Subestrutura 1 de PS-9.

Para a porgido osidica foram observados os acoplamento entre os hidrogénios em Jy
4,80 (H-17) e & 3,23 (H-2%), além do acoplamento geminal dos hidrogénios em Jy 3,92 (H-
6’a) ¢ 3,68 (H-6’p), ¢ destes com o hidrogénio em dg 3,36 (H-5"), como visto na subestrutura
3.

Subestrutura 3 de PS-9.

O espectro de HSQC (Figura 26, p. 115) permitiu associar inequivocamente os sinais
de todos os hidrogénios a seus respectivos carbonos, conforme descrito na Tabela 25 (p. 108).
Neste espectro foi possivel visualizar a correlagio do hidrogénio em dy 8,16 (H-23) com o
carbono carbonilico em 8¢ 163,9 (C-23), confirmando, a presenga do grupo formila na

estrutura de PS-9,

A formula molecular Cy7H30N2Og foi deduzida a partir do ion molecular com m/z
527,1983 [M + HJ", obtida no espectro de massas de alta resolucio (Figura 27, p. 115), e foi

compativel com um Indice de Deficiéncia de Hidrogénio igual a 14.
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Tabela 25 — Dados de RMN 'H e °C de PS-9 dispostos segundo as correlagdes obtidas
através dos espectros HSQC e HMBC

HSQC HMBC
JC JH (ppm, rnultip., J |.{/) _?Jr[.; -‘JCH
(ppm)

C
2 1324 -
7 116,2 - H-5a
8 130.1 - H-10; H-12
13 137,7 - H-9; H-11
16 111.8 - H-17
22 168,1 - H-19
CH
3 47,9 5,52 (1,9,9) H-5a; H-23
9 1195 7.48(d, 7.5) H-11
10 1246 7,25(t,7.5) H-12
11 126,0 7,30(t,7.5) H-9
12 116,4 8,17(d, 7.,5) H-10
15 35,6 2,72 (m) 2H-14
17 156,5 7.80(8)
19 134,9 5,84(m) 2H-18
20 45,3 2,73 (m) 2H-18
21 97.6 5,78(d, 9,3) H-1’; H-17
23 163,% 8,16 (s) H-5a
1’ 100,8 4,80 H-21
2’ 74,9 3,23(dd,9,2e7.8)
¥ 78,2 342 (1,9.2) H-2°
4 71,7 3,31(.9,1) H-3"; H-5’
5 78.7 3.36 (m) H-4’
CH,
5 41,6 3,98 (m); 3,66 (m)
6 23,2 2,87 (m)
14 34,8 2,13 (m); 2,09 (m)
18 119.5 5,24 (4, 17,2); 5,19 (d, 10,7)
6 630 3,92 (d, 12,1); 3,68 (dd, 12,1 € 6,0) H-5°

A comparacio dos dados espectroscopicos de RMN 'H ¢ de C com aqueles
atribuidos para PS-1 (Tabela 26, p. 110) indicou que PS-9 trata-se de um alcaldide tetrahidro
p-carbolinico, porém com diferenca nos deslocamentos quimicos dos carbonos em d¢c 1324
(C-2), d¢c 47,9 (C-3), 3¢ 41,6 (C-5) e dc 34,8 (C-14), que se encontram mais blindados em
tomo de 2,7 ppm. Outra diferenca relevante foi observada nos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios em & 5,52 (H-3), 3,98 (H-5a) e 3,66 (H-5p), que se encontram mais blindados em
PS-9.

O espectro de HMBC (Figura 28, p. 116) corroborou com os dados de RMN 'H ¢
RMN “C-BB, 2 medida que revelou importantes acoplamentos a longa distincia, entre o

hidrogénio do grupo formila em & 8,16 (H-23) e o carbono em d¢ 47,9 (C-3); além da
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correlagiio do hidrogénio em ¢ 3,98 (H-5¢) com o carbono carbonilico em dc 163,9 (C-23).
Estes acoplamentos permifiram localizar a exata posi¢io do grupo formila em N-4, ¢
justificou os dados de deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN 'H e RMN

3¢ (subestrutura 4).

Subestrutura 4 de PS-9.

Neste espectro foram visualizadas ainda as correlagdes dos hidrogénios em é 7,80 (H-
17) e & 4,80 (H-1") com o carbono em d¢ 97,6 (C-21); e dos hidrogénios metilénicos em J
5,24 (d, J=17,2 Hz, H-18x) ¢ 5,19 (d, J= 1,7 Hz, H-18p) com o carbono em Jd¢ 45,3 (C-20).
A posigdo relativa da porgdo glicosidica em C-21 foi confirmada através da correlagdo do
hidrogénio em 4 5,78 (d, J = 9,3 Hz, H-21) com o carbono em Jd¢c 100,8 (C-1"). Estes dados
nos levaram a obtengio da subestrutura 5, como ja observado para as estruturas de PS-1 e PS-

3.

Subestrutura 5 de PS-9.

Desta forma, PS-9 foi caracterizado como sendo um derivado estrutural de PS-1 com
um grupo formila no nitrogénio N-1 ¢ de carater inédito na literatura, que foi denominado de

correantosideo C (Estrutura 96).



Tabela 26 — Comparagio dos dados de RMN 'H e 1°C de PS-9 e PS-1.

H  ocl

Estrutura de PS-9 (96).

PS-9 PSs-1
dc O dc O
c
2 1324 - 136,0 -
7 116,2 - 117,0 -
8 130,1 - 131,0 -
13 137,7 - 137.3 -
16 111,8 - 112,7 -
22 168,1 - 168.6 =
CH
3 47.9 5,52 50,6 4,20
9 119,5 7,48 119,2 7.45
10 124,6 7,25 1244 22
11 126,0 7,30 125,5 7.26
12 1164 8,17 1164 8,15
15 35,6 2,72 35,7 2,64
17 156,5 7.80 155,6 7.71
19 1349 5,84 135,2 5,85
20 45,3 2,73 45,6 2,64
21 97.6 5,78 97.5 5,74
23 163,0 816 - -
1 100,8 4,80 100,7 4,82
2 74.9 3,23 74,9 3.23
37 78,2 3,42 78,7 3.41
§ 71,7 3.31 71,8 3.30
& 78,7 3,36 78,2 3,32
CH,
5 41,6 3,98; 3,66 40,0 3,10
6 23,2 2,87 23,2 2,70
14 34,8 2,13; 2,09 36,7 1,98; 2,10
18 119,5 5,24; 5,19 119,3 5,20;5,23
6 63,0 3.92:3,68 63,1 370,393

110
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5.2.4. Determinacio Estrutural de PS-8

A partir da fraglo alcaloidica, obtida do extrato etandlico dos talos de Psychotria
stachyoides, foi possivel o isolamento de uma resina marrom com rotagio dptica, [«]3’ =

—128° (¢ 0,165, MeOH), que foi denominada de PS-8.

A analise do espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 29, p. 122)
revelou uma banda em 3415 cm’, relacionada 3 deformagio axial de ligagdo O-H/N-H,
caracterizando presenga de hidroxila ou grupo amina, além de bandas em 2926 cm™ referente
4 deformagiio axial C-H, ¢ em 1620 em’ relacionada 3 deformagio axial de C=0,
evidenciando a presenc¢a de carbonila. A absor¢dio em 1454 cm’ foi relacionada a ligagdo
C=C, que juntamente com a absor¢io em 619 cm’ foram relacionadas a deformacdes
angulares de ligagdes =C-H, e confirmaram a presenga de um esqueleto aromatico
(SILVERSTEIN, WEBSTER, 2000).

O espectro de RMN PC-BB (Figura 30, p. 122) exibiu 25 sinais espectrais. O sinal em
dc 169,0 (C-22) foi atribuido a uma carbonila, engquanto que os sinais em ¢ 114,8 (C-16) e
148,7 (C-17) foram associados a carbonos olefinicos, sendo este Gltimo oxigenado. Assim
como nos outros compostos, os sinais em de 100,3 (C-17); 74,9 (C-27); 78,5 (C-37); 71,9 (C-
4%); 78,5 (C-5") e 63,0 (C-6") foram associados a carbonos de uma unidade glicosidica.
Comparando-se os espectros de RMN “C-BB e RMN *C-DEPT 135° (Figura 31, p. 123),
pOde-se deduzir a presenca de 5 absor¢Ges correspondentes a carbonos metilénicos (5 CHy),
14 absor¢des de carbonos metinicos (14 CH) e por diferenga de espectros, constatou-se a

auséncia de 6 carbonos nio-hidrogenados (6 C), como apresentado na Tabela 27 (p. 118).

O espectro de RMN 'H (Figura 32, p. 124) de PS-8 mostrou-se bastante semelhante
aquele obtido para PS-1. Neste espectro foi observado a presenga do sistema tetrahidro-5-
carbolinico através dos sinais dos hidrogénios em &y 8,47 (d, J=8,2 Hz, H-12), &; 747 (d, J
=72 Hz, H-9), 7,36 (td, /=72 e 1,0 Hz, H-11) e & 7,31 (td, J= 7,2 ¢ 1,3 Hz, H-10), além
dos sinais dos grupos metilénicos em d&; 3,45 (m, H-5a), 3,25 (m, H-5f) ¢ § 2,92 (m, 2H-6).
Os sinais com diferentes multiplicidades na faixa de &y 4,77-3,26 foram associados aos
hidrogénios da unidade de glicose. Diferentemente dos outros alcaldides descritos, neste
espectro percebeu-se a auséncia dos sinais relativos ao grupo vinilico terminal da unidade de
secologaning, os quais foram substituidos pelos sinais de hidrogénios em & 4,00 (dl, J= 10,2
Hz, H-19a) e &1 4,50 (dd, J, = 10,2 Hz ¢ 6,6 Hz, H-19p).
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Tabela 27 — Dados de RMN “C de PS-8 com padrio de hidrogenagfio

C cH CH,
1148 32,0 212
118,4 51,7 (C-N) 43,7
129,2 53,3 48,0
139,1 71,9 (C-OH) 63,0 (C-OH)

137.1 (C-N) 74,9 (C-OH) 72,4

169,0 (C=0) 78,5 (C-OH)

78,5 (C-0)
95,5

100,3 (C-0)
1183
1197
1252
126.8

148,7 (C-0)

6C 14 CH 5 CH,

CasHae

O espectro de 'H-'"H-COSY (Figura 33, p. 125) confirmou a existéncia do sistema

tetrahidro-#-carbolinico, observado mo espectro de RMN 'H, através dos acoplamentos

mostrados na subestrutura 1. Foram observados os acoplamentos do hidrogénio metinico

aromdtico em &g 7,47 (H-9) com o hidrogénio em 7,31 (H-10); ¢ do hidrogénio em & 7,36

(H-11) com o hidrogénio em & 8,47 (H-12). Observou-se também o acoplamento entre os
hidrogénios metilénios em &u 2,92 (2H-6) com os hidrogénios em 3,45 (H-5a) e 3,25 (H-5p),

como observados na subestrutura 2.

