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RESUMO

As especies pertencentes a familia Rubiaceae revelaram grande diversidade de metabdlitos
secundarios, 0s quais sdo responsaveis por uma gama de atividades biologicas. Entre estas
espécies encontra-se Duroia macrophylla Huber, endémica da Floresta Amazonica, conhecida
popularmente como cabeca-de-urubu, apurui ou purui-grande-da-mata. A escassez de estudos
de plantas do género Duroia e a auséncia de estudos quimicos e de atividade bioldgica para D.
macrophylla, instigaram este trabalho, cujo o objetivo foi isolar os constituintes quimicos e
avaliar os extratos e substancias isoladas quanto as atividades: antioxidante, toxicidade frente
a Artemia salina, antibacteriana, antimicobacteriana e antitumoral. Foram realizadas duas
coletas desta espécie, extraida com diclorometano (DCM) ou hexano (Hex) e metanol
(MeOH). Os extratos foram testados como antioxidante, citotoxico, antibacteriano,
antimicobacteriano e antitumoral, com intuito de ampliar as chances de obter moléculas ativas
e/ou prototipos de farmacos. As substancias isoladas foram identificadas por métodos
espectroscopicos (RMN de *H, de *C e bidimensionais) e por espectrometria de massas e
testadas como antimicobacteriana e antitumoral. Na prospeccdo fitoquimica todos os extratos
apresentaram indicios de terpenos e apenas os extratos DCM de folhas e galhos da 12 coleta
ndo apresentaram capacidade antioxidante frente ao revelador DPPH. Os extratos MeOH de
ambas as coletas apresentam compostos aromaticos. A presenca de alcaloides foi detectada
apenas nos extratos dos galhos da 22 coleta. Foram isoladas e identificadas quatro substancias
dos extratos da 12 coleta: dois triterpenos do extrato DCM das folhas (acido oleandlico e acido
ursolico), uma chalcona do extrato MeOH das folhas (4,4 dihidroxi-3’-chalcona) e um acido
fendlico do extrato MeOH dos galhos (acido m-metoxi-p-hidroxi-benzoico). Dos extratos da
22 coleta foram identificados oito alcaloides indolicos monoterpénicos: 10-metoxi-ajmalicina,
11-metoxi-ajmalicina, 11-metoxi-3-isoajmalicina, 9-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina, 9-metoxi-
3-isoajmalicina, 10-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina, 10-metoxi-3-isorauniticina e 10-metoxi-
rauniticina. Todas as substancias isoladas neste estudo estdo sendo descritas pela primeira vez
no género Duroia. A atividade antioxidante dos extratos MeOH de folhas e galhos de ambas
as coletas foi bastante significativa. No ensaio citotoxico frente A. salina apenas o extrato
metandlico das folhas da 22 coleta apresentou toxidade na concentragdo letal (CLsg) de 120
pg/mL. Os extratos apresentaram atividade bacteriostatica sobre as bactérias Klebsiella
pneumoniae, Flavobacterium corumnare, Salmonella enteridis e Pseudomonas aeroginosa.
Das substancias testadas apenas o acido oleandlico apresentou atividade antibacteriana frente
a Nocardia brasiliensis e Serratia marcescens, com uma CIM de 500 pug/mL. Dos extratos
submetidos ao bioensaio antimicobacteriano, o extrato DCM das folhas (12 coleta) apresentou
melhor resultado frente as trés cepas de Mycobacterium tuberculosis, com uma CMI de 6,25
pg/mL para a cepa INHr, de 25 pg/mL para a cepa RMPr e < 6,25 pg/mL para a cepa H37Rv.
Os alcaloides 10-metoxi-ajmalicina, a mistura de 9-metoxi-3-isoajmalicina com 9-metoxi-19-
epi-3-isoajmalicina, 10-metoxi-3-isorauniticina e 10-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina foram
ativos frente ao M. tuberculosis (cepa INHr). Os extratos e alcaloides apresentaram baixo
potencial citotoxico sobre as linhagens de células neoplésicas: HCT116 (carcinoma colorretal
humano), MCF-7 (carcinoma de mama), SK-Mel-19 (melanoma humano) e sobre a linhagem
ndo neoplésica: MRC-5 (fibroblasto de pulmdo humano).

Palavras-chave: alcaloides, antioxidantes, antibacteriana, antimicobacterina, antitumoral.
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ABSTRACT

The species of Rubiaceae revealed great diversity of secondary metabolites, which are
responsible for a range of biological activities. Among these species is Duroia macrophylla
Huber, endemic to the Amazon Rainforest, popularly known as “cabeca-de-urubd, apurui ou
purui-grande-da-mata”. The absence of studies of plants of the genus Duroia and the absence
of chemical studies and biological activity to D. macrophylla, the aim of this work was to
isolate the chemical constituents and evaluate the extracts and compounds isolated on
activities: antioxidant, toxicity against Artemia salina, antibacterial, antimycobacterial and
antitumor. The plant material was collected two times, dried, grounded and extracted with
dichloromethane or hexane and methanol. The extracts were subjected to phytochemical
screening by comparative thin layer chromatography and to determine specific telltale signs
of chemical classes. The extracts were tested as antioxidant, cytotoxic, antibacterial,
antimycobacterial and antitumor, to increase the chances of obtaining active molecules and/or
prototypes of drugs. The isolated compounds were identified by spectroscopic methods (*H,
3¢ and two-dimensional NMR) and mass spectrometry and essayed as antimicrobial and
antitumor. All extracts showed signs of terpenes and only the dichloromethane extracts of
leaves and branches of the 1* collection did not reveal with DPPH. The methanol extracts of
both collections showed aromatic compounds. The presence of alkaloids was detected only in
extracts from the branches of the 2™ collection. There were isolated and identified four
substances of the extracts of the 1* collection: two triterpenes from dichloromethane extract of
the leaves (oleanolic acid and ursolic acid), one chalcone from methanol extract of the leaves
(4,4'- dihydroxy-3'-chalcone) and a phenolic acid from methanol extract of the branches (m-
methoxy-p-hydroxy-benzoic acid). Were identified of the extracts of the 2" collection, eight
monoterpene indole alkaloids: 10-methoxy-ajmalicine, 11-methoxy-ajmalicine, 11-methoxy-
3-isoajmalicine, 9-methoxy-3-isoajmalicine, 9-methoxy-19-epi-3-isoajmalicine, 10-methoxy-
19-epi-3-isoajmalicine, 10-methoxy-3-isorauniticine and 10-methoxy-rauniticine.  All
compounds isolated in this study were described for the first time in the genus Duroia. The
methanol extracts from leaves and branches in both collections showed a good antioxidant
activity. In cytotoxic assay against A. salina only the methanol extract of the leaves (2™
collection) presented toxicity at lethal concentration (LCsp) of 120 mg/mL. The extracts
showed bacteriostatic activity against the bacteria Klebsiella pneumoniae, Flavobacterium
corumnare, Salmonella enteridis and Pseudomonas aeruginosa. Of the substances tested only
oleanolic acid showed antibacterial activity against Nocardia brasiliensis and Serratia
marcescens, with a MIC of 500 mg/mL. Extracts subjected to antimycobacterial bioassay, the
dichloromethane extract of the leaves (1% collection) showed better results against all strains
of Mycobacterium tuberculosis with an MIC of 6.25 mg/mL for INHTr strain, 25 mg/mL for
the strain RMPr and < 6.25 mg/ml for H37Rv strain. Only the alkaloids 10-methoxy-3-
isorauniticine, the mixture of 9-methoxy-3-isoajmalicine with 9-methoxy-19-epi-3-
isoajmalicine, 10-methoxy-3-isorauniticine and 10-methoxy-rauniticine tested against M.
tuberculosis (strain INHr) showed better results rather those obtained from crude extracts. The
extracts and alkaloids showed low cytotoxic potential on neoplastic cell lines: HCT116
(human colorectal carcinoma), MCF-7 (breast carcinoma), SK -Mel-19 (human melanoma)
and on the non-neoplastic line: MRC-5 (human lung fibroblast).

Keywords: alkaloids, antioxidant activity, antimycobacterial activity.
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RESUME

Les espéces de Rubiaceae révlent une grande diversité de métabolites secondaires, qui sont
responsables pour une gamme d'activités biologiques. Parmi ces espéces se trouve Duroia
macrophylla Huber, endémique a la Forét Amazonienne, populairement connue sous le nom de
“cabeca-de-Urubd, apurui ous Purui-grande-da-mata”. Au vu de labsence d'études de plantes du
genre Duroia et I'absence d'études chimiques et I'activité biologique de D. macrophylla, le but de
ce travail était d'isoler les constituants chimiques et d'évaluer les extraits et les composés isolés de
D. macrophylla sur les activités: antioxydantes , la toxicité contre la Artemia salina,
antibactérienne, antimycobactérienne et antitumorale. Deux échantillons de cette espece ont été
réalises, les organes végétaux ont été séchés, broyes et extraits avec du dichlorométhane, de
I'nexane et du méthanol. Les extraits ont ensuite été soumis & un criblage phytochimique par
chromatographie sur couche mince et comparative pour déterminer des signes révélateurs
spécifiques de classes chimiques. Les extraits ont été testés comme antioxydant, cytotoxique,
antibactérien, antimycobactérien et antitumoral, pour augmenter les chances d'obtenir des
molécules et/ou des prototypes de médicaments actifs. Les composés isolés ont été identifiés par
des méthodes spectroscopiques (RMN *H et RMN & deux dimensions et la spectrométrie de
masse) et I'extrait dichlorométhanique a été identifié comme antimicrobien et antitumoral. Tous
les extraits ont montré des signes de terpénes et seuls les extraits de dichlorométhane de feuilles et
de brindilles de la 1ére collection n'ont rien révélé avec le DPPH. Les extraits au méthanol de
deux collections ont marqué la présence de composés aromatiques. La présence d'alcaloides a été
détectée seulement dans les extraits des branches de la deuxieéme collection: quatre substances.
Ont eté isolé et identifié des extraits de la premiere collection: deux triterpénes a partir de I'extrait
de dichlorométhane des feuilles (acide oléanolique et I'acide ursolique), une chalcone a partir de
I'extrait au méthanol des feuilles (4,4 - dihydroxy-3'-chalcone) et un acide phénolique a partir de
I'extrait au méthanol des branches (m-méthoxy-p-hydroxy-benzoique). Huit alcaloides indoliques
monoterpenes Ont été identifiées des extraits de la deuxiéme collection, huit alcaloides indoliques
monoterpenes: 10-méthoxy-ajmalicine, 11-méthoxy-ajmalicine, 11-méthoxy-3-isoajmalicine, 9-
méthoxy-19-epi-3isoajmalicine, 9-méthoxy-3-isoajmalicine, 10-methoxy-19-epi-3isoajmalicine,
le 10-déméthoxy-3-isorauniticine et 10-méthoxy-rauniticine. Tous les composés isolés dans cette
étude ont été décrits pour la premiere fois dans le genre Duroia. Les extraits au méthanol des
feuilles et des branches dans les deux collections ont montré une bonne activité antioxydante. En
test cytotoxique contre I' A. saline, seul I'extrait de méthanol des feuilles (2éme collection) a
présenté une toxicité a la concentration létale (CL50) de 120 mg/ml. Tous les extraits ont montré
une activité bactériostatique contre les bactéries Klebsiella pneumoniae, Flavobacterium
corumnare, Salmonella enteritidis et Pseudomonas aeruginosa. Parmi les substances que l'acide
oléanolique testés ont montré une activité antibactérienne contre Nocardia brasiliensis et Serratia
marcescens, avec une CMI de 500 mg/mL. Sur les Extraits soumis a l'essai biologique
antimycobactérien, I'extrait de dichlorométhane des feuilles (1er collection) a montré de meilleurs
résultats contre toutes les souches de Mycobacterium tuberculosis avec une CMI de 6,25 mg/ml
pour la souche INHr , 25 mg / ml pour la souche RMPr et < 6,25 mg/ml pour la souche H37Rv.
Seule les alcaloides 10- méthoxy-ajmalicine, le mélange de 9-méthoxy-3-isoajmalicine avec le 9-
méthoxy- 19-epi-3-ajmalicine, 10-méthoxy-3-isorauniticine et 10-méthoxy-rauniticine testé contre
M. tuberculosis (souche INHr) a montré de meilleurs résultats plutdt que ceux obtenus a partir
d'extraits bruts . Les extraits d' alcaloides ont démontré un potentiel cytotoxique faible sur des
lignées cellulaires neoplasiques : HCT116 (carcinome colorectal humain) , MCF-7 (cancer du
sein), SK-Mel-19 (melanome humain) et sur la ligne non - néoplasique : MRC- 5 (humaine
fibroblastes pulmonaires).

Mots-cles: alcaloides, activité antioxydante, activité antimycobactérienne.
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1. INTRODUCAO

Estudos na area de produtos naturais tém sido desenvolvidos com o biomonitoramento de
seus extratos vegetais, fato que otimiza as pesquisas de substancias bioativas de interesse
econdmico. Portanto, hd uma demanda de estudos cientificos que envolvam plantas com
atividade bioldgica, de modo que tal pratica deve ser incentivada, constituindo um caminho
promissor e eficaz para a descoberta de novos medicamentos. Estes novos produtos podem,
além de trazer divisas, oferecer oportunidade para geracdo de emprego ao longo da cadeia
produtiva, ndo s6 na zona urbana, mas, sobretudo, na zona rural, contribuindo para a
desconcentracdo de renda e, consequentemente, para a interiorizagdo do desenvolvimento da
Amazonia (ENRIQUEZ, 2010).

A grande diversidade vegetal da Amazénia abriga centenas de espécies pertencentes a
diferentes familias, entre elas estdo as espécies da familia Rubiaceae, uma das familias mais
representativas da flora brasileira. Estas plantas possuem importancia econdmica, agricola,
ornamental e medicinal (JOLY, 1983), além de contribuir com a bioproducdo de metabdlitos
especiais com um grande potencial farmacologico (HEITZMAN et al., 2005).

A familia Rubiaceae destaca-se pela produgdo de alcaloides bioativos que originam
diversos farmacos, sendo estes ainda considerados marcadores quimiotaxénomicos de
determinadas subfamilias e géneros (BARREIRO, 1990 e FARIAS, 2006). A quantidade de
produtos descritos, sua diversidade estrutural e variadas atividades farmacologicas fazem dos
alcaloides, junto com antibidticos, um dos grupos mais importantes entre as substancias
naturais com interesse terapéutico (CORDELL et al., 2001).

Ao escolher as plantas a serem investigadas devem-se considerar as informagoes
botanicas e quimiotaxonémicas, pois a probabilidade de encontrar substancias bioativas sejam
elas inéditas, ou ja descritas na literatura € bem maior. Estas fontes de biodiversidade menos
exploradas ou inexploradas estdo frequentemente associadas a nova diversidade quimica
(CLARDY e WALSH, 2004). Entre estas fontes, podem ser citadas algumas espécies
endémicas da Floresta Amazonica que ainda permanecem sem estudo quimico e/ou biologico
como é o caso da espécie Duroia macrophylla. Com base nestas informacbes e devido a
escassez de estudos sobre o género Duroia este trabalho propde o estudo quimico e de
atividade biolégica de Duroia macrophylla Huber.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A Familia Rubiaceae

2.1.1 Caracteristicas Botanicas

A familia Rubiaceae possui distribuicdo cosmopolita, concentrada nos trépicos, € uma
das maiores da classe Magnoliopsida, ocupando o quarto lugar em diversidade de espécies
entre as Angiospermas (MABBERLEY, 1997). Inclui aproximadamente 637 géneros e 10.700
especies e 39 tribos, as quais estdo principalemente nas regifes tropicais e subtropicais do
globo (PEREIRA et al., 2007; MONGRAND et.al, 2005). No Brasil ocorrem cerca de 130
géneros e 1.500 espécies, correspondendo a uma das principais familias de nossa flora e
ocorrendo como um importante elemento em quase todas as formacGes naturais (SOUZA e
LORENZI, 2008).

Esta familia esta divida em quatro subfamilias (Rubioideae, Antirheoideae, Ixorideae e
Cinchonoideae) e 44 tribos. As subfamilias e tribos com representantes no Brasil estéo
relacionadas na Figura 1 (JOLY, 1983; ROBRECHT, 1988).

As espécies possuem 0s mais variados portes e habitos, desde ervas, subarbustos,
arbustos, &rvores e raramente lianas. As folhas sdo opostas, menos frequentemente
verticiladas, simples, quase sempre com estipulas interpeciolares, ocasionalmente
transformadas em espinhos e a margem é inteira. As flores geralmente s&o vistosas e os frutos
do tipo cépsula, drupa ou baga (SOUZA e LORENZI, 2008).



{Tribo 1. Psychotrieae )
—Cl'ribo 2. Coussareae )

—Cl'ribo 3. Morindeae )

—Cl'ribo 4. Schradereae )
1. Subfamilia -

Jrlbo 5. Coccocypseleae)

—Cl'ribo 6. Hamelieae )

—Cl'ribo 7. Hedyotideae )
—Cl'ribo 8. Spermacoceae )

—Cl'ribo 9. Rubieae )

—Cl'ribo 10. Cinchoneae )
—Cl'ribo 11. Naucleae )

Familia 2. Subfamilia - - -
Cinchonoideae \II’IbO 12. Henriquezieae )

—(Tribo 13. Rondeletieae )

—Cl'ribo 14. Mussaendeae )

—@ribo 15. Retiniphylleae )

Tribo 16. Gardenieae
3. Subfamilia (Duroia)
Ixorideae ﬁ'ribol?. Coffeeae )
{I’ribo 18. Chiococceae )

4. Subfamilia :
Antirheoideae Tribo 19. Guettardeae )

{I’ribo 20. Cephalantheae)

Figura 1: Subfamilias e tribos com representantes no Brasil, com destaque para 0 género
estudado no presente trabalho. Fonte: BARROSO et al. (1991).

2.1.2 Aspectos Quimicos, Bioldgicos e Botanicos

A familia Rubiaceae destaca-se pela producdo de alcaloides bioativos e por sua
taxonomia complexa (FARIAS, 2006). Segundo Hoehne (1939), os trés principais alcaloides
da medicina provém desta familia: a quinina, a emetina e a cafeina. Os alcaloides sdo
exemplos de metabdlitos secundarios que originam diversos farmacos (BARREIRO, 1990). A

quantidade de produtos descritos, sua diversidade estrutural e variadas atividades



farmacolodgicas fazem dos alcaloides, junto com antibioticos, um dos grupos mais importantes
entre as substancias naturais com interesse terapéutico (CORDELL et al., 2001).

Estudos fitoquimicos revelaram que os alcaloides das rubidceas pertencem a mais de
dez classes diferentes, destacando-se os isoquinolinicos, com 44 substancias descritas; 0s
quinolinicos, com 70 alcaloides; e os indélicos, com 391 compostos isolados (CORDELL et
al., 2001). Os alcaloides inddlicos sdo os principais marcadores quimicos desta familia
(CARBONEZI et al., 2004). Além destes compostos, também foram evidenciados agliconas e
heterosideos de iridoides, antraquinonas, saponina triterpénica, flavonoides, lignoides,
terpenoides e derivados fenélicos (HAMERSKI et al., 2005a; SILVA et al., 2006).

Os alcaloides inddlicos sdo derivados do metabolismo do triptofano que sao
caracteristicos em Rubiaceae (BRUNETON e BARTON, 1991). Os alcaloides exercem uma
funcdo importante na elucidacdo de efeitos farmacoldgicos, respostas fisioldgicas e
mecanismos bioquimicos.

Muitas destas substancias foram e continuam sendo empregadas no tratamento de
diferentes enfermidades (CORDELL et al., 2001). Exemplos destes alcaloides sdo: cafeina
(Coffea arabica); emetina (Cephaelis ipecacuanha) com atividade anti-emética e amebicida;
quinidina (Cephaelis ledgeriana) anti-arritmico; quinina (Cinchona ledgeriana) anti-malérica
e ténica e ioimbina (Pausinystalia yoimba) afrodisiaca (CORDELL et al., 2001).

Cephaelis ipecacuanha Rich. é uma planta classica brasileira usada na medicina
mundial. Desta espécie, em 1817, Pelletier e Magandie isolaram o principio ativo emetina,
substancia largamente utilizada no tratamento de desinterias. A droga da ipecacuanha possuli
efeito anti-emético apreciavel e expectorante em doses atenuadas, sob a forma de p6 ou
xarope. O Brasil exportava suas raizes secas e ja produziu emetina cristalizada (HOEHNE,
1939; RIZZINI e MORS, 1995).

A quinina foi isolada no ano de 1820, por Pelletier e Caventou, durante
aproximadamente 200 anos esta substancia foi o Gnico principio ativo contra a malaria, e pode
ser considerado como responsavel pelo desenvolvimento dos antimaléricos sintéticos
(BARREIRO, 1990; VIEGAS et al., 2006).

A Psychotria viridis Ruiz et Pavén, mais conhecida como “chacrona”, € utilizada em
cerimonias e rituais religiosos em associagdo com o cipd Banisteriopsis caapi (Spruce)
Morton (“caapi”), uma Malpighiaceae, no preparo de uma bebida com propriedades
alucinégenas conhecida como *“ayahuasca”, que significa “vinho das almas”. A mistura é
utilizada em varias regides da floresta Amazonica pelas comunidades do “Santo Daime” e
“Unido do Vegetal” (CALLAWAY et al., 1996; GROB et al., 1996). O efeito alucin6geno da



bebida é devido a presenca do alcaloide N,N-dimetiltriptamina (DMT), encontrado nas folhas
da “chacrona” e que tem atividade agonista de receptores 5-HT2A (serotonina) em associagéo
com alcaloides inddlicos B-carbolinicos (a harmina, a harmalina e a tetraidroarmina) presentes
nas cascas de “caapi”. O alcaloide harmalina € um potente inibidor da monoaminoxidase tipo
A (MAO-A), enzima que promove a degradacdo da DMT no organismo. Como consequéncia
deste mecanismo, observa-se um aumento da biodisponibilidade oral da DMT intensificando
e prolongando seus efeitos alucinégenos (DEULOFEU, 1967; FREEDLAND e
MANSBACH, 1999).

Do fruto do genipapo (Genipa americana L.) foi isolado a genipina, iridoide incolor,
mas que produz cor preta ap0s reagir com as proteinas da pele, a matéria corante era utilizada
pelos indigenas nas tatuagens. Este mesmo fruto atualmente € utilizado para fazer vinhos,
licores, compotas, refrescos, etc. (PINTO, 1995; RIZZINI e MORS, 1995).

A familia caracteriza-se pela producdo de metabdlitos especiais com um grande
potencial farmacoldgico, dentre os quais podemos citar: anti-inflamatorio, tdxico, antiviral,
propriedades antioxidantes, efeitos em doengas vasculares e do sistema nervoso central,
mutagenicidade, atividade antibacteriana (HEITZMAN et al., 2005) e atividade analgésica
(TAKAYAMA, 2004).

Foi realizado o levantamento bibliografico de trabalhos publicados sobre a fitoquimica
da familia Rubiaceae de 1990 a 2013 (Anexo 1). Com base nos dados de literatura, foi
observada a ocorréncia principalmente de alcaloides inddlicos, antraquinonas, acidos
fenolicos, iridoides, triterpenoides e glicosideos variados, estas substancias foram isoladas das
mais diversas espécies de Rubiaceae. Porém, as espécies com maior numero de estudos
fitoquimico registrados nesses anos, pertencem aos géneros Cephaelis, Galium, Gardenia,
Hedyotis, Morinda, Ophiorrhiza, Psychotria e Uncaria. Algumas das estruturas destas
substancias isoladas de espécies pertencentes a familia Rubiaceae encontram-se na Tabela 1 e

Figura 2.

Tabela 1: Algumas classes de metabdlitos identificados em espécies de Rubiaceae

Géneros Classe Substancia NUmero
Alcaloide Emetina 1
_ Lactona Acido Chelidonico 2
Cephaelis : :
Alcaloide Cefalina 3
Alcaloide Psicotrina 4




continuacgéo da Tabela 1.

Alcaloide Quinina 5

Triterpeno Acido Cincholico 6

Cinchona Triterpeno Acido Quinovico 7
Alcaloide Quinidina 8

Alcaloide Cinconina 9

Alcaloide Cinconidina 10

Metil-xantina Cafeina 11

Diterpeno Cafestol 12

Coffea Antraquinona Galiosina 13
Antragquinona Copareolatina 14

Antraquinona Munjistina 15

Corynanthe Alcaloide Yohimbina 16
Galium Iridoide Macedonina 17
Genipa Monoterpeno Genipina 18
Hedyotis Antragquinona Alizarina 19
Alcaloide Quinidina 8

Landerbergia Alcaloide Cinconina 9
Alcaloide Cinconidina 10

Morinda Antraquinona Alizarina 19
Mussaenda Triterpeno Acido Arjunélico 20
Oldenlandia | Antraguinona Alizarina 19
Psychotria Alcaloide Psicotrina 4
Alcaloide Cefalina 3

Relbunium Antraquinona Purpurina 21
Alcaloide Quinidina 8

Remijia Alcaloide Cinconina 9
Alcaloide Cinconidina 10

Rubia Antraquinona Purpurina 21
Antraquinona Alizarina 19

Fonte: Zuleta, 1997.
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2.1.3 Quimiossistematica

A subdivisdo mais importante da familia Rubiaceae foi feita por Robbrecht (1988),
que a dividiu em quatro subfamilias: Cinchonoideae, Ixoroideae, Antirheoideae e Rubioideae.
O autor introduziu, para sua analise filogenética, caracteres como placentagdo, morfologia e
anatomia de frutos e sementes. Entretanto, ficou determinado que o posicionamento das
subfamilias e a determinacéo das tribos, géneros e espécies ainda permanecia dificil, em geral
devido a falta de informacdo acerca da distribuicio geografica e de caracteres
morfoanatdmicos de diversas espécies.

Com a crescente preocupacdo em se obter uma classificagdo mais confidvel das
subfamilias e tribos, a definicdo de metabdlitos secundarios é bem consolidada e neste caso
fator imprescindivel na classificacdo taxondmica desta familia (BREMER, 1996). Uma boa
correlacdo entre as vias biossintéticas e os aspectos morfoldgicos das subfamilias Ixoroideae,
Cinchonoideae e Rubioideae, sdo obtidos pela avaliacdo dos dados quimicos, aliados aos
parametros citados por Robbrecht (1988). Cada uma destas subfamilias apresenta um perfil
diferente e tipico para alcaloides indélicos, iridoides, e antraquinonas, que sdo considerados
marcadores quimiotaxondmicos de Rubiaceae. JA na subfamilia Antirheoideae ndo foi
observada uma ocorréncia padronizada de nenhum desses marcadores quimicos (BOLZANI
et al., 2001), conforme ilustrado na Figura 3.

Na subfamilia Ixoroideae, os iridoides s&o encontrados como marcadores
quimiotaxonémicos exclusivos. Sdo exemplos de espécies de Ixoroideae: o género Coffea, do
cafeeiro (Coffea arabica), fonte de uma das bebidas mais famosas e apreciadas no Brasil,
assim como de varios compostos de com atividade farmacoldgica; Genipa, do jenipapo
brasileiro; e Gardenia, importante fonte de espécies ornamentais (BOLZANI et al., 2001; DI
STASI e HIRUMA-LIMA, 2003).

Em Cinchonoideae os alcaloides inddlicos predominam. As espécies de Cinchona séo
fonte de quinino e outros compostos de valor terapéutico (BOLZANI et al., 2001; DI STASI e
HIRUMA-LIMA, 2003).

As espécies de Rubioideae possuem antraquinonas como a principal classe de
metabolitos secundarios. Nesta subfamilia estdo os géneros: Psychotria, que inclui vérias
espécies com substancias de acdo no SNC e muito usadas em rituais. Cephaelis da conhecida
C. ipecacuanha, importante fonte de emetina e outros constituintes e Palicourea responsavel
por cerca da metade das mortes por intoxica¢dao natural em bovinos no Pais. A intoxicacao é

atribuida ao acido monofluoroacético, substancia de alta toxidez para diversos mamiferos,



inclusive o homem. A utilizacdo indiscriminada para fins medicamentosos de plantas do
género Palicourea por grande parte da populacdo, sem conhecimento ou preocupagdo com
possiveis efeitos toxicos, despertou o interesse quimico e farmacologico de plantas deste
género (DI STASI e HIRUMA-LIMA, 2003; DE-MORAES-MOREAU et al., 1995).

J& na subfamilia Antirheoideae ndo ha a ocorréncia de nenhum destes marcadores
guimicos, o que é consistente com a divisdo proposta por Robbrecht, considerando somente as
informacdes morfoldgicas (BOLZANI et al., 2001).

Em um estudo quimiotaxonémico foi realizada uma triagem para iridoides glicosilados
em varias espécies e baseado em dados obtidos por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas pode-se concluir que estes metabdlitos estdo presentes em todas as
subfamilias de Rubiaceae (INOUYE et al., 1988).

Os Alcaloides inddlicos ocorrem essencialmente nas familias que pertencem a ordem
Gentianales (Loganiaceae, Rubiaceae, Naucleaceae e Apocynaceae), onde sdo observados
principalmente alcaloides indolicos monoterpénicos. A ocorréncia de alcaloides indolicos fora
da ordem Gentianales é bastante rara e, quando encontrados, sdo normalmente alcaloides
indolicos simples (SCHRIPSEMA et al., 2004).

Considerando o perfil quimico da familia Rubiaceae, existem muitas espécies sem
qualquer estudo, o que impede que os taxonomistas realizem divisdes na familia e subfamilia
(BOLZANI et al., 2001). Sendo assim, o conhecimento aprofundado da familia Rubiaceae, de
grande diversidade metabdlica e pronunciado potencial farmacoldgico pode abrir perspectivas
para a quimica, farmacologia e quimiotaxonomia desta familia. Sendo estes estudos uma
ferramenta importante para a classificagdo quimiotaxdénomica das espécies dentro dos
géneros. A distribuicdo dos principais metabdlitos secundarios dentre as subfamilias de

Rubiaceae esta ilustrada na Figura 3.
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Figura 3: Diversidade quimica e distribuicdo dos principais metabolitos secundarios dentre as
subfamilias de Rubiaceae. 1XO: Ixoroideae, CIN: Cinchonoideae, RUB: Rubioideae, ANT:
Antirheoideae (BOLZANI et al., 2001).

2.1.4 Tribo Gardeniae

Dado aos poucos estudos encontrados para o género Duroia e considerando que a tribo
é o clado intermediario entre a subfamilia e género, realizou-se um levantamento bibliografico
das espécies estudadas que pertencem a tribo Gardenieae. Estudos morfoldgicos e
moleculares relatam 40 géneros pertencentes a esta tribo (ANDREASEN e BREMER, 1996;
BREMER, 2009) os quais possuem distribuicdo pantropical e a maioria apresenta habito
arboreo ou arbustivo (CHIQUIERI et al., 2004). Segundo Robbrecht et al. (1996) os iridoides
sdo considerados o principal marcador quimiotaxondémico desta tribo. Algumas das

substancias isoladas de espécies desta tribo estdo descritas nas Tabelas de 2 a 18.

