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“Ora, até os adolescentes se cansam e
ficam exaustos, e 0s jovens tropecam e caem; mas
aqueles que esperam no Senhor renovam suas
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teu Deus, o Santo de Israel, teu salvador.”
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RESUMO

RESUMO

O estudo fitoquimico dos extratos hexanico, cloroférmico e metandlico das folhas
de Psychotria viridis, resultou no isolamento de uma mistura de dois triterpenos
pentaciclicos, acido ursolico e acido oleandlico; trés esteroides, o 24-metileno-
cicloartan-33-ol, e mistura de p-sitosterol e estigmasterol; uma mistura de dois
esteroides glicosilados, 3-O-B-D-glicosil-B-estigmasterol e 3-O-3-D-glicosil-B-sitosterol;
o triterpeno poli-insaturado esqualeno; dois ésteres de glicerol, o monoacilglicerol
monopalmitina e um triacilglicerol; uma mistura de hidrocarbonetos de cadeia longa; um
aldeido de cadeia longa, o nonacosanal; trés acidos graxos de cadeia longa, o acido
hentriacontanoico, hexadecanoico e heptadenoico; um alcool graxo, o0 nonacosanol; um
éster graxo, o tetradecanoato de metila; um derivado do &cido quinico, o 4-epi-metil-
quinato; e dois alcaloides inddlicos, N,N-dimetiltriptamina e N-metiltriptamina. A
estrutura quimica dos compostos isolados foi determinada por métodos
espectroscopicos (IV, RMN de 'H, RMN de *C, HSQC, HMBC e NOESY) e
espectrométricos (CG-EM e LCMS-ESI-IT-TOF).

O estudo da atividade biolégica envolveu testes de inibicdo da
acetilcolinesterase, efeito antimicrobiano e citotoxicidade.

Apresentaram inibicdo da acetilcolinesterase os extrato hexanico (EHxF), cloroférmico
(ECIF), em acetato de etila (EAcF), e metandlico (EMeF), as substancias 24-metileno-
cicloartan-33-ol, N,N-dimetiltriptamina (DMT) e mistura de 3-O-B-D-glicosil-p-
estigmasterol e 3-O-p-D-glicosil-B-sitosterol. Sendo que os ECIF e EAcF apresentaram
inibicdo maior que 90 %. Para a triptamina (precursora do DMT) foi observada atividade
contra S. aureus, B. cereus, E. coli, K. oxytoca e K. pneumoniae. O EMeF apresentou
atividade antioxidante (expressa como inibicdo de oxidacédo do radical) maior que 85 %
a partir da concentracdo 125,00 pg/mL. Os EMeF e EAcF foram capazes de induzir a
morte e/ou de inibir a proliferacéo de linhagens de células tumorais, B16F10 e 4T1, sem
afetar a viabilidade celular de células normais, CHO e BHK. O DMT também apresentou
atividade acentuada para as linhagens tumorais B16F10 e 4T1.

Palavras-chave: Fitoquimica; Psychotria viridis; Rubiaceae; alcaloides; N,N-

dimetiltriptamina

X
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ABSTRACT

Phytochemical study of the hexane, chloroformic and methanolic extracts from
the leaves of Psychotria viridis resulted in the isolation of: a mixture of two
pentacyclic triterpenes, ursolic and oleanolic acid; three steroids, 24-
methylenecycloartanol and a mixture of stigmasterol and B-sitosterol; a mixture of two
steroid glucoside, 3-O-B-D-glucosyl-B-sitosterol e 3-O-3-D-glucosyl-B-stigmasterol; the
polyunsaturated triterpene, squalene; two esters of glycerol, the monoacylglycerol
monopalmitin and a triacylglycerol; a mixture of long chain hydrocarbons; an aldehyde,
nonacosanal; three long chain fat acids, the hentriacontanoic, hexadecanoic and
heptadenoic acids; a methyl ester, methyl heptadecanoate; a quinic acid derivate, the
methyl 4-epi-quinate and two indole alkaloids, N,N-dimethyltryptamine and N-
methyltryptamine. The chemical structures were determined by spectroscopic (IR, !H
and ¥C NMR, HSQC, HMBC and NOESY) and spectrometric (CG-EM e LCMS-ESI-IT-
TOF) methods.

The study of the biological activity consisted of activity of the capacity to inhibit
acetylcholinesterase, antimicrobial activity and evaluation of citotoxic activity. The
hexane, chloroformic, ethyl acetate and methanolic extracts, the substances 24-
methylenecycloartanol, N,N-dimethyltryptamine (DMT) and a mixture of 3-O-B-D-
glucosyl-B-sitosterol e 3-O-B-D-glucosyl-B-stigmasterol showed cholinesterase inhibiting
activity. Wherein the chloroformic and ethyl acetate extracts showed cholinesterase
inhibiting activity higher than 90%.

Tryptamine (DMT precursors) was active against S. aureus, B. cereus, E. coli, K.
oxytoca e K. pneumoniae. The methanolic extract showed antioxidant activity (oxygen
radical scavenging capacity) higher than 85%, at concentration above 125,00 pug/mL.

The methanolic and ethyl acetate extracts were able to inhibit the growth and/or
induce the death of the tumoral cell strains B16F10 and 4T1, without damaging of the
integrity of the normal cell strain BHK and CHO. The DMT also demonstrated a
pronounced activity against tumoral cell strains B16F10 and 4T1.

Keywords: Phytochemistry; Psychotria viridis; Rubiaceae; alkaloids; N,N-
dimethyltryptamine.
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Plantas medicinais, uso popular e ritualistico

A utilizacdo de plantas com fim terapéutico, principalmente para tratamento, cura
e prevencao de doencas, € uma das mais antigas formas de pratica medicinal da
humanidade (PINTO et al., 2005). Para a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
plantas medicinais sao todas aquelas, silvestres ou cultivadas, que sao utilizadas como
recurso para prevenir, aliviar, curar ou modificar um processo fisiol6gico normal ou
patolégico, ou como fonte de farmacos e de seus precursores (ARIAS, 1999).

A OMS considera as plantas medicinais como importantes instrumentos da
assisténcia farmacéutica e, por meio de varios comunicados e resolucfes, expressa sua
posicdo a respeito da necessidade de valorizar a sua utilizacdo no ambito sanitério,
visto que medicamentos a base de plantas sdo amplamente utilizados em paises em
desenvolvimento (WHO, 1993). Estima-se que 70 a 90 % da populacdo desses paises
dependam de plantas medicinais no que se refere a Atencdo Primaria a Saude, onde
constituem a alternativa mais prontamente disponivel (WHO, 2011).

No Brasil, a utilizacdo de ervas medicinais tem na pratica indigena suas bases,
que influenciada pela cultura africana e portuguesa, gerou uma vasto conhecimento
popular (ALVES E SILVA, 2003). Apesar de a flora brasileira possuir uma grande
diversidade genética vegetal, contando com mais de 55.000 espécies catalogadas
(NODARI E GUERRA, 1999), no pais ainda sdo consideradas raras as pesquisas
envolvendo o grau de utilizacdo de plantas como medicamentos e sua insercdo na
cultura popular (VEIGA, 2008).

Muitas plantas medicinais de uso popular sdo, também, utilizadas em rituais
religiosos. Essa é uma pratica comum resultante da forte influéncia cultural dos
indigenas locais miscigenadas as tradigcbes africanas, oriundas de trés séculos de
trafico escravo e da cultura europeia trazida pelos colonizadores (ALMEIDA, 2003).

As plantas ritualisticas tornam-se sagradas quando a sua utilizacdo em rituais

confere a elas um valor sagrado, que sera legitimado através de ritos proprios de um
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dado modelo de crenga, filosofia ou pensamento (CAMARGO, 2007). Sao plantas que
combatem o cansaco e a insbnia, que aliviam a sensacao de fome, que estimulam ou
anulam o apetite sexual, que provocam depresséao e euforia, que proporcionam visfes e
previsdes. Sao utilizadas pela via oral ingeridas de forma in natura ou preparadas; pela
via respiratéria por meio da inalacdo de suas fumacas, ou cheiradas; ou por via tépica
onde sao aplicadas sobre a pele sé ou escarificada. Em funcgéo disso, diferentes tipos
plantas ou produtos dela tém sido popularizados em ambientes religiosos ou ndo, em
todo o mundo (CAMARGO, 2007).

Existem estudos cientificos que comprovam as propriedades farmacol6gicas de
algumas dessas plantas e ddo sentido as utilizacdes ritualisticas. Em geral, a atividade
dessas substancias se confunde com o misticismo religioso dos indios e a sabedoria
dos curandeiros, xamas e pajés, 0s quais, normalmente, desempenham papel tanto de
guia religioso, quanto de médico em sua tribo. Dessa forma, é dificil a distingao entre as
acOes farmacoldgicas desses preparados e seus efeitos placebo nas curas
fenomenoldgicas, que ocorrem nos rituais (CALLAWAY et al.,1994; CALLAWAY, 1988).