Subestrutura 1 de PS-8

Subestrutura 2 de PS-8
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Observou-se ainda neste espectro o acoplamento do hidrogénio em & 4,50 (H-19p)
com o hidrogénio em &y 4,00 (H-19a) e 83 3,05 (t, J = 7,2 Hz, H-20); além do acoplamento
do hidrogénio em 8y 3,11 (m, H-15) com o outro em &y 2,30 (m, H-14q).

Subestrutura 3 de PS-8.

A Tabela 28 (p.121) apresenta os deslocamentos quimicos de 'H e “C,
correlacionando os hidrogénios aos seus respectivos carbonos, a partir das informagdes

extraidas do espectro de HSQC (Figura 34, p. 126).

O espectro de HMBC (Figura 35, p. 127) corroborou estas sugestdes através das
correlages do hidrogénio em 6 2,12 (H-14f3) com os carbonos em d¢ 1371 (C-2), 51,7 (C-3)
e 32,9 (C-15); dos hidrogénios metinicos em dy 6,97 (H-17) e 8y 5,80 (H-21) com o carbono
em ¢ 32,9 (C-15); e dos hidrogénios em &y 2,32 (H-3) € &y 2,92 (H-6) com o carbono em d¢
137,1 (C-2), mostrados na subestrutura 4 ¢ 5.

Subestrutura 4 de P5-8 Subestrutura 5 de PS-8

Uma importante correlagio apresentada neste espectro foi mostrada entre os
hidrogénios metilénicos em & 4,00 (H-19a) e &y 4,50 (H-19f) com o carbono em d¢ 51,72
(C-3), o que levou a construgiio da subestrutura 6:
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Subestrutura 6 de PS-8

de alta resolugdo (Figura 36, p. 128), que revelou o pico aduto do ion molecular em m/z
507,3328 daltons [M + 23]".

A estercoquimica relativa de PS-8 foi fundamentada no experimento de 'H- 'H-
NOESY (Figura 37, p. 128), que mostrou as intera¢des espaciais entre ¢ hidrogénio em &
3,06 (H-20) com os hidrogénios em & 3,11 (H-15) e 4 4,00 (H-190); do hidrogénio em &y
2,32 (H-3) com o hidrogénio & 4,50 (H-198); e do hidrogénio em dy 5,80 (H-21) com os
hidrogénios em & 2,32 (H-3) e &y 4,50 (H-19B), como mostrado na subestrutura 7.

; ’

Subestrutura 7 de PS-8

Assim como os outros alcaldides ja descritos neste trabalho (PS-1, PS-3 e PS-9), PS-8
(Estrutura 95) também se mostrou como um alcaléide do tipo tetrahidro--carbolinico, porém
sofreu ciclizagdo através do ataque intramolecular do N-1 & ligacio dupla da unidade

secologanina ¢ possui carater inédito na literatura.
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Estrutura de PS-8 (95)

Tabela 28 — Dados de RMN 'H e *C de PS-8 dispostos segundo as correlagdes obtidas
através dos espectros HSQC ¢e HMBC

HSQC HMBC
(SC (5[.[ (ppm, multipA, JHZ) IJCH jJCH
C
2 137,1 - H-3 2H-6; 2H-14
7 1184 - 2ZH-6 H-%
8 125,2 - H-10; H-12
13 1391 - H-9; H-11
16 114,8 - H-17 2H-14; H-19
22 169,0 - H-17
CH
3 51,7 232 H-14b H-15
9 119,7 TA47(d, 7.2) H-10 H-11
10 125,2 7,31 (d, 7.2; 1,3) H-% H-12
11 126,8 7,36 (td, 7.2; 1,0% H-12 H-%
12 118,3 847 (d, 8.2) H-11 H-10
15 32,9 3,11 (m) 2H-14 H-3; H-17; H20
17 1487 6,97 (d, 2.3) H-20; H-21
20 533 3,06 (t,7.1) 2H-14
21 05,5 580(s) H-1; H-15; H-17
r 1003 4,77 (d, 8,0) H-2’ H-21
2 74,9 3,26 (dd, 7.9;9,9) H-3
3 78,5 3.40(t, 9,0) H-2°; H-4
4 71,9 3,31 H-3’
5 78,5 335 (m) H-4°
CH,
5 48,0 3,45 (m), 3,25 2H-6
6 21,2 2,92 (m), 2,87 (m) H-5a
14 43,7 230(my; 2,12(d, 12,1)
19 72.4 4,51 (dd, 13,2; 6,6)
4,00 (dl, 10.2);
6 63,0 3,93 (dd, 11,9; 2,0) H-4’
3,68 (dd, 11,9:6.2)
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Figura 29 — Espectro de absor¢do na regiao do IV (KBr) de PS-8.
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5.2.5. Determinacéio Estrutural de PS-2

Sucessivos fracionamentos cromatograficos da fragfio alcaloidica obtida a partir do
extrato etandlico das folhas (EEFPS) de P. stachyoides, permitiu o isolamento de uma
substincia que se apresentou como uma resina marrom, [o<]3? = —39,2° (¢ 0,37, MeOH), ¢

foi denominada de PS-2.

PS-2 apresentou em seu espectro de absor¢io na regido do infravermelho (Figura 38,
p. 135) uma banda larga em 3415 cm™, correspondente & deformacéo axial de ligagdo O-H/N-
H, caracterizando presenga de grupos hidroxila ou grupo amina, além de absor¢do em 1679
em™ relativa 4 deformagiio axial C=0 de grupo carbonila. Foram também visualizadas banda
esqueletal em 1450 em’! de ligagio C=Cgom., € absor¢des em 1203 e 1136 cm’! referentes a

deformagio axial de ligagdo C-O (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

O espectro de RMN H de PS-2 (Figura 39, p. 135) mostrou sinais compativeis com
um sistema f-carbolinico através dos sinais em 8y 7,58 (dd, J= 7,9 ¢ 7,5 Hz, H-10) ¢ &; 7,78
(dd, /=7,5¢83 Hz, H-11), & 833 (d, /=79 Hz, H-9) ¢ & 8,5 (d, /= 8,3 Hz, H-12), ja
observados anteriormente. No entanto, para PS-2 foram visualizados a presenga de dois
hidrogénios olefinicos adicionais em 8y 8,46 (d, J= 5,6 Hz, H-5) ¢ &; 8,35 (d, /= 5,6 Hz, H-
6), em substitui¢io aos hidrogénios dos grupos metilénicos do sistema tetrahidrocarbolinico,
como observado para os outros alcaldides. Este espectro também mostrou a presenga das
unidades de glicose e secologanina, através dos sinais relativos ao grupo vinilico terminal em
&1 542 (dd, J=10,3 e 1,1 Hz, H-18a), & 5,51 (d; J=17, 15 Hz, H-18f); & 5,88 (m, H-19),
e do sinal em & 4,72 (d, J = 7,9 Hz, H-1) relacionado ao hidrogénio anomérico da unidade

de acicar.

De forma andloga a PS-1, o espectro de RMN ¥ C-BB (Figura 40, p. 136) de PS-2
também exibiu 26 linhas espectrais, no entanto, foram observados o surgimento de dois
carbonos sp2 adicionais em d¢c 116,2 (C-6) € d¢c 137,0 (C-5), sugerindo que PS-2 possui uma
insaturagfio a mais que PS-1. O sinal em d¢ 167,9 (C-22) foi atribuido a uma carbonila,
enquanto que os sinais em Jd¢ 100,1 (C-17), 74,8 (C-27), 78,0 (C-37), 71,7 (C-47), 78,0 (C-57) e
62,9 (C-6") foram associados aos carbonos da unidade de glicose. O espectro de RMN Be-
DEPT 135° (Figura 41, p. 136) em comparagio com o espectro de RMN °C revelou a
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presenga de 3 carbonos metilénicos (3 CH;), 17 carbonos metinicos (17 CH) ¢ 6 carbonos

nfio-hidrogenados (6 C) (Tabela 29, p. 130).

Tabela 29 — Dados de RMN *C de PS-2 com padrio de hidrogenagiio

C

CcH

CH,

113,5
123.9
138,0
144.0

145,7 (C-N)

167,9 (C=0)

6C

30,5
46,4
50,0 (C-NH)
71,7(C-OH)
74,8 (C-OH)
78,0 (C-OH)
78,0 (C-0)
97,9
100,1 (C-0)
1162
119.8
1239
1263
1335
133,6
137,0
157,2 (C-0)
17 CH

36.6
62,9 (C-OH)
121.8

3 CH,
C26H23N208

No espectro de H- '"H-COSY (Figura 42, p. 137) foram observados os acoplamentos
dos hidrogénios metinicos em & 7,58 (H-10) com os hidrogénios em & 8,33 (H-9) ¢ 7,78

(H-11), e deste com o hidrogénio em Jy 8,5 (H-12), confirmando a presenca do sistema

indélico. Em adi¢io, foi observado o importante acoplamento do hidrogénio olefinico em &
8,46 (d, J= 5,6 Hz, H-5) com o outro em & 8,35 (d, 7 = 5,6 Hz, H-6), indicando a presenga

de uma ligagdo dupla entre os carbonos C-6 ¢ C-5. De acordo com estes dados, pdde-se inferir

a existéneia de um sistema di-hidro-f-carbolinico para PS-2, conforme mostrado na

subestrutura 1.
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Subestrutura 1 de PS-2

O espectro de massa por impacto eletronico (Figura 43, p. 138) confirmou as
informagdes reveladas pelos espectros de RMN 'H e *C, através do pico do ion molecular
com m/z 496 Daltons, commespondente a formula molecular CiHpsN>Og com Indice de
Deficiéncia de Hidrogénio ignal a doze. Os principais fragmentos apresentados por este

espectro estdo apresentados no Quadro 9, p. 132.
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miz 263

m/z 235

Quadro 9 — Proposta mecanistica para alguns fragmentos de PS-2, de acordo com seu espectro
de massa.