Tabela 2: Monoterpenos

Espécie Substancias Referéncias
Genipa americana Qenipacetal (22) ONO et al., 2006
Acido genipico (23) TALLENT, 1964

Acido genipinico (24)

Psydrax livida Psidrina (25) NAHRSTEDT et al., 1995
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Tabela 3: Acidos fenolicos

Espécie

Substancias

| Referéncias

Lamprothamnus zanguebaricus

1-(3-Hidroxi-4-metoxi-5-
metilfenil)-etanona (26)

KHAN et al, 2003

1-(3-hidroxi-4-
metoxifenil)-etanona (27)

CH3

26

OH

OCHj
27

OH
OCHj

Tabela 4: Iridoides

Espécie

Substancias

Referéncias

Alibertia sessilis

Acido geniposidico (28)

SILVA et al., 2007

Geniposideo (29)

6a-Hidroxigeniposideo (30)

6B-Hidroxigeniposideo (31)

Burchellia bubalina

B-Gardiol (32)

DREWES et al., 1999

a-Gardiol (33)

Garjasmine (34)

Canthium gilfillanii

Acido geniposidico (28)

NAHRSTEDT et al., 1995
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Feretia apodanthera

Gardenosideo (35)

Ester acetilico do acido desacetil
asperulosidico (36)

BAILLEUL et al., 1980

Gardenia jasminoides

Genipina 1-O-B-D-isomaltoside
(37)

Genipina 1,10-di-O-B-D-
glucopiranoside (38)

CHEN et al., 2009

Genipina 1-O-B-D-gentiobioside
(39)

Geniposideo (29)

ENDO e TAGUCHI, 1973

Ester metilico escandoside
(40)

GUVENALP et al., 2006

Ester metilico do acido

deacetilasperulosidico (41)

DAMTOFT et al., 1981

Ester metilico do é4cido 6-O-
etildeacetilasperulosidico(42)

MACHIDA et al., 2003

Gardenosideo (35)

FARID et al., 2002

Genipa americana

Genipaol (43)

ONO et al., 2007

Genipina (44)

Tarenosideo (45)

Acido geniposidico (28)

Geniposideo (29)

Genamesideo A (46)

Genamesideo B (47)

TALLENT, 1964

Genipa americana

Genamesideo C (48)

Genamesideo D (49)

Genipina gentiobiosideo (50)

Gardenosideo (51)

Gardendiol (52)

Shanzhisideo (53)

TALLENT, 1964

Rothmannia globosa

a-Gardiol (33)

B-Gardiol (32)

JENSEN, 1983

Tocoyena formosa

a-Gardiol (33)

B-Gardiol (32)

Gardenosideo (35)

KARIKAS et al. 1987

28 R=H

O& OR O OCH;z
Ro X1 H
0
H H :
O 5 OGlc
30 R;=OH, R,=H
31 R1:H, RZZOH

29 R=CH3
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Rl R2?

HO~L iy 3
=0

32: R1:COOMG, Ro,=H
33: R1=H, R,= COOMe

COOCH;

37: R1=Z, R,=R3=R,=H

37a: R1:Z(AC)7, R>,=Ac, R3=Rs=H
38: R1:R2:X, R3:R4:H

38a: R1=R,= R3=R4=H

39: R1:Y, R2:R3=R4:H

40: R1=X, Ro= R4=H, R3:OH

41: R1=X, R,=R3=H, R,=0OH

42: R1:X, R2:R3:H, R4:OCH3
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continuacgdo da Tabela 4.
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COOCHj5
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HO R30
HO OH Ho OH
48: R1= R4=H, R2=CH3, R3= Glc
46: R;=R4=0H, R,=H, R3=CH,0H 49: R1=Gilc, R,= CHS, R;=Rs=H
47: R1=H, R,= R3=0OH, R,=CH,0H 50: R;=R3=H, R,=CH3; R,=Glc
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Tabela 5: Diterpeno
Espécie Substancias Referéncias
Amaioua guianensis tipo caurano (54) OLIVEIRA, 2009
CO,H
54
Tabela 6: Triterpenos
Espécie Substancias Referéncias
Alibertia myrciifolia Ester metilico de acido | AHMAD, 1994

pomolico (55)

Ester metilico do &cido ursélico
(56)

Ester metilico do A&cido
oleandlico (57)

Amaioua guianensis 3B, 6P, 19a, 23
tetrahidroxiolean-12-en-28-
6ico (58)

3B, 6B, 19a, 23 tetrahidroxiurs-
12-en-28-6ico (59)

OLIVEIRA, 2009
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Gardenia collinsae

20R,24R-epoxy-3-0X0-
dammarane-25¢&, 26-diol (60)

Epimero do 60 no C-24 (61)

20R,24R-ocotillone (62)

NUANYAI et al., 2011

Gardenia saxatilis Lupenona (63) SUKSAMRARN et
Lupeol (64) al., 2003
Acido betulinico (65)

Gardenia saxatilis Acido (27-O- SUKSAMRARN et

feruloiloxibetulinico) (66)

Acido messagenico A (67)

Acido messagenico B (68)

Acido oleandlico (69)

Acido ursélico (70)

Acido uncarinico E
(Acido 27-0O-p-(E)-
coumaroiloxioleandlico) (71)

27-0-p-(E)- Acido
coumaroiloxiursolico (72)

al., 2003

Oxyanthus pallidus

Acido oleandlico (60)

TIGOUFACK et al.,
2010

a1 U1
O 0
I

R §

COOCH;
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63:
64:
65:
66:
67.
68:

C-3 didehidro analogo de 64
R1:H, RZZCHg

R1=H, R,=COOH

R1:A, RZZCOOH

R1=B, R,=COOH

R,=C, R,=COOH

69:
70:
71:
72.

R1:R2:H, R3:CH3
R1:R3:H, RZZCH3
R1:C, R2:H, R3:CH3
R1:C, R2= CH3, R3: H
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continuagéo da Tabela 6.
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Tabela 7: Saponinas

Espécie Substancias

Referéncias

Catunaregam nilotica Oleanolate 28-O-B-D-
Glucopiranosil-3-O{O-a-L-
ramnopiranosil-(1—3)-0-B-D-
glucopiranosil]-(1—3)]-p-D-
glucopiranosil} (73)

Acido oleandlico 3-0-[2°,3’-di-O-
(B-D-glucopiranosil)-p-D-
glucopiranosil] (74)

acido oleandlico 3-O-{O-a-L-
ramnopiranosil-(1—3)-0-[O-B-D-
glucopiranosil-(1—3)]-p-D-
glucopiranosil} (75)

acido oleandlico 3-O-[O-B-D-
glucopiranosil-(1—3)-p-D-
glucopiranosil] (76)

Acido 3-O-p-D-glucopiranosideo-
quindvico (77)

Acido 3-O-p-D-
quinovopiranosideo-cinchdlico
(78)

LEMMICH et al., 1995

Catunarosideo A (79)

Catunarosideo B (80)

Catunarosideo C (81)

Catunaregam spinosa Catunarosideo D (82)

Swartziatriosideo (83)

Aralia-saponina V (84)

Avralia-saponina 1V (85)

GAOetal., 2011

Acido 3-O-p-D-

Tocoyena brasiliensis quinovopiranosideo-quindvico (86)

AQUINO etal., 1988

Acido 3-O-B-D-quinovopiranosideo
-cincholico (78)

Tocoyena brasiliensis

HAMERSKI et al., 2005

Acido 3-O-p-D glucopiranosideo-
quinovico (87)

YEPES et al., 1991

Acido 28-0-p-D-glucopiranosideo
quinovico (88)

SOUSA et al., 1984
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R3O0 OH

73: R1=p-D-Gluc, Ro=H, Rs=a-L-Rap
74: R1=H, R=B-D-Gluc, Rs=H

75: R1=H, R,=H, Rs=a-L-Rap

76: Ri=H, Ry=H, Rs=H

HO OH




continuacgéo da Tabela 7

21

OH
HO
0] 0]
HO
HO OH

79: R1=B- D -Xil, R;=H, R3=0OH

80: Ri=a-L-Rap, R,=H, R3=H

81: Ri=a-L-Rap, R,= p-D-Glc, R;=OH
82: Ri= B-D-Xil, Ro= ﬁ-D-GlC, Rs=0OH
83: R;= B-D-Xil, R,= H, Rg=H

84: Ri= B-D-GlC, Ro= ﬁ-D-G'C, Rs=H
85: R;= B-D-Xil, R= B-D-Glc, Ry=H
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Tabela 8: Triterpenos cicloartano

Espécie Substancias Referéncias

Oxyanthus pallidus Palidioside A (89) TIGOUFACK et al., 2010

Palidioside B (90)
Palidioside C (91)

RO

CH3 CHj

89: R=H, R;=Glc, R,=0
90: R=H, Rj_:GIC, R2=H/ o-OH
91: R=H, R1=CGlc, R,=H/B-OH




Tabela 9: Esteroide glicosilado
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Espécie

Substancias

Referéncias

Oxyanthus pallidus

3-O-B-D-glicopiranosil
sitosterol (92)

TIGOUFACK et al.,
2010

HO

HO

HO™ 1o

92

Tabela 10: Carotenoides

Espécie

Substancias

Referéncias

Gardenia jasminoides

Crocetina (93)

Ester crocetina mono (B-
D-glucosil) (94)

Ester crocetina di (B-D-
glucosil) (95)

Ester crocetina mono (-
gentiobiosil) (96)

Ester crocetina (B-D-
glucosil)-(B-gentiobiosil)
97)

Ester crocina [crocetina-
di- (B- gentiobiosil)] (98)

Ester crocetina (B-
gentiobiosil)-(B-

neapolitanosil) (99)
Ester crocetina-di (B-
neapolitanosil) (100)

PFISTER et al., 1996

13Z-crocina (101)

SPERANZA et al., 1984

R0

|
O

N\ Y YA VAV VA

]

OR,
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HO OH

93: R1=R,=H
94. Ri=H, R,=X
95: R;=R,=X
96: R1=H, R,=Y
97: Ri=X, Ro=Y
98: R1=R,=Y
99: Ri=Y, R,=Z
100: R1=Ry=Z

101: Ri=R,=Y
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Tabela 11: Flavonoides

Espécie Substancias Referéncias

Alibertia myrciifolia Corimbosina (102) ZANI et al., 1995
Letedocina (103)
Apometzgerina (104) ROFI e POMILIO, 1985
Acacetina (105) AGRAWAL e BANSAL,
Apigenina (106) 1989

Tocoyena brasiliensis Ramanzina-3-O- AGRAWAL e BANSAL,
rutinosideo (107) 1989

102: R1:R2:R3:R4:OCH3

103: R1=Ry,=R3= OCH3; R,=0H
104: R1:R4:OH; R2:R3:OCH3
105: R;=0OH; R,=Rs=H; R3=OCHj3
106: R1:R3:OH; R,=R4=H

OH OH

OH
HO




Tabela 12: Derivados fenélicos
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Espécie

Substancias

Referéncias

Alibertia sessilis

3,4,5-trimetoxifenil-1-O-f-
D-(5-Osiringoila)-
apiofuranosil-(1—6)-p-D-
glicopiranosideo (108)

SILVA et al., 2007

Amaioua guianensis

Acido 3,5-0O-
dicafeoilquinico (109)

Acido 3,5-O-dicafeoil-
quinato-de metila (110)

OLIVEIRA, 2009

Oxyanthus  speciosus  subsp. | 2-(2-hidroxi)-etanol-B-D- NAHRSTEDT et al., 1995
gerrardii glucopiranosideo (111)
Psydrax livida Psidrosideo (112)
OCHs OCHs;
OCHs;
HO
O
0]
CH30 | O e OCH;
OH
O OH
OH On
OH
108
0
HO. C
“OH
O

HO
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continuacdo da Tabela 12.
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Tabela 13: Proantocianidinas
Espécie Substancias Referéncias
Pavetta owariensis epicatequin- BALDE etal., 1991

(4p—38,2p—0—7)-ent-
epicatequin-(4a—38,
2a—0—7)-ent-catequina
(113)

epicatequin-(4p—6)-
epicatequin-(4p—S8,
2—0—7)-epicatequin-
(4p—38)-epicatequina (114)

Pavetta owariensis epiafzelequin- BALDE etal., 1991
(4p—8,2p—0—7)-
epicatequin-(4p—8)-
epicatequin-(4p—8)-
epicatequina (115)
epiafzelequin-
(4p—8,2p—0—7)-ent-
afzelequin-(4a—8)-ent-
epicatequin-(40—8,2a
—0—7)-ent-catequina (116)
epiafzelequin-
(4p—8,2p—0—7)-ent-
catequin-(4o—8)-ent-
epicatequin-
(40—8,2p—0—7)-ent-
catequina (117)




continuacdo da Tabela 13.
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continuacdo da Tabela 13.

HO
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@)
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T
@]
T

OH
OH
116: R=H
117: R=0OH
Tabela 14: Lignanas glicosiladas
Espécie Substéncias Referéncias
Alibertia sessilis (+)-lioniresinol-3a-O-B-D- SILVA et al., 2007

glicopiranosideo (118)
(-)-lioniresinol-3a-O-B-D-
glicopiranosideo (119)

HsCO
OH OH
I /O OH HO
i
O (0] OH
OCHjs HsCO OCH3
OH
118 119




Tabela 15: Cumarinas
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Espécie

Substancias

Referéncias

Alibertia myrciifolia

Escopoletina (120) SILVA et al., 2004

Amaioua guianensis

Escoparona (12

1) OLIVEIRA, 2009

H5CO
X
JO R
0

OH o
120

chm
NS
@) 0)

H3C
121

Tabela 16: Glicosideos cianogénicos

Espécie

Substancias

Referéncias

Oxyanthus pyriformis subsp.
pyriformis

Prunasina (122)

ROCKENBACH et

Amigdalina (123)

1992

O. speciosus subsp. gerrardii

Holocalina (124)

al.,

OH OH
CN Ho&&/o
= OH HO OH NC
?O O, (@) 1
E OH HO ~C
O OH HO OH
122

123

HO
H _CN
O o
HO
HO OH
124

Tabela 17: Alcaloide

Espécie

Substancias

Referéncias

Amaioua guianensis

Amaiouina (125)

OLIVEIRA et al., 2009

125
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Tabela 18: Acidos graxos

Espécie Substancias Referéncias
Acido 11, 14-eicosadienoico | ZENG et al., 2005
Catunaregam spinosa (126)

Acido palmitico (127)
Acido estearico (128)
Acido miristico (129)

@)
\\C
/ \/\/\/\/\/\/\/\/\/\
HO
126
O
/\/\/\/\/\/\/\/H\
OH
127
O
/\/\/\/\/\/\/\/\)\
OH
128
0]
/\/\/\/\/\)\
OH
129

2.1.5 Caracteristicas do género Duroia

Duroia apresenta cerca de 30 espécies neotropicais, sendo uma localizada na Costa
Rica e as demais na América do Sul (TAYLOR et al. 2004). Estudos moleculares de filogenia
verificaram que este género € muito préximo ao Amaioua, tornando dificil a diferenciacéo
entre eles (BREMER, 2009). Porém, flores pistiladas e frutos solitarios sdo caracteristicas
exclusivas a Duroia (TAYLOR e CAMPQOS, 2007). Geralmente séo arvores, arvoretas ou
arbustos. Ramos quadrangulares ou cilindricos, frequentemente fistulosos, glabros ou pilosos.
Estipulas unidas num capuz conico sobre a gema terminal, deciduas, sericeas ou pilosas.
Folhas opostas ou verticiladas, decussadas, sésseis ou pecioladas, as vezes dotadas de
protuberancias basais cuja presenca estd associada com a presenca de formigas.
Inflorescéncias estaminadas terminais, cimosas, fasciculadas ou capitadas. Frutos bacaceos,
bem desenvolvidos, ovoides ou oblongos, coriaceos ou lenhosos, geralmente pardos;

sementes numerosas, comprimidas ou suborbiculares, envolvidas numa polpa gelatinosa
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(TAYLOR e CAMPOS, 2007). A posicao taxonémica deste género esté elucidada na Figura 1
(pég. 3).

S8o comuns as associagfes com formigas, a maioria ocorrendo em ramos 0c0S, 0S
quais servem de abrigo para as varias especies de formigas que os utilizam. Em alguns casos,
as formigas constroem ninhos em vérias partes externas da planta, como ramos, folhas, e até
mesmo frutos (RIBEIRO et al., 1999). Como é o caso da simbiose existente entre Duroia
hirsuta e a formiga Mymelachista schumanni (FREDERICKSON, 2005). Enquanto a formiga
vive no interior do caule da planta, se beneficiando do abrigo que esta lhe confere, D. hirsuta
é beneficiada pelo acido férmico sintetizado pela M. schumanni como um herbicida natural,
impedindo que outras plantas crescam ao seu redor, assim, eliminando as espécies
competitivas. Os cientistas imaginavam que as arvores de D. hirsuta secretavam alguma
substancia que mataria outras plantas (alelopatia), mas descobriram que é o primeiro caso em
que o acido férmico é empregado pelos insetos como herbicida. Isso, no entanto, ndo exclui a
possibilidade da ocorréncia simultanea da alelopatia (FREDERICKSON et al., 2005).

Poucos estudos tém sido encontrados na literatura para Duroia. Dentre as poucas
espéecies estudadas estd D. hirsuta que € utilizada pela populacdo como cicatrizante e
apresentou atividade antibacteriana in vitro (LOPEZ et al., 2001), atividade antivirotica
contra HSV (Herpes simplex virus) (KHAN et al., 2005). E do extrato de suas folhas foram
isolados flavona, iridoide lactona e um flavonol (AQUINO et al., 1999) e um iridoide
tetraciclico (PAGE et al., 1994), mostrados na Tabela 19. Porém um grande numero de

espeécies ainda permanece sem qualquer estudo quimico e/ou biolégico.

Tabela 19: Substancias relatadas para espécies do género em estudo.

Espécie Substancias Referéncia

Duroina (130), éteres flavonol-3-O-metil | AQUINO et al., 1999;
Duroia hirsuta (131 e 132), novo flavonol (133)

Plumericina (134) PAGE et al., 1994

Plumericina 134 Duroina 130
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continuacgéo da Tabela 19.

MeO

(131) R = Ry = CHg, éter flavonol-3-O-metil
(132) R = CH3, Ry = H, éter flavonol-3-O-metil
(133) R = H, Ry = CHj3 flavonol

2.1.6 A espécie Duroia macrophylla Huber

E conhecida popularmente como cabeca-de-urubt, apurui ou purui-grande-da-mata e
sua sinonimia é Coupoui brasiliensis Wernham (TAYLOR e CAMPQOS, 2007; The plant list,
2013). E uma éarvore de subdossel, variando de 15-20 m de altura e 12-25 cm didmetro.
Tronco circular, base as vezes acanalada, digitada. Ritidoma marrom a marrom avermelhado,
levemente fissurado, escamoso; exterior da casca marrom ou bege; casca internamente
marrom, alaranjada ou rosada; odor forte. Os ramos séo quadrangulares, espessos, fistulosos,
ferrugineo-hirsutos. Folhas ternadas, longamente pecioladas; peciolo 5- 8,5 cm compr.;
lamina ovada a lanceolada, 30-40 x 14-24 cm, coriacea, apice acuminado, base obtusa, face
adaxial glabra exceto as nervuras sericeas, face abaxial com as nervuras tomentosas; nervuras
laterais 18-21 pares, impressas na face adaxial. Flores estaminadas pediceladas e corola
creme. Bagas solitarias, sésseis e ferrugineo-tomentosas; sementes orbiculares, comprimidas e
pubescentes (TAYLOR e CAMPPQOS, 2007). A Figura 4 ilustra detalhes da espécie como seu
aspecto geral, folhas, detalhe da estipula, inflorescéncia e frutos.

E uma espécie endémica da Amazonia, ocorrendo especialmente na porgdo centro-sul,
no Peru, Venezuela e Brasil. Habita tanto a mata virgem de terra firme como a campinarana,
como planta de sub-bosque, sendo rara e pouco conhecida. Segundo Campos e Brito (1999),
esta espécie ocorre nas florestas de baixio, vertente e platd e floresce em novembro a
dezembro e frutifica de janeiro a junho. E uma frutifera tipicamente silvestre, ndo cultivada,
de valor em situacdes de sobrevivéncia na floresta. A polpa dos frutos é acidulada, bastante
agradavel, lembrando o tamarindo. Os registros de herbario indicam frutificagcdo nos meses de
outubro a fevereiro (CAVALCANTE, 1996; BAZE et al., 2003).


http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-48391
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Desta espécie foram isolados alcaloides indolicos, sendo um deles inédito na literatura
(NUNEZ et al., 2009, 2012), dentre estes alcaloides, o de carater inédito apresentou alta
atividade antitumoral e baixa toxicidade em células sadias, devido a este potencial quimico-
bioldgico da espécie em estudo, foi depositada a patente: "novo alcaloide antitumoral de
Duroia macrophylla” (NUNEZ e VASCONCELOS, 2012). At¢ o momento, ndo foi
encontrado nenhum estudo quimico e nem de atividade bioldgica de Duroia macrophylla na
literatura consultada, salvo estes, realizados pelo grupo de pesquisa. Com base nestas
informacdes e devido a escassez de estudos sobre o género Duroia, este trabalho propde o

estudo quimico e bioldgico de Duroia macrophylla.

Figura 4: Imagens da espécie D. macrophylla. (A) aspecto geral da arvore, (B) exsicata, (C)
folha, (D) detalhe da estipula, (E) inflorescéncia, (F) frutos (G) flor. Fonte: RIBEIRO et al.
(1999) FC: FOTOS: MARTINS, D A8 ¢P,

2.1.7 Atividades Quimica e Bioldgica

Mesmo com o desenvolvimento nas areas de sintese organica, microbiologia industrial
e biologia molecular, muitos farmacos continuaram sendo obtidos a partir de fontes vegetais,
seja pela dificuldade de se obter moléculas com a mesma estereoquimica, como pela
inviabilidade econémica de produzi-los sinteticamente (GUERRA e NODARI, 2003;
SCHENKEL et al., 2003).

Devido a esta busca por novos farmacos, os produtos naturais destacam-se pela
diversidade estrutural e, assim, as plantas sdo candidatas importantes para screening de novos
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compostos bioativos. Ao considerar as informacfes etnobotanicas e quimiotaxonémicas, a
escolha das plantas a serem investigadas aumenta as probabilidades de novas descobertas de
substancias bioativas sejam elas inéditas, ou ja descritas na literatura.

Considerando esse conjunto de fatores, a familia Rubiaceae, desponta como uma fonte
promissora de novas substancias bioativas. Muitos laboratorios de Produtos Naturais tém
inserido dentro de suas rotinas de isolamento, purificacdo e elucidagédo estrutural, diversos
ensaios biologicos simples, no intuito de selecionar e monitorar o estudo fitoquimico de
extratos vegetais na procura de substancias bioativas. Dentre estes bioensaios realizados neste
trabalho, encontra-se, antioxidante, toxicidade sobre Artemia salina, antibacteriano,

antimicobacteriano e antitumoral in vitro.

2.1.7.1 Atividade Antioxidante

Entre as atividades produzidas pelos metabdlitos secundarios das plantas destaca-se a
atividade antioxidante. O interesse em encontrar antioxidantes naturais para 0 emprego em
produtos alimenticios ou para uso farmacéutico tem aumentado consideravelmente, com o
intuito de substituir antioxidantes sintéticos, os quais tém sido restringidos devido ao seu
potencial de carcinogénese, bem como pela comprovacdo de diversos outros efeitos
indesejaveis (YILDIRIM et al., 2001; ZHENG e WANG, 2001; MELO e GUERRA, 2002;
SIMAO, 1985). A adicdo de compostos antioxidantes é, sem duvida, uma prética constante,
razdo que justifica o atual interesse pela pesquisa de novas substancias com capacidade
antioxidante (SILVA et al., 1999).

Estas substancias, com acdo comprovada contra o efeito nocivo de radicais livres,
atuam como inibidores dos processos de peroxidacao e de envelhecimento dos tecidos, assim
como, também podem agir de modo a complexar o ferro, suprimindo um dos processos
catalisadores da oxidacdo da vitamina C e dos lipidios. Esta provado que a maior parte das
substancias polifendlicas tem atividade antioxidante e que podem ser administradas para
prevenir e tratar algumas doencas (DA CUNHA e DA GRACA, 2005).

Muitos destes efeitos benéficos relacionados a prevencdo de diversas enfermidades
estdo associados a propria natureza quimica deste grupo de moléculas, devido a sua estrutura,
polifendis sdo em geral bons agentes redutores e juntamente com outros agentes redutores
encontrados na dieta tais como vitamina C, vitamina E e carotenoides, podem proteger tecidos

e estruturas celulares contra danos oxidativos (MAURICIO, 2006).
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2.1.7.2 Toxicidade sobre Artemia salina

O ensaio da letalidade de organismos simples, como o microcrustaceo marinho
Artemia salina Leach, permite a avaliacdo da toxicidade geral e o biomonitoramento de
extratos vegetais e metabdlitos especiais com potencial atividade bioldgica (MEYER et al.,
1982; CAVALCANTE et al., 2000).

Este ensaio € um método rapido, confidvel e de baixo custo, que pode ser empregado
para a determinacdo de toxicidade. Utilizando-se a concentracao letal média (CLs) é possivel
determinar e avaliar a atividade bioldgica (toxicidade) de uma molécula, fracdo ou de extratos
vegetais. A toxicidade sobre Artemia salina pode ser correlacionada com atividades como
antifangica, viruscida e antimicrobiana (MACBAE et al., 1988), entre outras.

Os resultados podem ser interpretados observando o valor médio (CLsp). Assim,
guanto menor o valor de CLsp, mais tdxico é o composto perante um organismo-teste e maior
é a sua atividade citotoxica, sugerindo maior potencial como antitumoral (ANDRIOLLI et al.,
2009).

2.1.7.3 Atividade Antibacteriana

O desenvolvimento da resisténcia de micro-organismos a antibidticos tem sido rapido
e progressivo. Este problema, associado a baixa taxa de descoberta de novas substancias com
potencial antimicrobiano, confirma a necessidade de estudos de novas moléculas, de fonte
natural ou sintética, com atividade antimicrobiana (WHITE et al., 2003). Sendo assim, a
diversidade de moléculas encontradas em plantas faz destas, uma fonte promissora de novos
agentes antimicrobianos (LEITAO et al., 2006; SILVA et al., 2007, 2008; COUTINHO et al.,
2008).

Dentre as inUmeras bactérias patogénicas estdo Klebsiella pneumoniae,
Flavobacterium corumnare, Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Escherichia coli,
Edwardsella tarda, Salmonella enteridis, Staphylococus aureus, Providencia rettgeri,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeroginosa e Nocardia brasiliensis. No entanto, o
uso de antibidticos contra esses micro-organismos tem selecionado linhagens resistentes,
levando assim, a busca por novas substancias bioativas (HOSHINA et al., 1962; COSTA et
al., 2003; POWELL et al., 2009). Portanto, a busca de novos antibacterianos constitui-se num

campo de investigacdo aberto, amplo e continuo.
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2.1.7.4 Atividade Antimicobacteriana

A tuberculose (TB) é uma doenca infecto-contagiosa causada por uma bactéria em
forma de bacilo pertencente ao género Mycobacterium, descoberta por Robert Koch, em 1882
e denominada de Mycobacterium tuberculosis (SMITH, 2003).

Mycobacterium compreende cerca de 100 espécies, sendo 25 identificadas como
patogénicas ao homem. Além do complexo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis, M.
microti, M. bovis, M. africanum, M. canetti) existem espécies sapréfitas e outras que atuam
como patdgenos oportunistas causando enfermidades denominadas de micobacterioses
(POZNIAK et al.,1996; RAYNAUD et al.,1998; CORTINAS et al., 2002).

Conforme WORLD HEALTH ORGANIZATION [WHO] (2009), o numero anual de
novos casos de tuberculose é estimado em 8,7 milhdes, 80% estdo concentrados em 22 paises,
dentre eles o Brasil. Em 1999, cerca de 1/3 dos infectados pelo HIV eram também pelo bacilo
de Koch e juntas constituem, hoje, uma calamidade sem precedentes na historia. O impacto
desta inter-relacdo se faz criticamente alarmante quando se tem presente que o HIV, na
atualidade, é o maior fator de risco para o desenvolvimento da tuberculose em pessoas
previamente infectadas. No Brasil, houve grande expansdo da epidemia de AIDS o que
acabou refletindo na epidemiologia da tuberculose e o principal problema relacionado é a
resisténcia aos farmacos, a associagdo desta doenga a infecgdo por HIV e o longo tempo de
duracéo da terapia (BETHLEM et al., 1990).

Segundo as estimativas do Banco Mundial, se o controle da tuberculose ndo se efetivar
de forma satisfatéria e ndo houver inovacdes terapéuticas e profilaticas, em 2020 a
tuberculose contribuira com 55% das mortes observadas em adultos nos paises em
desenvolvimento (LAXMINARAYAN et al., 2007).

O aumento na prevaléncia de cepas resistentes, a co-infeccdo com HIV, somados ao
fato de que nenhum novo antimicrobiano especifico para a TB foi introduzido nos Gltimos 40
anos, reforcam a necessidade de desenvolver novos medicamentos que sejam mais eficazes
frente a cepas resistentes, reduzam o tempo de tratamento e que possam atuar frente ao bacilo
em estado de laténcia (O’BRIEN e NUNN, 2001). Assim, apesar do arsenal existente de
quimioterapicos de combate a tuberculose, o problema de resisténcia requer a busca constante
por novas drogas eficazes no combate a essa doenca (ROSSETTI et al., 2002).

Mesmo com o desenvolvimento nas areas de sintese organica, microbiologia industrial
e biologia molecular, muitos farmacos continuaram sendo obtidos a partir de fontes vegetais,

seja pela dificuldade de se obter moléculas com a mesma estereoquimica, como pela
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inviabilidade econémica de produzi-los sinteticamente (GUERRA e NODARI, 2004;
SCHENKEL et al., 2003). Desta forma, a pesquisa por produtos biologicamente ativos que
possam atuar de maneira mais eficaz para o controle da TB e a diversidade quimica dos
produtos de origem vegetal tem mostrado novas opc¢oes terapéuticas (SWENSON et al.,1985;
PIETRO et al., 2000; CANTRELL et al., 2001; CALIXTO e YUNES, 2001; JANUARIO et
al., 2002).

Esses dados mostram a necessidade de realizar estudos para a descoberta de novas
drogas para o tratamento da tuberculose. Principalmente por drogas que sejam de tratamento

mais simples, que permitam maior adesdo do paciente ao tratamento.
2.1.7.5 Atividade Antitumoral

A atividade antitumoral das substancias isoladas pode ser estabelecida em cultura de
células tumorais de varias linhagens. Para o desenvolvimento de novas drogas bioativas séo
necessarios modelos adequados para a identificagdo de alvos moleculares que sejam
essenciais para o crescimento celular seja in vitro ou in vivo (MACIEL et al. 2002). O cancer,
por ser doenca cronico-degenerativa, tem evolucdo prolongada e progressiva (BARBOSA,
2008), fato que incentiva a busca por novas drogas eficazes no seu tratamento.

Muitos dos farmacos utilizados no tratamento de cancer sdo derivados de produtos
naturais, como o taxol que possui eficacia clinica no tratamento de cancer de ovario, mama,
pulméo e préstata (WALL e WANI, 1996), os alcaloides da vinca (Catharanthus), vincristina
e vimblastina, que sdo utilizados como agentes antitumorais para o tratamento de leucemia,
linfomas e alguns tumores sélidos, esses alcaloides agem impedindo a divisdo celular durante
a metéfase das células tumorais (SCHRIPSEMA et al., 2004).

Atualmente a busca por substancias antitumorais sintéticas ou naturais tem sido
desenvolvida por meio de uma triagem utilizando diversas linhagens de células tumoarais in
vitro, possibilitando a anélise de muitas substancias em diferentes linhagens (NEIDLE et al,
2005). Portanto, a pesquisa de novas substancias bioativas que possam gerar novos produtos
(moléculas ativas ou protétipos de farmacos) é de fundamental importancia, dada a variedade
de estruturas quimicas de produtos naturais que certamente irdo desempenhar um papel

importante no desenvolvimento de novas geragdes de drogas antitumorais.
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OBJETIVOS
Geral

Realizar o estudo fitoquimico dos extratos de Duroia macrophylla e avaliar suas

atividades quimica e bioldgica.