Entre as plantas que ja tém estudos que relacionam as propriedades medicinais
ao seu significado mistico pode-se citar a Erythrina verna (mulungu), utilizada em rituais
funebres, essa apresenta comprovados efeitos sedativos, causando entorpecimento e
bradicardia. A Melissa officinalis (erva-cidreira), utilizada em banhos de descarrego e
alivio, apresenta efeitos analgésico e tranquilizante, além de provocar uma diminui¢éo
da insénia e da ansiedade (CAMARGO, 1998; CORREA et al., 1998).

Entre as plantas sagradas, conhecida por seus “poderes magicos” esta a
Petiveria alliacea L. de nome vulgar “Amansa-senhor”. A planta era dada, pelos negros
do periodo escravista, aos seus senhores, visando proteger as mulheres negras do
assédio desses. Os senhores de escravos eram acometidos de perturbacdes mentais
quando, secretamente lhes eram ministradas doses parceladas da planta por tempo
prolongado, em rituais de quebranto (estado morbido atribuido pela crendice popular ao
mau-olhado) (CAMARGO, 2007). O quadro clinico, do processo de envenenamento
pela planta, é lento e evolui para ‘“indiferenga, imbecilidade, fraqueza cerebral,
pequenas convulsdes e posteriormente espasmos, mudez por paralisia da laringe e
morte no final de um ano, dependendo da dose” (PECKOLT E PECKOLT apud
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CAMARGO, 2007). Esse quadro é atribuido principalmente a atividade hipoglicemiante
induzida pela planta, em funcdo da existéncia nas folhas e caule de pinitol (3-O-metil-
quiroinositol) (Figura 1), composto com propriedade hipoglicemiante, de efeito
semelhante ao da insulina (BATES et al., 2000). A hipoglicemia priva o cérebro de
glicose e, por periodo prolongado, causa lesédo irreversivel neste érgdo, com sequelas
tais como retardo mental, ataxia, incontinéncia, afasia, parkinsonismo, epilepsia, coma e
morte (GOODMAN E GILMAN, 2005).

Figura 1: Estrutura quimica do pinitol.

O preparo de associacfes de plantas, consideradas magicas, capazes de induzir
efeitos surpreendentes, € uma pratica a qual ndo se deve exclusivamente aos negros,
conhecidos como grandes detentores do conhecimento de plantas toxicas (CAMARGO,
2007). Ha séculos, os indios da etnia Ticuna da Amazbnia empregam misturas
sagradas contendo cascas de Strychnos castelnaei Wedd., folhas de Dieffenbachia
seguine Scho. e Chondrodendron tomentosum, algumas espécies da familia
Piperaceae e, também, de Minespermaceae, na preparacao do curare, veneno utilizado
nas pontas de flechas para abater animais de caca (CAMARGO, 2007). As substancias
presentes no curare serviu de inspiragdo para os pesquisadores desenvolverem o0s
bloqueadores ganglionares representados entre outros pelo hexametdnio (BARREIRO,
2001). As estruturas quimicas de algumas substancias presentes no curare, bem como

a do hexametonio, estéo representadas da Figura 2, pag. 4.
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Figura 2: Estrutura quimica da (+)-tubocurarina (1), (-)-curina (2) e
isochondrondendrina (3), obtidas do curare do género Chondrodendron;

da toxiferina-C (4), isolada do curare do género Strychnos e do hexametonio (5).
Fonte: adaptado de VIEGAS et al.,2006.

Contudo, a maior parte das plantas ritualisticas utilizadas nas praticas de
cerimdnias de cura, frequentes entre descendentes de africanos e indios, sejam elas o
xamanismo, o trabalho de ponto ou rituais de umbanda; s&o plantas que, atuam no
SNC, utilizadas para facilitar a comunica¢do com guias espirituais (CAMARGO, 2006).
Portanto, as plantas classificadas como alucinégenos, sdo as mais utilizadas em funcéo
da existéncia de um cunho religioso marcante expresso em rituais.

Geralmente, dois niveis de saber estdo envolvidos no uso desses vegetais,
sendo esses 0 conhecimento do seu preparo correto e a capacidade de dominar seus
efeitos alucindbgenos, de modo a canaliza-los para percepc¢des que facam sentido
dentro do contexto religioso e social do grupo (MELATTI, 2007).

No Brasil, entre as populacdes tradicionais, é raro observar o uso dessas plantas
psicoativas, aquelas que alteram alguns aspectos da mente, incluindo o
comportamento, humor, ansiedade, cognicdo e bem-estar (BERTOLOTE E
GIROLAMO, 1993). Ja entre os quilombolas e as etnias indigenas, esses usos sdo mais
recorrentes (RODRIGUES E CARLINI, 2003).
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Por meio de estudos relacionados aos possiveis efeitos sobre o SNC induzidos
por plantas utilizadas por duas etnias brasileiras, indios Krahd (estado do Tocantins) e
quilombolas (Quilombo Mata-Cavalos, no estado do Mato Grosso) foram estabelecidos
correlagbes entre seus usos e o0s efeitos/acbes demonstrados pela ciéncia
(RODRIGUES E CARLINI, 2003) (Tabela 1).

Tabela 1: Estudos encontrados na literatura cientifica para cinco das 169 espécies
citadas pelos quilombolas da Sesmaria Mata-Cavalos* e pelos indios Krahd**, com

provavel acdo sobre o SNC

Usos relacionados Efeito/acdo
Nome cientifico (familia) pelos quilombolas* e descrito nos

Kraho** estudos

Cybistax antisyphilitica (Mart.) .
) ) Dor de cabeca* Analgésico

Mart. Ex DC. (Bignoniaceae)

Cymbopogon citratus (DC.) o

Calmante* Ansiolitico

Staf (Poaceae)

Antioxidante

Heteropteris aphrodisiaca O. )
Rejuvenescedor*

Mach. (Malpighiaceae) Melhora da

Memoria

Petiveria alliacea L.
Depressor do

(Phytolaccaceae) Altera a mente*
SNC
Cochlospermum regium
(Mart.) Pilger Dor de cabecga** Antinociceptivo

(Cochlospermaceae)

Fonte: Adaptado de RODRIGUES E CARLINI, 2003, p. 153.

Reconhecendo que produtos naturais séo excelentes fontes de compostos com
estruturas quimicas complexas que podem apresentar atividade biolégica, varios
estudos tém sidos conduzidos a fim de descobrir novos alvos farmacologicos no SNC.

Cita-se como exemplo a harmina, um alcaloide p-carbonilico. Este se encontra presente
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na casca e folha de Banisteriopsis caapi (Malpighiaceae), um dos componentes
utilizados na preparacdo da bebida ritualistica ayahuasca (yagé, hoasca, daime ou
caapi) utilizada em rituais religiosos no Brasil, Bolivia, Equador e Peru (CALLAWAY et
al., 1998). Em estudos recentes foi demonstrado que o alcaloide atua sobre o SNC,
inibindo a monoamino-oxidase (MAO) (PIRES et al., 2010), enzima responsavel por
metabolizar as monoaminas enddégenas (BREAKEFIELD et al., 1976). Assim, inibidores
da MAO (IMAO) levam ao aumento dos depésitos de aminas, principalmente da
dopamina, noradrenalina e serotonina no cérebro. A consequéncia deste efeito inibitério
€ um estado de excitagdo, euforia, aumento da atividade psicomotora (efeito
antidepressivo), entre outros (FARZIN E MANSOURI, 2006).

Contudo, o alcaloide apresenta, também, efeito alucinégeno atribuido a
similaridade estrutural com aminas endogenas, como a triptamina e serotonina, € a
ligacdo a seus receptores (FORTUNATO, 2009).

Exemplos de outras plantas ritualisticas, que alteram o funcionamento do SNC,
incluem a Lophophora williamsii (Lem. ex Salm-Dyck J.M. Coult.) (Peiote) utilizada no
México e na América Central, a Mimosa hostilis Benth (Jurema), no nordeste brasileiro,
a Tabernanthe iboga Baill (Iboga) na Africa e a Peganum harmala L. (Pégano) no
Oriente médio (TEIXEIRA et al.,2008).

Assim, a rica heranca de plantas para a medicina € bem conhecida, tém-se por
exemplo o analgésico morfina, obtido da Papaver somniferum; o antimalarico quinina,
obtido da Cinchona sp; o farmaco anticolinérgico atropina, obtido da Atropa belladonna,;
o bloqueador neuromuscular tubocurarina obtido da Chondodendron tomentosum
(SOUSA, 2012). Sendo alguns desses citados ainda Uteis como agentes terapéuticos.