O espectro de HSQC (Figura 44, p. 138) revelou de forma inequivoca as correlagdes
de todos os hidrogénios ¢ seus respectivos carbonos, como mostrado na Tabela 30, (p. 134).
Por outro lado, o espectro de HMBC (Figura 45, p. 139) corroborou as sugestdes anteriores
através das correlagées do hidrogénio em &y 8,46 (H-5) com o carbono em & 116,2 (C-6); do
hidrogénio em d¢ 8,46 (H-5) com o carbono em d¢ 145,7 (C-2), e do hidrogénio & 8,35 (H-6)

com o carbono d¢ 137,0 (C-5), como mostrado na subestrutura 2.
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Subestrutura 2 de PS-2

Neste espectro foram também mostrados os acoplamentos do hidrogénio olefinico em
& 7,98 (s, H-17) com os carbonos em ¢ 30,5 (C-15), 979 (C-21) e 167,9 (C-22); ¢ do
hidrogénio acetdlico em Ay 5,70 (H-21) com os carbonos em d¢ 30,5 (C-15) e d¢ 157,2 (C-17)
e ¢ 100,1 (C-1°), o que evidenciou a posi¢io relativa da glicose no carbono 21, como

mostrado nas subestruturas 3 ¢ 4.

Subestrutura 3 de PS-2 Subestrutura 4 de PS-2

De acordo com os dados espectroscopicos descritos, foi possivel concluir que,
diferentemente dos outros alcaldides, PS-2 possui um sistema di-hidro-#-carbolinico. Desta
forma, PS-2 foi denominado de correantosideo E de carater inédito na literatura (Estrutura

89),

H oGl

Estrutura de PS-2 (89)
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Tabela 30 — Dados de RMN 'H e °C de PS-2 dispostos segundo as correlagdes obtidas
através dos espectros HSQC e HMBC

HSQC HMBC
5(‘ 5[.[ (ppm, rnultip., JHZ} 2J(jH 3JCH

C

2 145,7 - H-5; 2H-14

7 138,0 - H-5; H-9

8§ 123,9 - H-10; H-12
13 144.0 - H-12 H-9; H-11
16 113,5 - H-15; H-17 H-14
22 167.9 - H-17
CH

3 50,0 3,41

5 1370 8.46(d, 5,0) 1-6

G 116,2 8,35(d, 5,0 -5

5 123.,9 8,33(d,7,9) H-11

10 126,3 7,58 (t,7,9;7.5) H-12
11 133,5 7,78 (t, 7,5; 8,3) H-9

12 119,8 85, 83 H-10
15 305 3,46 H-17; H-21
17 157,2 7,98 (s) H-21

19 133,6 5,88 m H-15
20 46,4 2,92 (m) H-15, H-19 H-14; 2H-18
21 97,9 5,70 (d, 3,56) H-1"

1’ 100,1 4,72(d, 7,9) H-2’ H-21

2’ 74,8 3,12(dd, 7.9 e 89) H-3"

¥ 78,0 3,37 H-2°; H-4

4 71,7 3,24(t,9,2) H-3" H-6’a
5 780 331
CH,

14 36,6 3,48 e 3,41

18 121,8 551(d,17.2) H-19

542 (dd, 10.3)
6 62,9 391(dd, 11,9 2,0) H-4’

3,66 (dd, 11,8 ¢ 6,8)
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5.2.6. Determinacéio Estrutural de PS-6

PS-6 foi isolada a partir de sucessivas cromatografias da fragdo alcaloidica do extrato
etandlico dos talos de P. stachyoides, como uma resina marrom ¢ [<]3? = —90,0° (¢.0,135,
MeQH).

O espectro de infravermelho de PS-6 (Figura 46, p. 145) apresentou uma absor¢dio em
3416 cm™, correspondente 4 deformagdo axial de ligagdo O-H referente a um grupo hidroxila;
uma banda em 1621 cm "' associada 4 deformagio axial de ligacdo C=0 de carbonila de
amida; além de uma banda em 1454 cm™ referente 3 deformacio axial de ligacdo C=C,rom

(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

De forma analoga ao espectro de RMN *C de PS-1, o espectro de RMN PC (Figura
47, p. 145) de PS-6 também exibiu 26 linhas espectrais. Os espectros destes compostos
mostraram-se bastante semelhantes, com excegdo da presenca de trés carbonos sp’ adicionais
em d¢ 148,1 (C-3), 116,2 (C-6) e ¢ 137,0 (C-5) em PS-6, indicando que este composto possui
duas insatura¢Ses a mais que PS-1. Anélise comparativa com o espectro de RMN “C-DEPT
135° (Figura 48, p. 146) permitiu determinar ¢ padrio de hidrogenacfo dos carbonos como
sendo 3 carbonos metilénicos (3 CH»), 16 metinicos (6 CH) e 7 carbonos nfo-hidrogenados
(C), de acordo com a Tabela 31 (p. 141). O espectro de massa de alta resolugéo (Figura 49,
p. 146) commoborou estes dados através do pico ion molecular em m/z 495,1742 [M + HJ',
correspondente a formula molecular C»¢Hz6N2Oz e Indice de Deficiéncia de Hidrogénio igual

a quinze, duas insaturagdes a mais que PS-1.

indolico através dos sinais centrados em &g 7,49 (t, J=79¢ 7 7Hz, H-10 e g 7,65 (1, J=7,7
¢ §4 Hz, H-11), &4 8,14 (d, J= 8,0 Hz, H-9) ¢ & 8,63 (d, /= 8,4 Hz, H-12). Assim como em
PS-2, observou-se neste espectro sinais correspondentes a hidrogénios olefinicos adicionais
em &g 8,25 (d,/=5,0,H-5 Hz) ¢ 6 7,79 (d, J= 5,0 Hz, H-6).
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Tabela 31 — Dados de RMN "C de PS-6 com padriio de hidrogenagio.

C CH CH,
114,5 21,2 30,8
125,2 46,7 62,9 (C-OH)

134,0 (C-N) 71,7 (C-OH) 1213
1344 74,7 (C-OH)
1423 77,9 (C-OH)
148.1 (C-N) 78.6
168.8 (C=0) 97.9 (C-0)
100,1 (C-0)
114,5
119.7
122,3
125.5
131.3
134,1
142.6
155,9 (C-0)
7C 16 CH 3 CH,

CaH26N2Og

De maneira semelhante a PS-1 e PS-2 o espectro bidimensional de correlagido

homonuclear 'H- 'H-COSY de PS-6 (Figura 51, p. 148) mostrou os acoplamentos dos

hidrogénios do sistema indélico, através da correlagio do hidrogénio metinico em & 8,14 (H-
9) com o hidrogénio em &; 7,49 (H-10), e deste com o hidrogénio & 7,65 (H-11), que por sua

vez acopla com o hidrogénio dy 8,63 (H-12). Neste espectro também foram observados o

acoplamento dos hidrogénios olefinicos em ¢y 8,25 (H-5) com o outro em &y 7,79 (H-6), que

foram atribuidos a hidrogénios o e [ do anel piridinico. Estes dados, em conjunto com 0s

dados de RMN 'H e °C possibilitaram propor para PS-6 a subestrutura 1:

Subestrutura 1 de PS-6.
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Assim como visualisado para os outros alcaléides ja descritos, o espectro de COSY
mostrou a correlagdo do hidrogénio olefinico em &y 5,87 (m, H-19) com o hidrogénio em &
2,86 (m, H-20), e deste com os hidrogénios em & 3,35 (H-15) e 5,67 (d, J = 2,7, H-21),

caracterizando a unidade secologanina (subestrutura 2).

Subestrutura 2 de PS-6.

A atribuicido dos deslocamentos quimicos dos carbonos com os seus respectivos
hidrogénios foi realizada de forma inequivoca, através da anilise do espectro de HSQC
(Figura 52, p. 149), cujos dados apresentam-se na Tabela 32 (p. 143). No espectro de HMBC
(Figura 53, p. 150) foram evidenciados o acoplamento do hidrogénio em & 5,85 (H-20) com
os carbonos em d¢c 114,5 (C-16) e 5134,1 (C-19), e do hidrogénio em & 3,35 (H-15) com o
carbono em dc 114,5 (C-16); do hidrogénio olefinico em &; 7,90 (H-17) com o0s carbonos em
oc 114,5 (C-16) e d¢ 97,9 (C-21); do hidrogénio acetalico em g 5,67 (H-21) com o carbono

em dc 100,1 (C-17), o que confirmou a posi¢io da glicose no carbono 21, (subestrutura 3 e 4}.

Subestrutura 3 de PS-6. Subestrutura 4 de PS-6.
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Tabela 32 — Dados de RMN 'H e °C de PS-6 dispostos segundo as correlagdes obtidas
através dos espectros HSQC e HMBC.