Especificos
Purificar as substancias presentes nos extratos de folhas e galhos de D. macrophylla;
Testar extratos, fracbes e substancias isoladas de D. macrophylla frente ao
Mycobacterium tuberculosis e sobre células tumorais: carcinoma colorretal humano,

carcinoma de mama, melanoma humano e fibroblasto de pulm&o humano.

Avaliar os extratos de D. macrophylla quanto as atividades biologica e quimica:

toxicidade (sobre Artemia salina), antioxidante e antibacteriana;

Identificar ou elucidar a estrutura quimica das substancias isoladas através da combinacéo
de métodos espectroscopicos (RMN de *H e de *C, mono e bidimensionais, UV, V) e

espectrométricos (CLAE/EM e CG/EM), conforme as caracteristicas estruturais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta do Material e Preparo dos Extratos

Para obtencdo do material vegetal, foram realizadas duas coletas: a primeira na
Reserva Florestal A. Ducke uma area de 100 km?, localizada a 26 km NE de Manaus, na
rodovia AM-010 e a segunda em uma Reserva Particular de Patrimoénio Natural —
RPPN, Cachoeira da Onga, localizada no municipio de Presidente Figueiredo, AM. O
material botanico de D. macrophylla foi identificado e depositado no Herbario do

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia — INPA (Tabela 20).

Tabela 20: Dados da coleta de Duroia macrophylla e nimero de voucher no herbéario
do INPA.

Local da coleta Data da coleta Regls,tr'o
herbario
Reserva Ducke-Manaus 05/12/2008 222501
RPPN — Presidente Figueiredo 18/05/2011 238337

O material vegetal (folhas e galhos) foi seco em estufa a 50 °C e posteriormente
triturado em moinho de facas. Folhas e galhos foram submetidos a extracdo com
solventes de polaridade crescente (diclorometano ou hexano, metanol e agua). Foram
realizadas trés extragGes utilizando banho de ultrassom por 20 minutos. Apos filtracéo,
0s extratos diclorometanico ou hexanico e metanolico foram concentrados em rota-
evaporador (Figura 5). Em 2008, o laboratério ainda adotava diclorometano como
solvente de baixa polaridade, mas por motivos ecoldgicos, esse solvente foi substituido
por hexano, salvo em casos como a extracdo dos galhos da 22 coleta, na qual foi

utilizada DCM, devido ao pouco rendimento obtido com o hexano.
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Material
Vegetal

- Extracao em DCM ou Hexano por 20
min. com ultrassom ‘>3X
- Filtragdo ’

- Evaporacdo do solvente

Extratos
Material
DCM ou Vegetal
Hexano E _
- Extragdo em MeOH por 20 min com ultrassom 13)(
- Filtracdo )
- Evaporacgdo do solvente
I |
Extratos Material
MeOH Vegetal

Figura 5: Fluxograma da preparacdo dos extratos de galhos e folhas de Duroia

macrophylla.

4.2.  Especificagbes dos Equipamentos e Materiais Utilizados

Para a evaporagdo dos solventes, utilizou-se rota-evaporador a vacuo
(FISATOM). E para o preparo dos extratos utilizou-se banho de ultrassom (UNIQUE).

Os solventes utilizados para as extracdes, fracionamentos em coluna aberta e
analises cromatograficas em camada delgada possuiam grau comercial de pureza, sendo
previamente destilados no Laboratério de Bioprospec¢do e Biotecnologia - LABB
(INPA).

Os extratos obtidos foram analisados por CCDC a fim de detectar as classes
quimicas existentes e também determinar o sistema de eluicdo adequado para o
fracionamento cromatogréfico. Estes extratos foram submetidos a uma série de
cromatografias em coluna, utilizando a fase estacionaria mais adequada dependendo da
composicao amostral e sistemas de eluicdo determinados por CCDC. Todas as fracdes
obtidas dos fracionamentos foram reunidas por caracteristicas quimicas semelhantes.

Para a Cromatografia em Camada Delgada (CCDC), utilizaram-se
cromatoplacas de silica gel 60, com indicador de fluorescéncia UV254, com 0,20 mm
de espessura (MACHEREY — NAGEL -MN). As quais foram eluidas com sistemas
apropriados e reveladas com luz UV (A= 254 e 365 nm), DPPH, anisaldeido sulfarico,
sulfato de cério (IV) (Ce(SOy),) e cloreto de ferro (I11) (FeCls). As fragdes obtidas que
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se apresentaram mais interessantes quimicamente e que possuiam maiores quantidades
de massa foram analisadas por RMN de 'H (60 MHz), a fim de conhecer a sua
composi¢do quimica, bem como direcionar o fracionamento para a purificacdo de suas
moléculas.

As fases estacionarias (FE) empregadas para a cromatografia em coluna (CC)
para o fracionamento dos extratos da 12 coleta foram: Silica Gel 60 (230-400 mesh —
ASTM) e cartucho de Florisil Sep-pak (10g/60 mL) Phenomenex. As colunas
cromatograficas variaram de acordo com a quantidade de amostra, mas a propor¢éo de
amostra/silica manteve-se em torno de 1:70.

O fracionamento dos extratos da 22 coleta foi realizado no Laboratoire de
Pharmacognosie, Faculté des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques, Lille, France.
As FE utilizadas para o fracionamento foram: Silica Gel 60 (0,063-0,2 mm - Merck
KGaAl) para fracionamento de extratos brutos e Silica Gel 60 (0,015-0,04 mm -
Machery-Nagel) para o fracionamento de fragoes.

Algumas das fracGes semi-puras foram analisadas e purificadas utilizando
Comatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Nesta técnica, os solventes utilizados
foram degaseificados e ultrafiltrados, e tinham grau espectroscopico (TEDIA). O
equipamento utilizado da marca Shimadzu possui Degaseificador DGU-14A, injetor
automéatico modelo SIL-10AF; duas bombas do modelo LC 6AD, um Coletor FRC
10A, e Interface modelo SCL 10AVP. O detector possui arranjo de fotodiodos (DAD),
modelo  SPDM20A. Foram utilizadas colunas analiticas (250 x 4,5 mm),
semipreparativas (250 x 10 mm) e pré-colunas, todas da marca Phenomenex, com
particulas de 5u. A fase estacionéria utilizada foi a ciano (amino-propil-ciano).

Para o ensaio da atividade antioxidante, utilizaram-se o0s reagentes: acido
ascorbico P.A (VETEC) e DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) (SIGMA ALDRICH).
A leitura da absorbancia foi feita em um espectrofotometro FENTOM (modelo Cirrus
80ST).

As substancias isoladas foram analisadas por Espectrometria de Massas em
equipamento LC-MS 8030 (Shimadzu), com fonte de ionizagdo por elétrons (El) e
analisador do tipo quadrupolo. Foram solubilizados 1 mg de cada amostra em 100 pL de
metanol e, dessa solugéo, 1 pL foi injetado por injecéo direta.

As fragOes que apresentaram elevado grau de pureza foram analisadas por RMN,
sendo as substancias I, 11, 11l e IV analisadas em aparelho Varian Inova (400 MHz) e as
substancias V, VI, VII, VIII, IX, X, X1 e XII em aparelho Bruker Avance (500 MHz).
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Os experimentos foram realizados a 30 °C, utilizando solventes deuterados conforme a
solubilidade das amostras: acetona (C3DgO), cloroférmio (CDCl3) metanol (CDO3D) e
piridina (CsDsN), e calibrados em relagdo ao TMS como referéncia interna (0,00 ppm).
Para o espectro de RMN de 'H, foi utilizada a sequéncia de pulsos s2pul, tempo de
relaxamento de 1,0 seg, pulso de 45,0°, tempo de aquisicdo de 7,3925 seg, janela
espectral de 4432,49 Hz, intervalo entre os pulsos de 1,0 seg, com 32 repeticdes e
largura da banda de 0,2 Hz. As anélises de correlacdo H-13C (HSQC e HMBC) foram
otimizados para uma constante de acoplamento média *J(C,H) de 140 Hz e LRJ(C,H) de

8 Hz, respectivamente.

4.3.  Estudo Fitoquimico dos Extratos da 12 Coleta

4.3.1. Fracionamento dos Extratos Diclorometanico das Folhas

O extrato diclorometanico das folhas (FDCM) com 9 g foi fracionado em
cromatografia em coluna (CC) aberta (150 x 3,2 cm), recheada com silica gel (332g). O
sistema de eluicéo utilizado foi AcOEt em hexano, MeOH em AcOEt até MeOH 100%)
(Tabela 21). O volume de cada eluente da fase movel da coluna cromatogréafica foi de
900 mL e para as fracbes foram recolhidos volumes de 50 a 100 mL. Foram coletadas
99 fracdes, e aquelas que apresentavam perfis cromatogréficos semelhantes foram
reunidas e novamente analisadas em CCDC para a escolha do método cromatogréafico
de refracionamento, da fase estacionaria e dos eluentes mais eficientes na separacao.

Apos, foram fracionadas em CC aberta, em silica gel, utilizando como fase
movel um sistema de gradiente de hexano, DCM e MeOH. Foram fracionadas as
fragdes reunidas 1-4,6-12, 14-16, 17-21, 25-40, 45, 46-56 e 57.

Tabela 21: Eluentes utilizados para o fracionamento do extrato FDCM

Fracdes coletadas Eluentes
1-18 Hex/AcOEt 85:15
19-29 Hex/AcOEt 75:25
30-46 Hex/AcOEt 65:35
47-58 Hex/AcOEt 35:75
59-70 AcOEt 100%

71-80 AcOEt/MeOH 8:2
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continuacgéo da Tabela 21.
80-89 AcOEt/MeOH 1:1

90-99 MeOH 100%

A fragdo FDCM 1-4 (2 g) foi fracionada em CC aberta (85 x 1,8 cm) com silica
gel (75 g) com gradiente de polaridade crescente de hexano, DCM e MeOH (Tabela 22).
O volume de cada eluente adicionado a CC foi de 400 mL, enquanto que os volumes

das 92 fracdes recolhidas variaram de 30 a 60 mL.

Tabela 22: Eluentes utilizados para o fracionamento da FDCM 1-4

Fracdes coletadas Eluentes
1-13 Hex/DCM 9:1
14-24 Hex/DCM 8:2
25-35 Hex/DCM 7:3
36-44 Hex/DCM 1:1
45-53 DCM 100%
54-62 DCM/MeOH 9:1
63-71 DCM/MeOH 8:2
72-78 DCM/MeOH 7:3
79-85 DCM/MeOH 1:1
86-92 MeOH 100%

A fracdo FDCM 6-12 (1 g) foi fracionada em CC aberta (70 x 1,8 cm) com silica
gel (70 g) com gradiente de DCM em hexano, MeOH em DCM ate MeOH 100%
(Tabela 23). O volume de cada eluente adicionado a CC foi de 260 mL e o volume das
63 fracdes recolhidas foi de 30 a 50 mL. As fragdes foram reunidas por semelhanca

guimicaem CCDC.

Tabela 23: Eluentes utilizados para o fracionamento da FDCM 6-12

Fracdes coletadas Eluentes
1-9 Hex/DCM 7:3
10-15 Hex/DCM 6:4

16-23 Hex/DCM 1:1
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continuacgéo da Tabela 23.

24-31
32-39
40-44
45-50
51-56
57-63

DCM 100%
DCM/MeOH 9:1
DCM/MeOH 8:2
DCM/MeOH 7:3
DCM/MeOH 1:1

MeOH 100%

Destas fracOes reunidas, a fracdo 38-63 (60 mg) foi fracionada em CC aberta (18

x 1,0 cm) de silica gel (6 g) e eluida em AcOEt e MeOH em diferentes proporcgdes

(Tabela 24). As 26 fragdes obtidas foram reunidas apos serem analisadas por CCDC.

Tabela 24: Eluentes utilizados para o fracionamento da FDCM 6-12.38-63

Fracdes coletadas

Eluentes

13
4-5
6-8
9-11
12-15
16-18
19-21
22-24
25-26

Hex/DCM 7:3
Hex/DCM 1:1
DCM 100%
DCM/MeOH 9:1
DCM/MeOH 8:2
DCM/MeOH 7:3
DCM/MeOH 6:4
DCM/MeOH 1:1
MeOH 100%

A fracdo FDCM 17-21 (150 mg) foi fracionada em cartuchos de Sep-pak

Florisil (10 g) e eluida com fase movel em gradiente de polaridade crescente,
combinando hexano, AcOEt e MeOH 100% (Tabela 25). O volume de cada eluente foi

de 50 mL e o volume recolhido de cada frac&o foi de aproximadamente 25 mL.

Tabela 25: Eluentes utilizados para o fracionamento da FDCM 17-21

Fracdes coletadas

Eluentes

1-2
3-5

Hex/AcOEt 8:2
Hex/AcOEt 7:3
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continuacgéo da Tabela 25.

6-7 Hex/AcOEt 6:4
8-10 Hex/AcOEt 1:1
11-12 AcOEt 100%
13-14 AcOEt/MeOH 9:1
15-16 AcOEt/MeOH 8:2
17-18 AcOEt/MeOH 7:3
19-20 AcOEt/MeOH 6:4
21-22 AcOEt/MeOH 1:1
23-25 MeOH 100%

Apo0s reunido das fraces semelhantes, a fracdo 1-5 (85 mg) foi fracionada em
CC aberta (20 x 1,2 cm) de silica gel (8 g) e eluida com gradiente de ACOEt em hexano,
MeOH em AcOEt até MeOH 100% (Tabela 26). O volume de cada eluente foi de 50
mL, e recolhidos 25 mL de 33 fragdes. A fragdo 14 mostrou-se pura quando analisada
por CCDC e por RMN de *H e °C.

Tabela 26: Eluentes utilizados para o fracionamento da FDCM 17-21.1-5

Fracdes coletadas Eluentes

1-3 Hex/AcOEt 9:1

4-6 Hex/AcOEt 8:2
7-10 Hex/AcOEt 7:3
11-14 Hex/AcOEt 6:4
15-17 Hex/AcOEt 1:1
18-20 AcOEt 100%
21-22 AcOEt/MeOH 9:1
23-24 AcOEt/MeOH 8:2
25-26 AcOEt/MeOH 7:3
27-28 AcOEt/MeOH 6:4
29-30 AcOEt/MeOH 1:1
31-33 MeOH 100%

A fragdo FDCM 25-40 (900 mg) foi fracionada em CC aberta (81 x 1,6 cm)
com 90 g de silica gel e gradiente de AcOEt em hexano, MeOH em AcOEt até MeOH



47

100% (Tabela 27). O volume de cada eluente foi de 250 mL, e os volumes das 42

fragdes recolhidas de 20 a 50 mL.

Tabela 27: Eluentes utilizados para o fracionamento da FDCM 25-40

Fracdes coletadas Eluentes

1-3 Hex/AcOEt 9:1

4-5 Hex/AcOEt 8:2

6-7 Hex/AcOEt 7:3
8-10 Hex/AcOEt 6:4
11-12 Hex/AcOEt 1:1
13-18 AcOEt 100%
19-23 AcOEt/MeOH 9:1
24-30 AcOEt/MeOH 8:2
31-35 AcOEt/MeOH 7:3
36-39 AcOEt/MeOH 1:1
40-42 MeOH 100%

Destas, a fragdo 6 (130 mg) foi fracionada em coluna cromatografica aberta (91
x 1,6 cm) com silica gel (17 g), eluida com gradiente de ACOEt em hexano, MeOH em
AcOEt até MeOH 100% (Tabela 28). O volume de cada eluente foi de 20 mL, e o

volume das 19 frac6es recolhidas foi de 10 mL.

Tabela 28: Eluentes utilizados para o fracionamento da FDCM 25-40.6

Fracdes coletadas Eluentes
1-2 Hex/AcOEt 8:2
3-4 Hex/AcOEt 7:3
5-6 Hex/AcOEt 6:4
7-8 Hex/AcOEt 1:1
9-10 AcOEt 100%
11-12 AcOEt/MeOH 9:1
13-14 AcOEt/MeOH 8:2

15-16 AcOEt/MeOH 7:3
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continuacgéo da Tabela 28.
17-18 AcOEt/MeOH 1:1

19 MeOH 100%

A fracdo FDCM 25-40.6.4 (4 mg) mostrou elevado grau de pureza quando
analisada por CCDC, entdo foi analisada por RMN de *H e experimentos 2D (HSQC e
HMBC). Esta analise indicou que se tratava de uma mistura de dois triterpenos, a qual
foi purificada utilizando CLAE. A amostra foi dissolvida em acetonitrila (ACN) e
analisada em coluna analitica cianopropil (Phenomenex®; 250 x 4 mm, 4 pum) com
volume de injecdo de 25 pL e fluxo de 1 mL/min. A purificagéo foi realizada em coluna
semi-preparativa cianopropil (Phenomenex®; 250 x 4 mm, 4 pum) com volume de
injecdo de 35 pL ¢ fluxo de 5 mL/min. A andlise foi realizada no modo normal de
eluicdo, no sistema isocratico utilizando ACN/H,O (90:10). Foram observados dois
picos com tempo de retencdo muito proximo, tR = 11.5 e 12 min. As fra¢bes obtidas
correspondentes a cada pico foram analisadas por RMN de *H e bidimensionais (HSQC
e HMBC) e denominadas de substancia | e substancia I1.

A fracdo FDCM 25-40.7 (100 mg) foi fracionada em CC aberta (81 x 1,6 cm) de
silica gel (10 g) com gradiente de AcOEt em hexano, MeOH em AcOEt até MeOH
100% (Tabela 29). O volume de cada eluente adicionado a coluna cromatografica foi de
20 mL, e o volume de cada uma das 42 fragOes recolhidas foi de 20 mL.

Tabela 29: Eluentes utilizados para o fracionamento da FDCM 25-40.7

Fracdes coletadas Eluentes

1-5 Hex/AcOEt 8:2
6-10 Hex/AcOEt 7:3
11-13 Hex/AcOEt 6:4
14-16 Hex/AcOEt 1:1
17-21 AcOEt 100%
22-25 AcOEt/MeOH 9:1
26-29 AcOEt/MeOH 8:2
30-34 AcOEt/MeOH 7:3
35-38 AcOEt/MeOH 1:1

39-42 MeOH 100%
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A fracdo FDCM 45 (700 mg) foi fracionada utilizando cartucho Sep-pak de
Florisil (10 g) e eluida AcOEt em hexano, MeOH em AcOEt até MeOH 100% (Tabela
30). O volume de cada sistema de eluicdo foi de 50 mL, e o volume das fragdes

recolhidas foi de aproximadamente 10 mL.

Tabela 30: Eluentes utilizados para o fracionamento da FDCM 45

Fracdes coletadas Eluentes
1 Hex/AcOEt 9:1
Hex/AcOEt 8:2
Hex/AcOEt 7:3
Hex/AcOEt 6:4
Hex/AcOEt 1:1
AcOEt 100%
AcOEt/MeOH 9:1
AcOEt/MeOH 8:2
AcOEt/MeOH 7:3
AcOEt/MeOH 1:1
MeOH 100%
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A fracdo FDCM 46-56 (320 mg) foi fracionada em coluna cromatogréfica aberta
(22 x 1,8 cm) de silica gel (26 g) e eluida com gradiente de AcOEt em hexano, MeOH
em AcOEt até MeOH 100% (Tabela 31). O volume de cada eluente adicionado a CC foi

de 80 mL, e o volume de cada uma das 27 fracGes recolhidas foram de 20 a 40 mL.

Tabela 31: Eluentes utilizados para o fracionamento da FDCM 46-56

Fracdes coletadas Eluentes
1-4 Hex/AcOEt 8:2
5-7 Hex/AcOEt 7:3
8-11 Hex/AcOEt 6:4
12-14 AcOEt 100%
15-17 AcOEt/MeOH 9:1
18-20 AcOEt/MeOH 8:2

21-23 ACcOEt/MeOH 7:3
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continuacgéo da Tabela 31.
24-25 AcOEt/MeOH 1:1

26-27 MeOH 100%

A fragdo FDCM 57 (50 mg) foi fracionada em cartucho Sep-pak de Florisil e
eluida AcOEt em hexano, MeOH em AcOEt até MeOH 100% (Tabela 32). Tanto o
volume de cada sistema de eluicdo adicionado a coluna cromatogréfica quanto os

volumes das 12 das fragdes recolhidas foi de 10 mL.

Tabela 32: Eluentes utilizados para o fracionamento da FDCM 57

Fracdes coletadas Eluentes
1 Hex/AcOEt 8:2
Hex/AcOEt 7:3
Hex/AcOEt 6:4
Hex/AcOEt 1:1
AcOEt 100%
AcOEt/MeOH 9:1
AcOEt/MeOH 8:2
AcOEt/MeOH 7:3
AcOEt/MeOH 6:4
AcOEt/MeOH 1:1
11-12 MeOH 100%
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O fracionamento do extrato FDCM da 12 coleta esta sumarizado na Figura 6.
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Figura 6: Fracionamento do extrato DCM das folhas da 12 coleta.
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4.3.2. Fracionamento dos Extratos Metanolico de Folhas e Galhos

Através da analise em CCDC pode-se perceber que os extratos metandélicos
apresentaram substancias com polaridade muito distinta, portanto foram submetidos a
extracdo liquido-liquido. Foi utilizada a mesma metodologia para os extratos das folhas
(10 g) e dos galhos (13 g). Cada extrato foi solubilizado em MeOH/H,O 1:9 e
particionado com DCM (500 mL; 3x) e depois com AcOEt (500 mL; 3x). A fase

hidrometanolica foi liofilizada (Figura 7).

Extrato MeOH

Extracdo em DCM

Fase DCM Fase
Hidrometanolica

Extracdo em AcOEt

Fase
Hidrometanolica

Fase AcOEt

Figura 7: Extracdo liquido-liquido de folhas e galhos dos extratos metanolico da 12
coleta.

A fase DCM do extrato metandlico das folhas (FMeOH-DCM) (2 g) foi
fracionada em CC aberta (100 cm x 2,5 cm) de silica (120 g), com gradiente de AcOEt
em DCM, MeOH em AcOEt até MeOH 100% (Tabela 33).

Tabela 33: Eluentes utilizados para o fracionamento da fase FMeOH-DCM

Fracdes coletadas Eluentes
1-12 Hex/DCM 9:1
13-22 Hex/DCM 8:2

23-32 Hex/DCM 7:3
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continuacgéo da Tabela 33.

33-42 Hex/DCM 6:4
43-51 Hex/DCM 1:1
52-60 DCM 100%
61-70 DCM/MeOH 9:1
71-79 DCM/MeOH 8:2
80-89 DCM/MeOH 7:3
90-98 DCM/MeOH 6:4
98-107 DCM/MeOH 1:1
108-111 MeOH 100%

O volume de cada sistema de eluicdo adicionado a coluna cromatografica foi de 400
mL, enquanto que o volume das fragdes recolhidas variou de 40 a 60 mL, foram obtidas
111 fracGes, as quais foram analisadas por CCDC e foram reunidas. Destas fracOes
reunidas obtidas do fracionamento do extrato FMeOH-DCM, foram fracionadas a
fragdes 7-10, 12-14 e 13-25 conforme demonstrado na Figura 8.

A fracdo 7-10 (130 mg) foi fracionada em CC aberta (29 x 0,9 cm) de silica (9 g),
com gradiente de AcOEt em hexano, MeOH em AcOEt até MeOH 100% (Tabela 34).

Tabela 34: Eluentes utilizados para o fracionamento da fracdéo FMeOH-DCM 7-10

Fracdes coletadas Eluentes

1-3 Hexano 100%

4-6 Hex/AcOEt 9:1

7-9 Hex/AcOEt 8:2
10-12 Hex/AcOEt 7:3
13-15 Hex/AcOEt 6:4
16-18 Hex/AcOEt 1:1
19-20 AcOEt 100%
21-22 AcOEt/MeOH 9:1
23-24 AcOEt/MeOH 8:2
25-27 AcOEt/MeOH 7:3
28-30 AcOEt/MeOH 6:4

31-32 AcOEt/MeOH 1:1
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continuacgéo da Tabela 34.
33-34 MeOH 100%

O volume de cada sistema de elui¢do adicionado a coluna cromatografica foi de
30 mL, enquanto que o volume das fracGes recolhidas foi de aproximadamente 15 mL,
foram obtidas 34 fracdes, as quais foram analisadas por CCDC e foram reunidas.

A fragdo 12-14 (13 mg) foi submetida a CCDCP de silica gel e eluida com o
sistema Hexano/AcOEt 6:4. Foram obtidas quatro fracGes.

A fracdo 13-25 (500 mg) foi fracionada em CC (1 m x 1,8 cm) de silica (35 Q)
com gradiente de AcCOEt em DCM, MeOH em AcOEt até MeOH 100% (Tabela 35).

Tabela 35: Eluentes utilizados para o fracionamento da fracdo FMeOH-DCM 13-25

Fragdes coletadas Eluentes
1-19 Hex/AcOEt 9:1
20-30 Hex/AcOEt 8:2
31-40 Hex/AcOEt 7:3
41-52 Hex/AcOEt 6:4
53-61 Hex/AcOEt 1:1
62-71 Hex/AcOEt 4:6
72-81 Hex/AcOEt 3.7
82-94 Hex/AcOEt 2:8
95-98 AcOEt 100%
99-119 AcOEt/MeOH 8:2
120-127 AcOEt/MeOH 7:3
128-140 AcOEt/MeOH 6:4
143-158 AcOEt/MeOH 1:1
159-187 MeOH 100%

O volume de cada sistema de eluicdo adicionado a CC foi de aproximadamente
200 mL, enquanto que o volume das frac6es recolhidas foi de 8 a 15 mL. Foram obtidas
187 fracdes, as quais foram analisadas por CCDC e foram reunidas. Desta reunido, a
fracdo 110-187 (80 mg) foi fracionada em CC (20 cm x 0,9 cm) de silica gel (6 g), com
gradiente de AcOEt em hexano, MeOH em AcOEt até MeOH 100% (Tabela 36).
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Tabela 36: Eluentes utilizados para o fracionamento da fracdo FMeOH-DCM 13-

25.110-187
Fracdes coletadas Eluentes
1 Hex/AcOEt 7:3
2-3 Hex/AcOEt 6:4
4-6 Hex/AcOEt 1:1
7-8 AcOEt 100%
9-11 AcOEt/MeOH 9:1
12-13 AcOEt/MeOH 8:2
14-16 AcOEt/MeOH 7:3
17-18 AcOEt/MeOH 1:1
19 MeOH 100%

O volume de cada sistema de eluicdo adicionado a CC foi de aproximadamente 40

mL, enquanto que o volume das fracdes recolhidas foi de aproximadamente 20 mL.

Foram obtidas 19 fracGes, as quais foram analisadas por CCDC e foram reunidas.

F MeOH
Fase DCM
(28)
CCSiO2
7-10 12-14 13-25 111
(130 mg) (13 mg) (500 mg)
CCSi02 ccop
33 4 CCSiO2
FragOes FragOes |
01-10 %;8':18¥
l g CCsioa
01 19

Figura 8: Fracionamento da fase DCM do extrato MeOH das folhas da 12 coleta.
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A fase AcOEt do extrato metanolico das folhas (FMeOH-AcOEt) com 1,3 g foi
fracionada em CC (70 cm x 1,3 cm) de silica (70 g), com gradiente de AcOEt em
hexano, MeOH em AcOEt até MeOH 100% (Tabela 37).

Tabela 37: Eluentes utilizados para o fracionamento da fase FMeOH-AcOEt

Fragdes coletadas

Eluentes

1-3
4-6
7-10
11-12
13-15
16-18
19-24
25-29
30-34
35-39
40-46

Hex/AcOEt 8:2
Hex/AcOEt 7:3
Hex/AcOEt 6:4
Hex/AcOEt 1:1
AcOEt 100%
AcOEt/MeOH 9:1
AcOEt/MeOH 8:2
AcOEt/MeOH 7:3
AcOEt/MeOH 6:4
AcOEt/MeOH 1:1
MeOH 100%

O volume de cada sistema de eluicdo adicionado a CC foi de aproximadamente

100 mL, enquanto que o volume das fracdes recolhidas foi de 30 a 60 mL, as 46 fracbes

foram analisadas por CCDC e foram reunidas. A fracdo 11-12 (2 mg) mostrou elevado

grau de pureza quando observada sob luz visivel, UV 254 e 365 nm e reveladas com

anisaldeido sulfarico. Apds analisada por RMN de *H e experimentos 2D (400 MHz)

esta fracdo foi identificada como sendo uma chalcona (substancia I11). O fluxograma

que descreve o fracionamento do extrato MeOH das folhas fase ACOEt da 12 coleta esta

ilustrado na Figura 9.
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F MeOH
Fase AcOEt
1,3g

CCSiO2

1-3 11-12 46

ubstancia lll

Figura 9: Fracionamento da fase AcOEt do extrato MeOH das folhas da 12 coleta

A fase AcOEt do extrato metandlico dos galhos (GMeOH-AcOEt) (600 mg) foi
fracionada em coluna aberta (70 cm x 1,3 cm) de silica gel (30 g), com gradiente de
AcOEt em DCM, MeOH em AcOEt atée MeOH 100% (Tabela 38 e Figura 10).

Tabela 38: Eluentes utilizados para o fracionamento da fase GMeOH-AcOEt

Fracdes coletadas Eluentes

1 DCM/AcOEt 9:1
2-3 DCM/ACOEt 8:2
4-6 DCM/AcCOEt 7:3
7-9 DCM/AcCOEt 6:4
10-11 DCM/AcCOEt 1:1

12-13 AcOEt 100%
14-15 AcOEt/MeOH 9:1
16-19 AcOEt/MeOH 8:2
20-21 AcOEt/MeOH 7:3
22-24 AcOEt/MeOH 1:1

25-28 MeOH 100%

O volume de cada sistema de eluicdo adicionado a CC foi de aproximadamente
60 mL, enquanto que o volume das fragdes recolhidas foi de 15 a 30 mL. Foram

coletadas 28 fracdes, destas a fracdo 7-8 (3 mg) apresentou alto grau de pureza quando
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analisada nas cromatoplacas e através dos espectros de RMN de *H e bidimensionais

foi possivel a identificagdo de um &cido fendlico denominado &cido m-metoxi-p-

hidroxi-benzoico (substancia 1V).

G MeOH
Fase AcOEt
600 mg
CCSiO,
8 28
Substancia IV

.

Figura 10: Fracionamento da fase AcOEt do extrato MeOH dos galhos da 12 coleta

4.4. Estudo Fitoquimico dos Extratos da 22 Coleta

4.4.1. Fracionamento dos Extratos Diclorometanico dos Galhos

Foram fracionados 4 g do extrato diclorometanico dos galhos (GDCM) através

de CC aberta (95 x 2,2 cm), recheada com silica gel (135 g), com gradiente AcOEt em
DCM, MeOH em AcOEt até MeOH 100%, sendo adicionado 0.01% de NH,OH na fase

movel, obtendo-se pH 9 em cada sistema (Tabela 39). O fluxograma de todo o

fracionamento deste extrato encontra-se na Figura 11.

Tabela 39: Eluentes utilizados para o fracionamento da fase GDCM

Fragdes coletadas Eluentes
1-9 DCM 100%
10-21 DCM/AcOELt 9:1
22-32 DM/ACOEt 8:2
33-42 DCM/AcCOEt 7:3
43-49 DCM/ACOEt 6:4
50-56 DCM/ACOEt 1:1
57-63 DCM/ACOEt 4:6

64-72

DCM/AcCOEt 3:7
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continuacgéo da Tabela 39.