Apesar da riqueza das plantas alucinégenas, poucas séo utilizadas para tratar
doencas mentais. Ndo ha exemplos de plantas utilizadas como antipsicéticas ou
antimaniacas ou aceitas como medicamentos psicoativos uteis (RODRIGUES E
CARLINI, 2006). E esta € uma triste realidade, pois é senso comum que o futuro da
psiquiatria esta cada vez mais relacionado com a descoberta de novos psicofarmacos
(CATALDO NETO et al.,, 2003), e tratamentos psiquiatricos com farmacos sintéticos
estdo longe de ser satisfatérios. Os agentes psicoterapéuticos atualmente disponiveis

nao sdo totalmente eficazes no tratamento dos sintomas das diferentes doencas
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mentais. Eles podem levar muito tempo para comecar a surtir efeitos benéficos e, em
muitos casos induzem reacgdes adversas graves (RODRIGUES E CARLINI, 2006). No
entanto, o potencial para a descoberta de novos psicofarmacos a partir de produtos
naturais € enorme. Uma vez que, metabdlitos secundarios sao elaborados dentro de
sistemas vivos, e alguns deles possuem maior afinidade por receptores biolégicos do
que compostos sintetizados aleatoriamente, eles s&o considerados como bons
protoétipos para o desenvolvimento de futuros medicamentos (CHIN et al., 2006).

Apesar da riqueza da biodiversidade brasileira, at¢ o momento, ndo foram
desenvolvidos fitoterapicos destinados a tratamentos psiquiatricos (RODRIGUES E
CARLINI, 2006). Portanto, a exploracao da diversidade quimica dos produtos naturais
presentes na flora brasileira, visando a obtencdo de novos medicamentos, €
promissora. Neste contexto, destacam-se as diferentes espécies nativas da familia
Rubiaceae.

Portanto, a exploragdo da diversidade quimica dos produtos naturais na busca

de novos medicamentos pode trazer bons resultados.

A familia Rubiaceae

Entre as espécies de plantas com potencial propriedade medicinal, encontram-se
varios membros da familia Rubiaceae. Nas Uultimas décadas, tem aumentado o
interesse no estudo de espécies dessa familia em funcdo do elevado numero de
substancias com potencial atividade biolégica, entre elas compostos pertencentes a
diferentes classes quimicas, como alcaloides e antraquinonas (CHAN-BLANCO et al.,
2006).

A familia Rubiaceae Juss. foi descrita pela primeira vez em 1789 por Antoine
Laurent de Jussie, sendo considerada como a quarta familia em namero de espécies
entre as Angiospermas encontradas no Neotrépico e em outras partes do Mundo. A
grande diversidade de espécies com representantes na maioria dos biomas tornam esta
familia um dos mais importantes componentes da vegetacgéo tropical (DELPRETE E
JARDIM, 2012). Com aproximadamente 650 géneros e cerca de 13000 espécies
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(GOVAERTS et al., 2007), familia Rubiaceae é constituida por quatro subfamilias:
Ixoroideae, Rubioideae, Cinchonoideae Raf. e Antirheoideae Raf. (LIMA, 2011).

Na Ameérica do Sul, encontram-se 30 % do total das espécies da familia
Rubiaceae, 0 que supera em namero de espécies, todas as regides da Terra, estando,
em seguida na regido sul da Asia e Africa. No Brasil, as rubiaceas sio representadas
por aproximadamente 2.000 espécies distribuidas em 110 géneros (DELPRETE, 2004),
sendo encontradas nos principais ecossistemas brasileiros, como Amazo6nia, Cerrado e
Mata Atlantica, sob a forma de arvores, arbustos, subarbustos ou ervas perenes ou
anuais, além de lianas e epifitas (LIMA, 2011).

As espécies desta familia apresentam grande diversidade de metabdlitos
secundarios, como alcaloides inddlicos, taninos, triterpenos, saponinas, esteroides e
flavonoides (LIMA, 2011) e, portanto, sdo amplamente utilizadas na medicina popular e
na fabricacdo de fitoterdpicos. Um exemplo é a unha de gato, fitoterdpico formulado a
base da raiz de Uncaria tomentosa e indicado no tratamento de reumatismo e artrite
(MORAES, 2013).

Na familia Rubiaceae a subfamilia Rubioideae possui a segunda maior
concentracdo de alcaloides (DELPRETE, 2004) pertencentes a mais de dez classes
diferentes, destacando-se o0s isoquinolinicos, com 44 substancias elucidadas, os
guinolinicos, com 70 alcaloides e os inddlicos, com 391 compostos isolados (CORDELL
et al., 2001). As espécies desta subfamilia estdo distribuidas em 15 tribos, sendo a
maior delas a Psychotrieae, formada por aproximadamente 50 géneros, com espécies

amplamente distribuidas em toda a zona tropical (LIBOT et al., 1987).

O género Psychotria

O género Psychotria, pertencente a familia Rubiaceae, foi descrito por Linneaus
em 1759, como um dos maiores géneros de plantas com flores. Nele estdo incluidas
cerca de 1000 espécies (STEYERMARK, 1974), a maioria de habito arbustivo; embora
arvores, ervas, lianas e epifitas também sejam conhecidas (NEPOKROEFF et al., 1999).

De acordo com caracteristicas morfologicas e distribuicdo geografica, o género

e dividido em trés subgéneros: Psychotria (pantropical), Heteropsychotria (inclui as
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espécies de Psychotria neotropicais) e Tetramerae (inclui espécies da Africa e
Madagascar) (FARIA, 2009).

Em funcdo das poucas caracteristicas morfologicas diferenciadoras, o género
Psychotria é de taxonomia complexa. Em funcdo disso, alcaloides inddlicos séo
considerados como marcadores quimicos, importantes para 0s estudos
guimiotaxondmicos de espécies desse género (PORTO et al. 2009).

Pesquisas etnofarmacoldgicas tém mostrando que plantas do género Psychotria
sao utilizadas, na medicina tradicional, para uma grande variedade de indicactes
terapéuticas (LIMA, 2011). Os mais frequentes usos internos estao relacionados ao
tratamento de afeccdes do aparelho reprodutor feminino, como auxiliar de sintomas do
pré- e pés-parto, a doencas dos brénquios e distarbios gastrointestinais. Quanto ao uso
externo, € relatada a sua utilizacdo para tratar afeccdes cutaneas, "tumores”, Ulceras,
distarbios oculares, no tratamento de febre e em casos de dores de cabeca e dores de
ouvido, na forma de cataplasmas ou banhos (FARIA, 2009).

De varias espécies de Psychotria sdo obtidos materiais bioativos, como por
exemplo, extratos de P. microlabastra (KHAN et al., 2001) e P. capensis que
apresentaram atividade antibiotica, de P. serpens que tem propriedades antivirais, de P.
Hawaiiensis (LOCHER et al., 1995) e extratos de P. insularum aos quais foram

atribuidas atividades antiviral, antifingica e anti-inflamatéria (DUNSTAN et al., 1997).

A espécie Psychotria viridis

Psychotria viridis (Figura 3, pag. 11) é uma espécie utilizada no preparo da
bebida ayahuasca, em associacdo com Banisteriopsis caapi Morton (CALLAWAY E
GROB, 1998). A bebida foi, inicialmente, utilizada por grupos indigenas associados ao
Xxamanismo e por curandeiros vegetalistas que praticavam a medicina popular a base
de extratos vegetais (LUNA, 1986).

A N,N-dimetiltriptamina (DMT), substancia presente no cha, é substancia
proscrita, cujo uso esta proibido no Brasil, considerada psicotropica, pela Portaria

SVS/MS n° 344/1998. Esta Portaria define que as substancias listadas como
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psicotropicos sao substancias que podem determinar dependéncia fisica ou psiquica
(GARRIDO E SABINO, 2009).

Em agosto de 2006, foi sancionada no Brasil a lei 11.343, que permite 0 uso
“ritualistico-religioso”, desde que autorizado pelo Estado, de “substancias
psicotropicas”, com base na Convencdo de Viena, das Nacgbes Unidas, sobre
Substéncias Psicotropicas, em 1971 (GROISMAN, 2013). A liberacdo da pesquisa
cientifica e uso ritualistico da Ayahuasca é regulamentada pela resolucdo n° 1/2010 do
Conselho Nacional de Politicas sobre Drogas (GARRIDO E SABINO, 2009).

A espécie P. viridis é popularmente conhecida como chacrona ou chacruna e é
morfologicamente, similar a outras espécies do género (BLACKLEDGE E TAYLOR,
2003).

P. viridis foi primeiramente descrita por Ruiz & Pavon em 1779 (ARANHA et al.,
1991). E representada por arbustos e cresce naturalmente em areas florestais planas e
umidas de Cuba, regido norte da América Central até a regido central da América do Sul.
Ocorre mais comumente na Amazonia peruana e boliviana (BLACKLEDGE E TAYLOR,
2003). E classificada da seguinte forma (FARIA, 2009):

Taxonomia:
* Reino Plantae
* Superdivisdo Spermatophyta
+ Divisdo Magnoliophyta
+ Classe Magnoliopsida
* Subclasse Asteridae
* Ordem Rubiales
* Familia Rubiaceae
* Geénero Psychotria

» Espécie P. viridis
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Figura 3: Fotos de um exemplar de Psychotria viridis.
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OBJETIVO

Objetivo do trabalho

Estudar fitoquimicamente a espécie Psychotria viridis visando identificar novos
metabdlitos bioativos que contribuam para o estudo quimiotaxonémico e para o0

conhecimento quimico e biolégico dessa espécie.