HSQC HMBC
5(‘ 5[.[ (ppm, rnultip., JHZ} 2J(jH 3JCH

C

2 1344 - H-6; H-14; H-15

3 148,1 H-14 H-5; H-15

7 134,0 - H-5; H-9

8 1252 - H-6; H-19; H-12

13 142,3 - H-9; H-11

16 114,5 - H-15; H-17 H-14; H-20
22 168,8 - H-17
CH

5 142,6 8,25 (d, 5,0)

G 114.5 7,79 (d, 5,0) H-5

5 1223 8,14 (d, 8,0)

10 125,5 7.49(dd, 7.9e7,7) H-12
11 131,3 7.65(dd, 7,7 84) H-9

12 1197 8.63(d, 84)

15 212 3,35 H-14 H-17; H-21
17 155,9 7.90 (s)

19 134,1 5,88 (m) H-20

20 46,7 5,85 (m) 2H-18
21 97,9 5,67(d, 2,7) H-17

1’ 100,1 4,72 (d, 8,0) H-2’

2’ 74,7 3,17 H-3"

¥ 779 3,35 H-2°; H-4

4 71,7 3,23 H-3’

5 78.6 3.36 H-4’; H6'b
CH,

14 398 3,23

18 121,3 5,48 (d, 16,9);

532(d, 10.4)
6 62,9 3,91 (d, 10.8)
3,66 (dd, 10.8 ¢ 6,0

Este espectro mostrou ainda as correlagdes dos hidrogénios do sistema B-carbolinico
em &g 8,25 (H-5), &x 3,23 (H-14) e & 3,35 (H-15) com o carbono em Jdc 148,06 (C-3),
corroborando a presenga de um alcaldide B-carbolinico piridinico como mostrado na

subestrutura 3:

Subestrutura 5 de PS-6.
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Com base nas informagdes aqui descritas, pdde-se concluir que PS-6 ¢ estruturalmente
muito semelhante a PS-1 e PS-2, sendo que o primeiro € um alcaldide do tipo S-carbolinico
piridinico, o segundo tetrahidro-S-carbolinico ¢ o terceiro dihidro-8-carbolinico (Tabela 33,
p- 144). Desta forma PS-6 foi denominado correantosideo F e possui carater inédito na

literatura (Estrutura 93).

H o osli

Estrutura de PS-6 (93).

Tabela 33 — Comparagiio dos dados de RMN *C de PS-6, PS-1 ¢ PS-2.

PS-6 PS-1 PS-2
(CD;0D) (CD;0D) (CD;0D)

C
2 134,4 136,0 145,7
3 148,1 50,6 50,0
5 142,6 40,0 137,0
6 114,5 232 116,2
7 134.0 117,0 138,0
8 1252 131,0 123,9
9 122,3 119,2 123,9
10 1255 124,4 126,3
1 1313 125,5 133,5
12 119,7 1164 119.8
13 142.3 137,3 144,0
14 39,8 36,7 36,6
15 21,2 35,7 30,5
16 114,5 112,7 113,5
17 155,9 155,6 157,2
18 121,3 119.3 121,8
19 134,1 135,2 133.,6
20 46,7 45,6 46,4
21 97,9 97,5 97,9
22 1688 168,6 167.9
I 100,1 100,7 100,1
2 74,7 74,9 74,8
kY 71.9 78,7 78,0
g 71,7 71.8 71,7
5 78,6 78,2 78,0
6 62,9 63,1 62,9
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Figura 49 — Espectro de massas de PS-6.
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5.2.77. Determinacéio Estrutural de PS-7

Q tratamento cromatografico da fragfio alcaloidica, obtida a partir do extrato etandlico
dos talos (ETPS) de P. stachyoides, resultou no isolamento de uma resina marrom
denominada de PS-7.

O espectro de absorgdo na regido do IV (Figura 54, p. 155) de PS-7 apresentou uma
banda em 3415 cm™ caracteristica de deformagiio axial O-H de hidroxila (vo.), uma banda
em 2972 ¢cm’’ relacionada a C-H de carbono sp3 (vc.n), além de bandas intensas em 1681 cm’!

1

¢ em 1273 cm™ caracteristicas de deformagdes axiais de ligago (vc=0) € ligacio C-O (vc.o),

respectivamente (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

Dentre as 11 linhas espectrais mostradas no espectro de RMN *C-BB (Figura 55,
p. 155) de PS-7, a absorgfio em d¢c 166,6 (C-2) foi associada a um carbono carbonilico de éster
conjugado; 4 absorgGes foram relacionadas a carbonos sp2 8c 138.3(C-H), 111,6 (C-5Ye 1116
(C-3); 5 a carbonos oxigenados em J¢c 152,5 (C-6), 86,4 (C-7), 72,4 (C-9), 88,9 (C-10) ¢ 63,0
(C-11), e por ultimo, as 2 absorgdes em d¢ 41,3 (C-8) e 3¢ 12,3 (C-12) foram relacionadas a
carbonos sp’. O padro de hidrogenacio dos carbonos formecido pelo espectro de RMN “C-
DEPT 135° (Figura 56, p. 156), mostrou que 4 carbonos eram mono-hidrogenados, 2
metilénicos ¢ 1 carbono metilico. Por diferenca de espectros, verificou-se que 4 carbonos
eram nio-hidrogenados, Tabela 34 (p. 151).

Tabela 34 — Dados de RMN "C de PS-7 com padriio de hidrogenagio.

C CH CH, CH;
166,6 (C=0) 138,3 63.0(C-Oy 12.6
152,5(C-0) 88,9 (C-OH) 41,3

111,6 86,4 (C-OH)
111,6 72,4 (C-OH)
4C 4CH 2 CH, 1 CH;
C11HiOy

O espectro de RMN 'H (Figura 57, p. 156) apresentou dois sinais simples em dy 7,81
(s, H-4) ¢ em & 1,89 (3H-12) relacionados a um hidrogénio olefinico ¢ um grupo metila,
respectivamente. Foram observados também sinais caracteristicos de hidrogénios ligados a

carbonos oxigenados, como mostrados através dos sinais em &y 6,28 (t, J= 5.8 Hz, H-7), &y



3,79 (dd, J= 11,9 ¢ 2.9 Hz, H-110) € 4 3,73 (dd, J=11,9 ¢ 3,5 Hz, H-110), 6 4,40 (m, H-9)
¢ 3,90 (m, H-10),

Através dos acoplamentos escalares entre os hidrogénios, indicados pelo espectro de
'H, '"H-COSY (Figura 58, p. 157), foi possivel observar o acoplamento do hidrogénio
olefinico em &g 7,81 (H-4) com os hidrogénios do grupo metila em &y 1,89 (3H-12), como
observado na subestrutura 1. Foram observados também os acoplamentos dos hidrogénios
metinicos ¢ oxigenados em &y 6,28 (H-7) e &y 4,40 (H-9) com os hidrogénio metilicos em &y
2,23 (H-8). O hidrogénio em dy 4,40 (H-9) também se mostrou acoplado com o hidrogénio
metinico oxigenado em & 3,90 (H-10), que por sua vez acopiou com os hidrogénios
metinicos oxigenados em &y 3,79 (H-11B) e &y 3,73 (H-11a), como exibido na subestrutura 2,

abaixo:

ngx%/\
s

Subestrutura 1 de PS-7 Subestrutura 2 de PS-7

O sinal do pico comespondente ao ion molecular em m/z 265,0701 [M+ 237,
observado no espectro de massa de alta resolugio de PS-7 (Figura 59, p. 158), aliado aos
dados de integragio do espectro de RMN 'H e namero de carbonos, permitiu sugerir para

PS5-7 a formula molecular C;;H;40s com Indice de Deficiéncia de Hidrogénio igual a 5.

O espectro de HSQC (Figura 60, p. 158) forneceu a correlagio inequivoca entre o0s
hidrogénios e seus respectivos carbonos (Tabela 35, p. 153). Neste espectro foi visualisado a
correlagio do hidrogénio em & 7,81 (H-4) com o carbono ¢ 138,3 (C-4); do hidrogénio em
&y 6,28 (H-6) ao carbono em d¢ 86,4 (C-6); do hidrogénio em & 4,40 (H-8) ao carbono em d¢
72,38 (C-8); e do hidrogénio em & 3,90 (H-9) ao carbono dc 88,9 (C-9).



Tabela 35 — Dados de RMN 'H e °C de PS-7 dispostos segundo as correlagdes obtidas
através dos espectros HSQC e HMQC e comparagdo com deslocamentos quimicos de RMN
BC da tetilapirona registrado na literatura.

Tetilapirona PS-7
(DMSO-dg) (WATANADILOK, (CD;0D)
2001)
HSQC HMBC

ac de &y (ppm, multip., J Hz) “en *en
C
2 163.8 l66,6 - H-4; 3H-12
3 109.4 1116 - 3H-12
3 1094 111,6 - H-4 2H-8
6 150,54 152,5 H-4
CH -
4 136,2 138,3 7,81 (8) H-6; 3H-12
7 838 86,4 6,28 (1, 5,8) 2H-8
Y 70,51 724 4,40 (m) 2H-8
10 87,83 88.9 3,90 (m)
CH,
8 39,47 413 2,23 (m)
11 61,4 63,0 3,79(dd, 11929 H-9

3,73 (dd, 11,9 e 3,5)

CH;
12 12,3 12,6 1,89 (sl) H-3

Através do espectro de HMBC (Figura 61, p. 159) foi possivel postular a existéncia de
um anel piranolactdnico a,p-insaturado, justificado pelo acoplamento do hidrogénio olefinico
em &y 7,81 (H-4) com os carbonos em dc 166.6 (C-2); 152,5 (C-6) ¢ 12,6 (C-12); além do
acoplamento dos hidrogénios metilicos em g 1,89 (3H-12) com 0s carbonos em d¢ 166,6 (C-
2); 1383 (C-4) e 111,6 (C-3), como indicados nas subestruturas 3 e 4.

o O
-

"isC

Subestrutura 3 de PS-7. Subestrutura 4 de PS-7.

Este espectro mostrou ainda o acoplamento dos hidrogénios metilénicos em &g 2,23
(2ZH-8) com os carbonos em dc 86,4 (C-7) ¢ & 72,4 (C-9); ¢ o acoplamento do hidrogénio
metinico em 8y 6,28 (H-7) e metilénicos & 3,79 (H-11a) com o carbono em & 72,4 (C-9), de

acordo com as subestruturas 5 e 6, abaixo:
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FrN
\HoZ=__

Subestrutura 5 de PS-7. Subestrutura 6 de PS-7.

Apds levantamento bibliografico verificou-se que PS-7 (Estrutura 94) tratava-se da
tetilapirona, isolada anteriormente de Tetilla japdnica (Tetillidae), uma esponja marinha
(WATANADILOK, 2001), no entanto estd sendo descrita pela primeira em plantas.

Estrutura de PS-7 (94).
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5.2.8. Determinacéio Estrutural de PS4

A partir de sucessivas cromatografias da fragdo alcaloidica, obtida a partir do extrato
etandlico das folhas de P. stachyoides, foi possivel o isolamento de uma resina marrom,
denominada de PS-4.