73-81 DCM/AcOEt 2:8
82-94 DCM/AcCOEt 1:9
95-103 AcOEt 100%
104-111 AcOEt/MeOH 9:1
112-118 AcOEt/MeOH 8:2
119-126 AcOEt/MeOH 7:3
127-135 AcOEt/MeOH 6:4
136-144 AcOEt/MeOH 1:1
145-168 MeOH 100%

Foram obtidas 168 fracOes e o volume de cada sistema de eluicdo adicionado a
CC foi de aproximadamente 250 mL, enquanto que o volume das fracGes recolhidas foi
de 20 mL. Ao analisar por CCDC, observou-se alto grau de pureza da fracdo 57 (47
mg), a qual apresentou coloragéo laranja ao ser revelada com Dragendorff, indicando a
presenca de alcaloides, esta fragdo foi analisada por RMN de *H, *C e bidimensionais
(HSQC, HMBC e COSY), sendo identificada como 10-metoxi-ajmalicina (substancia
V).

Apo6s serem analisadas por CCDC, as fracGes semelhantes foram reunidas.
Destas, foram selecionadas as fragdes ricas em alcaloides para serem refracionadas: 54-
62, 133-136 e 137-143.

A fracdo 54-62 (350 mg) foi fracionada através de CC aberta (66 x 1 cm), com
20 g silica gel, com gradiente de AcOEt em hexano, MeOH em AcOEt até MeOH
100%, sendo adicionado 0.01% de NH,OH na fase moével, obtendo-se pH 9 em cada

sistema (Tabela 40). Foram obtidas 94 frac6es cada uma com 20 mL.

Tabela 40: Eluentes utilizados para o fracionamento da fracdo GDCM 54-62

Fragdes coletadas Eluentes
1-3 Hex/AcOEt 95:05
4-7 Hex/AcOEt 9:1
8-10 Hex/AcOEt 85:15
11-16 Hex/AcOEt 8:2

17-20 Hex/AcOEt 75:25
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continuacgéo da Tabela 40.

21-23 Hex/AcOEt 7:3
24-26 Hex/AcOEt 6:4
27-31 Hex/AcOEt 1:1
32-35 Hex/AcOEt 4:6
36-38 Hex/AcOEt 3:7
39-41 Hex/AcOEt 2:8
42-45 Hex/AcOEt 1:9
46-48 AcOEt 100%
49-52 AcOEt/MeOH 9:1
53-56 AcOEt/MeOH 8:2
57-61 AcOEt/MeOH 7:3
62-66 AcOEt/MeOH 6:4
67-72 AcOEt/MeOH 1:1
73-75 AcOEt/MeOH 4:6
76-79 AcOEt/MeOH 3:7
80-83 AcOEt/MeOH 2:8
84-89 AcOEt/MeOH 1:9
90-94 MeOH 100%

O volume de cada sistema de eluicdo adicionado a CC foi de aproximadamente 100
mL, enquanto que o volume das 94 fracdes recolhidas foi de 20 mL. Através da anélise
de CCDC verificou-se que as fragdes 31 a 35 apresentavam alto grau de pureza,
portanto estas foram submetidas a analise de RMN de *H, *3C e bidimensionais (HSQC,
HMBC e COSY). A fracdo 31 (2 mg) foi identificada como 11-metoxi-ajmalicina
(substancia VI), a fracdo 32-33 (3 mg) corresponde ao alcaoide 11-metoxi-3-
isoajmalicina (substéncia VII), e a fracdo 34-35 (30 mg) foi caracterizada como 10-
metoxi-ajmalicina (substancia V), a qual ja havia sido isolada em fracionamentos
anteriores.

A fracdo 133-136 (200 mg) foi fracionada em CC aberta (35 x 1,8 cm), com 20 g
silica gel, com gradiente de AcOEt em DCM, MeOH em AcOEt até MeOH 100%, a
cada sistema foi adicionado 0.01% de NH4OH, foi verificado o pH em 9 para cada
sistema (Tabela 41).
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Tabela 41: Eluentes utilizados para o fracionamento da fracdo GDCM 133-136

Fracdes coletadas Eluentes
1-3 DCM/AcOEt 9:1
4-6 DM/ACOEt 8:2
7-9 DCM/AcCOEt 7:3
10-12 DCM/ACOEt 6:4
13-18 DCM/AcCOEt 1:1
19-21 DCM/AcCOEt 4:6
22-24 DCM/ACOEt 3:7
25-27 DCM/AcCOEt 2:8
28-31 DCM/AcCOEt 1:9
32-35 AcOEt 100%
36-38 AcOEt/MeOH 9:1
39-41 AcOEt/MeOH 8:2
42-44 AcOEt/MeOH 7:3
45-47 AcOEt/MeOH 6:4
48-56 AcOEt/MeOH 1:1
57 AcOEt/MeOH 4:3
58-60 AcOEt/MeOH 3:7
61-63 AcOEt/MeOH 2:8
64-65 AcOEt/MeOH 1:9
66-71 MeOH 100%

Foram obtidas 71 fragdes e o volume de cada sistema de eluicdo adicionado a CC
foi de aproximadamente 100 mL, enquanto que o volume das fra¢Ges recolhidas foi de
20 mL.

A fracdo 137-43 (244 mg) foi fracionada através de cromatografia em coluna
aberta (36 x 2 cm), com 45 g silica gel, com gradiente de AcOEt em hexano, MeOH em
AcOEt até MeOH 100% com 0.01% de NH4,OH a um pH 9 (Tabela 42).
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Tabela 42: Eluentes utilizados para o fracionamento da fragdo GDCM 137-43

Fracdes coletadas Eluentes
1 Hex/AcOEt 1:1
2 Hex/ AcOEt 4:6
3-4 Hex/ AcOEt 3:7
5 Hex/ AcOEt 2:8
6 Hex/ AcOEt 1:9
7-8 AcOEt 100%
9-10 AcOEt/MeOH 95:05
11-12 AcOEt/MeOH 9:1
13 AcOEt/MeOH 85:15
14 AcOEt/MeOH 8:2
15 AcOEt/MeOH 75:25
16 AcOEt/MeOH 7:3
17 AcOEt/MeOH 6:4
18 AcOEt/MeOH 1:1
19 AcOEt/MeOH 4:6
20 AcOEt/MeOH 3:7
21 AcOEt/MeOH 2:8
22 AcOEt/MeOH 1:9
23-24 MeOH 100%

O volume coletado das 24 fragdes foi de 20 mL, sendo que em cada sistema de
eluicdo foram adicionados 90 mL. As fracdes 8, 9 e 11 mostraram alto grau de pureza
ao serem analisadas por CCDC, e ap6s comparar os espectros de RMN de 'H e *C
observou-se que 0s espectros das fracdes 8 e 9 eram idénticos, portanto estas foram
reunidas e identificadas como a mistura de dois isdmeros: 9-metoxi-3-isoajmalicina e 9-
metoxi-19-epi-3-iso-ajmalicina (substancia VIII e 1X) e a fracdo 11 (2 mg) foi
identificada como 10-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina (substancia X).



G DCM
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CC SiO,
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57 54-65 133-136 137-143
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Figura 11: Fracionamento do extrato DCM dos galhos da 22 coleta.
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4.4.2. Fracionamento dos Extratos Metanolico dos Galhos

O extrato metanolico dos galhos da segunda coleta foi submetido a uma extragdo
liquido-liquido, a massa inicial foi de 10 g solubilizados numa mistura de MeOH/H,0
1:9. A solucéo foi extraida com 500 mL de DCM em funil de separacdo (repetindo 3
vezes) e com 500 mL AcOEt (repetindo 3 vezes) e roto-evaporadas. Ao final as fases
foram concentradas em rota-evaporador. O fracionamento do extrato GMeOH da 22
coleta esta sumarizado na Figura 12.

A fase DCM do extrato metanolico dos galhos (GMeOH-DCM) com 660 mg foi
fracionada em coluna aberta (33 x 1 cm) de silica (60 g), com gradiente de AcCOEt em
hexano, MeOH em AcOEt até MeOH 100%, obtendo um total de 26 fracfes (Tabela
43).

Tabela 43: Eluentes utilizados para o fracionamento da fase GMeOH-DCM

Fracdes coletadas Eluentes
1-2 Hex/AcOEt 95:05
3-4 Hex/AcOEt 9:1
5-6 Hex/AcOEt 8:2
6-7 Hex/AcOEt 7:3
8-9 Hex/AcOEt 1:1
10-11 AcOEt 100%
12-14 AcOEt/MeOH 9:1
16-18 AcOEt/MeOH 8:2
20-21 AcOEt/MeOH 7:3
21-24 AcOEt/MeOH 1:1
25-26 MeOH 100%

O volume de cada sistema de eluicdo adicionado a CC foi de aproximadamente
40 mL, enquanto que o volume das fracdes recolhidas foi de aproximadamente 20 mL.
Quando analisadas por CCDC e reveladas com Dragendorff, todas as fracGes
apresentaram a cor laranja, indicando a possivel presenca de alcaloides. Estas foram
submetidas & anélise de RMN de *H (60 MHz). As fracdes 8, 9-10 e 22-25 apresentaram
sinais caracteristicos de alcaloides, portanto, estas foram refracionadas.
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A fracdo 8 do extrato metanolico dos galhos fase DCM com 20 mg foi

fracionado em coluna aberta (24 x 1,5 cm) de silica (2 g), com gradiente de DCM em
hexano, MeOH em DCM até MeOH 100%, obtendo um total de 32 fragdes (Tabela 44).

Tabela 44: Eluentes utilizados para o fracionamento da fragdo GMeOH-DCM 8

Fragdes coletadas

Eluentes

1-2
3-4
5-6
6-7
8-9

10-11

12-14

15-18

19-20

21-24

25-26

27-28

29-30

31-32

Hex/DCM 6:4
Hex/DCM 55:45
Hex/DCM 1:1
DCM 100%
DCM/MeOH 95:05
DCM/MeOH 9:1
DCM/MeOH 85:15
DCM/MeOH 8:2
DCM/MeOH 75:25
DCM/MeOH 7:3
DCM/MeOH 65:35
DCM/MeOH 6:4
DCM/MeOH 1:1
MeOH 100%

O volume de cada sistema de eluicdo adicionado a CC foi de aproximadamente

20 mL, enquanto que o volume das fragdes recolhidas foi de aproximadamente 10 mL.

A fracdo 9-10 (200 mg) da fase DCM do extrato metanolico dos galhos, rica em

alcaloides, foi fracionada em CC aberta (100 x 1,5 cm) em silica (20g), utilizando como
fase mével AcOEt em hexano, MeOH em AcOEt até MeOH 100% (Tabela 45).

Tabela 45: Eluentes utilizados para o fracionamento da fracdo GMeOH-DCM 9-10

Fragdes coletadas

Eluentes

1-5
6-9
10-15
16-18

Hex/AcOEt 8:2
Hex/AcOEt 7:3
Hex/AcOEt 6:4
Hex/AcOEt 1:1
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19-21
22-24
25-29
30-34
40-43
44-46
47-48

Hex/AcOEt 4:6
AcOEt 100%
AcOEt/MeOH 9:1
AcOEt/MeOH 8:2
AcOEt/MeOH 7:3
AcOEt/MeOH 1:1
MeOH 100%
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O volume de cada sistema de eluicdo adicionado a CC foi de aproximadamente

100 mL, enquanto que o volume das fra¢Oes recolhidas foi de aproximadamente 20 mL.

Ao analisar as fracbes por CCDC pdde-se perceber um certo grau de pureza nas fragdes

24 (3 mg) e 28 (15 mg), ap6s analisadas por RMN de *H e bidimensionais, estas foram

identificadas como 10-metoxi-3-isorauniticina (substéncia XI) e 10-metoxi-rauniticina

(substancia XI1), respectivamente.

Das 48 fragdes obtidas, as fracdes 22 e 23 foram reunidas e analisadas por RMN
de 'H, o qual indicou a presenca de alcaloides. A fim de purificar estes alcaloides, a

fracdo 22-23 (40 mg) foi refracionada em CC aberta (45 x 1,5 cm) de silica (4 g), com

gradiente de AcOEt em DCM, MeOH em AcOEt até MeOH 100% sendo adicionados
0.01% de NH4OH (ph 9) a cada sistema de elui¢do (Tabela 46).

Tabela 46: Eluentes utilizados para o fracionamento da fragdo GMeOH-DCM 9-10. 22-23

Fracdes coletadas

Eluentes

13-14
15-16

DCM/AcCOEt 95:05
DM/AcOEt 9:1
DCM/AcOEt 85:15
DCM/ACOEt 8:2
DCM/AcCOEt 75:25
DCM/AcCOEt 7:3
DCM/ACOEt 6:4
DCM/AcCOEt 1:1
DCM/ACOELt 4:6
DCM/AcCOEt 3:7
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continuacgéo da Tabela 46.

17-18 DCM/AcOEt 2:8
19 DCM/AcCOEt 1:9

20-21 AcOEt 100%
22 AcOEt/MeOH 9:1
23 AcOEt/MeOH 8:2
24 AcOEt/MeOH 7:3
25 AcOEt/MeOH 6:4

26-27 AcOEt/MeOH 1:1
28 AcOEt/MeOH 4:3
29 AcOEt/MeOH 3:7
30 AcOEt/MeOH 2:8
31 AcOEt/MeOH 1:9
32 MeOH 100%

O volume de cada sistema de eluicdo adicionado a CC foi de aproximadamente
15 mL, enquanto que o volume das fracdes recolhidas foi de aproximadamente 10 mL.

A reunido 22-25 (34 mg) da fase DCM do extrato metandlico dos galhos foi
fracionada em CC aberta (40 x 1,5 cm) de silica (3 g), com gradiente de AcOEt em
hexano, MeOH em AcOEt até MeOH 100%, obtendo um total de 12 fracfes (Tabela
47).

Tabela 47: Eluentes utilizados para o fracionamento da fragdéo GMeOH-DCM 22-25

Fragdes coletadas Eluentes
1 Hexano 100%
Hex/AcOEt 9:1
Hex/AcOEt 8:2
Hex/AcOEt 7:3
Hex/AcOEt 1:1
AcOEt 100%
AcOEt/MeOH 9:1
AcOEt/MeOH 8:2
AcOEt/MeOH 7:3

© 00 N o o1 A W DN
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continuacgéo da Tabela 47.
10 AcOEt/MeOH 1:1

11-12 MeOH 100%

O volume de cada sistema de eluicéo adicionado a CC foi de 10 mL, recolhidas
em frascos também de 10 mL.

A fase AcOEt do extrato metandlico dos galhos (GMeOH-AcOEt) com 900 mg
foi fracionado em coluna aberta (39 x 2,5 cm) de silica (50 g), com gradiente de AcOEt
em hexano, MeOH em AcOEt até MeOH 100%, obtendo um total de 28 fracdes (Tabela
48).

Tabela 48: Eluentes utilizados para o fracionamento da fase GMeOH-AcOEt

Fragdes coletadas Eluentes
1-2 Hex/AcOEt 9:1
3-4 Hex/AcOEt 8:2
5-6 Hex/AcOEt 7:3
7-8 Hex/AcOEt 1:1
9-10 AcOEt 100%
11-13 AcOEt/MeOH 9:1
14-16 AcOEt/MeOH 8:2
17-19 AcOEt/MeOH 7:3
20-21 AcOEt/MeOH 6:4
22-23 AcOEt/MeOH 1:1
24-28 MeOH 100%

O volume de cada sistema de eluicdo adicionado a CC foi de aproximadamente

70 mL, enquanto que o volume das fragdes recolhidas foi de 15 a 35 mL.
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Figura 12: Fracionamento do extrato MeOH dos galhos da 22 coleta

4.5.  Atividades Quimica e Biologica
4.5.1. Atividade Antioxidante

Na analise qualitativa da atividade antioxidante os extratos foram testados em
placas cromatogréficas e revelados com solugdo de 0,2% de 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH) que revela a capacidade de sequestrar radicais livres. As regides que
adquiriram cor branco-amarelada ap6s 30 minutos da aplicacdo indicaram a presenca de
substancias com atividade antioxidante (CUENDET et al., 1997).

No teste quantitativo, os extratos foram testados quanto a capacidade de
descolorir o oxidante DPPH, visto que o mesmo apresenta coloragdo violeta, e 0s
resultados obtidos foram comparados em termos de equivalente com acido ascorbico,
utilizado como antioxidante padrdo. Na presenca de um redutor, 0 DPPH de coloragéo
violeta (Amax = 517 nm) ¢ convertido a DPPH de coloracdo amarelo palido. O ensaio
foi realizado em triplicata e as amostras foram solubilizadas em metanol grau P.A com
concentracdo de 30 mg/mL. A quantificacdo foi feita através da leitura da absorbancia

em espectrofotdmetro. A solucdo de DPPH foi preparada na concentragdo de 30 ug/mL
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utilizando metanol grau P.A para a dissolucdo. A reacao foi iniciada pela adi¢do de 990
uL desta solugdo e 10 uL de amostra (Img/mL), realizado em triplicata com leituras
apo6s 30 minutos. O preparo do branco consistiu em adicionar 10 pL. de MeOH com 990
uL da solucdo de DPPH (AABS branco).

A inibicdo da coloracéo é expressa em % de atividade sequestradora, através da

férmula:

% AS =100 x Ahx
Ahx= hc— hx
hc= absorbancia controle (DPPH + MeOH)

hx= absorbancia teste (DPPH + extrato)

Inicialmente, os extratos foram avaliados a uma concentracdo de 10 pg/mL, os
que apresentaram atividade nesta concentracdo foram avaliados em sua relagéo
dose/dependéncia em diferentes concentracdes (5,0; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125 e 0,1562
pg/mL). A poténcia da atividade sequestradora foi obtida através de graficos de
concentragdo x resposta inibitdria (%). A concentracdo inibitdria média (Clso), ou seja, a
concentracdo da amostra que causa 50% de reducdo da concentragéo inicial de DPPH

foi obtida por regresséo linear (LEE et al., 2003).

45.2. Toxicidade frente a Artemia salina

Os testes frente ao microcrustaceo Artemia salina indicam o potencial de
toxicidade dos extratos, fragdes e substancias. A técnica e sua utilizacdo sistematica,
como meio de se obterem compostos ativos a partir de extratos vegetais é descrita por
Meyer e colaboradores (1982). Para o teste, utilizou-se como meio de crescimento uma
solucdo salina (3,8%). Foram adicionados 10 mg dos cistos de Artemia salina para a
eclosdo dos mesmos. As condigdes de crescimento utilizadas foram: temperatura de 25
a 28 °C, e iluminacdo com lampada fluorescente, durante 48 horas. Apos esse periodo,
as larvas foram repassadas para placas de 24 pocos, sendo distribuidas 10 larvas de
Artemia salina em cada pogo, realizado em triplicata. As placas com as larvas de A.
salina foram mantidas por 24 horas sob iluminacdo de l&mpada fluorescente. Apos esse

periodo, avaliou-se 0 numero de larvas sobreviventes, tanto nos pogos de controles
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quanto no teste. Inicialmente, os extratos foram testados na concentracdo de 1000

pg/mL e diluidos até encontrar a concentragdo letal media (CLsp).

45.3. Atividade Antibacteriana
45.3.1. Cepas testadas

As analises foram realizadas frente as bactérias: Aeromonas hydrophila (ATCC
7966), Bacillus cereus (ATCC 14579), Bacillus subtilis (ATCC 6051),
Corynebacterium glutamicum (ATCC 13032), Escherichia coli (ATCC 11775),
Edwardsiella tarda (ATCC 15947), Flavobacterium corumnare (ATCC 49512),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Salmonella enteritidis (ATCC 13076),
Staphylococcus aureus (ATCC 12600), Providencia rettgeri (ATCC 29944),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145), Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525) e
Nocardia brasiliensis (ATCC 19296).

A determinagdo da Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo
Minima Bactericida (CMB) dos extratos/substancias foram realizadas conforme
metodologia descrita por Eloff (1998a) e CLSI (2003).

4.5.3.2. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

Os extratos/substancias foram primeiramente solubilizados em dimetilssulféxido
(DMSO) a 5%, e em seguida foram realizadas dilui¢Oes sucessivas para a obtencdo das
concentragdes de 1000 pg/mL a 15,6 pg/mL. Em seguida, cada concentracdo foi
adicionada em pocos (microplaca de 96 pogos). Foram adicionados 95 pL de cada
concentragdo do extrato e 5 pL do indculo (McFarland 0,5 contendo aproximadamente
1,5 x 10%) diluida 10 vezes. Para o controle negativo foram utilizados 95 uL de caldo
DMSO e o indculo. Para o controle positivo foi utilizado o antibidtico oxitetraciclina
nas concentragdes de 125 pg/mL a 0,97 pg/mL. Todos os testes foram realizados em
triplicata. Em seguida a placa foi agitada e incubada a 29 °C. A CIM foi detectada com
0 auxilio do revelador cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (2 mg/mL), foi adicionada uma
quantidade de 40 pL deste revelador em cada pogo. Micro-organismos metabolicamente
ativos coram-se de vermelho. A CIM foi definida como a menor concentragdo do

extrato que ndo houve mudanca de coloracéo.
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4.5.3.3. Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Foi realizada também a andlise para a determinagdo da CBM, que determina
onde ndo houve crescimento bacteriano a partir da CIM. Primeiramente, foram retirados
10 uLL de cada concentragdo que ndo demonstrou crescimento microbiano na CIM e
posteriormente foi semeada em Agar Mueller-Hinton. As placas foram incubadas a
temperatura de 29 °C por um periodo de 18 a 24 horas. Foi considerada a CBM a menor
concentracdo do extrato onde ndo houve crescimento celular sobre a superficie do agar

inoculado.

4.5.4. Atividade Antimicobacteriana
45.4.1. Teste da Sensibilidade aos Extratos Vegetais

Os ensaios colorimétricos que empregam indicadores de oxidacdo-reducao para
determinar o perfil de susceptibilidade foram anteriormente usados com micobactérias
(PALOMINO et al., 2002). O método REMA (Resazurin Microtitre Assay) € um deles,
rapido e simples, no qual se utiliza a resazurina como um indicador de oxi-reducdo para
avaliar a viabilidade e a contaminacdo bacteriana, além de testar a atividade
antimicrobiana (PALOMINO et al., 2002).

45.4.2. Preparagdo da Suspensdo e do Indculo Micobacteriano

A atividade dos extratos, fracbes e substancias foram avaliadas frente a trés
cepas de Mycobacterium tuberculosis: uma pan-sensivel H37Rv (ATCC 27294), outra
monorresistente ao antibidtico isoniazida (INH, ATCC 35822) com mutacdo em katG,
codon S315T (AGC-ACC) e outra monorresistente a rifampicina (RMP, ATCC 35338),
com mutacdo em rpoB, cddon H526T (CAC-TAC). Isoniazida e Rifampicina sdo
considerados 0s principais antibidticos para cepas M. tuberculosis sensiveis e possuem
padroes de CIM de 0,25 pg/mL e 0,5 pg/mL. As cepas foram cultivadas em meio
Ogawa-Kudoh por aproximadamente 14 dias a uma temperatura de 37 °C. Uma
suspensdo bacteriana de cada cepa foi preparada em um tubo estéril contendo pérolas de
vidro e homogeneizada com agua destilada para o ajuste da turbidez segundo o tubo um
da Escala de McFarland. Em seguida a suspensdo bacteriana foi adicionada ao caldo
Middlebrook 7H9 na proporcéo de 1:20 (FRANZBLAU et al., 1998).
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4.5.4.3. Preparacdo das Placas de screening

As amostras foram testadas frente as cepas de M. tuberculosis, onde foi avaliada
a sensibilidade do micro-organismo utilizando uma concentragédo fixa de 200 pg/mL,
em uma microplaca de 96 cavidades. Nas cavidades periféricas foram adicionados 200
uL de dgua destilada estéril, para evitar a evaporacdo do meio liquido quando incubado
na estufa. Nos pocos de teste, adicionaram-se 75 pL de meio - 7H9 enriquecido com
10% de OADC (acido oleico, albumina, dextrose, catalase) para M. tuberculosis, 75 puL
do extrato e 75 pL do inoculo. Assim, a concentracdo da amostra em cada poco foi de
200 pg/mL, devido a sua diluicdo no meio e no indculo. Posteriormente, a placa foi
incubada na estufa a 37 °C.

45.4.4. Determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Apos a triagem, foram selecionados os extratos que apresentaram atividade
antimicobacteriana na concentracao de 200 ug/mL, para avaliar a CIM (FRANZBLAU
et. al., 1998). Foram adicionados 200 pL de agua destilada estéril nos pocos da periferia
com o proposito de evitar a evaporacéo do meio liquido. Em seguida, em todos 0s pogos
de CMI, foram adicionados 100 pL do meio, 100 pL do extrato partindo-se de uma
concentracao de 200 ug/mL no primeiro pogo (microdilui¢ao 1:2) e 100 pL. do in6éculo
bacteriano em todos 0s pogos. Apos isso, a placa foi incubada na estufa a 37 °C por sete

dias.

45.4.5. Analises pelo Método de Colorimetria

Apos a incubacdo, foram adicionados 30 pL de resazurina a 0,02% em cada poc¢o
dos ensaios, incubando-se por mais dois dias na estufa a 37 °C. O corante age como um
indicador da viabilidade celular. A leitura foi baseada na mudanca de cor, do azul para o
rosa quando ocorre oxi-reducdo do corante devido ao crescimento bacteriano
(PALOMINO et al., 2002).

4.5.5. Avaliacéo da citotoxicidade in vitro
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45.5.1. Linhagens Celulares

Foram utilizadas linhagens de células neoplésicas: HCT116 (carcinoma
colorretal humano), MCF-7 (carcinoma de mama), SK-Mel-19 (melanoma humano) e
uma linhagem ndo neoplésica: MRC-5 (fibroblasto de pulm@o humano). As quais
foram cultivadas em meio DMEM, suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1%
de antibidticos, mantidas em estufa a 37°C e atmosfera contendo 5% de CO,. As
amostras foram dissolvidas em DMSO na concentracdo estoque de 5 mg/mL para as
substéncias puras e de 50 mg/mL para os extratos brutos.

455.2. Teste do Alamar blue

O Alamar Blue é um indicador fluorescente/colorimétrico com propriedades
redox e em células em proliferacdo o Alamar Blue é reduzido. A forma oxidada é azul e
ndo-fluorescente (indicando celula ndo viavel) e a forma reduzida é rdsea e fluorescente
(indicando célula viavel).

O teste do Alamar Blue foi realizado conforme metodologia descrita por Ahmed
e colaboradores (1994) com o intuito de se analisar a viabilidade celular das células
testadas na presenca de diferentes concentracdes das substancias e dos extratos testados.
As células cultivadas em garrafa de cultura com meio DMEM foram contadas em
camara de Neubauer e plaqueadas em placas de 96 pogos. A cada pogo foram
adicionadas 1 x 10* células em 200 pL de meio de cultura. A placa foi incubada por 24h
em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO,. Apos este tempo, as células foram
tratadas, por 72 h. Como controle positivo foi utilizada a Doxorrubicina a Spug/mL. O
grupo controle recebeu no pogo a mesma quantidade de DMSO da maior concentragdo
das substéncias e extratos. Apos 24 h de tratamento, 10 uL da solugdo de uso de Alamar
Blue (solugédo estoque a 0,4% 1:5 em meio de cultura sem soro fetal bovino) foi
adicionada em cada poco da placa. Apos 3 h de exposicado ao Alamar Blue, retirou-se da
estufa meia hora antes do termino e a fluorescéncia foi medida usando-se um leitor de
placas de Elisa (Beckman e Coulter®).

Os resultados foram analisados segundo suas médias e respectivos erros-padréo.
O calculo da Clsg e seus respectivos desvios foram realizados a partir da regressao néo-

linear no programa Graph Prism (versdo 5).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Prospeccdo Fitoquimica

Na triagem fitoquimica para deteccdo das classes de metabolitos secundarios
presentes em cada extrato, atraves de analises por CCDC, foram observadas diferencas
significativas nas composic¢des quimicas dos extratos das duas coletas. Essas diferencas
podem estar relacionadas ao fato de que a 12 coleta foi realizada em dezembro, época
chuvosa na regido Norte e a 22 coleta em maio, época de seca, ou pelas coletadas terem
sido feitas em locais diferentes. Os resultados sdo coerentes com as observacgdes de
especialistas de que a variedade e complexidade de metabdlitos secundarios produzidos
pelas plantas sofrem influéncia dos estimulos ambientais, bastante variaveis, de natureza
quimica, fisica e bioldgica sobre sua composicdo quimica (ALVES, 2001; GOBBO-
NETO e LOPES, 2007). De fato, a quantidade e a natureza dos metabdlitos variam
durante 0 ano, e até mesmo durante o dia. Assim, um estudo que visa encontrar
substancias bioativas de vegetais, deve considerar todos os fatores que possam
influenciar a producdo ou o acumulo da(s) substancia(s) de interesse, tendo cuidado
especial com relagdo a época e local da coleta, secagem, transporte etc (CALIXTO,
2001). Os dados de rendimento dos extratos estdo descritos na Tabela 49.

Tabela 49: Quantidade de massa e rendimento dos extratos

Extrato Material seco e Massa do Rendimento %
moido (g) Extrato (g)
12 COLETA
Folhas DCM 493,15 13,3453 2,70
Folhas MeOH 475,00 19,7568 4.15
Galhos DCM 488,76 1,5923 0.32
Galhos MeOH 467,00 13,3447 2.85
22 COLETA
Folhas Hexano 649,00 8,7421 1.34
Folhas MeOH 630,18 50,4682 8.00
Galhos DCM 1.086,00 7,4318 0.68
Galhos MeOH 890,00 49,9935 5.60

Nos ensaios fitoquimicos os extratos de baixa polaridade (hexanico e DCM) dos
galhos e das folhas da 12 e 22 coleta, observou-se a presenca de substancias terpénicas
em todos os extratos, por revelar com sulfato de cério (IV) (WAGNER e BLADT,
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2001) e anisaldeido sulfarico. A possivel presenca de alcaloides foi detectada apenas
nos extratos DCM dos galhos da 22 coleta, enquanto que a presenca de taninos so foi
observada nos extratos DCM das folhas (12 coleta). Nos extratos metandlicos de folhas e
galhos (12 coleta) verificou-se a presenca de substancias fendlicas, possivelmente
flavonoides, quando reveladas com cloreto de aluminio, pois ao analisar no UV 365 nm,
observou-se intensificacdo da fluorescéncia. Os extratos DCM dos galhos de ambas as
coletas, quando revelados com DPPH adquiriram uma coloracdo amarela sugerindo a
presenca de substancias antioxidantes.

Nos extratos MeOH dos galhos da 12 coleta e das folhas da 22 coleta mostraram
a presenca de terpenos, ao serem reveladas com sulfato cérico e de taninos hidrolisaveis
pela cor azulada em cloereto férrico (SIMOES et al., 2004). Apenas o0s extratos DCM e
MeOH dos galhos da 22 coleta revelaram macnhas de cor laranja em Dragendorff,
indicando a presenca de alcaloides. Segundo alguns autores os alcaloides podem ser
encontrados em todas as partes de um vegetal, porém pode haver um acumulo
preferencial em determinados 6rgdos (PELLETIER, 1988). As cromatoplacas quando
reveladas com cloreto de aluminio, pode-se observar intensificacdo da fluorescéncia sob
luz UV 365 nm, caracterizando possivelmente compostos flavonoidicos. Ao reagirem
com DPPH, todos os extratos metanolicos apresentaram a coloracdo amarelada,
indicando a presenca de substancias com atividade antioxidante (CONFORTI et al.,
2002) As anéalises em CCDC além de confirmarem algumas classes de metabdlitos,
indicaram a presenca de substancias fluorescentes sob luz UV, sugerindo a existéncia de

compostos aromaticos.