Neste contexto, foram tracados 0s seguintes objetivos especificos:

e realizacdo do estudo fitoquimico de folhas de Psychotria viridis, visando o
isolamento, a elucidacdo estrutural e a identificacdo dos metabdlitos
secundarios presentes nas suas folhas;

e confirmacgédo estrutural dos metabdlitos secundarios isolados, utilizando métodos
espectroscopicos;

e estabelecimento de relacdes fitoquimicas entre espécies da familia Rubiaceae e
contribuicdo para o estudo quimiotaxonémico; e

e avaliacdo do potencial biol6gico da espécie através da realizacdo de estudos de

atividade biolégica de extratos e das substancias isoladas.
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1.1 — Parte experimental

1.1.1 — Métodos gerais

As cromatografias em coluna (CC) foram feitas utilizando-se silica gel 60 (70-230
Mesh), em colunas de vidro cujo diametro e altura variaram conforme a massa das
amostras. Os solventes empregados nas andlises cromatograficas foram hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol. A reutilizacdo desses solventes, quando em
mistura e para a mesma coluna, foi realizada apds correcdo das propor¢cdes das
misturas utilizando refratbmetro modelo Biorbrix. O acompanhamento das colunas foi
feito através de cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando-se silica gel.

Para as cromatografias em camada delgada (CCD) e camada delgada
preparativa (CCDP) empregou-se placas de vidro e placas de aluminio Merck silica gel

60 F,54. As placas de vidro para CCD e CCDP foram confeccionadas com camada de

silica gel G 60 (7 g suspensas em 15 mL de agua), com espessura de 0,25 mm (CCD)
ou de 0,50 mm (CCDP). Apds secagem parcial a temperatura ambiente, as placas
foram ativadas em estufa a 100 °C durante prazo minimo de 30 minutos.

Nesse trabalho, foi adotado como primeiro critério de pureza, a presen¢a de uma
Gnica mancha observada em CCD analitica, usando-se diferentes sistemas de eluicao
e reveladores.

Como agentes reveladores para CCD e CCDP formam empregados:

e Luz UV (254 e 365 nm);

e Solugao de vanilina perclorica.

Preparo:
Solugéo A: solucéo diluida de vanilina em alcool etilico (1:99).
Solugéo B: solucéo de acido percldrico em agua (3:97),
Utiliza-se a mistura de A e B na proporcéo de 1:1 v/v.
e Reagente de Dragendorff: Utilizado para a deteccao de alcaloides e compostos

nitrogenados.



1 - ESTUDO FITOQUIMICO | 14

Preparo:

Solucéo A, 0,859 de subnitrato de bismuto, 10 mL de acido acético

glacial, 40 mL de agua destilada.

Solucéo B, 8,0 g de iodeto de potassio, 20 mL de agua destilada.
Utiliza-se a mistura de 5 mL das solugbes A e B, acrescentando-se 20 mL
e acido acético glacial e 100 mL de 4gua destilada.

Resposta positiva: Coloracao alaranjada.

Para revelacdo das placas por irradiacdo com luz UV, foi utilizado o aparelho
CHROMATO-UVE da Ultra-Violet Products, Inc.

As faixas de fusdo dos compostos isolados foram determinadas em aparelho
Microguimica MQAPF-302.

Espectros de absor¢cédo na regido do infravermelho foram obtidos utilizando, para
as amostras em estado solido, pastilhas de KBr [1 % (m/m)], e para as amostras
liguidas janelas de NaCl. Os equipamentos usados foram espectrdbmetro Shimadzu IR-
408 do Departamento de Quimica, UFMG e o espectrdmetro modelo Spectrum One
Perkin EImer do Laboratério de Quimica Farmacéutica da Faculdade de Farmacia da
UFMG. O Ultimo possui dispositivo ATR permitindo que o espectro seja obtido
diretamente da amostra sdlida sem a necessidade do uso de pastilha.

Os espectros de RMN de 1D e 2D foram obtidos em espectrémetros Bruker
Avance DPX-200 e DRX-400 do Laboratério de Ressonancia Magnética de Alta
Resolugdo (LAREMAR) do Departamento de Quimica, UFMG. Os solventes deuterados
utilizados encontram-se indicados em cada caso. Os deslocamentos quimicos (&) foram
registrados em ppm utilizando tetrametilsilano (TMS) como padréo de referéncia interna
e as constantes de acoplamento (J) expressas em Hz.

As andlises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-
EM) foram realizadas no laboratério de cromatografia do Centro Federal de Ensino
Tecnologico de Minas Gerais (CEFET-MG) em cromatégrafo a gas AGILENT 7890A GC
FOR 5975 séries MSD, equipado com detector de massas e coluna HP 5MS (30 m x
0,25 mm x 0,25 ym). Como gas de arraste foi utilizado hélio, em fluxo de 1,4 mL/min.

As analises por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa de
alta resolugcdo foram realizadas no Laboratério de Cromatografia Gasosa e
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia do Departamento de Quimica, UFMG. Foi
utilizado cromatografo liquido, modelo LC-20AD Shimadzu, acoplado a espectrémetro
de massas (Shimadzu IT-TOF), hibrido contendo analisadores do tipo ion trap e TOF
em sequéncia (LCMS-ESI-IT-TOF).

1.1.2 — Coleta e identificagdo do material vegetal

A coleta das folhas, de P. viridis, utilizadas para realizacdo do estudo fitoquimico,
foi realizada pelo perito da Policia Federal André Dias Cavalcanti, em julho de 2013, na
parte da manha, no nucleo da Unido do Vegetal situado no municipio de Lagoa da
Prata, Minas Gerais, situado a 20° 01' 21" de latitude Sul e a 45° 32' 37" de longitude

Oeste.

1.1.3 - Preparacgéo dos extratos das folhas de Psychotria viridis

O material coletado foi seco em estufa de ventilacdo forcada, a 40 °C. Apos
secagem, as folhas foram trituradas em moinho de martelos, obtendo-se 362,4 g de
material vegetal pulverizado. Os extratos das folhas pulverizadas foram preparados
empregando extragcdo exaustiva por maceracdo a temperatura ambiente. Foram
utilizados hexano, cloroférmio, acetato de etila e finalmente metanol. Apdés filtracéo,
cada solvente foi removido e recuperado em evaporador rotatério, sendo adotado
presséo reduzida para aqueles de maior ponto de ebulicdo. O esquema de preparacao
dos extratos estd representado na Figura 4, pag. 16. Os extratos foram rotulados
utilizando a seguinte nomenclatura: letra E, para extrato; Hx para hexanico; Cl para
cloroférmico; Ac para em acetato de etila; Me para metandlico e F para folhas. A titulo
de exemplo, o extrato hexanico das folhas foi identificado como EHxF (Figura 4, pag.
16).
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Folhas moidas
362,49
T

[ 1-Extracdo com hexano ]

2-Filtracéo
|
f 1
[ Extrato em hexano ]
f
[ Remocéo do solvente ] 1-Extracéo com cloroférmio
2-Filtracdo
| |
I 1
EFixF Remocgao do solvente
439
I
ECIF

1-Extracdo com acetato de etila

41g 2-filtracéo

[ Extrato em acetato de etila

‘ Remogéo do solvente ’ 1- Extrag&o com metanol
l 2- Filtracao

EACF
319 [ Extrato em metanol ]

[ Remocéao do solvente ]

EMeF
43,69

Figura 4: Esquema da obtencao dos extratos de folhas de P. viridis.

16



1 - ESTUDO FITOQUIMICO | 17

1.1.4 - Elaboracao de EHxF

O extrato hexanico (EHxF) (4,3 g) das folhas de P. viridis foi submetido a CC de
média pressdo, utilizando aparelho Isolera-One, da Biotage™, equipado com coluna
SNAP™ 1009, com detector de UV (UV1 254 nm UV2 280 nm) e fluxo da fase mével de
50 mL/min. Uma vez que a capacidade maxima da coluna é de aproximadamente 3,0 g
o extrato foi dividido em duas partes, a primeira parte (2,2 g do extrato) foi submetido a
CC denominada Apl.

Os eluentes utilizados foram hexano e cloroférmio e metanol, puros ou em
misturas, em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas 73 fracbes de volumes

variados conforme Tabela 2.

Tabela 2: Fracbes obtidas da coluna Apl e eluentes utilizados

Fracdo Eluente Gradientei de Volume
concentracdo (%) coletado (mL)

la?25 Hexano 100 25

26 a 50 Hexano/Cloroférmio 01 A 25 50

56 a 59 Hexano/Cloroférmio 26 A 50 125

60 a 65 Hexano/Cloroférmio 51 A 99 250

66a71 Cloroférmio 100 250
72-73 Metanol 100 500

O restante do extrato (2,1 g) foi submetido a segunda CC denominado Ap2,
utilizando a mesma coluna e o mesmo fluxo da coluna Ap1l.