PS-4 revelou em seu espectro de absor¢io na regifio do IV (Figura 62, p. 164), dentre
outras, uma banda larga em 3417 cm™ caracteristica de deformagiio axial de O-H (vox), uma
banda em 2926 cm” relacionada a deformagio axial de C-H de carbono sp3 (vc.g), uma banda
em 1681 cm caracteristica de deformagio axial de carbonila (vc=o), além de bandas em 1202

e 1140 cm™ relacionadas as deformacdes axiais C-O (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

O espectro de RMN “C-BB (Figura 63, p. 164) de PS-4, apresentou 19 linhas
espectrais. A comparagio com as informagdes obtidas pelo espectro de RMN “C-DEPT 135°
(Figura 64, p. 165) permitiu verificar o padrio de hidrogenagio dos dtomos de carbonos onde
se constatou que PS-4 continha 3 sinais relativos a carbonos nfo-hidrogenados (C), 8 sinais
indicativos de carbonos metinicos (CH), 4 sinais de carbono metilénicos (CH») e 4 referentes
a carbonos metilicos (CH3). O sinal em ¢ 202,6 (C-3) foi atribuido a uma carbonila, e os
sinais em Jdc 102,3 (C-17); 75,7 (C-2%); 78,3 (C-37); 72,0 (C-47); 78,0 (C-57); 63,0 (C-67)
foram associados a carbonos sp’oxigenados, compativeis com os deslocamentos quimicos de
uma unidade de glicose. Foram evidentes ainda 4 sinais em dc 20,0; 25,1; 27,7 ¢ 29,2

referentes a grupos metilas.

-

No espectro de RMN 'H (Figura 65, p. 165) foram observados sinais relativos a trés

grupamentos metilas ligadas a carbono ndo-hidrogenados em 5[-[ 1,09 (s, H-11}; 1,01 (s
p g & , 3 b Ly \
A

a
H-1
e 2,05 (s, H-13), ¢ uma metila ligada a um carbono mono-hidrogenado em g 1,17 (d, J =6,
Hz, H-10). Notou-se ainda um sinal em &y 3,87 (m, H-9) relativo a hidrogénio de carbono

carbindlico, um sinal simples em dy 5,80 (sl, H-4) referente a um hidrogénio olefinico, além

o]
s

S

[—y

de um conjunto de sinais numa faixa de deslocamento quimico tipicos de unidade osidica em
du 3,3 - 4,3.

No espectro de 'H-"H-COSY (Figura 66, p. 166) foi possivel verificar as posiges
relativas dos grupamentos metilas através das correlagdes do hidrogénio metinico em Jy 3,87
(m H-9) com os hidrogénios metilicos em dy 1,17 (d, J = 6,1 Hz, H-10); do hidrogénio
olefinico em dy 5,80 (s, H-4) com os hidrogénios metilicos em 8y 2,05 (sl, H-13) e do
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hidrogénio metilénico em &y 2,46 (d, J = 17,0 Hz, H-2f3) com os hidrogénios metilicos em dy
1,01 (s, H-12), de acordo a subestrutura 1 e 2 abaixo.

Subestrutura 1 de PS-4. Subestrutura 2 de PS-4.

De acordo com estes dados e observacdo do pico correspondente ao ion molecular em
m/z 372 daltons, no espectro de massa (Figura 67, p. 167), foi possivel sugerir para PS-4 a

férmula molecular Cy9H3207, com fndice de Deficiéncia de Hidrogénio igual a 4.

A analise do espectro de HSQC (Figura 68, p. 168) permitiu atribuir inequivocamente
os valores de deslocamentos quimicos dos carbonos aos seus respectivos hidrogénios (Tabela

36, p. 162).

O espectro de HMBC (Figura 69, p. 169) mostrou acoplamentos & longa distéincia do
hidrogénio olefinico em Jy 5,80 (H-4) com o carbono metilico em d¢ 25,1 (C-13) e com o
carbono metinico em d¢ 52,5 (C-6) (subestrutura 3); além das correlagdes dos hidrogénios
metilénicos em oy 1,97 (H-21) ¢ dy 2,46 (H-2f3) com os carbonos metilicos em d¢c 27,7 (C-11)

e d¢ 29,2 (C-12) respectivamente, como mostrado na subestrutura 4.
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Tabela 36 — Dados de RMN 'H e °C de PS-4 dispostos segundo as correlagdes obtidas
através dos espectros HSQC e HMQC e comparagdo com deslocamentos quimicos de RMN
13C da bizantionosida B registrados na literatura.

Byzantionosida B Ps-4

(CDsOD) (TAKEDA, (CD;0D)

1997)

HSQC HMBC
dc dc Sy (ppm, multip., ./ Hz) 2h e
C
1 37.2 375 - 3H-11; 3H-12
3 2023 202.6 - 2H-2
5 1700 1703 - 3H-13
CH
4 125,3 125,5 5,80 () 3H-13
6 523 52,5 1,52 (m) 3H-11; 3H-12;
3H-13; H-2; H-4

9 75,0 75,7 3,87 (m)
17 102,0 102,3 430(d, 7.8
2 75,4 75.3 3,15 (m) H-3
3 78,0 783 3,77 (m) H-4°
L 71,7 72,0 3,26 (m) H-3’
5 77,7 779 327 (m) H-6
CH,
2 48,0 48,2 1,97 (d, 17,0%; 2,46 (d, 17,0) 3H-11; 3H-12
7 26,7 26,9 1,95 (m)
B 37.7 37.9 1,64 (m) 3H-10
6 62.8 63,0 3,66 (m) 3,87 (m);
CH;
10 19.8 20,0 1,17 (d, 6,1)
11 275 271 1,09 (s) 3H-12
12 29,0 29,2 1,01 (s) 3H-11
13 250 251 2,05 (s)

Subestrutura 3 de PS-4 Subestrutura 4 de PS-4
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Outra importante correlagiio foi observada entre o hidrogénio em &y 3,15 (H-9) com o
carbono anomérico em d¢ 1023 (C-17), indicando, desta maneira, a posi¢io relativa da

unidade de glicose no C-9, conforme mostrado na subestrutura 5 abaixo:

OH
O/ oH
(o) 27— 0H

10

Subestrutura 5 de PS-4.

Bascada em todas essas consideragGes e aliada a comparagdo com dados da literatura
(TAKEDA, 1997), p6de-se concluir de que PS-4 tratava-se de um megastigmano glicosilado,
denominado bizantionosida B (Estrutura 92), isolado anteriormente de Stachys byzantina

(Lamiaceae), porém inédita no género Psychotria.

Estrutura de PS-4 (92).
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5.2.9. Determinacio Estrutural de PS-10

Sucessivos fracionamentos cromatograficos do extrato etandlico das raizes (ERPS) de

P. stachyoides, possibilitou o isolamento de um sélido amarelo, denominado de PS-10.

O espectro de absorgdo na regido do infravermelho (Figura 70, p. 173) apresentou uma
banda centrada em 3397 cm” relacionada a deformacio axial de ligagio O-H de fenol;
absorgdes intensas em 2925 ¢ 2859 em™ referente is deformagdes axiais de ligagdo C-H; além
de duas bandas relativas 3 deformacdo axial de ligagio C=0 em 1663 em’ ¢ 1624 cm’
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

A anilise do espectro de RMN 'H (Figura 71, p. 173) revelou o carater aromdtico de
PS-10 através dos hidrogénios em g 8,28 (dd, J=7,4 ¢ 1,7 Hz, H-8), 8,20 (dd,J=72¢
1,8 Hz, H-5), 6y 7,91 (td, /= 7,3 Hz, H-6), § 7,88 (td, J = 7,3Hz, H-7) ¢ dy 7,36 (s, H-4). Este
espectro revelou ainda dois sinais referentes a hidroxilas em g 10,32 e éy 13,21. Naregido de
hidrogénios alifiticos observou-se apenas um sinal simples em dy 2,15 (CH;3-2), atribuido a

um grupo metila ligado a carbono aromético.

O espectro de RMN “C-BB (Figura 72, p. 174) apresentou 12 sinais na regiio de
carbonos spz, 1 sinal em J¢ 8,3 (CH3-2) referente a grupo metila, além de 2 sinais relativos a
carbonilas em Jc 187,8 (C-9) e 182,8 (C-10). Estes dados, aliados aos obtidos no espectro de
RMN 'H, caracterizaram um nicleo antraquindnico para a estrutura de PS-10 (MOREIRA,
2006).

O espectro de massas (Figura 73, p. 174) revelou o pico correspondente ao ion
molecular em m/z 253,0509 [M - 1] daltons, que em comparag¢iio com os dados de RMN Be

¢ RMN 'H levou & formula molecular CysH19Os, com Indice de Deficiéncia de Hidrogénio

iguala 11.

A correlagdo de todos os hidrogénios com os respectivos carbonos (Tabela 37, p. 172)
para PS-10 foi feita de forma inequivoca através da analise do espectro de HSQC (Figura 74,
p. 175).

A posigio relativa do grupo metila no C-2 foi confirmada através da analise do

espectro de HMBC (Figura 75, p. 176), que mostrou a correlagdo dos hidrogénios em dy 2,15
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(3H-Me) com os carbonos em d¢ 118,9 (C-2), 164,2 (C-1) e 164,0 (C-3), como mostrado na
subestrutura 1:

Subestrutura 1 de PS-10.

Prosseguindo a andlise do espectro HMBC, verificou-se as correlagdes da hidroxila
quelada em dy 13,21 (OH-1) com os carbonos em d¢ 118,9 (C-2) e 110,6 (C-9a), enquanto a
outra hidroxila em 8y 10,32 (OH-3) s6 apresentou correlagdo com o carbono em ¢ 118,9 (C-

2), como indicado na subestrutura 2,

Subestrutura 2 de PS-10.

A confirmagdo da existéncia do nucleo antraquinénico foi observada através do
acoplamento do hidrogénio em &y 8,28 (H-8) com o carbono em d¢c 187,8 (C-9); e dos
hidrogénios em dg 8,20 (H-5) e 7,36 (H-4) com o carbono em d¢c 1828 (C-10), como visto na
subestrutura 3 abaixo:

Subestrutura 3 de PS-10.
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Com base nos dados discutidos, ¢ posterior comparacio com dados de RMN

descritos na literatura para anfraquinonas substituidas (LIKHITWITAYAWUID, 1999), foi

possivel identificar para PS-10 a estrufura da rubiadina, isolada anteriormente de

Prismatomeris sessifiora (Rubiaceae) e de carater inédito no género Psychotria (estrutura 97).