5.2.  Identificacdo das Substancias Isoladas dos Extratos da Primeira Coleta de

Duroia macrophylla

Dentre os extratos obtidos de D. macrophylla, iniciou-se o fracionamento com o
extrato FDCM da 1?2 coleta, devido sua elevada atividade antimicobacteriana. Ap6s o
fracionamento em coluna cromatogréafica e analise das fracdes obtidas, constatou-se que
nenhuma das fracOes apresentou alto grau de pureza. Portanto, as fragdes com maior
quantidade de massa foram novamente analisadas em CCDC para a escolha de um novo
sistema de fracionamento. A fracdo 17-21.1-5.14 ap6s ser analisada por RMN de 'H e
3¢ foi identificada como sendo a mistura do B-sitosterol e estigmasterol. A fracio 25-

40.6.4 mostrou elevado grau de pureza quando analisada por RMN de *H (60 MHz), no
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entanto, mostrou ser constituida por uma mistura de dois acidos triterpénicos, 0s quais
foram purificados por CLAE e identificados por RMN de *H (500 MHz) como &cido
oleandlico (substéancia I) e &cido ursdlico (substancia I1).

Ap0os analise detalhada dos espectros de RMN (mono e bidimensionais) a fragdo
11-12 (2 mg) obtida através do fracionamento da fase AcOEt do extrato metandlico das
folhas foi identificada como 4,4’dihidroxi-3’- metoxi-chalcona (substancia IlI).

Do fracionamento da fase AcOEt do extrato metandlico dos galhos foi obtida a
fracdo 7-8 (3 mg), a qual foi analisada por RMN de *H, HSQC e HMBC. Através destas
analises e comparacdo com dados da literatura (TOMAZ et al., 2008) foi possivel

identificar esta substancia como acido m-metoxi-p-hidroxi-benzoico (substancia IV).

5.2.1 Identificacdo dos triterpenos

Os dados de RMN de *H da fragdo 25-40.6.4 (4 mg) mostraram a presenca de
sinais entre & 0,7 e 1,2 (singletos), caracteristicos de hidrogénios metilicos de
triterpenos; dois sinais em 6 5,31 (t; J = 3,5 Hz) e 5,27 (t; J = 3,5 Hz) caracteristicos de
hidrogénio olefinico e também dois sinais em 6 3,23 (d; J = 5,0 Hz) 3.21 (d, J = 5,3 Hz)
referentes a hidrogénios carbinolicos (H-3). Estes dados confirmavam que esta fragdo se
tratava da mistura de dois triterpenos com esqueleto oleanano.

Ap0s a purificacdo dos dois triterpenos por CLAE-DAD, o espectro de RMN de
'H (Figura 14) da primeira fracdo (25-40.6.4.1) mostrou sinais em &4 5,31 (t; J = 3,5
Hz) e da segunda fragdo (25-40.6.4.2) em & 5,27 (t; J = 3,5 Hz), sinalizando para a
presenca dos hidrogénios olefinicos em C-12 deste tipo de triterpenos.

5.2.1.1 Identificacdo da substéancia I

No espectro de RMN de *H (Figura 14) do primeiro triterpeno (25-40.6.4.1),
verificou além da presenca do tripleto em 6 5,31 (J = 3,5 Hz; 1H); um dd em 6 3,23 (J =
10,7 e 4,7 Hz; 1H) e dois dubletos largos em & 2,82 e 2,87 (J = 4,0 e 5,0 Hz),
caracterizando o esqueleto oleanano da substancia I (Figura 13).

O mapa de contorno HSQC (Figura 15) mostra as correlacGes entre o hidrogénio
em o 5,31 com o carbono em 6 122,8, caracteristico de carbono vinilico C-12 do acido

oleandlico (Figura 14). No mapa de contorno HMBC (Figura 16) foi possivel observar a
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correlagdo do hidrogénio em 6 0,94 com o carbono do grupo carboxilico em 6 180,0 (C-
28).

A andlise dos dados de RMN de *H e bidimensionais (Tabela 50) e o espectro de
massas, 0 qual mostrou um pico do ion molecularemm/z 456 e um padrdo de
fragmentacdo comum de triterpenos (OGUNKOYA, 1981), confirmaram a identificacdo
desta substancia como sendo o &cido oleandlico (substancia I). (MAHATO & KUNDU
1994).

Tabela 50: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (400 MHz) e correlagbes
heteronucleares do acido oleandlico.

HSQC HMBC
POSiQéO oc OH 2_4\] CH
(m; Jem Hz)

1 38,5 1,63 (m)

2 28,1 1,60 (m)

3 79,1 3,23(dd; 10,7; 4,7)

4 38,8 -

5 55,3 0,74 (d; 11)

6 18,8 1,54 (m)

7 32,7 1,49 (m)

8 39,3 -

9 47,6 1,54 (m)

10 37,0 -

11 23,8 0,94 (m)

12 1228 5,31 (t; 3,5)

13 1435 -

14 41,5 -

15 17,3 1,60 (m)

16 237 0,94 (m) C-17

17 47,3

18 412 2,82 (dI; 4,0)
19 415 2,87 (dI; 5,0)

20 31,0
21 32,6 1,62 (m)

22 339 1,30 (m)

23 280 1,00 (s) C-3,C-24
24 16,8 0,79 (s) C-3,C-6
25 15,3 0,93 (s) C-1C-5
26 155 0,79 (s)

27 26,0 1,16 () C-8, C-13
28 180,0 -

29 331 0,92 (s) C-20, C-30

30 237 0,94 (s) C-20, C-22




Figura 13: Estrutura do &cido oleandlico e suas correla¢cbes no HMBC.
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Figura 14: Espectro de RMN de *H do é4cido oleanélico em CDCI3 (400 MHz).
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5.2.1.2 Ildentificacdo da Substancia Il

O espectro de RMN de 'H (Figura 18) do segundo triterpeno (25-40.6.4.2)
mostrou sinais na regido entre 6 0,79 ¢ 1,72 caracteristicos de hidrogénios metilicos e &
1.91 (2H; dd; J= 8,6 e 3,6 Hz), além dos sinais observados em 6 3,22 (dd; J =10,8 e 4,9
Hz) e 5,31 (t; J = 3,6 Hz) estes sinais sdo caracteristicos de esqueleto ursano da
substancia Il (Figura 17).

Através dos espectros bidimensionais HSQC e HMBC pode-se definir que sete
sinais correspondem aos carbonos metilicos (CH3), nove sinais aos carbonos
metilénicos (CH;), sete aos carbonos metinicos (CH) e sete C quaternarios (C),
resultando em 30 carbonos caracteristicos de triterpenos pentaciclicos.

No mapa de contorno HMBC (Figura 20) foram observadas as correlagdes que
indicaram a presenca dos carbonos do acido carboxilico em & 179,6 (C-28), olefinicos
em o 125,9 e 137,9 (C-12 e C-13), respectivamente. Por estes dados, assim como pelos
deslocamentos quimicos observados no mapa de contorno HSQC (Figura 19) e a
comparacdo com dados da literatura (MAHATO & KUNDU 1994) o triterpeno como
foi identificado como acido ursélico (Tabela 51).

E comum isolar a mistura do &cido ursélico com acido oleandlico, devido a
grande semelhanca quimica entre estas moléculas. Apenas de algumas diferencas entre
elas permitem distingui-las por meio de RMN: os deslocamentos quimicos dos H-18, C-
18, C-12, C-13 e C-29 (KONTOGIANNI et al., 2009) e, principalmente, a
multiplicidade dos H-29, um dubleto no &cido ursolico e um singleto no &acido
oleandlico. Este é o primeiro relato da ocorréncia destes dois triterpenos no género

Duroia.

Tabela 51: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (400 MHz) e correlagdes
heteronucleares do acido ursolico.

HSQC HMBC
Posicio  &c OH 43 cH
(m, Jem Hz)
36,8 1,72 (m)
27,7 1,60 (m)
78,7 3,22 (dd; 10,6; 5)

38,5 -
55,2 1,34 (m)

g B~ W DN




continuacéo da Tabela 51.

6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

18,3
32,9
39,5
47,3
38,0
23,1
125,9
137,9
41,2
27,7
25,0
48,1
52,3
38,5
38,5
30,3
36,7
28,9
15,6
15,4
16,8
23,5
179,6
17,0
21,4

1,60 (m)
1,72 (m)

1,60 (m)
1,91 (dd; 8,6; 3,6)
5,28 (t; 3,6)

1,60 (m)
1,34 (m)
2,2 (d; 10,8)
1,00 (s)
0,95 (s)
1,27 (br s)
1,72 (m)
1,00 (s)
0,79 (s)
0,94 (s)
0,82 (s)
1,10 (s)
0,87 (d; 6,4)
0,97 (s)

C-5
C-2,C-3,C4
C-4,C-5
C-8,C-14
C-8, C-13, C-14, C-15

C-18, C-20
C-20, C-21

Figura 17: Estrutura do Acido ursolico e suas correlagdes no HMBC..
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85



5.28

3.22

e
- u
] . i
78.7.
7 125.9|
D T | T T T | T T T | T T T |
8 & 4 F2 [ppm]

Figura 19: Mapa de contorno HSQC do acido ursolico em CDCI3 (400 MHz).

F1 [ppm]

50

100

150

200



1.10

0.79

78.7

137.9

120 100 20 60 40 20 F1[ppm]

140

Figura 20: Mapa de contorno HMBC do acido ursolico em CDCI3 (400 MHz).

F2 [ppm]

87



88

5.2.2 Identificacdo da Sustancia Ill

No espectro de RMN de 'H (Figuras 22 e 23) da substancia III, foram
observados dois dubletos em 6 6,29 e 7,71, ambos com J = 15,9 Hz e integral para 1H,
enquanto que, um singleto em & 3,96 com integral para 3H caracterizou 0 grupo
substituinte metoxila. Foram observados dois dubletos em & 6,86 e 7,46, ambos com J =
8,6 Hz e com integral para 2H, caracterizando os hidrogénios homotopicos H-3 e H-5,
H-2 e H-6, respectivamente. Observou-se um duplo dubleto em & 7,70, com constantes
de acoplamento de 8,4 e 1,9 Hz corresponte ao hidrogénio 6’, acoplando em meta com o
dubleto em & 7,58 (H-2’) e em orto com o dubleto em 6 6,86 (H-5"), caracterizando um
derivado benzénico para-dissubstituido.

Com a andlise detalhada do mapa de contorno de HSQC (Figura 24) observou-
se 10 acoplamentos entre 'H e *C. Os deslocamentos quimicos em & 130,4
correspondem aos carbonos C-2 e C-6, em & 115,7 aos C-3 e C-5, os carbonos
olefinicos o e p foram observados em & 146,6 e 146,8, respectivamente; em 6 121,0
corresponde ao C-2°, em 6 114,3 a0 C-5’, em 6 125,2 a0 C-6’ ¢ em & 56,6 ao carbono da
metoxila.

No mapa de contorno de HMBC (Figura 25) foram observados os acoplamentos
de longa distancia que permitiram localizar os substituintes na estrutura. Além dos
acoplametos J observado entre *H e **C de suma importancia para definir a posicéo da
metoxila e das duas hidroxilas, levou a definir os carbonos quaternarios em o 171,4
(C=0), em 6 127,0 (C-1), em & 158,0 (C-4), em 6 112,3 (C-1"), em & 146,2 (C-3’) e em
8 150,8 (C-4"). As correlagdes no HMBC, HSQC e os dados de *H e estdo descritas na
Tabela 52.

A andlise minuciosa dos dados obtidos por RMN e comparagdo com os dados
existentes na literatura (KAWAI et al., 2012) foi possivel identificar esta chalcona como

4,4’-dihidroxi-3’-metoxi-chalcona (Figura 21), sendo o 1° relato no género Duroia.
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Tabela 52: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (400 MHz) e correlagdes
heteronucleares da 4,4’dihidroxi-3’-metoxi-chalcona.

HSQC HMBC
Posicdio C dc on 1 cn
(m; Jem Hz)

1 C 127,0

2 CH 1304 7,46 (d, 8,6) C-6,C- B, C-4

3 CH 1157 6,86 (d, 8,6) C-1

4 C 158,0

5 CH 1157 6,86 (d, 8,6) C-1

6 CH 1304 7,46 (d, 8,6) C-2,C-p,C-4

B CH 146,8 7,70 (d, 15,9) C-6

a CH 146,6 6,29 (d, 15,9) C-1

r C 112,3

2’ CH 121,0 7,58 (d, 1,9) C-4’,C-6’

3 C 146,2

4 C 150,8

5 CH 1143 6,96 (d, 8,4) c-2’,C-4

6’ CH 1252 7,73 (dd, 8,4; 1,9) C-1’,C=0
OMe CH; 56,2 3,96 (s) C-3’
C=0 1714

OH
OCHj

o, U
<

O

Figura 21: Estrutura da 4,4’dihidroxi-3’-metoxi-chalcona e suas correlagdes no HMBC.
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5.2.3 Identificacdo da Sustancia IV

Os dados de RMN de *H (Figura 27) da substancia IV mostraram a presenca de
sinais caracteristicos de anel aromatico em & 7,57 (d, J = 1,8 Hz, H-2), 6,97 (d, J=8,4
Hz, H-5) e 7,69 (dd, J=8,4 e 1,8 Hz, H-6). O acoplamento em orto (J = 8,4 Hz) de H-5
e H-6 e em meta (J=1,8 Hz) de H-2 e H-6 evidenciaram substituicdo em C-1, C-3 e C-4.
Foi observada também a presenca de um grupamento metoxila atraves do singleto em &
3,98 (Tabela 53).

O mapa de contorno HSQC (Figura 28) mostra as correlacdes dos carbonos
metinicos do anel aromatico: & 7,57 (H-2) x 6 112,5 (C-2); & 6,97 (H-5) x 6 114,6 (C-
5); 6 7,69 (H-6) x 6 125,5 (C-6) e entre os hidrogénios em & 3,98 com o carbono em &
56,2. Através da andlise do mapa de contorno HMBC (Figura 29) foi possivel
determinar o padrdo de substituicdo no anel aromatico, assim como o0s carbonos
quaternarios. O sinal em & 168,4 foi atribuido ao grupo carboxilico (C-7) e em 6 154,0
(C-4) ao carbono com o grupo hidroxila (OH).

A andlise dos dados espectrais de RMN aliado a comparagdo com dados da
literatura (TOMAZ et al., 2008) permitiu identificar a substancia IV como sendo o
acido m-metoxi-p-hidroxi-benzoico (Figura 26), relatada pela 1 vez para uma espécie
do género Duroia.

Tabela 53: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (400 MHz) e correlagbes
heteronucleares do acido m-metoxi-p-hidroxi-benzoico.

HSQC HMBC

POSiQéO oc OH 2_4‘] CH
(m; Jem Hz)

1 1211
2 112,0 7,57 (d; 1,8) C-4, C-6, C-7
3 146,1
4 150,7
5 1141 6,97 (d; 8,4) C-1,C-3
6 125,1 7,69 (dd; 1,8;8,4) C-2,C-4,C-7
7 171,0
H;CO 56,1 3,98 (s) C-3
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HO O

N
OCH,

OH

Figura 26: Estrutura do acido m-metoxi-p-hidroxi-benzoico e suas correlacdes no
HMBC.
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5.3. Identificacdo das Substancias Isoladas dos Extratos da Segunda Coleta de

Duroia macrophylla

Foram identificados oito alcaloides indolicos monoterpénicos dos extratos
diclorometanico e metanolico dos galhos de D. macrophylla, sendo o primeiro registro
destes alcaloides no género Duroia. Os espectros de massas (Anexo 2) mostraram o ion
molecular m/z 368 para todos os alcaloides. Com analise dos dados de espectrometria de
massas aliados aos espectros de RMN de *H, DEPT, HSQC, HMBC e COSY (Anexo 3)
conclui-se que todos os alcaloides possuem a formula molecular C,;H24N,Oy.

Os alcaloides dessa classe apresentam quatro carbonos estereogénicos (C-3, C-
15, C-19 e C-20) e 16 esterecisomeros possiveis. Entretanto, como H-15 é
biogeneticamente o, 0 numero de estereoisdbmeros é reduzido a oito, além de o
substituinte CH3-18 dessa classe de substincias pode estar nas posi¢des o ou f3
(SHAMMA, 1963). Segundo a literatura, os dois grupos de estereoisdmeros resultantes

foram classificados da seguinte forma:

normais (H-3a; H-20B; H-19p) (H-3a; H-20B; H-19a)
pseudos (H-3p; H-20B; H-19pB) (H-3p; H-20B; H-19a)
allos (H-3a; H-200,; H-19p8) (H-3a; H-20a; H-19a)

epiallos (H-3B; H-20a; H-19pB) (H-3B; H-20a; H-19a)

Dependendo da estereoestereoquimica dos centros estereogénicos C-3, C-15 e
C-20, os alcaloides indolicos pentaciclicos podem apresentar configuragdes distintas nas
juncbes dos anéis C/D/E dando origem as conformacdes conhecidas como normal,
pseudo, allo e epiallo (WENKERT et al., 1976). A Figura 30 ilustra alguns exemplos de
alcaloides inddlicos pentaciclicos das series mencionadas. A definicdo das
conformacdes desses alcaloides é extremamente importante ndo apenas para a
determinacéo de suas estruturas moleculares, mas principalmente, para o estudo de seus

mecanismos de acdo farmacoldgica.
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Figura 30: Estereoquimica relativa dos centros estereogénicos C-3, C-15 e C-20, que
caracteriza a estereoquimica do anel D dos alcaloides indélicos nas séries normal,
pseudo, allo e epiallo.

De acordo com as sinteses organicas de ioimbinas, pode-se determinar entre 0s
isdmeros C/D trans [normal/allo] e os isdbmeros C/D cis [pseudo/epiallo] dos derivados
da ioimbina pelo deslocamento quimico no espectro de RMN de **C dos carbonos C-3 e
C-6, no qual o primeiro grupo apresenta valores maiores que 0 Segundo grupo,
conforme a Tabela 54 (WENKERT et al., 1961). No espectro de RMN de 'H os
isdbmeros que apresentam configuragdes H-3p (epiallo e pseudo) mostram deslocamento
quimico em aproximadamente & 4,4 indicando uma unido de anéis na forma trans-
quinolizidina. Na configuracdo H-3a (allo e normal) o deslocamento quimico é menor,
sendo observado em aproximadamente 6 3,4 (WENKERT et al., 1961; MANSKE,
1965).

Tabela 54: Deslocamentos quimicos tipicos para C-3 e C-6 para alcaloides de esqueleto
ioimbina.

Normal/allo (3) Pseudo/epiallo (6)

C-3 60 +1 53,51
C-6 215+1 16,5 +1
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Para diferenciar entre normal e allo observam-se os deslocamentos do C-14 e C-
20, em normal (jungdo D/E trans), os deslocamentos quimicos apresentam valores
maiores que em allo (juncdo D/E cis), como mostra na Tabela 55 (HONTY et al.,
1982).

Tabela 55: Deslocamentos quimicos tipicos para C-14 e C-20 para alcaloides de
esqueleto ioimbina.

Normal () Allo (d)
C-14 34+1 31+1
C-20 40£1 32 +1

O valor de deslocamento quimico do H-19 fornece uma indicacdo sobre a
posicdo relativa desse hidrogénio. Quando seu valor de &y se encontra em
aproximadamente & 4,4, ele pertence a série H-19p, 20a, posicdo trans. Entretanto, se
esses atomos estiverem dispostos em posicdo cis, o valor de éy do H-19 estard em
aproximadamente & 3,4 (BRUYN et al., 1989).

A maioria dos dados de RMN de *H e *C registrados na literatura para o0s
alcaloides inddlicos pentaciclicos foram obtidos por técnicas unidimensionais. Com a
disponibilidade de técnicas de RMN bidimensionais (homo e heteronucleares), a
elucidacgéo estrutural destas substancias complexas pode ser esclarecida, principalmente
no que concerne aos deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento dos
hidrogénios ligados aos carbonos sp®. Com base nas informacdes fornecidas dos
espectros de RMN de *H e **C, principalmente pelos experimentos de HMBC, HMQC e
COSY, foi realizado um estudo sobre a estrutura, configuracdo e conformacéo dos
alcaloides isolados de D. macrophylla.
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5.3.1. Identificacdo da Substancia V

O espectro de RMN de *H (Figura 32) apresentou os sinais do NH em & 9,86 e
dos hidrogénios aromaticos do nucleo indélico em 6 6,89 (d; J=2,3 Hz; H-9), & 6,68
(dd; J=8,7 e 2,3 Hz; H-11) e 6 7,18 (d; J= 8,7 Hz; H-12), O acoplamento de H-11 em
orto (J = 8,7 Hz) com H-12 e em meta (J = 2,3 Hz) com H-9 evidenciou substitui¢cdo no
carbono 10. Também foram observadaos: um dubleto em 6 1,37 (J=6,0 Hz) relacionado
ao grupo CH3-18; um duplo quarteto em 6 4,48 (J=10,2 e 6,0 Hz) relacionado ao H-19,
um singleto correspondente ao H-17 em 6 7,51; dois singletos das duas metoxilas em &
3,68 e 3,77, com integral para 3 hidrogénios; o duplo duplo dubleto (ddd) em & 1,40
(J=12,3;12,3;12,3) correspondente ao H-14p3; os multipletos (m) relacionados ao H-6a e
H-6p em 6 2,61 e 2,83, respectivamente; um dubleto relativo ao H-3 em ¢ 3,30 (J=11,3
Hz); um dubleto em 6 3,17 (J=12,0) e um multipleto em 6 2,69 dos H-21a e H-21p,
respectivamente (Tabela 56).

No espectro de RMN de *C-APT (Figura 33) foram oservados 22 sinais, oito
sinais relativos a CH, quatro correspondentes a CH,, trés referentes a CHj e sete de
carbonos quaternérios, Os sinais de RMN de *3C em & 136,9 (C-2), 108,7 (C-7), 128,6
(C-8), 101,0 (C-9), 154,9 (C-10), 111,4 (C-11), 112,4 (C-12) e 132,8 (C-13) foram
atribuidos ao nuacleo indolico, Os sinais em & 111,1 (C-16) e 156,0 (C-17)
correspondem a dupla ligacdo do sistema carbonilico a-f insaturado; o sinal em 6 168,0
corresponde a C=0 de éster; os sinais em 6 18,8 (CH3-18) e em & 51,3 relativo a
metoxila (MeO-23) com os demais sinais em 6 32,4 (C-15), 39,5 (C-20), 73,3 (C-19)
caracterizam a unidade secologaninica.

A posicdo da metoxila no grupamento indélico foi determinada com base nos
valores de constante de acoplamento (J) entre os hidrogénios do anel benzénico.
Através da andlise das correlaces observadas no mapa de contorno HMBC (Figura 35)
foi possivel determinar as posi¢cdes das metoxilas: a correlacdo entre a metoxila em 6
3,77 (H-24) e carbono quaternario (C-10) em & 154,9, diferenciando-se da outra
metoxila em 6 3,68 (H-23), a qual acopla com o carbono do éster (C-22) em 6 168,0.

Com os dados de RMN de **C-APT e HSQC (Figura 34) foi possivel identificar
qual é a configuracdo dos esqueletos da porcdo secologanina da molécula, podendo
determinar se ela é normal, allo, pseudo ou epiallo. Conforme Wenkert e colabradores

(1961) a auséncia de um singleto largo em aproximadamente 6 4,4 referente a H-3
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indica uma unidode anéis na forma trans-quinolizidina. De acordo com as sinteses
organicas de ioimbinas, pode-se diferenciar entre os isomeros C/D trans [normal/allo] e
os isdbmeros C/D cis [pseudo/epiallo] dos derivados da ioimbina pelos sinais no espectro
de RMN-"*C dos carbonos C-3 e C-6, no qual o primeiro grupo apresenta os sinais de
C-3 e C-6 com valores maiores que o segundo grupo (WENKERT et al., 1976).

Como os valores encontrados de deslocamentos quimicos de C-3 e C-6 foram 6
61,3 e 22,8, respectivamente, indica que a jungdo do anel C/D é do tipo trans. Para
diferenciar os isbmeros entre normal e allo observam-se os deslocamentos do C-14 e C-
20. Em normal (juncdo D/E trans) os deslocamentos quimicos estdo em
aproximadamente 6 34 e 40, respectivamente, e para a configuracao allo (a juncédo D/E
cis), os deslocamentos quimicos do C-14 esta em torno de 6 31 € do C-20 em & 32
(HONTY etal., 1982).

Os dados de RMN (*H, *C, HSQC, HMBC e COSY), aliados a espectrometria
de massas, 0 qual apresentou o pico do ion molecular em m/z 382 (Anexo 2) e a
comparacdo com dados da literatura (GRETHE et al., 1971; NUNEZ et al., 2012)
confirmaram a identificagdo desta substancia como sendo o alcaloide 10-metoxi-

ajmalicina, o qual pertence a série normal (Figura 31).

Tabela 56: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (500 MHz) e correlagdes
heteronucleares da 10-metoxi-ajmalicina.

HSQC HMBC
Posicdo C oc on >3 cH
(m; Jem Hz)
2 C 136,9
3 CH 61,3 3,30 (d; 11,3) C-2
5 CH, 544 2,49 (m)a. C-3,C-6,C-21
3,01 (m) B
6 CH, 228 2,61 (m) C-5, C-7
2,83 (m)
7 C 108,3
8 C 128,6
9 CH 101,0 6,89 (d; 2,3) C-7,C-10, C-11, C-13
10 C 154,9
11 CH 1114 6,68 (dd; 8,7; 2,3) C-9, C-10,C-11
12 CH 1124 7,18 (d; 8,7) C-8, C-9, C-10
13 C 132,8
14 CH, 344 2,58 (M) a
1,40 (ddd; 12,3) B C-3, C-15,C-20
15 CH 32,4 2,70 (m) C-14, C-15, C-16, C-19

16 C 1111
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17 CH 156,0 7,51 () C-19, C-22
18 CHs 18,8 1,37 (d; 6,0) C-19, C-20
19 CH 733 4,46 (dq; 10,2; 6,0) C-15, C-18, C-20
20 CH 39,5 1,69
21 CH, 571 3,17 (d; 12,0) o C-20
2,69 (m) B C-3, C-5, C-15, C-19

22 C 168,0
23 CH; 513 3,68 (s) C-22
24 CH; 56,1 3,77 () C-10
NH 9,86 (s)

O S

~ >

Figura 31: Estrutura da 10-metoxi-ajmalicina e suas correlagdes no HMBC.

O mapa de contorno COSY (Figura 36) apresentou correlacdes homonucleares

confirmando a estrutura proposta. A analise dos dados obtidos revelou correlagdes entre

os hidrogénios aromaticos do nucleo indélico em 6 6,68 (H-11) com & 6,89 (H-9) e com

6 7,18 (H-12); entre os hidrogénios da unidade de secologaninica em & 4,46 (H-19) e
1,37 (CH3-18); em 6 4,46 (H-19) e 1,69 (H-20); e entre os hidrogénios quinolizidinicos
em 6 2,61 e 2,83 (H-6) com 6 2,49 e 3,01 (H-5); em 6 1,40 e 2,58 (H-14) com 6 2,70 (H-
15); em & 3,17 e 2,69 (H-21) com 1,69 (H-20) conforme a Tabela 57.
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Tabela 57: Deslocamentos quimicos de RMN de *H (500 MHz) com as correlacdes *H

x *H COSY de 10-metoxi-ajmalicina.

Posicao on Correlagdes COSY
(m, Jem Hz)
3 3,30 (d; 11,3)
5 2,49 (m) a H-5B, H-6a, H-6
3,01 (m) B H-5a, H-6
6 2,61 (m) a H-5a, H-6
2,83(m) B H-5a, H-5B, H-6a
9 6,89 (d; 2,3) H-11
11 6,68 (dd; 8,7; 2,3) H-9, H-12
12 7,18 (d; 8,7) H-11
14 2,58 (M) o H-14p, H-15
1,40 (ddd; 12,3) B H-14a, H-15
15 2,70 (m) H-14a, H-14p, H-20
17 7,51 (s) H-18, H-21
18 1,37 (d; 6,0) H-19
19 4,46 (dqg; 10,2; 6,0) H-18, H-20
20 1,69 H-15, H-19,H-21a, H-21B
21 3,17 (d; 12,0) o H-20, H-21a
2,69 (m) B H-20, H-21B
23 3,68 (s)
24 3,77 (s)
NH 9,86 ()
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Figura 32: Espectro de RMN de *H da 10-metoxi-ajmalicina em C3D¢O (500 MHz).
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Figura 33: Espectro de RMN de **C-APT da 10-metoxi-ajmalicina, com destaque para deslocamentos que definem a estereoquimica (125 MHz).
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5.3.2. Identificacdo da Substancia VI

O espectro de RMN de 'H (Figura 38) apresentou sinais do anel aromético
(parcialmente encoberto) em 6 6,89 (d; J=5,5 Hz; H-9), § 6,42 (dd; J=5,5; 2,3 Hz, H-
10) e 6 6,90 (d; J= 2,3 Hz; H-12). A constante de acoplamento orto (J = 5,5 Hz) de H-9
e H-10 e a constante de acoplamento meta (J=2,3 Hz) para H-11 e H-10 evidenciam um
padrédo de substituicdo em H-11. Além destes, também mostrou um dubleto em 6 1,36
(J=6,0 Hz) relacionado ao grupo CH3-18; um duplo quarteto em & 4,47 (J=10,2, 6,3 Hz)
relacionado a H-19, um singleto correspondente a H-17 em & 7,51, e dois singletos
relacionados a duas metoxilas em 6 3,67 e 3,84. Os dubletos largo (dl) em & 2,46
(J=4,2) e em & 2,95 (J=6,0) correspondente ao H-50 e H-5B, respectivamente; os
multipletos (m) relacionados ao H-6 em & 2,98 e 1,24; um dubleto largo relativo a H-3
em ¢ 3,31 (J=12,0 Hz); um duplo dubleto em & 3,16 (J=12,0, 2,0) e dubleto em 6 2,72
correspondente a H-21a ¢ H-21B. O sinal do H-19, um duplo quarteto em & 4,47 e
valores de J = 10,2 e 6,3 Hz, indica que esse atomo de hidrogénio acopla com 0s
hidrogénios da metila, na posi¢éo 18, com 3J19,18 = 6,2 Hz e, portanto a outra constante de
acoplamento se refere ao acoplamento entre esse hidrogénio e 0 da posi¢do 20. O valor de
deslocamento quimico do H-19 fornece uma indicacdo sobre a posicéo relativa desse
hidrogénio. Quando seu valor de oy Se encontra entre 4,2 e 4,5 ppm, ele pertence a série
H-19p, 20a (BRUYN et al., 1989). O valor encontrado de & 4,47 (dg; 10,2; 6,3 Hz) para
esta substéncia corrobora para esse resultado.

A anélise do espectro de RMN de *3C (Figura 39) mostrou 22 sinais, oito sinais
relativos a CH, quatro correspondentes a CH,, trés referentes a CH3 e sete de carbonos
quaternérios. Os valores dos deslocamentos quimicos relativos ao anel aromatico em
122,2 (C-9), em & 99,9 (C-10) e 6 105,0 (C-12) confirmaram o padréo de substituigdo
em H-11. Os dados de RMN de *C-APT e HSQC (Figura 40) permitiram a
determinacdo da configuracdo da molécula. Como os valores encontrados de
deslocamentos quimicos de C-3 e C-6 foram 6 61,0 ¢ 24,8, respectivamente, portanto a
juncdo do anel C/D é do tipo trans (a), e os deslocamentos do C-14 em & 34,7 e de C-20
em & 39,3, conclui-se que a substancia VI apresenta configuracdo normal. As
correlagdes no HMBC (Figura 41) juntamente com a analise dos dados de RMN (Tabela
58) e dados da literatura (ADIBATTI et al., 1991, SRIVASTAVA et al., 2010,
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MAURYA et al., 2013) confirmam que a Substancia VI trata-se do alcaloide 11-

metoxi-ajmalicina (Figura 37).