Os eluentes utilizados foram hexano e cloroformio e metanol, puros ou em
misturas, em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas 84 fragcGes de volumes
variados conforme Tabela 3, pag.18. Os volumes e propor¢cbes das misturas de
solventes foram diferentes dos utilizados na coluna Apl, pois durante a corrida

observou-se que houve perda da resolucdo da coluna.
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Tabela 3: Fracbes obtidas da coluna Ap2 e eluentes utilizados

Gradiente de

Fracéo Eluente concentracio (%) Volume coletado (mL)
labl Hexano 100 20
52 a 66 Cloroférmio/Hexano 0,1 A 24 50
67 a76 Cloroférmio/Hexano 25 A 99 250
77 a 82 Cloroférmio 100 250
83 e84 Metanol 100 300

As fracOes de ambas as colunas que apresentaram perfis similares, observados
através de analise por CCD, foram reunidas formando seis grupos, sendo cada um
deles submetidos a processos visando o isolamento de constituintes (Figura 5, pag.19).

As fracbes das colunas Apl e Ap2, bem como das demais colunas, que

apresentaram massas muito pequenas ou perfil muito complexo em analise por CCD,

nao foram trabalhadas.
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Figura 5: Esquema do fracionamento do extrato hexanico das folhas de P. viridis.
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Grupo 1:

Fracbes Apl 2 a 10. Para esse grupo (80,1 mg), em CCD, foram observadas
quatro manchas com boa separacdo. O grupo foi submetido a CC (Coluna A).
Utilizaram-se 24,1 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes foram hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas, em ordem crescente de
polaridade. Obtiveram-se 30 fragcbes de aproximadamente 15 mL cada. Apds analise
por CCD, as fracdes Al a 4 (100% hexano) foram reagrupadas levando a obtencéo de
um solido branco amorfo (26,8 mg) com faixa de fusdo de 58-60 °C. O solido foi
identificado como mistura de hidrocarbonetos (PV1), apds andlise do espectro no IV, de
RMN e cromatograma de CG-MS.

Grupo 2:

Fracbes Apl 56 e 57. Para esse grupo (89,2 mg), em CCD, foram observadas
cinco manchas sem boa separacédo. O grupo foi submetido a CC (Coluna B). Utilizaram-
se 31,5 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes foram hexano, acetato e metanol,
puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade. Obtiveram-se 50 fracdes de
aproximadamente 15 mL cada. Apds analise por CCD, as fracGes B26 a 36 (86% de
hexano, 14% de acetato de etila) foram reagrupadas. Foi obtido um sdélido ceroso (16,7
mg). ApOs andlise do espectro no IV, de RMN o sdlido foi identificado como
triacilglicerol (PV2).

Grupo 3:

A fracdo Apl 61 apresentou o mesmo perfil cromatografico das fracdes AP2 75 a
77 (coluna AP2, Tabela 3, pag. 18) e, portanto, foram agrupadas. Para esse grupo
(198,2 mg), em CCD, foram observadas cinco manchas sem boa separacdo. O grupo
foi submetido a CC (Coluna C). Utilizaram-se 60,5 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os
eluentes foram hexano, acetato e metanol, puros ou em misturas, em ordem crescente
de polaridade. Obtiveram-se 90 fragBes de aproximadamente 15 mL cada. ApOs andlise
por CCD, as fragdes C51 a 55 (88% de hexano, 12% de acetato de etila) foram
reagrupadas. Foi obtido um sélido amarelado amorfo impuro, que apos lavagem com

acetona apresentou-se como solido cristalino (20,6 mg), com somente uma mancha em
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CCD com faixa de fusdo de 136-140 °C. Apos andlise do espectro no IV, de RMN o
sélido foi identificado como mistura de B-sitosterol e estigmasterol (PV3).

Grupo 4:

Fracbes AP2 8 a 19. Para esse grupo (801,2 mg), em CCD, foram observadas
cinco manchas sem boa separacéo. O grupo foi submetido a CC (Coluna D). Utilizaram-
se 70,5 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes foram hexano, acetato e metanol,
puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade. Obtiveram-se 102 fragcbes de
aproximadamente 15 mL cada. Apos andlise por CCD, as fragbes D22 a 41 (93% de
hexano, 7% de acetato de etila) foram reagrupadas. Foi obtido um liquido incolor (4,2
mg). Ap6s analise do espectro no IV, de RMN o liquido foi identificado como esqualeno
(PV4).

Grupo 5:

Fracbes AP2 70 a 72. Para esse grupo (183,1 mg), em CCD, foram observadas
trés manchas com boa separacdo. O grupo foi submetido a CC (Coluna E). Utilizaram-
se 41,5 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes foram hexano, acetato e metanol
puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade. Obtiveram-se 83 fracdes de
aproximadamente 15 mL cada. ApOs analise por CCD, as fracbes E52 a 56 (97% de
hexano, 3% de acetato de etila) foram agrupadas.

Esse subgrupo apresentou mesmo perfil cromatografico que a fracdo Apl 58
(Coluna Ap1l, Tabela 2, pag. 17) e, portanto, foram agrupados. Apos andlise por CCD,
foi possivel observar duas manchas em CCD com boa separacdo. Fez-se CCD
preparativa na tentativa de separar as substancias. Foi obtido um sélido amorfo (6,1
mg) com faixa de fusdo de 119-120 °C. Apoés andlise do espectro no IV, de RMN o

sélido foi identificado como 24-metileno-cicloartan-33-ol (PV5).

Grupo 6:

A fracdo AP2 74 apresentou mesmo perfil cromatografico das fracbes E58 a 63
(coluna E) e Apl 59 (coluna Apl) e, portanto, foram agrupadas. Para este grupo (88,1
mg), em CCD, foram observadas trés manchas com boa separagdo. O grupo foi
submetido a CC (Coluna F). Utilizaram-se 19,5 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os
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eluentes foram hexano, acetato e metanol, puros ou em misturas, em ordem crescente
de polaridade. Obtiveram-se 56 fracbes de aproximadamente 10 mL cada. As fracdes
F18 a 21(43,1 mg) foram reagrupadas de acordo com o perfil cromatografico em CCD.

Esse subgrupo apresentou duas manchas em CCD com boa separacdo. Fez-se
CCD preparativa na tentativa de separar as substancias. Foi obtido um sélido amorfo
(10,1 mg) com faixa de fusdo de 119-120 °C. ApdOs analise por CCD comparativa, a
fracao foi identificada como 24-metileno-cicloartan-33-ol (PV5).

Do extrato hexanico foi possivel isolar 5 substancias, algumas como misturas,

conforme esté apresentado na Figura 5, pag. 19.

1.1.5 - Elaboracéo de ECIF

O extrato cloroférmico das folhas de P. viridis (ECIF) foi submetido a CC (coluna
H) utilizando-se 4,1 g da amostra e 129,3 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes
utilizados foram cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas, em
ordem crescente de polaridade. Foram obtidas 84 fracdes de aproximadamente 250 mL
cada. ApGs analise por CCD, algumas frac6es foram reunidas em grupos (Figura 6,

pég.23).
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Grupo 1:

Fracbes H1 e 2. Para esse grupo (400,1 mg), em CCD, foram observadas cinco
manchas com boa separacdo. O grupo foi submetido a CC (Coluna I). Utilizaram-se
64,0 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes foram hexano, cloroférmio, acetato
de etila e metanol, puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade.
Obtiveram-se 128 fracOes de aproximadamente 15 mL cada. As fraces 170 a 179 (40%
Hexano e 60% Cloroférmio) apresentaram perfil cromatografico semelhante e, portanto,
foram reagrupadas. Esse subgrupo (43,1 mg) apresentou trés manchas em CCD com
valores de Rf muito préximos, com boa separacéo, e foi submetido a CC (Coluna J).
Utilizaram-se 5,0 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes foram hexano e
cloroférmio, puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade. Obtiveram-se 43
fracGes de aproximadamente 15 mL cada. Apds andlise por CCD, as fracBes J18 e 19
(75% de hexano e 25% de cloroformio), apresentaram uma Unica mancha,
demonstrando seu grau de pureza. A amostra foi obtida como um soélido branco amorfo
(10,6 mg) com faixa de fusdo de 74-76 °C. O solido foi identificado como o aldeido
graxo nonacosanal (PV6) apds analise do espectro no IV e de RMN.

Grupo 2:

Fracbes H7 e 8. Para esse grupo (22,2 mg), em CCD, foram observadas quatro
manchas sem boa separacdo. Foi adicionado acetona nesse grupo e houve
precipitacdo de um sélido branco que foi filtrado. Esse solido (12,3 mg) apresentou uma
tnica mancha em CCD e faixa de fusdo de 82-84 °C. Foram obtidos espectros na
regido do infravermelho, RMN de *H e 3C e o sdlido foi identificado como nonacosanol
(PV7).