Estrutura de PS-10 (97).

Tabela 37 — Dados de RMN 'H ¢ "C de PS-10 dispostos segundo as correlagdes obtidas
através dos espectros HSQC ¢ HMQC e comparagiio com deslocamentos quimicos de
RMN"*C da rubiadina registrados na literatura.

Rubiadina PS-10
(DMSO-d;) (LIKHITWITAYAWUID, 1999) {Acetona-dg)
HSQC HMBC
de J¢ Ju (ppm, multip., JHz) Fen en
[
1 163,1 164,2 - HO-1 Me-2
2 118,0 118,9 - Me-2 HO-1; HO-3; H4
3 163,8 164,0 Me-2
9 186,6 1878 - H-8
1¢ 1824 1828 - H-4; H-5
4a 132,4 133,3 - H-4
9a 109,5 1106 - HO-1; H-4
8a 1337 134,6 - H-7
10a 1336 1344 - H-6
CH
4 108.3 108,2 7,36 (s)
5 1274 127,7 8,20(dd, 7,2 e 1,8 Hz) H-7
6 134,59 135,2 7,91 (td, 7,3 Hz) H-8&
7 135,1 135,2 7,88 (td, 7,3 Hz) H-5
8 1270 127.4 8,28 (dd, 7,4 e 1,7 Hz) H-6
CH,
Me-2 9.1 83 2,15 (s)
OH-1 - - 13,21 (s)
OH-3 - - 10,32 (s)
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Figura 73 — Espectro de massas de PS-10.
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5.2.10. Determinagéo Estrutural de PS-11

Sucessivos fracionamentos cromatograficos do extrato etandlico das raizes (ERPS) de

P. stachyoides, possibilitou o isolamento de um sélido vermelho, denominado de PS-11.

O espectro de absorgéo na regido do infravermelho (Figura 76, p. 180) apresentou uma
banda centrada em 3485 cm’ relativa & deformagcio axial de ligagdo O-H fenolica; absorgéo
em 2920 cm” referente & deformagio axial C-H; além de bandas em 1665 e 1586 cm’
relativas & deformacgiio axial C=0 de carbonilas (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

O espectro de RMN “C-BB (Figura 77, p. 180) mostrou 14 sinais, dos quais 13
carbonos eram sp” e 1 carbono sp’. A comparagio com espectro de DEPT (Figura 78, p. 181)
permitiu observar a presenca de 1 carbono metilico, 6 metinicos ¢ 9 carbonos ndo-
hidrogenados. As absorgdes em d¢ 185,4 (C-9) e 183,4 (C-10) foram atribuidas a 2 carbonilas,
caracteristicos de um nicleo antraquindnico (MOREIRA, 2006), como observado em PS-11,

Foi observado ainda um sinal em d¢ 61,3 (MeO-1), que foi atribuido a um grupo metoxila.

O espectro de RMN 'H (Figura 79, p. 181) mostrou dois sinais relativos a hidrogénios
aromatico em g 7,96 (d, .J= 8,6 Hz, H-4) e 7,08 (d, ./ = 8,6 Hz, H-3) com acoplamento orto.
Outros dois sinais foram observados em dn 8,17 € 7,76, com integragdo para dois hidrogénios
que foram atribuidos a hidrogénios de um niicleo antraquindnico (H-5, H-6, H-7 € H-8), além

de sinal referente uma metoxila em g 3,84,

QO espectro de massas de baixa resolugfio (Figura 80, p.182) mostrou o pico
correspondente ao ion molecular em m/z 254 dalions, que, em comparagio com os dados de

RMN C ¢ RMN 'H, nos levou a formula molecular CisHi9Os, com Indice de Deficiéneia de

Hidrogénio igual a 11.

O espectro de HSQC (Figura 81, p. 182) revelou as correlagdes dos hidrogénios
ligados diretamente a seus respectivos carbonos (Tabela 38, p. 179). Por outro lado, o
espectro HMBC (Figura 82, p. 183) exibiu a correlagiio do hidrogénio em dy 7,96 (H-4) com
o carbono em J¢ 183,4 (C-10), e do hidrogénio em 8y 7,08 (H-3, *J) com o carbono em &¢
150,9 (C-1), determinando a posicio dos dois substituintes no esqueleto antraquindnico
(subestrutura 1). Esta subestrutura também mostra a correlagdo dos hidrogénios em dy 3,84
(MeO) com o carbono em ¢ 150,9 (C-1).
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p. 184) mostrou o acoplamento do hidrogénio metinico em Jdy 8,18 (H-5) com o hidrogénio
em &y 7,76 (H-6); deste com o hidrogénio em Jy 7,76 (H-7), e deste ltimo com o hidrogénio
em dy 8,17 (H-8), confirmando o sistema aromatico orto substituido. Foi também revelado os
acoplamentos dos hidrogénios em dy 7,08 (H-3) e 7,96 (H-4), como indicados na subestrutura
2.

Subestrutura 2 de PS-11.

A conferéncia dos dados de PS-11 foram coincidentes com os encontrados na
literatura para a antraquinona alizarina-1-metiléter (BANTHORPE, 1995), isolado
anteriormente de Galium verwm (Rubiaceae), e de cardter inédito no género Psychotria
(Estrutura 98),

Estrutura de PS-11 (98).
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Tabela 38 — Dados de RMN 'H e '*C de PS-11 dispostos segundo as correlagdes obtidas
através dos espectros HSQC e HMQC e comparagdo com deslocamentos quimicos de RMN
'H de alizarina-1-metiléter, registrado na literatura.

Alizarina- 1-metiléter PS-11
(CDCI;) (BANTHORPE, (CD,0D)
1995)
HSQC HMBC
oy dy de Uen Jm
{ppm, multip., J Hz) (ppm, multip., J
Hz)

C

1 - - 1509 H-3: MeO-1
2 - - 128.0 H-3 H-4

9 - - 185,4

10 - - 183.4 H-4; H-5
4a - - 122.0 H-4
9a - - 117,0

8a - - 135.0 H-7
10a - - 135,1 H-6
CH

3 7,34 (d, 8,5) 7,08(d,8,6) 1243 H-4

4 8,13 (d, 8,5) 796(d, 8,6) 1273

5 825 (m) 8,18 (m) 1274

6 7,75 (m) 7,76 (m) 134.8 H-8&

7 7,75 (m) 7,76 (m) 134,6 H-5

2 2,25 (m) 8,17 (m) 127.9
CH;

MeO-1 4,02 (s) 3.84 (s) 613

OH-2
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52.11. Determinag&o Estrutural de PS-14

PS5-14 foi 1solada como um solido branco, homogéneo em CCD, apds sucessivas

cromatografias do extrato etandlico das raizes.

O espectro de absor¢io na regifio do infravermelho (Figura 84, p. 189) de PS-14
apresentou uma banda larga em 3416 em ', correspondente 3 deformacdo axial de ligagio O-
H caracterizando presenca de hidroxila; uma banda intensa em 2931 em’, caracteristica de
deformacio axial de ligagio C-H, além de uma banda em 1691 cm’! caracteristica de

estiramento carboxilico (ve-o) (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

Trinta sinais foram notados no espectro de RMN “C-BB (Figura 85, p. 189),
sugerindo a natureza triterpénica de PS-14. A absor¢io em dc 1824 foi atribuida a uma
carbonila de icido carboxilico, enquanto que as absorgdes em dc 129,6 (C-12) e d¢ 140,2 (C-
13) foram relacionadas a uma dupla ligagfio trissubstituida. Por fim, os sinais em d¢ & 71,5 (C-
3), 66,5 (C-24) ¢ 73,8 (C-19) foram imputados a carbonos oxigenados. Andlise do espectro de
RMN PC-DEPT (Figura 86, p.190), permitiu reconhecer o padrio de hidrogenacdo
correspondente a cada dtomo de carbono como sendo 6 metilicos (CHj;), 10 metilénicos
{CH,), 6 metinicos (CH) e 8 nfo- hidrogenados (C).

Andlise do espectro de RMN 'H (Figura 87, p. 191) revelou cinco simpletos em 8y
0,78 (s, H-26), 0,92 (s, H-25), 1,04 (s, H-23), 1,16 (5, H-29), 1,35 (s, H-27), ¢ um dubleto em
o 0,93 (d, J= 6,7 Hz, H-30) referentes a seis grupos metilas, caracteristicas de um esqueleto
triterpénico do tipo ursano. Foi observado ainda um sinal simples em dy 5,28 (sl, H-12)
referente a hidrogénio olefinico de uma ligagdo dupla, além dos sinais em dy 3,39 (d, /=11,3
Hz, H-24q), 3,69 (d, J=11,3 Hz, H-24p) ¢ 3,77 (s, H-3) que foram associados a hidrogénios

ligados a carbonos carbindlicos.

O espectro de massa de PS-14 (Figura 88, p. 191) mostrou a presenga do pico
correspondente ao ion molecular em /z 488 daltons, compativel com a formula molecular
C10Hys0s. Os sinais em 264 e 223 m/z foram caracteristicos de uma clivagem do tipo retro-
Digls-Alder, normalmente encontrado em especiros de triterpenos do tipo  ursano
(NAKATANI, 1989).

No espectro de correlagio homonuclear 'H, 'H-COSY (Figura 89, p. 192), observou-

se 0 acoplamento geminal entre os hidrogénios ligados a carbonos oxigenados em g 3,39 (H-
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240) e 3,69 (H-24$); do hidrogénio em dy 3,77 (H-3) com o hidrogénio em dy 1,55 (2H-2); ¢
do hidrogénio olefinico em dy 5,28 (H-12) com os hidrogénios dy 2,00 (H1lw) e dg 1,92 (H-

11b), como mostrado nas subestruturas 1 e 2 abaixo.

Subestrutura 1 de PS-14. Subestrutura 2 de PS-14.