Tabela 58: Deslocamentos quimicos de RMN

heteronucleares da 11-metoxi-ajmalicina.

de H (500 MHz) e correlacdes

HSQC HMBC
Posicilo C dc on 3 cH
(m, Jem Hz)
2 C 139,5
3 CH 610 3,31 (dl; 12,0) o)
5 CH; 54,4 2,46 (d; 4,2) a C-3,C-6
2,95 (dI; 6,0) p C-2,C-3,C-6,C-7,C-21
6 CH, 248 2,98 (M) o C-2,C-7
1,24 (m) B
7 C 108,6
8 C 134,4
9 CH 122,2 6,89 (d; 5,5) C-8§, C-11, C-13
10 CH 99,9 6,42 (dd; 5,5, 2,3) C-8, C-11, C-13
11 C 155,7
12 CH 105,0 6,90 (d; 2,3) C-10
13 C 139,5
14  CH, 347 2,55 (dt; 12,0) a C-15, C-20
1,39 (d; 6,3) B C-2, C-3, C-15, C-16
15 CH 325 2,70 (sept.) C-16, C-17, C-22
16 C 111,2 C-15, C-20
C-2, C-3, C-15, C-16
17 CH 156,0 7,51 (s) C-15, C-16, C-22
18 CHs 18,2 1,36 (d; 6,0) C-19, C-20
19 CH 73,6 4,47 (dg; 10,2; 6,3) C-15, C-20
20 CH 393 1,67 (m) i
21 CH, 57,0 3,16 (dd; 12,0; 2,0) o C-5, C-20
2,72 (d; 3,5) B C-3, C-19, C-20
22 C 168,4 C-22
23 CHs 51,1 3,67 () c-11
24 CH; 552 3,84 (s) C-22
NH 9,99 (s)
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Figura 37: Estrutura da 11-metoxi-ajmalicina e suas correlagcbes no HMBC.

O mapa de contorno COSY (Figura 42) da substancia VI apresentou
correlagbes homonucleares entre os hidrogénios aromaticos do nucleo indélico (H-9, H-
10 e H-12); entre os hidrogénios da unidade secologaninica (H-19 e CH3-18) e (H-19 e
H-20); assim como entre os hidrogénios quinolizidinicos (H-6 e H-5), (H-14 e H-15) e
(H-20 e H-21), as demais correlagdes estdo descritas na Tabela 59.

Todos os sinais foram atribuidos as posi¢des correspondentes na molécula com
base nas correlagdes observadas nos espectros em 1D/2D, os quais foram fundamentais
para a determinacédo da estereoquimica dos hidrogénios da porcéo terpénica. A diferenca
entre essa substancia V (10-metoxi-ajmalicina) e a substédncia VI (11-metoxi
ajmalicina) estd somente na substituicdo do atomo de hidrogénio da posicdo 11 por um

grupamento metoxila.

Tabela 59: Deslocamentos quimicos de RMN de *H (500 MHz) com as correlacées *H
x*H COSY da 11-metoxi ajmalicina.

Posicéo oy Correlagdes COSY

(m, Jem Hz)

3 3,31 (dl; 12,0) H-14B

5 2,46 (d; 4,2) a H-5B, H-6a
2,95 (dI; 6,0) B H-5a

6 2,98 (M) a H-5B

1,24 (m)B

9 6,89 (d; 5,5)

10 6,42 (dd; 5,5; 2,3) H-12

12 6,90 (d; 2,3) H-10

14 2,55 (dt; 12,1) o H-3, H-14p

1,39 (d; 6,3) B H-3,14, H-15
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15
17
18
19
20
21

23
24
NH

2,70 (sept.)
7,51 (s)

1,36 (d; 6,0)
4,47 (dg; 10,2, 6,3)
1,67
3,16 (dd; 12,0, 2,0)
2,72 (d; 3,5) B
3,67 (s)

3,84 (s)

9,99 (sl)

H-14p, H-20
H-18, H-19
H-17,H-19
H-18, H-20

H-19, H-21a, H-21p
H-20, H-21p
H-20, H-21a
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Figura 38: Espectro de RMN de ‘H da 11-metoxi-ajmalicina em C3D¢O (500 MHz).
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5.3.3. Identificacdo da Substancia VII

O espectro de RMN de H (Figura 44) apresentou sinais caracteristicos de anel
aromatico: & 6,89 (d; J=5,5 Hz; H-9), 6 6,42 (dd; J=5,5; 2,3 Hz, H-10) e 6 6,90 (d; J=
2,3 Hz; H-12). A constante de acoplamento orto (J = 5,5 Hz) de H-9 e H1I0 e a
constante de acoplamento meta (J=2,3 Hz) para H-11 e H-10 evidenciam um padrdo de
substituicdo em H-11 (Tabela 60).

A comparacdo dos dados de RMN do mapa de contorno HSQC (Figura 45)
destas substancias sugeriu a estereoquimica de um isdbmero pseudo (H-3p; H-20p). Esta
estereoquimica é confirmada pelo deslocamento quimico do carbono na posicao 3, em
55,4 e do carbono na posicdo 20, em & 38,1, diferenciando-se do isdbmero normal
(substancia V1) em que o deslocamento do C-3 estd em 6 61,0. O carbono em & 55,4 e
o hidrogénio em 6 3,31, correspondentes ao C-3 e H-3, apesar de apresentarem sinais
semelhantes com os sinais das metoxilas (6 51,1 - 6 3,66 ¢ & 55,1 — 3,79) pdde-se
determinar com exatiddo, devido a multiplicidade dos sinais e integrais no espectro de
'H e confirmada pelas correlacdes no HMBC (Figura 46). A presenca de dois singletos
bem intenso e integral para 3 hidrogénios, indica a existéncia de dois grupos metoxila,
entretanto o sinal correspondente ao H-3 apresenta-se como um dubleto largo (12,0 Hz)
e integral para 1 hidrogénio. A comparacdo dos dados apresentados pelos espectros de
RMN de 'H, HSQC, HMBC e COSY com os descritos na literatura para a akuamigina
(JORGE, 2005) confirmaram a estrutura da substéancia VII como sendo 11-metoxi-3-

isoajmalicina (Figura 43).

Tabela 60: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (500 MHz) e correlacdes
heteronucleares da 11-metoxi-3-isoajmalicina.

HSQC HMBC
Posicdo C oc on >3 cH
(m, Jem Hz)
2 C 1345
3 CH 554 3,31 (dI 12,0)
5 CH, 50,0 2,67 (M)
3,11 (m)
6 CH, 22,9 2,95 (m)
1,30 (m)
7 C 108,6
8 C 134,4

9 CH 1222 6,89 (d; 5,5) C-11, C-13
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15
16
17
18
19
20
21

22
23
24

NH

CH
C
CH
C
CH;

CH
C
CH
CHs
CH
CH
CHz

C
CHs
CHs

99,5
154,9
105,0
137,5

33,5

32,5
111,2
156,0

18,2

73,6

38,1

57,0

168,4
51,1
55,2

6,42 (dd; 5,5; 2,3)
6,90 (d; 2,3)

2,46 (m)
1,45 (m)
2,65 (sept.)

7,50 ()

1,33 (d; 6,0)
4,45 (dg; 10,2; 6,3)
1,67
2,98 (dd; 12,0; 2,0) o
2,50 () B

3,66 ()
3,79 (s)
9,99 (s)

C-7,C-13

C-19, C-20

C-16, C-22
C-11

Figura 43: Estrutura da 11-metoxi-3-isoajmalicina e suas correlagdes no HMBC.

As correlagdes observadas no mapa de contorno COSY (Figura 47) entre os

hidrogénios aromaticos do nucleo indoélico H-10 com H-9 e H-12; entre os hidrogénios

da unidade secologaninica (H-19 e CH3-18) e (H-19 e H-20) e as demais correlagdes

estdo descritas na Tabela 61.
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Tabela 61: Deslocamentos quimicos de RMN de *H (500 MHz) com as correlacées *H

x'H COSY da 11-metoxi-3-isoajmalicina.

Posicéo oy Correlagdes COSY
(m, Hz)
3 3,31 (dl; 12,0)
5 2,67 (M) a H-5p
3,11 (m)B H-5a
6 2,95 (m) a
1,30 (m) B
9 6,89 (d;5,5) H-10
10 6,42 (dd; 5,5, 2,3) H-9, H-12
12 6,90 (d; 2,3) H-10, H-24
14 2,46 (m)
1,45 (m)
15 2,65 (sept)
17 7,50 (s)
18 1,33 (d; 6,0) H-19
19 4,45 (dg; 10,2; 6,3) H-18, H-20
20 1,67 (m) H,18, H-21p
21 2,98 (dd; 12,0; 2,0) a H-21a
2,50 (m) B H-20, H-21
23 3,66 (s)
24 3,79 (s) H-12
NH 9,99 (s)
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Figura 47: Mapa de contorno COSY da 11-metoxi-3-isoajmalicina em C3DgO (500 MHZz).
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5.3.4. Identificacdo das Substancias VIII e IX

A anélise detalhada dos espectros de RMN de ‘H,**C, HSQC, HMBC e COSY
evidenciaram a mistura de dois alcaloides: 9-metoxi-3-isoajmalicina (substancia VIII)
e 9-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina (substancia 1X).

No espectro de RMN de *H (Figura 50) foram observados sinais comuns para
ambas as substancias: um singleto em & 7,52 (H-17), seguido dos sinais dos
hidrogénios aromaticos em ¢ 6,66 (H-10), 6 7,15 (H-11) e 6 7,20 (H-12); dois singletos
em o6 3,59 e 3,91 referentes a duas metoxilas; um dubleto em & 1,23 (J=6,0 Hz)
relacionado ao grupo CHs-18. Os sinais dos hidrogénios metilénicos indicam a presenga
de duas substancias, sendo confirmadas pela ocorréncia dos sinais atribuidos aos
hidrogénios na posicdo 19 (H-19): para 9-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina em 6 3,66,
indicando que esta pertence a série H-19B, 20a, posicdo trans e para 9-metoxi-3-
isoajmalicina em & 4,40, o que corresponde a posicdo o em relacdo ao plano.
Conforme o deslocamento quimico do C-19 foi possivel definir a configuragédo do grupo
metilico para cada uma das substancias, o qual se encontra em & 76 para 9-metoxi-19-
epi-3-isoajmalicina, indicando que o grupo metilico em C-19 esta B-orientado e em 9-
metoxi-3-isoajmalicina este é observado em 6 74,0, correspondendo a posi¢do a. Essas
diferencas exercem um grande efeito na estrutura tridimensional da molécula, sem
alterar seu espectro de UV e massa molecular.

O espectro de RMN de **C-APT (Figura 51) mostrou sinais referentes & mistura
de duas substancias: & 54,6 e & 55,1 (C-3), 6 47,4 ¢ 6 48,6 (C-5), 6 20,0 ¢ 6 24,9 (C-6),
533,5¢0388(C-14),631,7¢ 8 32,4 (C-15),5 74,0 e 6 76,0 (C-19), 6 39,1 ¢ 6 43,8
(C-20), estes sinais sugerem a mistura dos dois alcaloides. Os demais sinais em 6 106,2
(C-16) e 156,2 (C-17) correspondem a dupla ligacdo do sistema carbonilico; o sinal em
8 167,5 corresponde a C=0 de éster; os sinais em 6 18,3 (CH3-18) ¢ em 6 50,9 (MeO-
23) e em 6 55,4 (MeO-24) sdo idénticos nas duas substancias.

Através da observacdo dos deslocamentos quimicos referentes a C-3 e C-14 no
espectro HSQC (Figura 52) foi possivel definir a configuracdo do esqueleto da porgéo
secologanina nas duas moléculas, onde ambas as substancias pertences a serie pseudo.

Com o espectro de HMBC (Figura 53) foi possivel confirmar quais hidrogénios
estavam sobrepostos na regido mais protegida e atribuir hidrogénios e carbonos para
cada uma das substancias. Atraves dos acoplamentos: C-3 com H-6, H-20 e H-21; C-15
com H-17, H-20 e H-21; C-18 com H-19 e H-20; C-21 com H-14 foi identificado o
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alcaloide 9-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina (Tabela 62, Figura 48 ). E os acoplamentos
do C-3 com H-5, H-6 e H-15; C-19 com H-17 e H-21; C-15 com H-17; C-21 com H-3
permitiram a identificacdo da 9-metoxi-3-isoajmalicina (Tabela 63, Figura 49). A
identificacdo das substancias foi confirmada através da espectrometria de massas e
comparacdo com dados da literatura (SHELLARD et al., 1966; SHELLARD e
SARPONG, 1969; XIN et al., 2008).

Tabela 62: Deslocamentos quimicos de RMN de H (500 MHz) e correlagbes

heteronucleares da 9-metoxi-3-isoajmalicina.

HSQC HMBC
Posicilo C dc on 3 cH
(m, Jem Hz)
2 C 138,9
3 CH 54,6 4,60 (d; 12,0) C-21
5 CH, 47,4 2,80 (dd; 10,9; 3,6) a C-3
2,60 (t) B c3
6 CH, 200 3,05 (M) o
3,36 (M) B C-3,C-7
7 C 107,5
8 C 118,8
9 C 155,1
10 CH 99,9 6,66 (d; 8,0) C-8,C-9, C-12
11 CH 1222 7.15 (d: 8,0) C-9, C-13
12 CH 105,8 7,20 (d; 8,0) C-9, C-10, C-13
13 C 132,5
14  CH, 335 1,35 (d; 8,0) o
1,65 (m) B
15 CH 324 1,73 (m) C-2,C-3
16 C 109,2
17 CH 156,2 7,69 (s) C-15, C-16, C-19, C-22
18 CHs 18,3 1,23 (d; 6,5) C-19, C-20
19 CH 740 4,40 (d: 3,8)
20 CH 391 1,58 (m)
21 CH, 634 3,98 (d: 12,0) o C-19
4,66 (d: 12,0) B
22 C 167,5 C-3,C-15
23 CH; 509 3,59 (s) c-22
24 CH; 554 3,91 (s) Cc-9

NH 11,57 (s)

C-2,C-7,C-8, C-13
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Tabela 63: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (500 MHz) e correlagbes
heteronucleares da 9-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina.

HSQC HMBC
Posicdio C dc on 1 cn
(m, J em Hz)
2 C 138,9
3 CH 551 3,78 (d: 11,0)
5 CH, 486 1,80 (m) c-3
2,01 (m)
6 CH, 24,9 1,75 (m) C-2,C-3
2,05 (m)
7 C 107,5
8 C 118,8
9 C 155,1
10 CH 99,9 6,66 (d; 8,0) C-8,C-9,C-12
11 CH 1222 7,15 (d; 8,0) C-9, C-13
12 CH 105,8 7,20 (d; 8,0) C-9, C-10, C-13
13 C 132,5
14  CH, 388 1,58 (M) o
1,06 (m) B c-21
15 CH 317 2,23 (M)
16 C 109,2
17 CH 156,2 7,69 (s) C-15, C-16, C-19, C-22
18 CHs 18,3 1,23 (d; 6,5) C-19, C-20
19 CH 76,0 3,66 (d: 3,8)
20 CH 438 1,70 (m)
21 CH, 634 4,24 (d; 11,0) « C-19
4,87 (d: 11,0) B
22 C 167,5 C-3,C-15
23 CH; 5009 3,59 (s) C-22
24  CH; 554 3,91 (s) C-9
NH 11,57 (s) C-2,C-7,C-8, C-13
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Figura 49: Estrutura da 9-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina e suas correlagdes no HMBC.

A analise dos dados obtidos do mapa de contorno COSY (Figura) foi essencial
na determinacdo dos sinais de cada alcaloide. As correlacGes observadas no mapa de
contorno COSY entre os hidrogénios em & 4,60 (H-3) e 6 1,73 (H-15), 6 2,80 (H-5 a) e
2,60 (H-5 B), 6 3,05 (H-6 o) e 3,36 (H-6 B), 6 1,35 (H-14 o) e 1,65 (H-14 B), 5 7,69 e
1,73, 6 1,58 (H-20) e 1,73 (H-15), 6 3,98 (H-21 a) e 4,66 (H-21 B), foram atribuidas a 9-

metoxi-3-isoajmalicina (substancia IX) (Tabela 64).
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Tabela 64: Deslocamentos quimicos de RMN de *H (500 MHz) com as correlacées *H
x'H COSY da 9-metoxi-3-isoajmalicina.

Posicéo o Correlagdes COSY
(m, Jem Hz)
3 4,60 H-15
5 2,80 (dd; 10,9, 3,6) a H-5p
2,60 (t) B H-5a
6 3,05 (m) a H-63
3,36 (m) B H-6a
10 6,66 (d; 8,0) H-12
11 7,15 (d; 8,0)
12 7,20 (d; 8,0) H-10
14 1,35 (d; 8,0) o H-14p
1,65 (m) B H-14a
15 1,73 (m) H-3, H-17, H-20
17 7,69 (s) H-15
18 1,23 (d; 6,5)
19 4,40 (d; 3,8) H-20
20 1,58 (m) H-15
21 3,98 (d; 11,0) o H-21p
4,66 (d; 11,0) B H-21a
23 3,59 (s)
24 3,91 (s)
NH 11,57(s)

As correlagdes entre os hidrogénios em 6 4,24 ¢ 4,87 (H-5a. e H-5), entre & 1,58
e 1,06 (H-140 e H-14p), 6 2,23 (H-15) com ¢ 7,69 (H-17) e 1,70 (H-20), entre 6 1,23
(H-18) e 3,66 (H-19); entre os hidrogénios aromaticos do nucleo indélico em & 7,20 (H-
12) com 6 6,66 (H-10); conforme Figura 54 e Tabela 65.

Tabela 65: Deslocamentos quimicos de RMN de *H (500 MHz) com as correlaces *H
x'H COSY da 9-metoxi-3-isoajmalicina.

Posicao oy Correlagdes COSY
(m, Jem Hz)
3 3,78 (d; 11,0)
5 1,80 (M) a
2,01 (m) B
6 1,75 (m)
2,05 (m)
10 6,66 (d; 8,0) H-12
11 7,15 (d; 8,0)
12 7,20 (d; 8,0) H-10
14 1,58 (m) o H-14p
1,06 (m) B H-14a

15 2,23 (m) H-17, H-20
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17
18
19
20
21

23
24
NH

7,69 (s)
1,23 (d; 6,5)
3,66 (d; 3,8)

1,70 (m)

4,24 (d; 10,5) a
4,87 (d; 10,5) B

3,59 (s)

3,91 (s)

11,57 (s)

H-15
H-19
H-18, H-20
H-15, H-19
H-21 B
H-21 o
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5.3.5. Identificacdo da Substancia X

Foi possivel oservar no espectro de RMN de *H (Figura 56) da substancia X os
sinais referentes aos hidrogénios aromaticos em 6 7,35 (d; J=2,5 Hz; H-9), 6 7,09 (dd;
J=8,8; 2,5 Hz; H-11) e & 7,49 (d; J= 8,8 Hz; H-12), com um padrdo de substituicdo em
H-10, além de sinais de hidrogénios metinicos e metilénicos e o hidrogénio referente ao
NH em 6 11,4 (Tabela 66).

O mapa de contorno HSQC (Figura 57) desta substancia mostra o deslocamento
em O 55,8 referente ao C-3, que corresponde a posicdo B, ou seja, posicionado em
relacdo ao plano, juntamente com a observacdo dos deslocamentos em & 17,6 (C-6), &
31,7 (C-14) ¢ & 44,2 (C-20) pbde-se confirmar a estereoquimica desta substancia
pertencente a série pseudo.

No mapa de contorno HMBC (Figura 58), além das correlacBes heteronucleares
B3C x 'H entre os carbonos aromaticos do nucleo indélico (C-8, C-9 e C-10) e o
hidrogénio (H-11), apresentou também correlacbes correspondentes a unidade
secologaninica de C-20 com os hidrogénios metilicos (CHs-18); de C-16 com o
hidrogénio olefinico (H-17) e da carbonila do grupo éster (C-22) com 0s respectivos
hidrogénios da metoxila.

Os dados de RMN (*H, **C, HSQC, HMBC e COSY), o dado obtido com a
espectrometria de massas (ion molecular em m/z = 382) interpretados juntamente com
as informacdes obtidas nas referéncias bibliogréaficas (SALKIN et al., 1961; ARBAIN
et al., 1993; JORGE et al., 2006) confirmaram a identificacdo desta substancia como

sendo 10-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina (Figura 55).

Tabela 66: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (500 MHz) e correlagdes
heteronucleares da 10-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina.

HSQC HMBC
Posicdo C 6C oH 3 cH
(m, Jem Hz)
2 C 135,9
3 CH 558 3,70 (s)
5  CH, 50,6 3,62 (d: 2.0) a
3,30 (d: 6.0) B C-3,C-7
6 CH, 17,6 2,61 (M) C-5,C-7
2,55 (m)
7 C 108,0

8 C 1291
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9 CH  100,7 7,35 (d; 2,5) C-13

10 C 155,0

11 CH 1113 7,09 (dd; 8,8; 2,5) C-8, C-9, C-10

12 CH 1128 7,49 (d; 8,8)

13 C 1324

14 CH, 317 2,20 (m)
2,27 (m)

15 CH 32,5 2,40 (m)

16 C 109,0

17 CH 156,3 7,68 (d; 2,0) C-14, C-16, C-19

18 CH; 18,2 1,22 (d; 6,0) C-19, C-20

19 CH 76,0 3,58 (m)

20 CH 44,2 1,63 (m) C-3

21 CH, 417 2,78 (dd; 10,0; 3,5) a C-20
2,52 (m) B C-20

22 C 167,4

23 CHs; 50,7 3,59 (s) C-22

24 CH; 540 3,87 (s) C-10

NH 11,43 (s)

CHj

Figura 55: Estrutura da 10-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina e suas correlagdes no

HMBC.

O mapa de contorno COSY (Figura 59) apresentou correlagdes homonucleares

confirmando a estrutura proposta. A analise dos dados obtidos revelou correlagdes entre

os hidrogénios aromaticos do nucleo inddlico em 6 7,09 (H-11) com & 7,35 (H-9) e com

8 6,49 (H-12); entre os hidrogénios da unidade secologaninica em & 3,58 (H-19) e 1,22

(CHs3-18); entre os hidrogénios quinolizidinicos H-6a e H-6p; entre H-14a. ¢ H-5, entre

H-14p3 e H-21p, os demais acoplamentos estéo descritos na Tabela 67.
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Tabela 67: Deslocamentos quimicos de RMN de *H (500 MHz) com as correlacdes *H

x'H COSY da 10-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina.

Posicéo o Correlagdes COSY
(m, Jem Hz)
3 3,70 (s)
5 3,62 (d; 2,0) a H-140, H-18, H-20
3,30 (d; 6,0) B
6 2,61 (m) a H-6p
2,55 (m) B H-6a
9 7,35 (d; 2,5) H-11
11 7,09 (dd; 8,8; 2,5) H-9, H-12
12 7,49 (d; 8,8) H-11
14 2,20 (M) H-5
2,27 (m) B H-21p
15 2,40 (m) H-20
17 7,68 (d; 2,0)
18 1,22 (d; 6,0) H-5, H-19
19 3,58 (m) H-18
20 1,63 (m) H-5, H-15, H-21pB, H-21a
21 2,78 (dd; 10,0; 3,5) a H-20, H-21B
2,52 (m) B
23 3,59 (s)
24 3,87 (s)
NH 11,43 (s)
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Figura 57: Mapa de contorno HSQC da 10-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina, com destaque para os deslocamentos que definem a estereoquimica,

em CsDsN.
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5.3.6. Identificacdo da Substancia XI

A analise dos deslocamentos quimicos no espectro de RMN de *H (Figura 61),
bem como a constante de acoplamento dos hidrogénios do anel aromatico sugere um
padrdo de substituicdo em H-11. O valor de deslocamento quimico do H-19 em & 4,15

(duplo quarteto) indica que esta substancia pertence a série H-19p, 20a.

No mapa de contorno HSQC (Figura 62) observou-se o deslocamento quimico
dos carbonos no anel A (C-8 e C-13) em 6 126,5 e 130,7, respectivamente; sinal de
carbono de carbonila em regido mais desprotegida (& 167,3) caracteristico de grupo
éster; cinco atomos de carbono quaternarios sp?, C-2 (& 140,0), C-13 (5 130,7), C-7 (&
109,9) e C-8 (86 126,5) estes adjacentes a NH e em 6 154,2 (C-10); contém também
outros quatro sinais de carbono sp?, C-9 (8 100,0), C-11 (8 111,0) e C-12 (5 111,3), em
regido mais protegida em relacdo aos carbonos aromaéticos né&o-hidrogenados.
Observaram-se sinais em 6 50,9 e em & 55,6 caracteristicos do grupo metoxila, em &
17,1 (C-18) referente ao grupo metila e em & 75,8 (C-19). Para definir a estereoquimica
foram observados os centros estereogénicos: C-3 (juncao do anel C e D) que para esta
substancia encontra-se em 6 55,1 e C-14 em 6 31,2, além dos carbonos que encontram-
se na juncdo do anel D e E, C-15 em &6 25,1 e C-20 em & 36,6, indicanro que esta

substéncia pertence a serie epiallo.

No mapa de contorno HMBC (Figura 63) foram verificadas as correlagdes entre
'H e ¥C (Tabela 68) confirmando a estrutura proposta como sendo o alcaloide 10-
metoxi-3-isorauniticina (Figura 60) segundo dados da literatura (PHILLIPSON e
SUPAVITA,; 1983; ADIBATTI et al., 1991)

Tabela 68: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (500 MHz) e correlagdes
heteronucleares da 10-metoxi-3-isorauniticina.

HSQC HMBC
Posicdo C oc on >3 cH
(m, Jem Hz)
2 C 140,0
3 CH 551 3,18 (bd)
5 CH, 495 2,39 (d; 12,0)
3,06 (m)
6 CH, 212 2,69 (M)
3,02 (m)

7 C 109,9
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8
9
10
11
12
13
14

15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
NH

C
CH
C
CH
CH
C
CH;

CH
C
CH
CHs
CH
CH
CH

C
CHs
CHs

126,5
100,0
1543
111,0
111,3
130,7
31,2

25,1
105,4
157,2

17,1

75,8

36,6

53,2

167,3
51,0
55,6

6,89 (d; 2,3)

6,68 (dd; 8,7, 2,3)
7,19 (d; 8,7)

1,75 (m)
3,04 (m)
1,55 (d; 6,5)

7,63 (s)
1,39 (d; 6,6)
4,15 (dq)
2,36 (m)
2,61 (m)
3,11 (m)

3,75 ()
3,87 (s)
9,11 (s)

C-11, C-13

C-9,C-13
C-8,C-10

C-2

C-14, C-16, C-19
C-19, C-20

C-22
C-10

Figura 60: Estrutura da 10-metoxi-3-isorauniticina e suas correlacbes no HMBC.

O mapa de contorno COSY (Figura 64) apresentou correlagdes homonucleares

entre os hidrogénios: H-3 e H-14p, H-5a ¢ H-5B, H-6a ¢ H-6pB; ¢ entre os hidrogénios

aromaticos do nudcleo indolico (H-11 e H-12); entre os hidrogénios da unidade
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secologaninica (H-19 e CH3-18); entre os hidrogénios quinolizidinicos (H-14 e H-21) e
(H-21a e H-21 B) (Tabela 69).

Tabela 69: Deslocamentos quimicos de RMN de *H (500 MHz) com as correlacées *H
x'H COSY da 10-metoxi-3-isorauniticina.

Posicéo oy Correlagdes COSY
(m, Jem Hz)

3 3,18 (dI; 10,0) H-14B

5 2,39 (d; 12,0) a H-58
3,06 (m) B H-5a

6 2,69 (M) a H-6
3,02 (m) B H-6a

9 6,89 (d; 2,3)

11 6,68 (dd; 8,7, 2,3) H-12

12 7,19 (d; 8,7) H-11

14 1,75 (m) p H-3, H-14a
3,04 (m) a H-14p, H-21 a

15 1,55 (d; 6,5)

17 7,63 (s) 14a, H-19

18 1,39 (d; 6,6) H-19

19 4,15 (dqg.) H-18

20 2,36 (m)

21 3,11 (m) o H-14p, H-21P
2,61 (m) B H-21a

23 3,75 (s)

24 3,87 (s)

NH 9,11 ()




o

[V)

o
]

;d; J=8,7
6,89;d;J=2,2

IIIIIIIII
-y
=
O

0.15-] T £86,68;dd; J=8,7; 2,2
] 5 S = 3
2 ] s 3T
3 ] L
C -
o] -
5} 4
N ]
£ 0.10
S ]
Pz

o©

o

a
]

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15
Chemical Shift (ppm)

Figura 61: Espectro de RMN de *H da 10-metoxi-3-isorauniticina em CDO3D (500 MHz).
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5.3.7. Identificacdo da Substancia XI|I

Apos anélise de RMN (1D e 2D) verificou-se que os sinais de deslocamento
assemelhavam-se com os da substancia X1 (10-metoxi-3-isorauniticina), diferindo no
deslocamento quimico de C-3. Devido a esta diferenca, esta substancia foi identificada
como 10-metoxi-rauniticina (Figura 65).

Segundo Bruyn e colaboradores (1989) o valor de deslocamento quimico do H-
19 fornece uma indicagéo sobre a posicao relativa desse hidrogénio. Quando seu valor
encontra-se entre 6 4,2 e 4,5, ele pertence a serie H-19B, 20a, entretanto, se esses
atomos estiverem dispostos em posi¢do cis, o valor de 6y do H-19 estard em
aproximadamente & 3,7. Com a anélise do espectro de RMN de *H (Figura 66), pode-se
distinguir a substancia X1 da substancia XlI, pela diferenca do deslocamento quimico
do hidrogénio na posicdo 19, em 10-metoxi-rauniticina (substancia XII) encontra-se
em o 3,67 e em 10-metoxi-3-isorauniticina (substancia XI) em & 4,46.

A andlise das correlagdes heteronucleares *C x *H no mapa de contorno HSQC
(Figura 67) confirmaram a estrutura proposta como sendo 10-metoxi-rauniticina, cujo
deslocamento quimico do C-3 estd em & 64,0 (posi¢do o) enquanto para 10-metoxi-3-
isorauniticina, este se encontra em 55,1 (posi¢do B). No mapa de contorno HMBC
(Figura 68) pode-se verificar as correlacbes da MeO-23 em & 3,74 com C-22 (6 167,4) e
entre a MeO em & 3,85 e C-10 (154,0), e as correlacdes entre hidrogénios e carbonos do
anel aromatico: em 6 6,94 (H-11) com 6 131,1 (C-13); em 6 6,98 (H-12) com 6 124,3
(C-8) e com 154,0 (C-10), as quais foram imprecindiveis para determinar a posi¢do dos
mesmos (Tabela 70).

Através da andlise conjunta dos espectros de RMN foi possivel determinar a
configuracdo da molécula em allo e ao comparar estes dados com a literatura foi
possivel identifica-la como sendo 10-metoxi-rauniticina (ARBAIN et al., 1998b;
SALIM et al., 2011).
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Tabela 70: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (500 MHz) e correlagbes
heteronucleares da 10-metoxi-rauniticina.