Grupo 3:

Fracdo H9. Para esse grupo (35,4 mg), em CCD, foram observadas cinco
manchas sem boa separacdo. A adicdo de acetona levou a precipitacdo de um solido
branco que foi filtrado. Esse solido (13,1 mg) apresentou uma unica mancha em CCD e
faixa de fusdo de 79-81 °C. Foram obtidos espectros no infravermelho, RMN de 'H e

13C e o sélido foi identificado como quantidade adicional de nonacosanol (PV7).
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Grupo 4:

Fracbes H15 a 20. Para esse grupo (115,7 mg), em CCD, foram observadas seis
manchas sem boa separacdo. Ao grupo foi adicionado acetona, houve precipitacdo de
um soélido branco que foi filtrado sob presséo reduzida. Esse soélido (9,0 mg) apresentou
uma unica mancha em CCD e faixa de fusdo de 86-88 °C. Foram obtidos espectros no
infravermelho, RMN de 'H e 3C e o sélido foi identificado como acido hentriacontanoico

(PV8). O filtrado foi recromatografado (subgrupo 4 a).

Subgrupo 4 a:

Filtrado de H15 a 20. Esse subgrupo (100,3 mg) apresentou duas manchas em
CCD com valores de Rf muito proximos, sem boa separa¢do, mesmo com a utilizacao
de diferentes misturas de solventes como eluentes. O grupo foi submetido a CC
(Coluna K). Utilizaram-se 15,0 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes foram
hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas, em ordem crescente de
polaridade. Obtiveram-se 65 fracdes de aproximadamente 15 mL cada. As fracdes K13
e 14 (90% de hexano, 10% de acetato) demonstraram-se aparentemente puras em
andlise por CCD. Foi obtido um sélido branco amorfo (3,3 mg) com faixa de fusdo de
63-64 °C. Foram obtidos espectros no infravermelho, RMN de 'H e '3C e o sdélido foi

identificado como &acido hexadecanoico (palmitico) (PV9).

Grupo 5:

Fracdo H29. Para esse grupo (39,9 mg), em CCD, foram observadas trés
manchas com boa separacdo. O grupo foi submetido a CC (Coluna L). Utilizaram-se
23,9 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes foram hexano, acetato de etila e
metanol, puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade. Obtiveram-se 91
fracbes de aproximadamente 15 mL cada. A fracdo L13 (80% de hexano, 20% de
acetato) demonstrou-se aparentemente pura em analise por CCD. Foi obtido um sélido
branco amorfo (7,8 mg) com faixa de fusdo de 60-62 °C. Foram obtidos espectros no
infravermelho, RMN de 'H e 3C e o sdlido foi identificado como acido heptadecanoico
(PV10).
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Grupo 6:

Fracbes H30 a 33. Para esse grupo (96,1 mg), em CCD, foram observadas trés
manchas com boa separacdo. O grupo foi submetido a CC (Coluna M). Utilizaram-se
40,1 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes foram hexano, acetato de etila e
metanol, puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade. Obtiveram-se 73
fracOes de aproximadamente 15 mL cada. Apds analise por CCD, as fracbes M12 a 27
(70% de hexano, 30% de acetato) foram reagrupadas.

Esse subgrupo (30,3 mg) apresentou trés manchas em CCD, com valores de Rf
muito préximos, sem boa separacdo, mesmo com a utilizacdo de diferentes misturas de
solventes como eluentes. O grupo foi submetido & CC (Coluna N). Utilizaram-se 15,0 g
de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes foram cloroférmio, acetato de etila e
metanol, puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade. Obtiveram-se 21
fracGes de aproximadamente 15 mL cada.

As fracbes N6 a 7 demonstraram-se aparentemente puras em analise por CCD,
e foram reagrupadas. Foi obtido um sélido branco amorfo (4,5 mg). Apds analise do
espectro de RMN de 'H e 3C a fracdo foi identificada como mistura de acido graxo,

acido ursalico e oleandlico (PV11).

Grupo 9:

FracOes H46 a 52. Para esse grupo (32,5 mg), em CCD, foram observadas trés
manchas sem boa separacdo. O grupo foi submetido a CC (Coluna O). Utilizaram-se
19,6 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes foram hexano, acetato de etila e
metanol, puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade. Obtiveram-se 54
fracOes de aproximadamente 15 mL cada. As fracdes O30 a 32 (acetato 50%, hexano
50%) demonstraram-se aparentemente puras em analise por CCD. Foi obtido um sdlido
ceroso (5,5 mg). A fracéo foi identificada como monopalmitina (PV12), apos analise do
espectro no IV, RMN e espectrometria de massas.

Os grupos 7 (H34-40), 8 (H41-45), 10 (H58-59), 11 (H64-67), 12 (H68-71), 13
(H74-75) e 14 (H78-79) foram todos recromatografados separadamente, utilizando
eluentes hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas, em ordem

crescente de polaridade, foram recolhidas em média 60 fracdes por coluna. Apos
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analise por CCD, nenhuma fragdo, de nenhum dos grupos, mostrou grau de pureza
adequado e néo foi obtida nenhuma substancia pura.

1.1.6 — Elaboracédo de EMeF

O extrato metanolico das folhas de Psychotria viridis, EMeF (43,6 g), foi
submetido a duas metodologias de separacao.

Primeiramente, 23,5 g do extrato EMeF foram submetidos a extracdo acido-base
(Figura 7, pag. 29), que é um procedimento padrdo para o isolamento de alcaloides
(FARIA, 2009). A fracdo restante do extrato (20,1 g) foi submetida a CC (Coluna U)
(Figura 9, pag. 36).

1.1.6.1 Extracdo &cido-base do EMeF

O extrato EMeF (23,5 g) foi solubilizado em solucdo aquosa de &cido acético
10% (v/v), mantido sob agitacdo em banho de gelo por 3 horas, e posteriormente
deixado em repouso em geladeira por 24 horas. Apos este tempo a solucao foi filtrada
em funil de Blchner para a separacdo dos residuos formados, fornecendo a solucao
aquosa acida 1 (pH= 1) e a fracéo insoluvel, que foi filtrada e seca (6,3 ).

A solucdo aquosa acida 1 foi submetida a particdo, por trés vezes, com CHCl,
fornecendo a solugdo aquosa acida 2 e a solucdo do extrato cloroférmico acido. O
solvente orgéanico foi eliminado em evaporador rotativo e obteve-se o extrato cloroférmico
acido seco (ECIAc, 222,0 mg).

A solucado aquosa acida 2 foi neutralizada com NH,OH (concentrado), fornecendo
a solucédo aquosa neutra (pH= 7,5), essa foi submetida a particdo, por trés vezes, com
CHCI; fornecendo a solucédo aquosa neutra 2 e a solucéo do extrato cloroférmico neutro.
O solvente organico foi eliminado em evaporador rotativo e obteve-se o extrato
cloroférmico neutro seco (ECINt, 284,0 mg).

A solucdo aquosa neutra 2 teve o pH elevado pela adicdo de NH,OH até pH=
8,5, sendo denominada de solugcdo aquosa alcalina 1, essa foi submetida a particéo,

por trés vezes, com CHCI; fornecendo a solugdo aquosa alcalina 2 e a solugcado do
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extrato cloroférmico alcalino. O solvente orgéanico foi eliminado em evaporador rotativo e
obteve-se extrato cloroférmico alcalino seco (ECIAlc, 922,0 mg).

A solucdo aquosa alcalina 2 foi submetida a particdo, por trés vezes, com
acetato de etila, fornecendo assim a solucdo do extrato em acetato de etila alcalino. O
solvente organico foi eliminado em evaporador rotativo e obteve-se o extrato em acetato
de etila alcalino seco (EAcAIlc, 982,0 mg) e a solugdo aquosa alcalina 3, que foi
desprezada.

Todas as solugbes de extratos obtidas, foram lavadas com solucdo aquosa,
saturada, de NaCl, para a quebra da emulsdo formada, e seco sob Na,SOy para
remocao de residuo de agua.

Os extratos obtidos da extracdo acido-base foram submetidos a purificacdo por

CC e CCDP, conforme mostrado na Figura 8, pag. 30.
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Figura 7: Esquema do fracionamento acido-base do EMeF das folhas de P. viridis




1 - ESTUDO FITOQUIMICO

EMeF
23549

Fracgéo insoluvel
6,39

ECINt ECIAlc EAcAlc
284,0 mg 922,0 mg 982,0 mg

P28 a 30 Q47 a 54 R31 a 39 S60 a 64 Sem
Lavagem com Purificacdo por Purifica¢&o por Purificagéo por resultado
acetona CCD CCD CCD
‘ preparativa preparativa preparativa
PV13
B-SITOSTEROL E PV14
El=haElERe DIMETILTRIPTAMINA RS
(DMT) DMT

Figura 8: Esquema da obtencdo das substancias dos extratos provenientes da extracédo acido base.
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1.1.6.1.1 Fracgéo insolavel

A fracdo insolavel (6,3 g) em solucdo aquosa de acido acético a 10% vlv,
resultante do processo de fracionamento acido base, foi submetida a CC (Coluna P).
Utilizaram-se 226,2 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes foram
CHCI;/CH3;0H, puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade.