A partir da analise detalhada do espectro de HSQC (Figura 90, p. 193) foi possivel a
associagdo de cada hidrogénio ao seu respectivo carbono de forma inmequivoca, como

mostrado na Tabela 39 (p. 188).

No espectro de correlagiio heteronuclear & longa distincia CJc « JJcp) de RMN-
HMBC (Figura 91, p. 193 e Figura 92, p. 194), pode-se observar o acoplamento do hidrogénio
metilico em dg 1,04 (3H-23) e dos hidrogénios em dy 3,69 (H-24qa) e 3,39 (H-24f) com o
carbono oxigenado em d¢ 71,5 (C-3), além dos acoplamentos dos hidrogénios em dy 0,92
(3H-25) com os carbonos em d¢ 34,6 (C-1), 50,8 (C-5) ¢ 38,1(C-10), como indicado na
subestrutura 3. Este espectro mostrou também o acoplamento do hidrogénio metilico em Jdy
0,78 (3H-26) com os carbonos em d¢ 34,4 (C-7), dc 41,34 (C-8); e do hidrogénio metilico em
dg 1,35 (H-27) com o carbono em d¢ 29,7 (C-15), de acordo com a subestrutura 4. Por outro
lado a subestrutura 5 mostra as correlagdes dos hidrogénios em Jy 2,50 (H-18), 1,16 3H-2

e 0,93 (3H-30) com o carbono carbinolico em ¢ 73,8 (C-19).

Subestrutura 3 de PS-14. Subestrutura 4 de PS-14. Subestrutura 5 de PS-14.
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O espectro de HMBC mostrou ainda o acoplamento do hidrogénio em dy 2,50 (H-18)
com 0 carbono carbonilico em d¢ 182,4 (C-28), confirmando a posi¢io da carboxila em C-28
(subestrutura 6). Observou-se ainda neste espectro o acoplamento do hidrogénio olefinico em
du 5,28 (H-12) com os carbonos em d¢ 55,3 (C-18), 6c 49,7 (C-9) 8¢ 42,8 (C-14) ¢ 8¢ 24,9 (C-
11), evidenciando assim a posi¢fio da ligagdo dupla nos carbonos C-12 e C-13 (subestrutura
7).

Subestrutura 6 de PS-14. Subestrutura 7 de PS-14.

Os dados acima discutidos permitiram propor para PS-14 a estrutura de um triterpeno
ursano conhecido como 4cido barbinérvico, apés comparagio dos dados de RMN “C-BB com
dados descritos na literatura (SU, 2003)., Esta substincia ja foi isolada de Coussarea

brevicaulis (Rubiaceae), porém possui carater inédito no género Psychotria (Estrutura 101).

% CHzOH
24

Estrutura de PS-14 (101).
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Tabela 39 — Dados de RMN 'H ¢ "“C de PS-14 dispostos segundo as correlages obtidas
através dos espectros HSQC ¢ HMQC ¢ comparagio com deslocamentos quimicos de °C do

dcido barbinérvico registrado na literatura.

Acido barbinérvico P5-14
(90 MHz, piridina-ds) (SU, {125 MHz, CD;0D)
2003y
HSQC HMBC
dc dg &y (ppm, multip., J Hz) en e
C
4 44.0 442 - 2H-24 3H-23
8 40,6 41,3 - 3H-26
10 37,5 38,1 - 3H-25
13 1400 140,2 -
14 42,1 42 8 -
17 48,3 48.5 -
19 72,7 73,8 - 2H-18; 3H-29 3H-30
CH
3 69,9 71,5 3,77 (s) 3H-23; 2H-24
5 50,2 50,8 143 (s) 3H-23; 3H-25
9 478 497 3,30
12 128,1 129,6 5,28 (sl)
18 54,6 55,3 2,50 (s) 3H-29
20 42.4 432 1,35 2H-18; 3H-29
CH;
1 34,0 34.6 1,33 2H) 3H-25
2 26,5 26,8 1,55 (m, 2H)
6 19,2 19,7 1,55 (m, 2H)
7 341 34,3 1,33 (ZH) 3H-26
11 24.3 24.9 1,92 e 2,00 {m)
15 293 29,7 1,80 e 1,83 (m) 3H-27
16 26,4 26,2 1,86 ¢ 1,91 (m)
21 27,0 275 -
22 38,5 392 1,74 (s) e 1,76 (s)
24 65,7 66,5 339(d. 11,3)e 3,69 (d, 3H-23
11.3)
CH,
23 23,7 23,0 1,04 (s) 2H-24
25 16,0 16,3 0,92 (s)
26 17,2 17,6 0,78 (8)
27 24,6 24.9 1,35 (s)
29 271 273 1,16 (s)
30 16.8 16,7 0.93(d, 6,1
COQH 1807 1824 H-138
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Figura 89 — Mapa de comrelagio 'H-' H-COSY (CD:;0OD) de PS-14.
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5212 Determinagéo Estrutural de PS-5

O tratamento cromatografico da fragdo nio-alcaloidica do extrato etandlico das folhas

(EFPS), resultou no isolamento de um sélido branco ¢ amorfo que foi denominado de PS-5.

O espectro de RMN “C-BB (Figura 93, p. 197) de PS-5 apresentou linhas espectrais
correspondentes a 30 atomos de carbono, revelando a natureza triterpenoidica do composto.
Anilise comparativa entre os espectros de RMN “C-BB e DEPT 135° (Figura 94, p. 197),
mostrou a presenga de 7 grupos metinicos (CH), 9 grupos metilénicos (CH»), 8 grupos metilas
(CHj3) € 6 carbonos nio-hidrogenados (C). As absorgdes em d¢ 127,3 (C-12) e ¢ 140,2 (C-13)
foram atribuidas a uma ligacdo dupla trissubstituida, enquanto que o sinal em dc 80,2 (C-3)
foi relacionado a um carbono oxigenado. De acordo com os dados obtidos ¢ a posterior
comparagio com os dados da literatura (MENDES, 1999) PS-5 foi relacionado a um

triterpeno pentaciclico de esqueleto ursano.

QO espectro de RMN 'H (Figura 95, p. 198) apresentou um conjunto de sinais na regiio
de 6 0,78 a 2,0, corroborando com o espectro de RMN °C. Foram visualizados ainda sinais
correspondentes a 8 grupamentos metilicos, 6 dos quais ligados a carbonos nio-hidrogenados
em &y 1,12 (3H-27); 0,98 (3H-23); 0,98 (3H-28); 0,94 (3H-25); 0,85 (3H-26), 0,78 (3H-24), ¢
dois ligados a carbono metinico em Jdy 0,88 (3H-29) e 0,97 (3H-30). Na regido de blindagem
foram observados os sinais em dy 5,23 (t, J=3,2Hz, H-12) ¢ 3,15 (dd, /= 11,5 ¢ 5,2 Hz, H-
3), relativos a um hidrogénio olefinico em uma ligagio trissubstituida ¢ um hidrogénio ligado

a carbono oxigenado, respectivamente.

DhANT

Ana Aa
ULES UL IVIVEIN

De acordo com dados obtidos e com base na andlise comparativa dos da
B registrados na literatura para triterpenos (Tabela 40, p. 196) (MAHATO, 1994), chegou-se
a conclusdo que PS-5 (Estrutura 92) trata-se do triterpeno de esqueleto ursano, denominado de

a-amiring, j4 isolado no género para a espécie P. adenophylila.
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Estrutura de PS-5 (92).

196

Tabela 40 — Dados de RMN de '*C de PS-5 ¢ comparagiio com deslocamentos quimicos de
13C de a-amirina, registrados na literatura.

o-amirina PS-5
(CDCI) (CD;0D)
(MAHATO, 1994)

C 8¢ 8¢
1 387 38,9
2 272 28 4
3 78,3 80,2
4 38,7 40,3
5 55,2 54,9
6 18,3 19,9
7 329 34,9
8 40,0 41,3
9 47.7 47.0
10 36,9 38,6
11 23,3 249
12 1243 127.3
13 139,3 140,2
14 42,0 43,8
15 28,7 297
16 26,6 25,9
17 33,7 34,1
18 58,9 572
19 39.6 40,9
20 39.6 40,9
21 31,2 32,3
22 41,5 40,5
23 28,1 29.3
24 15,6 16,5
25 15,6 16,4
26 16,8 18,4
27 23,3 24.6
28 28,1 29.3
29 17.4 18,1
30 21,3 23.9
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5.2.13. Determinag#o estrutural de PS-12

O tratamento cromatogrifico da fragio diclorometano, obtida a partir do
fracionamento do extrato etandlico das raizes de P. stachyoides, possibilitou o isolamento de

uma substincia sob a forma de cristais incolores, denominada de PS-12.

Q espectro de absor¢iio na regifio do infravermelho de PS-12 (Figura 96, p. 202) exibiu
uma banda larga em 3.288 em” correspondente 4 deformagiio axial de ligagio O-H, uma
banda em 1.706 cm” de deformagdo axial de ligagio C=0 de carbonila conjugada. Foram
ainda visualizadas absor¢Ses em 1618, 1.560 ¢ 1.507 cm™ indicativas de deformacGes axiais
de C=C de anel aromatico ¢ uma banda em 1.290 cm” relacionada a deformaciio axial de

ligagdo C-O.

Andlise do espectro de RMN H (F igura 97, p. 202) mostrou um sinal simples relativo
a um grupo metoxila em & 3,90 (s, 3H); e sinais de hidrogénios olefinicos em dg 6,19 (d, /=
9,4 Hz, H-3) ¢ 7,45 (d, J = 9,4 Hz, H-4), Foram observados ainda absorgdes relacionadas a

um anel aromatico tetrassubstituido através dos smais em dy 6,97 (s, H-8) e 6,78 (s, H-5),

O espectro de carbono RMN “C (Figura 98, p. 203) apresentou 10 linhas espectrais,
dos quais 6 foram relacionadas a carbonos aromaticos em d¢ 103,9 (C-8); 109.4 (C-5); 112,1
(C-4a); 146,6 (C-6); 150,9 (C-8a) e 152,3 (C-7), 2 a carbonos olefinicos em d¢c 112,4 (C-3) e
145,6 (C-4), a uma carbonila o,p-insaturada em d¢c 163,8 (C-2), e o sinal em Jd¢c 56,8 foi
relacionado a uma metoxila. A comparagio dos espectros de RMN *C BB e DEPT 135°
(Figura 99, p. 203) revelou a presenga de 4 carbonos metinicos (CH), 1 carbono metilico

(CHs3) e por diferenga 5 sdo referentes a carbonos nio-hidrogenados (C).