HSQC HMBC
Posicdo C oc on >4 cH
(m, Jem Hz)

2 C 137,0

3 CH 640 4,07 (m)

5 CH> 55,0 2,50 (ddd; 4,0; 4,0; 4,0)

6  CH, 226 1,27 (m)

0,87 (M)

7 C 109,0

8 C 124,3

9 CH 1116 7,27 (s)

10 C 154,0

11 CH 1114 6,94 (d: 2,0) C-13
12 CH 100,2 6,98 (s) C-10, C-8
13 C 131,1

14  CH, 340 1,54 (m)

2,07 (m)

15 CH 218 2,92 (m)

16 C 111,0

17 CH 1572 7,56 (3)

18 CHs; 18,4 1,42 (d; 6,0)

19 CH 757 3,67 (M)

20 CH 365 2,9 (M)

21 CH, 57,0 2,69 (m)

22 C 167,4

23 CH; 51,0 3,74 (s) c-22
24 CH; 557 3,85 (s) C-10
NH 8,03 (s)

Figura 65: Estrutura da 10-metoxi-rauniticina e suas correlacdes no HMBC.
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5.4. Atividades Quimica e Bioldgica
5.4.1. Atividade Antioxidante

Para avaliacdo da atividade antioxidante, todos os extratos foram testados quanto
a sua capacidade de inibir o radical de livre DPPH na concentracdo inicial de 10,0
pg/mL (Tabela 71), os resultados foram expressos como equivalente em é&cido
ascorbico, ou seja, quanto mais proximo de 1 significa que é mais ativo.

Analisando os resultados em termos de inibicdo da atividade radicalar, os
extratos que apresentaram maior atividade antioxidante foram os extratos metandlicos
das folhas e dos galhos, com inibigédo de 79+0,6% (galhos, 12 coleta), 59+0,01% (folhas,
22 coleta) e 68+0,01% (galhos, 22 coleta). Devido a esta pronunciada inibicdo em 10,0
pg/mL, estes extratos foram testados em outras concentracdes a fim de encontrar a Cls,
ou seja, a concentracdo do extrato capaz de provocar a diminuicdo de 50% da atividade
do DPPH em um periodo de tempo determinado. Portanto, quanto menor a Clsg, maior é
a atividade antioxidante. Como 0s extratos de baixa polaridade,
(diclorometénico/hexanico das folhas e galhos da 1% e 22 coleta) demonstaram baixa

inibicdo em 10,0 pug/mL, ndo foi realizado o0 ensaio com as menores concentragoes.

Tabela 71: Resultado das reacdes dos extratos de Duroia macrophylla com o oxidante
DPPH.

Valores médios

EXTRATOS Equiv.
|AABSs17| [AA]eq (mg extrato/mg
acido ascorbico)
12COLETA
Folhas DCM 0,027+ 0,01 0,303 16,8
Folhas MeOH 0,230+ 0,01 1,926 2,6
Galhos DCM 0,010+0,02 0,173 40,6
Galhos MeOH 0,794+ 0,06 6,435 0,8
22 COLETA
Folhas Hexano 0,010+ 0,02 0,173 39,4
Folhas MeOH 0,684+ 0,01 5,559 0,9
Galhos DCM 0,084+ 0,00 0,759 6,6

Galhos MeOH 0,587+ 0,01 4,780 1,0
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Estes resultados corroboram com a analise qualitativa realizada em CCDC frente
ao reagente de DPPH. O aparecimento de manchas branco-amareladas que indica a
possivel presenca de substancias antioxidantes foi observada com maior intensidade nos
extratos mais polares (MeOH), a qual pode estar relacionada com a presenca de
compostos fenolicos, os quais podem interferir nas reacdes de propagacdo e formacgéo
de radicais livres.

A capacidade sequestradora de radicais livres dos extratos metandlicos foi
verificada através da construcdo de uma curva para determinar a concentracao inibitoria
(Clsp). Os extratos que tiveram atividade significativa no teste preliminar foram
avaliados em dose/dependéncia, em diferentes concentracées 10,0; 5,0; 2,5; 1,25; 0,625;
0,3125 e 0,1562 ug/mL. Os extratos testados nas diferentes concentragdes apresentaram
uma relagdo de dose/dependéncia de 5,0 a 1,562 ug/mL. Os resultados estdo expressos
considerando o erro padrdao médio (xEPM).

O extrato metanolico dos galhos (12 coleta) mostrou inibicdo de 22%, 14%, 13%
e 4%, nas concentragdes de 5; 2,5; 1,25 e 0,625 pg/mL, respectivamente (Figura 69).
Uma vez que foram isoladas substancias fendlicas, tais como o &cido m-metoxi-p-
hidroxi-benzoico (substancia V) identificado no extrato dos galhos, é possivel que estas
sejam as responsaveis pela atividade antioxidante destes extratos pois possuem

hidroxilas fenolicas que atuam na captura dos radicais livres.
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Figura 69: Atividade antioxidante do extrato dos galhos da 12 coleta.



159

O extrato metandlico das folhas (2% coleta) possui elevada capacidade
antioxidante, apresentando uma inibicdo de 15%, 9%, 4%, 3%, 2% e 1%, nas
concetragOes testadas: 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125 e 0,1562 pg/mL, respectivamente
(Figura 70). O extrato metanolico dos galhos (2% coleta) manteve a mesma inibicao de
1% em diferentes concentragdes (0,625; 0,3125 e 0,1562 pg/mL) e de 12%, 5% e 3%

nas concentragdes de 5,0; 2,5 e 1,25 pug/mL, respectivamente (Figura 71).
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Figura 70: Atividade antioxidante do extrato metandlico das folhas da 22 coleta.
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Figura 71: Atividade antioxidante do extrato metandlico dos galhos da 22 coleta.
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5.4.2. Toxicidade sobre Artemia salina

O extrato metandlico das folhas da 22 coleta apresentou toxidade na
concentracdo letal (CLsp) de 120 pg/mL, enquanto os demais extratos ndo foram
citotoxicos (Tabela 72). No amplo espectro de atividades bioldgicas apresentadadas
pelos alcaloides inddlicos monoterpénicos estad a atividade citotoxica e antitumoral
frente a diferentes linhagens de células tumorais (SAKAMOTO-HOJO et al., 1988).
Para os extratos que apresentam citotoxicidade, pode-se obter uma correlagéo utilizando
sistematicamente este bioensaio na avaliacdo prévia de substancias antitumorais, que
sdo testadas em diferentes culturas de células tumorais (MCLAUGHLIN et al., 1998).

A falta de citotoxicidade dos extratos sobre o microcrustaceo A. salina pode
sugerir que estes ndo serdo toxicos as celulas de mamiferos, um resultado que seria
promissor, em funcdo de varios extratos possuirem atividade antimicobacteriana. No
entanto, vale ressaltar que este ensaio € preliminar, sendo necessérias outras

metodologias para complementar o estudo citotdxico.

Tabela 72: Resultados da analise de toxicidade sobre Artemia salina dos extratos de
Duroia macrophylla.

EXTRATOS Valores médios
(ug/mL) 1000 500 250 120 60 30

12 COLETA

Folhas DCM 10+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0

Folhas MeOH  3333+057 6,67+0,57 6,67+057 3,33+057 0+0 0+0

Galhos DCM 20+ 0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0

Galhos MeOH 30+0  13,33+057 0+0 0+0 0+0 0+0
2a COLETA

Folhas Hexano 0+£0 0+0 0+£0 0+£0 0+£0 0+£0

Folhas MeOH  8333+1,15 7333%1,15 53,33+0,57 50+0 46,67 +0,57 43,33 +0,57

Galhos DCM 100+ 0 40+0 20+0 100 0+0 0+0

Galhos MeOH 100+0 76,67 +0,57 66,67 057 20+0  3,33+0,57 0+0
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5.4.3. Atividade Antibacteriana

Todos os extratos foram testados contra 12 espécies de bactérias patogénicas:
Klebsiella pneumoniae, Flavobacterium corumnare, Aeromonas hydrophila, Bacillus
cereus, Escherichia coli, Edwardsella tarda, Salmonella enteridis, Staphylococus
aureus, Providencia rettgeri, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeroginosa e
Nocardia brasiliensis.

Os extratos que apresentaram atividade antibacteriana foram: MeOH das folhas

e dos galhos da 12 coleta, DCM dos galhos da 12 e 22 coleta, a uma concentracéo de 250
ug/mL sobre Klebsiella pneumoniae e Flavobacterium corumnare. Frente a bactéria
Nocardia brasiliensis apenas o extrato DCM das folhas (12 coleta) foi ativo com CIM
de 125 pg/mL. O extrato MeOH dos galhos (22 coleta) apresentou CIM de 125 pg/mL
frente a bactéria Salmonella enteridis; a CIM do extrato MeOH das folhas (22 coleta)
foi de 500 ug/mL frente a Pseudomonas aeroginosa. Estes extratos que apresentaram
atividade inibitéria foram testados para determinar onde ndo houve crescimento
bacteriano a partir da CIM, porém nenhum extrato apresentou atividade bactericida. Os
demais extratos ndo apresentaram atividade inibitdria sobre as cepas testadas (Tabela
73).

Segundo alguns autores, 0s extratos metandlicos apresentam maior atividade
antimicrobiana por conter compostos quimicos como alcaloides, aminoéacidos,
flavonoides, glicosideos, fitoesterois, saponinas, esterdides, taninos e triterpenoides
(ELOFF, 1998a; LIN et al., 1999; PAREKH et al., 2005).

A atividade antibacteriana foi encontrada em outras espécies da familia Rubiaceae:
Psychotria microlabrasta, Palicourea longiflora (RAJAKARUNA et al, 2002),
Richardia brasiliensis (SOUZA et al., 2004), Gonzalagunia rosea (NINO et al., 2006).
A extensa revisdo de literatura sobre atividade antibacteriana de rubiaceas realizado por
Katyayani et al, (2012), mostra que os melhores resultados foram frente as bacterias
Bacillus sp, Staphylococcus sp e Pseudomonas aeruginosa.

Foram testados os dois triterpenos (&cido oleanolico e ursolico), uma chalcona
(4,4’dihidroxi-3’-metoxi-chalcona) e um derivado fendlico (acido m-metoxi-p-hidroxi-
benzoico) isolados de D. macrophylla frente as cepas Klebsiella pneumoniae,
Flavobacterium corumnare, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas fluorescens,

Pseudomonas aeruginosa, Nocardia brasiliensis e Serratia marcescens. Apenas o0 acido
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oleandlico apresentou atividade antibacteriana frente a Nocardia brasiliensis e Serratia
marcescens, com uma CIM de 500 pg/mL (Tabela 74).

Muitos autores relacionam a atividade antimicrobiana de extratos brutos com a
presenca de derivados fendlicos, terpenos e alcaloides em sua composi¢do quimica.
Estes, podem estar atuando em sinergia, uma vez que quando isolados, podem diminuir
ou até mesmo perder sua atividade (GUTKIND et al., 1984; PERRUCHON, 2002;
SINGH e SINGH, 2003; SIMOES et al., 2004; WENIGER et al., 2005).

A producdo de metabolitos secundarios esta relacionada a adaptacdo da planta ao
ambiente. Estudos mostram que estes metabdlitos podem apresentar multiplas funcdes,
como protecdo contra herbivoros, microrganismos e outras defesas inter-espécies,
aumentando a capacidade adaptativa do individuo ao ambiente (PEREIRA et al., 2003).
A mediacdo destes metabdlitos em interagdes entre organismos pode indicar que estas
moléculas também atuem em outros sistemas biologicos. De modo mais especifico,
muitas plantas desenvolveram substancias que sdo verdadeiros inseticidas e
antimicrobianos naturais. Como por exemplos 0s compostos fendlicos sintetizados pela
sélvia, alecrim, tomilho, ldpulo, coentro, cha, cravo e manjericdo, 0s quais Ssdo
conhecidos por possuirem efeitos antimicrobianos contra patdégenos alimentares e
quando analisados in vitro apresentou atividade antibacteriana (AHN et al., 2007). Esta
correlagdo incentiva a busca por substadncias mais potentes, com poucos efeitos
colaterais, baixa toxicidade e aos quais as bactérias patogénicas ndo apresentem

resisténcia.
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Tabela 73: CIM dos extratos de Duroia macrophylla frente as bactérias testadas.
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Tabela 74: CIM das substancias isoladas de Duroia macrophylla frente as bactérias testadas.

EXTRATOS/SUBSTANCIAS CEPAS

(ng/mL) Klebsiella Flavobacterium Aeromonas Pseudomonas Pseudomonas Nocardia Serratia
pneumoniae  corumnare  hydrophila fluorescens  aeruginosa brasiliensis marcescens

Substancias isoladas do extrato DCM

das folhas

Extrato DCM das folhas 500 500 N/A N/A N/A 250 N/A
Acido oleandlico (substancia I) N/A N/A N/A N/A N/A 500 500
Acido ursolico (substancia 1) N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Substéancias isoladas do extrato MeOH

das folhas

Extrato MeOH das folhas 250 250 N/A N/A N/A N/A N/A
4,4°dihidroxi-3’-metoxi-chalcona N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A

(substancia 111)
Substancias isoladas do extrato MeOH

dos galhos
Extrato MeOH dos galhos 250 250 N/A N/A N/A N/A N/A
Acido m-metoxi-p-hidroxi-benzoico N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A

(substancia 1V)
Legenda: N/A= ndo ativo
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5.4.4. Atividade Antimicobacteriana

Na avaliacdo da atividade antimicobacteriana dos extratos de D. macrophylla
frente ao M. tuberculosis, apenas o extrato MeOH dos galhos (12 coleta) néo foi ativo
para nenhuma das cepas testadas, os demais extratos foram ativos contra pelo menos
uma cepa. O extrato DCM das folhas (12 coleta) apresentou melhor resultado, com CIM
de 6,25 pg/mL para a cepa INHTr, de 25 pg/mL para a cepa RMPr e < 6,25 pg/mL para a
cepa H37Rv, vale destacar que foi a partir do fracionamento deste extrato que
obtiveram-se 0s dois triterpenos, acido oleandlico e ursélico (substancias | e Il), e a
mistura dos dois esteroides, [3-sitosterol e estigmasterol. O extrato MeOH das folhas da
22 coleta apresentou CIM de 12,5 pg/mL para a cepa INHr (Tabela 75), para este extrato
foi encontrada a CLs frente a A. salina de 120 pg/mL.

O extrato DCM dos galhos (22 coleta) apresentou CIM de 100 pg/mL para as
trés cepas testadas e a CIM do extrato MeOH dos galhos (22 coleta) foi de 25 pg/mL
para a cepa H37Rv e 50 pug/mL para a cepa INHr. De ambos os extratos foram isolados
alcaloides monoterpénicos indélicos.

A elevada atividade do extrato DCM das folhas (12 coleta) pode ser atribuida a
presenca de terpenos, pois estudos realizados por Newton et al, (2000), Cantrell et al,
(2001); Copp (2003); Seidel e Taylor (2004), Aguiar et al, (2005) e Higuchi et al,
(2008), mostraram que o0s terpenos Sdo 0s responsaveis pela atividade
antimicobacteriana das espécies vegetais estudadas. Ha relatos na literatura da atividade
antimicobacteriana do acido oleandlico frente a cepa H37Rv com CIM de 50 a 69
png/mL e 200 pg/mL para a cepa RMPr (COPP, 2003; CANTRELL et al., 2001;
CALDWELL et al., 2000).

Outras substancias que tém sido alvo de testes antimicobacterianos s&o 0s
esteroides como o sistosterol e estigmasterol, apresentando elevada atividade
(SALUDES et al., 2002; OKUNADE et al., 2004). Em outros ensaios, o sitosterol
proveniente de diferentes espécies vegetais apresentou atividade contra M. tuberculosis
(CALDWELL et al., 2000; JIMENEZ et al., 2005). Testes clinicos mostraram a eficéacia
do B-sitosterol como co-adjuvante no tratamento da tuberculose (DONALD et al.,
1997).

Outras espécies de Rubiaceae foram testadas em micobactérias, como a espécie
Duroia hirsuta que foi ativa frente ao Mycobacterium phlei (LOPEZ et al., 2001) e
Psychotria vellosiana que apresentou atividade frente ao M. tuberculosis e ao M.
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Kansasii (RAMOS et al, 2008). Segundo alguns autores, a atividade
antimicobacteriana também pode estar ligada a presenca de alcaloides, comumente
encontrados em espécies de Rubiaceae (SCHRIPSEMA et al.,1999; KHAN et al.,,
2003) principalmente alcaloides indolicos derivados da ioimbina (MEDEIROS et al.,
2001; PEREIRA et al., 2006; NUNES et al., 2006).

Tabela 75: Determinacdo da CIM dos extratos de D. macrophylla frente ao M.
tuberculosis.

EXTRATOS M. tuberculosis
(ng/mL) H37Rv (ug/mL) INHr (ug/mL) RMPr (ug/mL)

12 COLETA

Folhas DCM S <6,25 S 25 S <6,25

Folhas MeOH R >200 R >200 S 200

Galhos DCM S 100 S 100 S 100

Galhos MeOH R >200 R >200 R >200
22 COLETA

Folhas Hexano S 200 S 50 R >200

Folhas MeOH S 100 S 12,5 S 100

Galhos DCM S 25 S 50 R >200

Galhos MeOH S 100 S 100 S 100

Legenda: S=sensivel R=resistente

Das 55 fragdes testadas, 33 foram ativas frente a cepa de M. tuberculosis H37Rv
com CIM entre 25 a 200 pg/mL, Frente a cepa INHTr, 29 fracdes foram ativas, com CIM
entre 12,5 a 200 pg/mL, enquanto que para a cepa RMPr 27 fracbes apresentaram
atividade com CIM entre 25 a 200 pug/mL, conforme tabelas 76 a 80.

A fracdo 25-40.6.4 obtida do fracionamento do extrato DCM das folhas (12
coleta), corresponde a mistura do acido oleandlico e ursolico (substancias | e Il1) foi
ativa frente as trés cepas, com a CIM de 100 pg/mL. A mistura do B-sitosterol e
estigmasterol (fragdo 17-21.1-5.1-4.14) n&o apresentou atividade frente as cepas
testadas, contrastando com os resultados obtidos por Saludes et al., (2002), o qual testou
estes esteroides isolados de Morinda citrifolia (Rubiaceae) frente ao M. tuberculosis,
obtendo como resultado uma CIM de 128 pg/mL para o sitosterol e 32 pg/mL para o
estigmasterol (Tabela 76).

A fragdo 13-18 obtida do fracionamento da fase AcOEt do extrato MeOH das
folhas (12 coleta) apresentou a CIM de 50, 12,5 e 50 pug/mL para as cepas H37Rv, INHr
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e RMPr, respectivamente (Tabela 77). A partir da desta fracdo foi isolada e identificada
a substancia 4,4’-dihidroxi-3’-metoxi-chalcona (substancia 1V). Esta alta atividade
antimicobacteriana pode estar associada a presenca de compostos fendlicos como
descrevem outros autores (SIVAKUMAR et al., 2007; TRIVEDI et al., 2008), estes
compostos estdo relacionados na adaptacéo da planta a condigdes de estresse ambiental,
como defesa contra microrganismos e outros patégenos (FARAH e DONANGELDO,
2006).

Os resultados obtidos neste estudo mostram que algumas fracGes testadas
apresentaram atividade reduzida em relagéo a seu extrato bruto e algumas vezes foram
inativas, enquanto outras apresentaram uma melhor atividade. Segundo Pauli e
colaboradores (2005), extratos vegetais podem apresentar substancias ativas que sejam
antagonizadas ou potencializadas na presenca de outras.

Este biomonitoramento demonstra a importancia de um fracionamento
preliminar dos extratos para a detec¢do da atividade antimicobacteriana, uma vez que a
baixa concentracdo das substancias ativas pode mascarar a detec¢do nos extratos brutos,
apresentando uma acdo minimizada pela interacdo com outras moléculas presentes no

extrato.

Tabela 76: Determinacédo da CIM das fracGes do extrato DCM dos galhos da 12 coleta.

EXTRATO/FRACOES M., tuberculosis
(hg/mL) H37RV (
pg/mL)  INHr (ug/mL)  RMPr (pug/mL)
Folhas DCM S 6,25 S 25 S <6,25
Folhas DCM FR1-4 R >200 R >200 R >200
Folhas DCM FR1-4.17-20 R >200 R >200 R >200
Folhas DCM FR 5 R >200 R >200 R >200
Folhas DCM FR 6-12 S 50 S 100 S 100
Folhas DCM FR 6-12.30 R >200 R >200 R >200
Folhas DCM FR 6-12.33-35 R >200 R >200 R >200
Folhas DCM FR 6-12.38-63 R >200 R >200 R >200
Folhas DCM FR14-16 S 100 S 50 S 100
Folhas DCM FR 17-21 R >200 R >200 R >200
Folhas DCM 17-21.1-5.1-4.14 R >200 R >200 R >200
Folhas DCM FR 25-40 S 200 S 200 S 200
Folhas DCM FR 25-40.6 R >200 S 200 S 200
Folhas DCM FR 25-40.6.4 S 100 S 100 S 100
Folhas DCM FR 41-44 S 100 S 50 S 100
Folhas DCM FR 46-56 S 200 S 200 S 100
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Folhas DCM FR 46-56.5
Folhas DCM FR 46-56. 8-10
Folhas DCM FR 46-56.13-17
Folhas DCM FR 57.6-12
Folhas DCM FR 63-65
Folhas DCM FR 66-68
Folhas DCM FR 70-74
Folhas DCM FR 76-86
Folhas DCM FR 87-92
Folhas DCM FR 94-99 S

w0 OunmwwmwwmAOwmwowm

200
50
>200
100
100
200
>200
>200
200
200

nu ununuounmonmwmwaoaOonuowm

200
50
>200
>200
25
100
200
200
50
200

v ununmaodoumuwmwoAOnmwowm

200
50
>200
>200
100
200
>200
200
100
100

Legenda: S=sensivel R=resistente

Tabela 77: Determinacdo da CIM das fracGes do extrato MeOH das folhas da 12 coleta

EXTRATO/FRACOES M. tuberculosis

(ng/mL) H37Rv INHr RMPr

(pg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
Folhas MeOH R >200 R >200 S 200
Folhas MeOH AcOEt R >200 R >200 R >200

Folhas MeOH AcOEt 13-18 S 50 S 12,5 S 50
Folhas MeOH AcOEt 20-21 R >200 R >200 R >200
Folhas MeOH FASE AcOEt 27 R >200 R >200 R >200
Folhas MeOH FASE AcOEt 30 R >200 R >200 R >200
Folhas MeOH FACOEt 34 R >200 R  >200 R >200
Folhas MeOH FASE AcOEt 39 R >200 R >200 R >200
Folhas MeOH DCM S >200 S >200 S >200
Folhas MeOH DCM 110-187,12-19 R >200 R >200 R >200
Folhas MeOH BuOH R >200 R >200 R >200

Legenda: S=sensivel R=resistente

Tabela 78: Determinacédo da CIM das fracdes do extrato MeOH dos galhos da 12 coleta.

EXTRATO/FRACOES M. tuberculosis
(ng/mL) H37Rv INHr RMPr
(Mg/mL) (Hg/mL) (Mg/mL)
Galhos MeOH R >200 R >200 R >200
Galhos MeOH AcOEt 17 R >200 R >200 R >200
Galhos MeOH AcOEt21-23 R >200 R >200 R  >200
Galhos MeOH DCM S 200 S 100 S 200

Legenda: S=sensivel R=resistente



169

Tabela 79: Determinacédo da CIM das fracGes do extrato DCM dos galhos da 22 coleta.

EXTRATO/FRACOES M.tuberculosis
(ng/mL) H37Rv INHr RMPr
(Hg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)
Galhos DCM S 100 S 50 S 100
Galhos DCM 1-4 R >200 R >200 R >200
Galhos DCM 18-27 S 200 S 50 S 200
Galhos DCM 28-36.17-18 S 100 S 50 S 100
Galhos DCM 28-36.27-29 S 25 S 50 S 50
Galhos DCM 42-45 S 50 S 25 S 50
Galhos DCM 46-54. 1-9 S 100 S 200 S 100
Galhos DCM 55-60 S 50 S 100 S 50
Galhos DCM 82-85 S 200 S 200 S 200
Galhos DCM 86-92 S 200 S 200 S 200

Legenda: S=sensivel R=resistente

Tabela 80: Determinacgéo da CIM das fragdes do extrato MeOH dos galhos da 22 coleta,

EXTRATO/FRACOES M.tuberculosis

(ng/mL) H37Rv INHr RMPr

(hg/mL) (hg/mL) (hg/mL)

Galhos MeOH S 200 S 50 S 50
Galhos MeOH FR 6 S 200 S 200 R >200
Galhos MeOH FR 7 R >200 R >200 R >200
Galhos MeOH AcOEt 14-22 S 200 S 200 R >200
Galhos MeOH AcOEt 23-28 R >200 R  >200 R >200
Galhos MeOH DCM 06-07 S 25 S 50 S 25

Legenda: S=sensivel R=resistente

Os alcaloides isolados dos extratos DCM e MeOH dos galhos (22 coleta) de D.

macrophylla foram testados frente ao M. tuberculosis cepa pan-sensivel H37Rv e para a

cepa resistente a isoniazida (INHr), que € o principal e mais potente antimicobacteriano

no tratamento da tuberculose (Figura 72). Devido a caracteristica estrutural dos

alcaloides, estes ndo foram testados frente a cepa resistente a rifampicina (RMPr), que é

um complexo macrociclico (Figura 73).
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X NHNH;

NN

Figura 72: Estrutura molecular da Isoniazida (INH).

Figura 73: Estrutura molecular da Rifampicina (RMPr).

A comparagédo entre os resultados obtidos do extrato DCM dos galhos e dos
alcaloides isolados a partir deste extrato, mostra que apenas o alcaloide identificado
como 10-metoxi-ajmalicina (substancia V) e a mistura dos alcaloides 9-metoxi-3-
isoajmalicina (substéncia VIII) com 9-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina (substancia IX)
apresentaram menor CIM frente a cepa INHr (25 ug/mL) que o extrato bruto (Tabela
80).

Os alcaloides 10-metoxi-3-isorauniticina (substancia XI) e 10-metoxi-rauniticina
(substancia XI1), isolados do extrato MeOH dos galhos, mostraram resultados mais
satisfatorios frente a cepa INHr (CIM - 50 pg/mL) do que o obtido com com extrato
bruto (Tabela 80).

A determinacdo da CIM de um extrato pode ou ndo ser um indicador confiavel
de sucesso em isolar um agente antimicobacteriano ativo. Pois, ha possibilidade de
existir um extrato com alta atividade (CIM relativamente baixa) que contém substancias
majoritarias com atividade moderada, enquanto outro extrato pode conter componentes

minoritarios com alta atividade. Entretanto, o extrato quando purificado, pode ter
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atividade reduzida, apresentar uma CIM maior, ou até mesmo ser inativo. Este fato,
pode ocorrer devido ao sinergismo dos componentes presentes nos extratos e fragoes
que é a acdo combinada de duas ou mais substancias resultando em um efeito bioldgico

superior ao efeito individual destas mesmas substancias.

Tabela 81: Determinacdo da CIM das substéancias isoladas de D. macrophylla.

EXTRATOS/SUBSTANCIAS M. tuberculosis (ug/mL)

/mL
(hg/mL) H37Rv INHr

Alcaloides isolados do extrato DCM dos galhos

Extrato DCM de galhos 25 50
10-metoxi-ajmalicina (substancia V) 50 25
11-metoxi-ajmalicina (substancia V1) 100 50
11-metoxi-3-isoajmalicina (substancia VII) 100 50
Mistura da 9-metoxi-3-isoajmalicina (substancia VIII) e 100 25
9-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina (substancia IX)
10-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina (substancia X) 100 100
Alcaloides isolados do extrato MeOH dos galhos

Extrato MeOH de galhos 100 100
10-metoxi-3-isorauniticina (substancia XI) 100 50
10-metoxi-rauniticina (substancia XII) 100 50

5.4.5. Atividade citotoxica in vitro

O potencial citotoxico dos extratos e alcaloides foi avaliado em linhagens de células
neoplasicas: HCT116 (carcinoma colorretal humano), MCF-7 (carcinoma de mama),
SK-Mel-19 (melanoma humano) e uma linhagem nao neoplésica: MRC-5 (fibroblasto
de pulmdo humano). Tanto o0s extratos quanto as substancias apresentaram baixa
atividade antitumoral, apenas o alcaloide 11-metoxi-3-isoajmalicina (substancia VII)
apresentou resultados mais promissores como agente citotoxico sobre as linhagens de
células MRC-5 e SK-Mel 19 quando comparado com os resultados obtidos dos extratos
brutos (Tabela 82). Ao comparar a toxicidade dos alcaloides testados com a toxicidade
da Doxorrubicina (controle positivo), pode-se afirmar que estes ndo apresentaram
atividade antitumoral significativa. A baixa toxicidade dos alcaloides sobre a linhagem
de células ndo neoplésica (MRC-5-fibroblasto de pulmédo humano) demonstra que estes
ndo sdo citotdxicos para as células normais, sugerindo um resultado promissor para

serem avaliados em outras atividades bioldgicas.
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A correlacdo da atividade sobre o microcrustaceo A. salina e a atividade
antitumoral foi confirmada pelos resultados obtidos dos extratos testados, os quais
apresentaram baixa atividade inibitoria do crescimento das linhagens de células
tumorais.

Muitos alcaloides sdo reconhecidos por sua toxicidade, alguns possuem
aplicacdo clinica no tratamento de tumores como o topotecano (camptotecina),
vimblastina e vincristina, outros como a como a elipticina e olivacina, possuem
atividade antitumoral, porém devido a alta toxicidade estas substancias nao séo
utilizadas na terapéutica (SCHRIPSEMA et al., 2004).

Segundo Shoemaker (2006) uma triagem realizada pelo National Cancer
Institute (NCI) em busca de drogas antitumorais, relatou uma cole¢éo de mais de 75.000
extratos vegetais, cujo mais promissores foram selecionados para testes in vivo. Porém,
outros estudos sdo necessarios para estabelecer a utilidade destes extratos na terapia,
devido a variacdo de conteldo de seus componentes ativos. Dessa maneira, 0 principio
ativo deve vir na sua forma purificada, o qual possibilita a sua dosagem precisa. Uma
boa correlacdo € com os 34 alcaloides registrados no Dicionario de Especialidades
Farmacéuticas, os quais sdo comercializados no Brasil, puros, em associagdes, em
forma de derivados e outros sdo utilizados como matéria-prima para a sintese de
farmacos.

Embora os alcaloides constituam um dos grupos de metabdlitos secundarios com
grande potencial terapéutico, no presente estudo os alcaloides testados apresentaram
baixa atividade inibitéria no crescimento das linhagens de células tumorais. Porém,
mesmo as substancias que revelam baixa citotoxicidade podem subsidiar estudos de
modificacdo estrutural e/ou protdtipos de farmacos. Para esclarecer melhor efeitos
benéficos deste grupo de substancias no tratamento do cancer, é necessario estabelecer a
correlagdo entre um ou mais bioensaios, bem como as particularidades de cada sistema
biologico testado, interacGes e caracteristicas moleculares. Desta forma, a atividade
antitumoral e o bioensaio com A. salina funcionam como uma pré-avaliacdo de extratos
e substancias com potencial farmacoldgico sendo um forte indicativo para serem

avaliados por outros bieonsaios especificos tanto in vitro como in vivo.
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Tabela 82: Determinacgéo da viabilidade celular das substéancias isoladas de D. macrophylla em linhagens de células tumorais.