Obtiveram-se 155 fragGes de aproximadamente 15 mL cada. As fracdes P28 a 30
(70% cloroférmio e 30% metanol) foram obtidas como um sélido amorfo esverdeado,
aparentemente impuro em analise por CCD. A mistura foi purificada por lavagem
com acetona, obtendo-se um solido branco amorfo (29,1 mg), aparentemente puro
em analise por CCD. Apds analise do espectro no IV, de RMN o solido foi

identificado como mistura de B-sitosterol e estigmasterol glicosilado (PV13).

1.1.6.1.2 Extrato cloroférmico &cido (ECIAC)

O extrato cloroférmico acido (222,0 mg) foi submetido a CC (Coluna Q).
Utilizaram-se 26,2 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes foram
CHCI;/CH30OH/NH40OH, puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade.

Obtiveram-se 80 fracdes de aproximadamente 15 mL cada e uma fragéo final de 100
mL (Tabela 4, pag. 32). Apds andlise por CCD, as fracbes Q47 a 54 foram
agrupadas e obteve-se um solido amorfo castanho, aparentemente impuro em
analise por CCD. Este grupo foi purificado por CCD preparativa em silica gel 60,
tendo como fase movel a mistura CHCIs/MeOH (97:3) em atmosfera saturada de
amobnia. A substancia de Rf 0,46 foi obtida como um sélido amorfo (10,4 mg),
amarelo claro e identificada como N,N-dimetiltriptamina (PV14) ap6s analise por

CCD comparativa.
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Tabela 4: FragOes obtidas da coluna Q e eluentes utilizados

Eluente (%)

Fracao
CHClIsz MeOH NH4OH

0ail2 100 0 0
13a20 99 1 0
21 a27 97 2,7 0,3
28a40 95,05 4,45 0,5
41 a 47 94 55 0,5
48 a 53 93 6 1
54 a 58 89 9,5 1,5
59 a 62 85 13 2
63 a 65 77 20 3
66 a 72 67 30 3
73a75 56 40 4
76 a 80 46 50 4

81 36 60 4

1.1.6.1.3 Extrato cloroférmico neutro (ECINt)

O extrato cloroférmico neutro (284,0 mg) foi submetido a CC (Coluna R).

Foram utilizados 27,1 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes foram

CHCI3/CH;0H/ NH4OH, puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade.

Obtiveram-se 56 fracdes de aproximadamente 15 mL cada e uma fragao final de 100

mL (Tabela 5, pag. 33). Ap6s andlise por CCD, as fragbes R31 a 39 foram

agrupadas, foi obtido um sélido amorfo castanho, aparentemente impuro em analise

por CCD. A mistura foi purificada por CCD preparativa em silica gel 60, tendo como

fase mével a mistura CHCI;/CH3;OH ( 97:3) em atmosfera de aménia. Apds elaboracéo

o sélido (42,5 mg) foi identificado como N,N-dimetiltriptamina (PV14) apds andlise do
espectro no 1V, de RMN e dados de LCMS-ESI-IT-TOF.
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Tabela 5: Fragbes obtidas da coluna R e eluentes utilizados

Eluente (%)

Fracéo
CHCl3 MeOH NH4OH

Oa7 100 0 0
8al4 99 1 0
15a17 95 5 0
18 a 20 90 10 0
21a23 85 15 0
24 a 26 80 20 0
27 a29 70 30 0
30a32 59 40 1
33a35 48 50 2
36 a 38 37 60 3
39a41 31 65 4
42 a 52 25 70 5
53 a56 15 80 5
57 0 95 5

1.1.6.1.4 Extrato cloroférmico alcalino (ECIAIc)

O extrato cloroférmico alcalino (922,0 mg) foi submetido a CC (Coluna S).
Foram utilizados 70,0 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes foram

CHCI3/CH3;0OH/NH,OH, puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade.

Obtiveram-se 100 fragOes de aproximadamente 15 mL cada e uma fracéo final de
100 mL (Tabela 6, pag. 34). As fragcbes S33 a 59 foram agrupadas, foi obtido um
sélido amorfo castanho (170 mg), aparentemente impuro em analise por CCD. O
sélido foi identificado como contendo majoritariamente N,N-dimetiltriptamina (PV14)
apos analise por CCD comparativa.

Foram agrupadas, também, as fragbes S60 a 64. Esse subgrupo (47,5 mg) foi
obtido um sélido amorfo castanho e apresentou duas manchas principais em CCD,
com o mesmo perfil de revelagdo e com boa separacao. Fez-se CCD preparativa na
tentativa de separar as substancias em silica gel 60, tendo como fase mével a
mistura CHCIls/MeOH (97:3) em atmosfera de amonia. A fragdo de maior Rf foi obtida
como um solido amorfo amarelo claro (15,7 mg) e identificada, por CCD comparativa,

como DMT (PV14). A fragcdo de menor Rf foi obtida como um sélido amorfo castanho
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claro (6,5 mg). Apés andlise do espectro no IV, e dados de LCMS-ESI-IT-TOF fragcdo
foi identificada como N-metiltriptamina (NMT, PV15).

Tabela 6: Fracfes obtidas da coluna S e eluentes utilizados

Eluente (%)

Fracao
CHCl; MeOH NH4OH

0al5 100 0 0
16 a 28 95 5 0
29a38 90 10 0
39ab51 84 15 1
52 a 57 78 20 2
58 a 63 67 30 3
64 a70 61 35 4
71a77 55 40 5
78 a 84 43 50 7
85a90 30 60 10
91a98 10 80 10
99a 101 0 100 0

1.1.6.1.5 Extrato em acetato de etila alcalino (ECIAIc)

O extrato em acetato alcalino (982,0 mg) primeiramente apresentou-se como
um sdlido branco amorfo. Porém, o extrato demonstrou grande instabilidade refletida
na sua degradacdo durante a manipulacdo. O sdlido inicialmente branco, amorfo e
solivel em metanol, tornou-se gradativamente escuro e parcialmente soluvel em
metanol, demonstrando uma mistura complexa em analise por CCD.

A fracdo desse extrato (620,0 mg), soluvel em metanol, foi submetida a CC
(Coluna T). Utilizaram-se 52,6 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes foram

CHCI3/CH3;0OH/NH4OH, puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade.

Obtiveram-se 56 fracbes de aproximadamente 15 mL cada. Porém, nao foi

possivel isolar nenhuma fracao pura desse extrato.
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1.1.6.2 — CC do restante do EMeF

O restante do extrato metandlico (20,1 g) das folhas foi submetido a CC
(coluna U) (Figura 9, pag. 36). Foram utilizados 129,3 g de silica gel 60 (70-230
Mesh). Os eluentes foram cloroférmio, e metanol, puros ou em misturas, com ou
sem NH4OH, em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas 85 fracdes de
aproximadamente 250 mL cada (Tabela 7). Apos analise por CCD, algumas fracbes

foram reunidas em grupos.

Tabela 7: FracOes obtidas da coluna U e eluentes utilizados

Eluente (%)

Fragao = lcl,  MeOH NH.OH
0ao 100 0 0
10a13 98 2 0
14217 96 4 0
18a21 94 6 0
22 a 26 92 8 0
27 a33 90 10 0
34 a 40 85 15 0
41 a50 80 17 3
51 a 56 77 20 3
57 a 60 70 25 5
61 a 63 65 30 5
64267 58 35 7
68a71 48 45 7
72a75 38 55 7
76 279 28 65 7
80 a 84 18 75 7
85 0 95 5
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Figura 9: Esquema do fracionamento do EMeF e isolamento de constituintes.
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Grupo 1:

Fracbes U50 a 53. Esse grupo (40,2 mg) foi lavado com acetona, houve
precipitacdo de um sodlido cristalino na forma de agulhas (11,2 mg). Esse solido
apresentou uma unica mancha em CCD e faixa de fusdo de 159-161 °C. Foram
obtidos espectros no infravermelho, RMN de *H e '3C, massas e dados de LCMS-
ESI-IT-TOF e o solido foi identificado como 4-epi-metil-quinato (PV16).

O restante da amostra ndo foi trabalhada por apresentar massa muito

pequena.

Grupo 2:

Fragbes U55 a 67. Para esse grupo (2,0 g), em CCD, foram observadas 3
manchas com boa separacao. O grupo foi submetido a CC (Coluna V). Utilizaram-se
73,0 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes foram CHCI;/CH3OH/NH4OH,

puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade. Obtiveram-se 110 frac6es
de aproximadamente 15 mL cada.