A correlaglio dos carbonos aos seus respectivos hidrogénios foi obtida a partir da
andlise do espectro bidimensional HSQC (Figura 100, p. 204), cujos dados encontram-se
descritos na Tabela 41 (p. 201).

No espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H, 'H-COSY (Figura 101,
p. 204), foi possivel visnalizar o acoplamento do hidrogénio em dy 7,45 (H-4) com o
hidrogénio em dyg 6,19 (H-3), e do hidrogénio em dy 6,97 (H-5) com o grupo metoxila em dy
3,89 (OCHj3;), o que determinou a posicdo relativa da metoxila no sistema aromatico, como

indicado na subestrutura 1:
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Subestrutura 1 de PS-12.

No espectro bidimensional de correlagiio heteronuclear HMBC (Figura 102, p. 205),
observou-se o acoplamento 3 longa distincia dos hidrogénios em dy 6,19 (H-3) ¢ 7,45 (H-4)
com o carbono em ¢ 163,8 (C-2), determinando, assim, a existéncia de um sistema lactonico

o,p-insaturado de acordo com a subestrutura 2 abaixo:

Subestrutura 2 de PS-12.

Continuando a andlise do espectro bidimensional observou-se a correlagio do
hidrogénio aromatico em J 6,78 (H-8) com os carbonos em dc 112,1 (C-4a), 146,6 (C-6),
152,3 (C-7) e 150,9 (C-8a); dos hidrogénios da metoxila em dy 3,89 (OCH3) com o carbono
em dc 146,6 (C-6); e do hidrogénio em dy 7,45 (H-4) com o carbono em &¢c 150,9 (C-8a),
estabelecendo, desta forma, a posigdo relativa da hidroxila fenolica e do sistema «,f-

insaturado de acordo com as subestruturas 3 e 4 abaixo:

Subestrutura 3 de PS-12. Subestrutura 4 de PS-12.
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Os dados apresentados permitiram postular para PS-12, a formula molecular C,oHzO4
com 7 lacunas de insaturagiio, sendo 4 relacionadas ao anel aromdtico, 3 referentes a uma

carbonila o, B-insaturada e a outra relacionada a uma liga¢io dupla.

A comparagio dos dados de RMN "*C BB de PS-12 com os dados descritos na
literatura (FALCAQ, 2003), confirmaram que PS-12 trata-se da cumarina 7-hidroxi-6-
metoxicumaring, ¢onhecida usualmente como escopoletina, de grande ocorréncia no reino

vegetal, porém inédita no género Psychotria (Estrutura 99).

HaC-0
% R
82 2

HO o] 0

Estrutura de PS-12 (99).

Tabela 41 — Dados de RMN 'H ¢ 1*C de PS-12 dispostos segundo as correlagdes obtidas
através dos espectros HSQC ¢ HMQC ¢ comparagdo com deslocamentos quimicos de *C da
escopoletina registrado na literatura.

escopoletina PS§-13 (CD;OD + CDCly)
(CD;0D)
(FALCAQ, 2003)
HSQC HMBC
C de dc an e Jou
{ppm, multip.;.J Hz)

2 164,3 163,8 - -

4a 112,9 1121 - - -

6 147.4 146.6 - - -

7 1532 1523 - - -

8a 151,7 150,9 - - -
CH

3 112.9 1124 6,19 (d, J, 9.4) C-2 C-4a

4 1464 145.6 745(d, J. 9.4 C-2; C-5; C-Ba

5 1103 109.4 6,97 (s)

8 104,2 103.,9 6,78 (3) C-7,C-Ba C-4a; C-6

OCH, 57,1 56,8 3,89 (s) C-6
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5.2.14. Determinagéo Estrutural de PS-13

Sucessivos fracionamentos cromatograficos do extrato etandlico das raizes (ERPS) de

P. stachyoides, possibilitou o isolamento de um sélido branco amorfo, denominado de PS-13.

O espectro de absorgdo na regido do IV (Figura 103, p. 208) de PS-13 apresentou uma
banda em 3410 cm™ tipica de deformagfo axial de O-H (voq); uma absorgio em 2936 cm’!
caracteristica de deformacfo axial C-H de carbono sp3 (ven); além de bandas em 1069 e 1026
em™ de estiramento C-O (ve.o) @ absorgdes em 1375 e 1460 em™ de deformacdo angular de

CH; e CH;, respectivamente.

Na anilise do espectro de RMN 'H (Figura 104, p. 208), foram observados sinais de
hidrogénios olefinicos na regido de dy 5,06 a 5,37. A presenca da unidade osidica foi
mostrada através do hidrogénio anomérico em Jy 5,07 (1H, d, /= 7,8 Hz) e dos sinais com
diferentes multiplicidades na faixa de Jg 4,59 e dn 3,98, Além disso, foram também
observados sinais caracteristicos de hidrogénios terpénicos ou esteroidais em dy 1,75 a dy

0,68.

O espectro de RMN *C-BB (Figura 105, p. 209) exibiu pelo menos 35 linhas
espectrais, das quais 4 foram compativeis com carbonos sp2 (8c 141,4; 139,2; 1299 ¢ 122.3).
A absorcdo relativa a um carbono anomérico em d¢ 103,02, juntamente com as absorgdes
referentes a carbonos oxigenados na faixa de de 79,03 a 63,30, evidenciou a presenga de uma

unidade B-glicopiranosidica, como ja observado no espectro de RMN 'H.

Dentre as absorgdes observadas no espectro de RMN *C-DEPT 135 (Figura 106,
p- 209), constatou-se que dc 135,9; 129,5 ¢ 123,5 eram referentes a carbonos insaturados
mono-hidrogenados, ¢ por diferenca, que a absor¢do em dc 140,7 era de carbono nio-
hidrogenado. A existéncia de 8 carbonos metilicos também sugeriu que PS-13 tratava-se de

uma mistura de esterdides.

A comparagdo dos dados de RMN BC de PS-13 (Tabela 42, p. 207) com dados
descritos na literatura (ARAGAO, 1990) confirmou que PS-13 tratava-se da mistura de
esterdides sitosterol ¢ estigmasterol glicosilados (Estrutura 100), cujo isolamento ja foi citado

no género para a espécie P. correae.



Estrutura de PS-13 (100).
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Tabela 42 — Dados de RMN de “C de PS-13 ¢ comparaciio com desiocamentos quimicos de

B3C do estigmasterol ¢ sitosterol glicosilado registrados na literatura.

Estigmasterol PS-13 Sitosterol
(CDCL) (piridina-ds) (CDCL)
(ARAGAO, 1990) (ARAGAO, 1990)

c B¢ B¢ 8¢

1 37.4 37.3;3753 37,2
2 31,7 30,0; 30,0 316
3 74,1 75,1; 71,5 71,7
4 36,8 37.3;373 38,9
5 1398 141.3; 141,3 140,7
6 122.8 122.3; 1223 121,6
7 32,0 31,9; 31,89 318
8 32,0 31,9; 31,99 318
9 50,3 50,1; 50,19 50,1
10 36,7 36,2; 36,20 36.4
11 211 243, 2432 21,1
12 39.8 39.7;39.7 39,7
13 42,3 42.4;42.4 423
14 56,9 56,6; 56,60 56,7
15 245 243: 243 242
16 289 293;293 28,1
17 56,1 56,1; 56,1 56,1
18 12,1 11,9; 11,7 11,9
19 19,3 19,2, 19.3 19.3
20 40.6 44.,5; 40,5 36,0
21 211 21,0: 21,0 21,1
22 138,5 13%,2; 319 33,9
23 129,5 129.9;254 26,1
24 51,4 51,4; 459 45,8
25 32,0 32,1;32.1 29,1
26 19,0 19,2; 19.4 19.6
27 21,1 19,4; 19.0 18.9
28 25,5 254; 232 23,0
29 12,2 12,3; 11,9 11,9
1 102,3

22 77,9

3’ 78,2

4 71,5

5 78.3

62,6
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6. CONCLUSAOQ

A mvestigagio fitoquimica das folhas, talos e raizes de P. stachyoides levou ao
isolamento e caracterizaciio estrutural de 14 metabolitos secundarios divididos em diversas
classes estruturais como alcaldides, quinonas, triterpenos, cumarinas, nor-isoprendides e
esterodides.

O estudo das folhas resultou no isolamento de trés alcaldides de carater inédito na
literatura, correantosideo A, B e C; do nor-Isoprendide bizantionosida B ¢ do triterpeno «-
amirina. A partir dos talos obteve-sc os trés alcalbides inéditos corrcantosidco D, Ec Fca 2-
hidroxi-piranona tetilapirona. O estudo das raizes revelou uma maior diversidade de classe de
metabolitos secundarios, dentre as quais antraquinonas, alizarina-1-metiléter e rubiadina, a
cumarina escopoletina, o triterpeno acido babinérvico € a mistura de esteroides sitosterol
estigmasterol glicosilados, no entanto, para esta parte da planta nfio foi observada a presenga
de alcaloides. Com excessdo da a-amirina ¢ da mistura de esterdides que sio inéditas apenas
na espécie em estudo, todas as outras substancias isoladas possuem carater inédito no género
Psychotria, contribuindo desta forma, para determinagio do perfil quimico do mesmo.

Os seis alcaloides indolicos correantosideos A-F constituem um tipo esqueletal raro e
especifico do género Psychotria, através da ciclizagdo da unidade secologanina no nitrogénio
1. Apenas um relato na literatura acerca deste tipo estrutural de alcaldide foi observado para a
espécie P. correa.

Partindo-se das informagSes de que os alcaloides sdo importantes marcadores
quimiotaxonémicos para o complexo tixon Psychotria, ¢ baseado na teoria de que o
subgénero Heteropsychotria ¢ caracterizado pela presenga de alcaldides indodlicos
monoterpénicos, o isolamento dos alcaldides correantosideos A-F em P. stachyoides
corroborou estes dados, € confirmam a classificagiio inequivoca desta espécie neste

subgénero,
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