VIABILIDADE CELULAR (%)
LINHAGENS DE CELULAS
HCT116 MCF-7 MRC-5 SK-MEL-19

EXTRATOS/SUBSTANCIAS

Doxorrubicina (controle positivo) 10,45 21,42 10,19 16,66
DMSO (controle negativo) 100 100 100 100
Alcaloides isolados do extrato DCM dos galhos

Extrato DCM de galhos 79,50 72,96 85,38 93,04
10-metoxi-ajmalicina (substancia V) 85,10 78,62 92,36 100
11-metoxi-ajmalicina (substancia V1) 81,49 76,18 86,04 100
11-metoxi-3-isoajmalicina (substancia VII) 85,75 89,02 80,16 85,08
Mistura da 9-metoxi-3-isoajmalicina (substancia VIII) e 83,67 87,07 92,55 92,25
9-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina (substancia IX)

10-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina (substancia X) 87,78 84,06 93,21 96,55
Alcaloides isolados do extrato MeOH dos galhos

Extrato MeOH de galhos 76,02 69,89 86,80 91,69
10-metoxi-3-isorauniticina (substancia XI) 91,16 86,36 95,33 100

10-metoxi-rauniticina (substancia XII) 86,64 91,09 100 100
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5. CONCLUSOES

v O estudo fitoquimico dos extratos diclorometanico e metandlicos de folhas e galhos
da 1@ coleta de D. macrophylla possibilitou isolar e identificar quatro substéancias, sendo
dois triterpenos, uma chalcona e um &cido fendlico.

v’ Os extratos diclorometanico e metandlicos dos galhos da 22 coleta mostraram-se ser
uma fonte promissora de alcaloides, dos quais foram identificados oito alcaloides
inddlicos monoterpénicos.

v' Todas as substancias isoladas neste estudo estdo sendo descritas pela primeira vez no
género Duroia.

v" Os extratos metanolicos de folhas e galhos de ambas as coletas apresentaram intensa
capacidade antioxidante.

v O extrato metandlico das folhas da 22 coleta apresentou toxicidade frente ao
microcrustaceo Artemia salina na concentracdo letal (CLsg) de 120 ug/mL.

v’ A atividade bacteriostatica foi observada nos extratos MeOH das folhas e dos galhos
(1% coleta) e DCM dos galhos (ambas as coletas) sobre Klebsiella pneumoniae e
Flavobacterium corumnare; e no extrato MeOH dos galhos (22 coleta) sobre Salmonella
enteridis e no extrato MeOH folhas (22 coleta) sobre Pseudomonas aeroginosa.

v/ Das substancias testadas apenos o acido oleandlico apresentou atividade
antibacteriana frente & Nocardia brasiliensis e Serratia marcescens, com uma CIM de
500 pg/mL.

v' Os extratos testados frente ao M. tuberculosis apresentaram resultados bastante
promissores, com destaque para o extrato DCM das folhas da 12 coleta, com uma CMI
de 6,25 pg/mL para a cepa INHTr, de 25 pg/mL para a cepa RMPr e < 6,25 pg/mL para a
cepa H37Rv e o extrato MeOH das folhas da 22 coleta com CMI de 12,5 pg/mL contra a
cepa INHr.

v" Das 54 fracdes testadas, 33 foram ativas frente a cepa de M. tuberculosis H37Rv com
CMI entre 25 a 200 pg/mL. Frente a cepa INHr, 29 fracdes foram ativas, com CMI
entre 12,5 a 200 pg/mL, enquanto que para a cepa RMPr 27 fracbes apresentaram
atividade com CMI entre 25 a 200 pg/mL.

v' Os alcaloides 10-metoxi-ajmalicina, 10-metoxi-3-isorauniticina e a mistura de 9-
metoxi-3-isoajmalicina com 9-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina apresentaram uma CIM
de 25 pg/mL frente a0 M. tuberculosis cepa INHr e o alcaloide 10-metoxi-rauniticina a
CIM foi de 50 pg/mL.
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v’ Os extratos e os alcaloides apresentaram baixo potencial citotoxico sobre as células
neoplésicas (carcinoma colorretal humano, carcinoma de mama e melanoma humano) e
ndo neoplasica (fibroblasto de pulm&o humano).

v’ Este trabalho descreveu o primeiro estudo quimico e de atividade bioldgica realizado
com a espécie D. macrophylla, contribuindo para o conhecimento quimico e biologico

do género Duroia.
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7. ANEXOS

Anexo 1 - Relacdo das classes de substancias caracterizadas em espécies da familia Rubiaceae (de 1990 a 2013)*.
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Espécie

Composto (s)

Referéncia (s)

Adina cordifolia

Cumarinas

IQBAL et al., 2009

Adina rubella

Triterpenos pentaciclicos glicosilados: der.
oleandlicos

FAN e HE., 1997

Triterpenos pentaciclicos glicosilados

HE et al., 1996

Alberta magna

Iridoides: iridolactonas
Ciclopentenos dialdeidicos

DREWES et al., 1998

Alangium lamarckii

Alcaloides de Ipeca

ITOH et al., 1999b

Alibertia myrciifolia

Triterpenos pentaciclicos: der. oleandlico e ursolico
Flavonoides: flavonas
Cumarinas metoxiladas

LUCIANO et al., 2004

Anthocepalus cadamba

Esteroides

AUGUSTA et al., 1998

Anthocephalus chinensis

Iridoides e seco-iridoide glicosilado
Apiglicosideos fendlicos
Alcaloides indolicos

KITAGAWA et al., 1996

Antirhea acutata

Triterpeno-metilesteres: nor-seco-cicloartano

LEE et al., 2001

Antirhea lucida

Alcaloides indolicos

WENIGER et al.,1995

Antirhea portoricensis

Alcaloides indolicos

WENIGER et al., 1994

Argostemma yappii

Alcaloides pirrolidinoindolicos

SARGENT e WAHYUNI, 2000

Borreria verticillata

Alcaloides bis-indélicos

BALDE et al., 1991b

Burchellia bubalina

Iridoides

DREWES et al., 1998

Calycophyllum spruceanum

seco-Iridoides glicosilados

ZULETA etal., 2003

Camptotheca acuminata

Alcaloides: der. da camptotecina e camptotecina

LORENCE et al., 2004
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Canthium berberidifolium

Iridoides glicosilados
Fendlicos diglicosilados

KANCHANAPOOM et al., 2002a

Canthium multiflorum Monoterpenos FOGUE et al, 2013
Canthium schimperianum ;Ii::(i)ossillgzgsuanogenlco esterificados com iridoides SCHWARZ et al., 1996

Carapichea affinis

Alcaloides e Iridoides

BERNHARD et al., 2011

Catunaregam nilotica

Triterpenos pentaciclicos glicosilados: der.
oleandlicos

LEMMICH et al., 1995

Catunaregam spinosa

Saponinas triterpénicas

GAOetal., 2011

Cephaelis acuminata

Monoterpenos tetraidroisoquinolinico glicosilado

ITOH et al., 2002

Alcaloides eméticos

ITOH et al., 1999a

Cephaelis acuminata

Alcaloides de Ipeca

ITOH et al., 1999b

Cephaelis alba

Iridoides seco-lIridoide

CARBONEZ] et al., 1999

Cephaelis dichroa

Alcaloides indolicos
Alcaloides inddlicos glicosilados

SOLIS etal., 1993

Cephaelis ipecacuanha

Monoterpenos tetraisoquinolinicos glicosilados

ITOH etal., 1994

Alcaloides eméticos

YOSHIMATSU et al., 1991

Nor-seco-pimarano

ARGAEZ et al., 2001

Triterpenos pentaciclicos: der. oleandlicos

BHATTACHARYYA et al.,1992

Alcaloides quinolinicos

EL ABBADI et al., 1989

Cephalanthus glabratus

Alcaloides oxindolico

JORGE et al., 2006

Chassalia curviflora var, ophioxyloides

Alcaloides inddlicos monoterpénicos

SCHINNERL et al., 2012

Chiococca alba

Saponinas BORGES et al., 2013
Cetoalcoois

Fenilcumarinas EL-HAFIZ et al., 1991
Lignanas

Chiococca braquiata

Flavonoides Triterpenos pentaciclicos: der. oleandlico
e ursolico

BOLZANI et al., 2001
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Chione venosa

Acetofenonas
Iridoides glicosilados
Triterpenos tetraciclicos

LENDL et al., 2005

Cinchona ledgeriana

Alcaloides cinchona

SHOJl et al., 2013

Alcaloides cinchona

MAEHARA et al., 2012

Cinchona robusta

Antraquinonas
Der. de fenilpropanoides

SCHRIPSEMA et al., 1999

Coffea sp

Alcaloides puricos

ASHIHARA et al., 2008

Coffea bengalensis

Alcaloide: cafeina
Diterpeno (16-epicafestol)

BEGUM et al., 2003

Coffea canephora e Coffea arabica

Carotenoides

SIMKIN et al., 2010

Corynanthe pachyceras

Alcaloides indolicos

STAERK et al., 2000

Coussarea brevicaulis

Triterpenos pentaciclicos: der. oleandlico e ursélico

SU et al., 2003

Coussarea hydrangeifolia

Der. glicosilados de fenilpropanoides

HAMERSKI et al., 20052

Crossopteryx febrifuga

Triterpenos pentaciclicos glicosilados: derivado
ursolico

NGALAMULUME et al., 1991

Crotalaria emarginella

Triterpenos

AHMED et al., 2006

Crucianella graeca
Cruciata glabra
Cruciata laevipes
Cruciata pedemontana

Cumarinas e Iridoides

MITOVA et al., 1996a

Crucianella maritima

Antraquinonas

EL-LAKANY et al., 2004

Cruckshanksia pumila

Iridoides
Secologanina

PIOVANO et al., 2003

Curculigo orchioides

Glicosideos cicloartano

YOKOSUKA et al., 2010

Damnacanthus indicus

Antraquinonas

KOYAMA et al., 1992a

triterpenos

CAl e HUANG, 2012




216

Deppea blumenaviensis

Alcaloide B-carbolinico

KAN-FAN et al., 1995

Dunnia sinensis

Iridoides glicosilados

WEI et al., 2000

Duroia hirsuta

Iridoide lactona

PAGE et al., 1994

Enterospermum madagascariensis

Sesquiterpenos: der. cadinano e guaiano

RAHARIVELOMANANA et al., 2005

Enterospermum pruinosum

Triterpenos pentaciclicos glicosilados: der.
oleandlicos

RASOANAIVO et al., 1995

Exostema acuminatum

nor-Diterpenos
4-Fenilcumarinas

ITO etal., 2000

Fadogia agrestis

Monoterpenos glicosilados

ANERO et al., 2008

Cumarinas

Fadogia homblei Flavonas MOHAMMED et al.. 2013
Triterpenos
Lignanas

Fernelia buxifolia Fenois NEERGHEENA et al., 2006

Galianthe brasiliensis

Iridoides glicosideos

MOURA et al., 2005

Galianthe thalictroides

Alcaloides indélicos monoterpénicos

FERNANDES et al., 2013

Galium album

Iridoides glicosilados: der. Acetoxiloganina

HANDJIEVA et al., 1996

Galium lovcense

Iridoides glicosilados: der. Acetoxiloganina

HANDJIEVA et al., 1996

Galium incurvum

Iridoides glicosilados

MITOVA et al., 1996b

Galium macedonicum

Iridoides: macedonina nao glicosilada

MITOVA et al., 1996¢

Galium sinaicum

Antraquinonas, Antraquinonas glicosiladas

EL-GAMAL et al., 1996

Galium verum

Antraquinonas

BANTHORPE et al., 1995

Iridoides glicosilados

RASMUSSEN et al., 2006

Gardenia collinsae

Triterpenos

NUANYAI et al., 2011

Gardenia jasminoides

Iridoides glicosilados

CHEN et al., 2009

Acido ferrulico

MOON et al., 2002

Iridoides glicosilados

LEE et al., 1998

Monoterpenos

WEI-MIN et al., 1994
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Substancias volateis

BUCHBAUER et al., 1996

Monoterpenos

YANG et al., 2013a

Iridoides glicosilados

YANG et al., 2013b

Gardenia saxatilis

Triterpenos pentaciclicos: der. oleandlico e ursolico

SUKSAMRARN et al., 2003

Gardenia sootepensis

Sesquiterpeno
Flavonoides: flavonas
Der. do 4acido benzoico

RUKACHAISIRIKUL et al., 1998

Gardenia thailandica

Cicloartano

TUCHINDA et al., 2004

Gardenia fructus

Monoterpenos glicosilados

AKIHISA et al., 2012

Genipa americana

Iridoides glicosilados

ONO et al., 2006

Guettarda noumeana

Alcaloides quinolinicos

MONTAGNAC et al., 1997

Guettarda pohliana

Monoterpenos e triterpenos

TESTA et al., 2012

Hamelia magniflora

Alcaloides inddlicos

RUMBERO et al., 1991

Hamelia patens

Alcaloide oxinddlico monoterpénico

PANIAGUA-VEGA et al., 2012

Hedyotis

Alcaloides bis- indélico

LAJIS E AHMAD, 2006

Hedyotis capitellata

Furanoantraquinonas

AHMAD et al., 2005

Alcaloides, saponinas,taninos e antranoides

LAl etal., 2001

Alcaloides s-carbolinicos

PHUONG et al., 1999

Alcaloides indolicos monoterpenicos

PHUONG et al., 1998

Hedyotis chrysotricha

Alcaloides s-carbolinico

PENG et al., 1997

Hedyotis corymbosa

Der. asperulosideos e scandosideos

SUDARSONGO, et al., 2004

Iridoides SUDARSONO, et al., 1999
Hedyotis difusa Iridoides glicosilados XU etal., 2010
Hedyotis hedyotidea Iridoides PENG et al., 1998
Hedyotis herbacea Flavonoides HAMZAH et al., 1996

Hedyotis nudicaulis

Saponinas triterpenicas: der. oleanélicos

KONISHI et al., 1998

Heinsia crinata

Triterpenos pentaciclicos glicosilados

WYNANTS, et al., 1994
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Heterophyllaea pustulata

Antraquinonas

NUNEZ-MONTOYA et al., 2005

Antraquinonas

KONIGHEIM et al., 2012

Hintonia latiflora

Fenilcumarinas
Fenilestireno

MATA et al., 1992

Hymenodictyon floribundum

Glicosideos: der. da scopoletina e fA-sitosterol

MITAINE-OFFER et al., 2003

Isertia haenkeana

Alcaloides indolicos

BRUIX et al., 1993

Ixora coccinea

Triterpeno pentaciclico: der. ursélico

LATHA et al., 2001

Protocianinas

IDOWU et al., 2010

Iridoides

VERSIANI et al., 2012

IKRAM et al., 2013

Knoxia valerianoides

Antraquinonas

ZHOU et al., 1994

Lasianthus fordii

Megastigmane glucosideos
Iridoides glicosilados
Megastigmane glucosideos
Iridoides glicosilados

TAKEDA et al., 2004

Lasianthus gardneri

Triterpenos tetraciclicos: der. seco-lupanos

DALLAVALLE et al., 2004

Lerchea bracteata

Alcaloide corinantano quaternério

ARBAIN et al., 1993

Margaritopsis cymuligera

Alcaloides pirrolidinoindoline

BRAND et al., 2012

Mitracarpus frigidus

Compostos naftoquinénicos

FABRI et al., 2012

Mitracarpus scaber

Hidroquinona diglicosideo

HAROUNA et al., 1995

Substancias volateis: acidos

EKPENDU et al., 1993

Mitracarpus villosus

Fitoesterois Triterpeno pentaciclico: der. ursolico

EKPENDU et al., 2001

Mitragyna inermis

27-Nor-triterpenos glicosilados: der. oleanolico

CHENG et al., 2002

Alcaloides inddlicos

DONFACK et al., 2012

Mitragyna parvifolia

Alcaloides oxindélicos

PANDEY et al., 2006

Mitragyna rotundifolia

Saponinas triterpénicas

KANG e HAO, 2006

Mitragyna speciosa

Alcaloides indolicos

TAKAYAMA et al., 2004
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Molopanthera paniculata

Iridoides glicosilados

KATO et al., 2012

Morinda citrifolia

Antraquinonas glicosiladas

KAMIYA et al., 2009

Antraquinonas

HEMWIMON et al., 2007

Acidos graxos glicosilados

KIM et al., 2010

Constituintes apolares: E-phitol, der. cicloartano,
stigmasterol e sitosterol, cetoesteroides

SALUDES et al., 2002

Iridoides glicosilados

SANG et al., 2003

Antraquinonas

BASSETTI et al., 1995

Morinda coreia

Iridoides glicosilados
Fenolicos diglicosilados
Seco-iridoides
Antraquinonas glicosiladas

KANCHANAPOOM et al., 2002b

Morinda elliptica

Antraquinonas

ABDULLAH et al., 1998
ISMAIL et al., 1997
CHIANG e ABDULLAH, 2007

Morinda longissima

Scopoletina

PHAM et al., 2005

Morinda lucida

Antraquinonas

RATH et al., 1995

Morinda morindoides

Flavonoides O-glicosilados

CIMANGA et al., 1995

Flavonoides e iridoides

CIMANGA et al., 2006

Flavonoides e saponinas

CIMANGAA et al., 2010

Morinda officinalis

Monoterpenos

SHIN et al., 2013

Antraquinonas

LIU et al., 2012a

Morinda pandurifolia

Antraquinonas e iridoide glicosilado

RUKSILP et al., 2011

Morinda pubescens

Triterpenos pentaciclicos: der. oleandlicos e der.
oleandlicos glicosilados

SAMOYLENKO et al., 2006

Morinda umbellata

Antraquinonas

CHANG e CHENG, 1995

Mussaenda incana

Iridolactona e Iridoide glicosilado

DINDA et al., 2005
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Mussaenda roxburghii

Iridoides

CHANDRA et al., 2012

Mussaenda pubescens

Lactonas monoterpénicas

ZHAO et al., 1996

Saponinas triterpénicas: der. oleanélicos

ZHAO et al., 1995

Myonima obovata

Fenois

NEERGHEENA et al., 2006

Myonima nitens

Fenois

NEERGHEENA et al., 2006

Myrioneuron faberi

Alcaloides carbolinicos inddlicos

SHENG-DIAN et al., 2013

Nauclea diderrichii

Saponinas triterpénicas: der. oleanolicos

LAMIDI et al., 1995

Alcaloides gluco-inddlicos

LAMIDI et al., 2005

Nauclea latifolia

Alcaloides indolicos

AGOMUOH et al., 2013

Nauclea officinalis

Alcaloides inddlicos

SUN et al., 2008

Alcaloides inddlicos

LIEW et al., 2012

Triterpenos

TAO et al., 2012

Alcaloides monoterpénico tetraidro-f A-carbolinicos

. . L . T 1 HE et al., 2005
Nauclea orientalis glicosilados triterpenos pentaciclicos: der. oleandlicos
Alcaloides indolicos SICHAEM et al., 2010
N A_Ical_0|des inddlicos XU et al., 2012
Nauclea pobeguinii Iridoides
Nauclequiniina Alcaloides indolico ANAM et al., 1997
Nematostylis anthophylla Saponinas DAl et al., 2013

Neolaugeria resinosa

Alcaloides oxinddlicos

WENIGER et al., 1993

Neonauclea purpurea

Alcaloides quinolinicos

KARAKET et al., 2012

Alcaloides inddlicos

KARAKET etal., 2012

Neonauclea sessilifolia

Seco-iridoides glicosilados e alcaloides indélicos
glicosilados

ITOH et al., 2003b

Triterpenos pentaciclicos: der. oleandlicos

KANG et al., 2003

Saponinas triterpénicas: der. oleanolicos

ITOH et al., 2003b

Ochreinauclea maingayii

Alcaloides inddlicos

MUKHTAR et al., 2012
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Oldenlandia corymbosa

Iridoides glicosilados

OTSUKA et al., 1991

Oldenlandia difusa

Triterpenos pentaciclicos: der. ursélicos

KIM et al., 1998

Triterpenos pentaciclicos: der. ursélicos e oleandlicos

LU etal., 1996

Oldenlandia filistipula

Alcaloides normalindina

ARBAIN et al., 1993

Oldenlandia umbellata

Antraquinonas

SIVAetal., 2012

Ophiorrhiza blumeana

Alcaloides inddlicos

ARBAIN et al., 1998a

Ophiorrhiza bracteata

Alcaloide glucoinddlico quaternario

ARBAIN et al., 1997a

Ophiorrhiza communis

Alcaloides inddlicos

ARBAIN et al., 1997b

Ophiorrhiza hayatana

Antraquinonas

CHAN et al., 2005

Ophiorrhiza kunstleri

Alcaloides inddlicos

ARBAIN et al., 2000

Ophiorrhiza liukiuensis

Monoterpenos glicosilados

KITAJIMA et al., 2005

Ophiorrhiza pumila

Alcaloides: der. camptotecinas

SAITO et al., 2001

Antraquinonas

KITAJIMA et al., 1998

Antraquinona
Alcaloides

YAMAZAKI et al., 2013

Ophiorrhiza rosacea

Alcaloides indolicos

ARBAIN et al., 2000

Ophiorrhiza rugosa var decumbens

Antraquinonas

RAVEENDRAN et al., 2012

Ophiorrhiza trichocarpon

Alcaloides inddlicos

KITAJIMA et al., 2013

Oxyanthus pallidus

Glicosideos cicloartano

TIGOUFACK et al., 2010

Paederia foetidae

Acido fendlico

UDDIN et al., 2013

Paederia scandens

Iridoides

SUZUKI e ENDO, 2004

Iridoides glicosilados

QUANG et al.,2002

Iridoides glicosilados

ZHI-JUN et al., 2013

Iridoides glicosilados

YA-FANG et al., 2013

Iridoides glicosilados

LIU et al., 2012b

Palicourea acuminata

Alcaloide
Iridoide

BERGER et al., 2012
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Palicourea adusta

Monoterpenos s-carbolinicos glicosilados
Der. do &cido hidroxicinamico

VALVERDE et al., 1999

Palicourea coriacea

Alcaloide inddlico monoterpénico glicosilado

NASCIMENTO et al., 2005

Palicourea rigida

Alcaloide indolico

SOARES et al., 2012

Pausinystalia johimbe

Alcaloides inddlicos monoterpénicos

RAMAN et al., 2013

Pavetta owariensis

Proantocianidina

Flavonoides

Proantocianidina

Esteres der. do acido ferrulico

BALDE et al., 1991

Pentas bussei

Naftoiidroquinonas pentaciclicas

BUKURU et al., 2003

Pentas lanceolata Quinonas ENDALE et al., 2012a
Pentas lonaiflora Der. naftoquinoides HARI et al., 1991
g Quinonas ENDALE et al., 2012a

Pentas micranta

Antraquinonas

ENDALE et al., 2012

Prismatomeris connata

Antraquinonas glicosiladas

HAO et al., 2011

Fenolico glicosilados e iridoides

SHIXIU et al., 2012

Pseudrocedrela kotschyi

tetranortriterpenes

DAL-PIAZ et al., 2012

Psychotria barbiflora

b-Carboline alkaloids

OLIVEIRA et al., 2013

Psychotria brachyceras

Alcaloides indélicos monoterpénicos

NASCIMENTO et al., 2013

Psychotria camponutans

Naftoquinonas, Psychorubrina e quinonas

JACOBS et al., 2008

Psychotria colorata

Alcaloides pirrolidinoindolicos

VEROTTA et al., 1998

Psychotria correae

Alcaloides inddlicos
Der. C13-nor-isoprenoides
Carotenoides

ACHENBACH et al., 1995

Psychotria glomerulata

Alcaloides quinolinicos

SOLIS et al., 1997

Psychotria ipecacuanha

Alcaloides emeticos

GARCIA et al., 2005

Psychotria leiocarpa

Alcaloide ind6lico monoterpénico

LOPES et al., 2004
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Psychotria myriantha

Alcaloide &cido estrictosidinico

FARIAS etal., 2010

Alcaloides inddlicos monoterpénicos

FARIAS et al., 2012

Psychotria oleoides
P, lyciiflora

Alcaloides pirrolidinoindolicos

JANNIC et al., 1999

Psychotria suterella

Alcaloide indolico monoterpénico

VAN DE SANTOS et al., 2001

Psychotria umbellata

Monoterpenos e alcaloide inddlico

FRAGOSO et al., 2008

Psychotria viridis

Alcaloide: dimetiltriptamina

BLACKLEDGE et al., 2003

Randia dumetorum

Iridoides glicosilados

JANGWAN et al., 2013

Randia formosa

Saponinas triterpenicas der. ursélicos e oleandlicos

SAHPAZ et al., 2000

Randia nil6tica

Saponinas

DANJUMA et al., 2013

Randia siamensis

Triterpenos pentaciclicos glicosilados: der.
oleandlicos e ursoélicos

JANSAKUL et al., 1999

Randia spinosa

Iridoides glicosilados

HAMERSKI et al., 2003

Remijia peruviana

Alcaloides da chinchona

RUIZ-MESIA et al., 2005

Ronabea emética

Iridoides

BERGER et al., 2011

Rothmannia longiflora

4 oxonicotinamide 1-(1'- beta-dextro ribofuranosideo)

BRINGMANN et al., 1999

Rothmannia urcelliformis

Iridoide alcaloidal

BRINGMANN et al., 2001

Rubia akane

Antraquinona aldeido

MORIMOTO et al., 2002

Rubia cordifolia

Componentes do 6leo essencial: mollugina,
furomollugina, e (E)-anetol

MIYAZAWA e KAWATA, 2006

Naftoquinonas
Antraquinonas

MIYAZAWA e KAWATA, 2006

Iridoides glicosilados: der. geniposideos

WU et al., 1991

Antraquinonas

KHAN et al., 2012

Rubia peregrina

Antocianidinas

LONGO et al., 2007

Rubia schumanniana

Digiferruginol glicosilado
Antraquinonas glicosiladas

LIU etal., 1991
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Rubia tinctorum

Antraquinonas

MAREC et al., 2001

Antraquinonas: Hidroximetilantraquinonas
Antraquinonas glicosiladas
Iridoide: asperulosideo

EL-EMARY et al., 1998

Antraquinonas

PERASSOLO et al., 2007
ORBAN et al., 2008

Rubia yunnanensis

Hexapeptideos ciclicos

FAN et al., 2010

Schumanniophyton problematicum

Alcaloide quinolinico

KUMARA et al., 2013

Sickingia species

Alcaloides glicoindolicos

AQUINO et al., 1994

Simira glaziovii

Esterdides, alcaloides: der. harmanos e opiorinicos
Monoterpenos p-carbolinicos tetraacetilglucosideos

BASTOS et al., 2002

Spermacoce verticillata

Acidos graxos
Monoterpenos

EKPENDU et al., 2001

Triterpenos, flavonoides e antraquinonas

FERREIRA et al., 2012

Tarenna madagascariensis

Iridoides glicosilados e polifendis

DJOUDI et al., 2007

Timonius timon

Triterpenos pentaciclicos: der. oleandlicos

KHAN et al., 1993

Tocoyena brasiliensis

Triterpenos pentaciclicos glicosilados: der.
oleanolicos Triterpenos pentaciclicos: der. olean6licos

HAMERSKI et al., 2005

Tocoyena bullata

Iridoides glicosilados

VON POSER et al., 1998

Tocoyena formosa Iridoides BOLZANI et al., 1997
Tricalysia dubia Diterpenos NISHIMURA et al., 2006
Trichilia emética Tetra-nor-triterpenos DAL-PIAZ et al., 2012
Alcaloides
Uncaria Terpenes HEITZMAN et al., 2005
Flavonoides
Cumarinas

Uncaria callophylla

Alcaloides inddlicos dimericos

KAM et al., 1991
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Uncaria elliptica

Alcaloides pentaciclicos oxindolicos

DIYABALANAGE et al., 1997

Uncaria glabrata

Glucoalcaloide inddlico monotérpenico

ARBAIN et al., 1998b

Uncaria guianensis

Alcaloides

LAUS e KEPLINGER, 2003

Triterpenos pentaciclicos glicosilados: der. ursélicos

YEPEZ et al., 1991

Uncaria hirsuta

Alcaloide bis-indélico monoterpénico glicosilado

XINetal., 2011

Uncaria longiflora var, pteropoda

Alcaloides oxinddlico pentaciclico

SALIM e AHMAD 1978

Uncaria macrophylla

Alcaloides oxinddlicos

SAKAKIBARA et al., 1998

Uncaria rhynchophylla

Flavonoides

HOU et al., 2005

Alcaloides oxindélicos e indolicos

LAUS e TEPPNER, 1996

Alcaloides oxinddlicos

XIE et al., 2013

Uncaria tomentosa

Alcaloides inddlicos Triterpenos pentaciclicos
glicosilados: der. oleandlico

MONTORO et al., 2004

Alcaloides indolicos glicosilados e B-carbolinicos
Triterpenos pentaciclicos: der. ursélico

KITAJIMA et al., 2001

Alcaloides oxindélicos
Iridoides glicosilados

MUHAMMAD et al., 2001

Triterpenos pentaciclicos glicosilados: der. ursolicos

AQUINO et al., 1997

Alcaloides inddlicos

LAUS e KEPLINGER, 1994

Alcaloides oxinddlicos

LAUS e KEPLINGER, 1994

Alcaloides oxindélicos pentaciclico

GARCIA-PRADO et al., 2007

Alcaloide oxinddlico monoterpénico

ROJAS-DURAN et al., 2012

Uncaria villosa

Alcaloides indolicos

MATSUO et al., 2011

Wendlandia tinctoria

Iridoides glicosilados

DINDA et al., 2011a

Iridoides glicosilados

DINDA et al., 2011b

* Essa busca foi realizada utilizando os portais www.sciencedirect.com e CAS-Scifinder.
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Anexo 2: Espectros de massas dos alcaloides isolados de D. macrophylla.
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Mistura dos alcaloides 9-metoxi-3-isoajmalicina com 9-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina (substancia VIII e IX)
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Anexo 3: Dados de RMN de **C dos alcaloides isolados de D. macrophylla.
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o—CHs
10-metoxi-ajmalicina
(substancia V)

o—CHs
11-metoxi-ajmalicina
(substancia V1)

0—CHs
11-metoxi-3-isoajmalicina
(substancia V1)

HSC\O

o—CHs
9-metoxi-3-isoajmalicina
(substancia VIII)

POﬂQéO oc oc oc oc
2 136,9 139,5 134,5 138,9
3 61,3 61,0 55,4 54,6
5 54,4 54,4 50,0 47,4
6 22,8 24,8 22,9 20,0
7 108,3 108,6 108,6 107,5
8 128,6 1344 1344 118,8
9 101,0 122,2 122,2 155,1
10 154,9 99,9 99,5 99,9
11 1114 155,7 154,9 122,2
12 1124 105,0 105,0 105,8
13 132,8 139,5 137,5 132,5
14 34,4 34,7 33,5 33,5
15 32,4 32,5 32,5 32,4
16 1111 111,2 111,2 109,2
17 156,0 156,0 156,0 156,2
18 18,8 18,2 18,2 18,3
19 73,3 73,6 73,6 74,0
20 39,5 39,3 38,1 39,1
21 57,1 57,0 57,0 63,4
22 168,0 168,4 168,4 167,5
23 51,3 51,1 51,1 50,9
24 56,1 55,2 55,2 55,4
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Anexo 3: Dados de RMN de **C dos alcaloides isolados de D. macrophylla.

9-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina
(substancia 1X)

o—CHa

10-metoxi-rauniticina

10-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina
(substancia X)

10-metoxi-3-isorauniticina
(substancia XI)

(substancia XII)

POSi(}ﬁO oc oc oc oc
2 138,9 135,9 140,0 137,0
3 55,1 55,8 55,1 64,0
5 48,6 50,6 49,5 55,0
6 24,9 17,6 21,2 22,6
7 107,5 108,0 109,9 109,0
8 118,8 129,1 126,5 124,3
9 1551 100,7 100,0 111,6
10 99,9 155,0 1543 154,0
11 122,2 111,3 111,0 1114
12 105,8 112,8 111,3 100,2
13 132,5 132,4 130,7 131,1
14 38,8 31,7 31,2 34,0
15 31,7 32,5 25,1 21,8
16 109,2 109,0 105,4 111,0
17 156,2 156,3 157,2 157,2
18 18,3 18,2 17,1 18,4
19 76,0 76,0 75,8 75,7
20 43,8 442 36,6 36,5
21 63,4 47,7 53,2 57,0
22 167,5 167,4 167,3 167,4
23 50,9 50,7 51,0 51,0
24 55,4 54,0 55,6 55,7
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