Apés andlise por CCD, as fragbes V2 e 3 (100% CHCIs) demonstraram-se
aparentemente puras em andlise por CCD. Foi obtido um liquido viscoso,
transparente e amarelado. Apds analise do espectro no 1V, de RMN o liquido (41,4
mgq) foi identificado como tetradecanoato de metila (PV17).

As fragOes V33 a 40 (86% CHCIs, 12% MeOH, 2% NH4OH) foram agrupadas,
a amostra (205,9 mg) foi obtida como um sdlido amorfo, viscoso, castanho,
aparentemente impuro em analise por CCD. Apés comparacdo por padrao foi
possivel identificar a amostra como rica em DMT.

As fracOes V41 a 43 (86% CHCIs, 12% MeOH, 2% NH4OH) demonstraram-se
aparentemente impuras em analise por CCD, e por comparacdao por padrdo foi
possivel identificar DMT (PV14) e NMT (PV15). As fracBes foram agrupadas, a
amostra foi obtida como um sélido amorfo viscoso castanho (28,2 mg). Fez-se CCD
preparativa, em silica gel 60, na tentativa de separar as substancias, tendo como
fase movel a mistura CHCls/MeOH (97:3) em atmosfera de amonia. A fracdo de maior
Rf foi obtida como um sélido amorfo amarelo claro (19,1 mg) identificado por CCD
comparativa como DMT (PV14). A fracdo de menor Rf foi obtida como um sélido
amorfo castanho claro (8,5 mg). Apos analise do espectro no IV, e dados de LCMS-
ESI-IT-TOF o sélido foi identificado como N-metiltriptamina (NMT, PV15).
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1.2 — Determinacao estrutural das substancias obtidas das folhas

de P. viridis

1.2.1 — PV1: Mistura de hidrocarbonetos

PV1 (26,8 mg) foi obtido a partir do extrato hexanico das folhas e apresentou-
se como um solido branco de ponto de fuséo 58-60 °C.

No espectro no IV (Figura 10) é possivel observar bandas de absorcéo
intensas em 2958 a 2850 cm! caracteristica de estiramento assimétrico da ligacéo
CH de grupos CH: e da ligacdo CH de grupos CH2 e CHs de compostos alifaticos,
respectivamente. E observada, também, a presenca de bandas deformacéo angular
de baixa intensidade dos grupos C-H referentes a alcanos alifaticos em 1474 e 1464
cm e uma banda de deformagédo angular de CHz em 730 cm-2.
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Figura 10: Espectro na regiao do IV de PV1 (KBr).

No espectro de RMN de 'H (Figura 11, pag. 39) sédo observados um tripleto
em ox 0,88 (t, J = 6,0 Hz), referente ao grupo metila, e um sinal intenso em 6n 1,25,

atribuido aos grupos metilénicos da cadeia alifatica de hidrocarboneto.
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No espectro de RMN de 3C e subespectro DEPT-135 (Figura 12, pag. 40)
sdo observados cinco sinais, que foram classificados como sendo uma metila e
quatro grupos metilénicos. O sinal em o6c 14,12 foi atribuido a metila do
hidrocarboneto e os demais sinais sao referentes aos grupos metilénicos da cadeia
alifatica.

Devido ao perfil do espectro no IV e RMN de PV1, concluiu-se que a amostra
trata-se de uma mistura de hidrocarbonetos.

A caracterizacdo dos hidrocarbonetos presentes em PV1 foi feita por meio de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-EM). Pela analise
do cromatograma e espectro de massas, foi possivel identificar os principais
constituintes como sendo CazsHsz (1,7 %), CaeHssa (4,2%), C27Hse (3,8%), CasHss
(2,8%), C29He0 (47,5%), CsoHe2 (7,7%), Cs1Hea (27,2%).
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Figura 11: Espectro de RMN de *H (200 MHz) de PV1 em CDCls.
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Figura 12: Espectro de RMN de *3C e subespectro DEPT-135 (50 MHz) de PV1 em
CDCls.
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1.2.2 — PV2: Triacilglicerol

PV2 (16,7 mg) foi obtido a partir de EHxF, apresentou-se como um sdlido
Ceroso.

No espectro no IV (Figura 13) obtido de PV2 sao observadas bandas de
absorcdo em 2928 e 2856 cm™ caracteristica de estiramento assimétrico da ligacédo
CH de grupos CH: e da ligacdo CH de grupos CH2 e CHs de compostos alifaticos,
respectivamente. A natureza alifatica pode ser confirmada, também, pela presenca
de bandas deformacdo angular de baixa intensidade dos grupos C-H referentes a
alcanos alifaticos em 1466 cm™ e uma banda de deformacéo angular de CH2 em 722
cm. Adicionalmente observam-se duas bandas intensas em 1742 e 1720 cm™
referente a deformacdo axial do grupo carbonila e uma banda em 1170 cm
referente a deformacdo axial da ligacdo C-O, concordantes para a ligacdo éster
presente na estrutura geral de um triacilglicerol. A banda intensa em 3448 cm foi

atribuido a agua do KBr.
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Figura 13: Espectro de absorcéo na regido do IV obtido para PV2 (KBr).
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No espectro de RMN de 'H (Figura 14, pag. 42) obtido para PV2 séo
observados um multipleto entre én 4,09-4,32 e um sinal em &x 5,26-5,35 referente
aos atomos de hidrogénio Ha e Hb, respectivamente. Foram observados, também,
um tripleto em én 2,31 (t, J = 7,3 Hz) correspondente aos atomos de hidrogénio a, e

um sinal oy 1,61 correspondente ao deslocamento quimico dos atomos de

hidrogénio f3.
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Figura 14: Espectro de RMN de *H obtido para PV2 (200 MHz, CDClz3).

No espectro de RMN de 3C (Figura 15, pag. 43) os sinais em 6c 173,21 e
171,97 foram atribuidos as carbonilas das cadeias A e B, respectivamente. No
subespectro DEPT-135 (Figura 16, pag. 43) foi possivel observar sinais em éc 62,18
e Oc 69,06 referentes aos atomos de carbono metilénicos A e metinico B,
respectivamente, e 6c 14,09 referentes aos &tomos de carbono metilicos.

A partir da comparacédo dos dados de RMN de 3C de PV2 com dados da
literatura (GUNSTONE et al., 1991) concluiu-se que a amostra trata-se de um

triacilglicerol (Tabela 12, pag. 136).
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1.2.3 - PV3: B-sistosterol e estigmasterol

PV3 (20,6 mg) foi obtida a partir do EHxF, apresentou-se como um solido
cristalino, com temperatura de fuséo na faixa entre 136-140 °C.

No espectro no IV (Figura 17) sdo observadas bandas de absor¢cdo em 3430
cm! caracteristica de estiramento da ligacdo O-H, bandas em 2960 cm™ a 2852 cm™
caracteristicas de estiramento da ligacdo CH de grupos CHz e CHs de compostos
alifaticos, respectivamente, bandas em 1466 e 1382 cm™ caracteristicas de
deformacdo angular no plano de ligacdo simples CH de compostos alifaticos, e
banda em 1054 cm caracteristica de estiramento de ligagdo CO de alcool.

Transmittance

\

0962

Wavenumber (cm-1)
Figura 17: Espectro de absorcéo na regido do IV obtido para PV3 (KBr).

No espectro de RMN de 'H (Figura 18, pag. 45), obtido para PV3, observam-
se diversos sinais na regido entre ou 0,68 e 0n 2,29, caracteristicos de atomos de
hidrogénio metilicos (CHs), metilénicos (CH2) e metinicos (CH) de esteroides. O
multipleto em 6n 3,47-3,58 é atribuido ao 4&tomo de hidrogénio H3 dos esteroides. O

sinal largo em én 5,36 é atribuido ao atomo de hidrogénio olefinicos H6 da mistura
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de esteroides e o multipleto entre dn 5,03-5,22 é atribuido aos atomos de hidrogénio

H22 e H23 do estigmasterol.
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0.372

Figura 18: Espectro de RMN de *H obtido para PV3 (200 MHz, CDClz3).

No espectro de RMN de 12C, é possivel observar deslocamentos quimicos
caracteristicos dos atomos de carbono olefinicos em &6c 140,78 e 121,72 que sdo
atribuidos aos atomos de carbono C5 e C6 da mistura. Os sinais observados em 6c
138,31 (C22) e 129,30 (C23) sao atribuidos a presenca de estigmasterol.

A partir dos sinais observados no espectro de RMN de 3C (Figura 19, pag.
46) e no subespectro DEPT-135 (Figura 20, pag. 46), juntamente com analise dos
demais espectros, foi possivel identificar PV3 como uma mistura de B-sitosterol e
estigmasterol.

As atribuicdes dos dados espectrais de RMN de '2C obtidos para PV3 e
valores referenciados na literatura (GOULART et al.,, 1993) para a mistura de [-

sitosterol e estigmasterol estéo listadas na Tabela 13, pag. 137.
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1.2.4 - PV4: Esqualeno

PV4 (4,2 mg) foi isolado do extrato EHxF como um liquido incolor (6leo),
miscivel em CHCls. Em analise por CCD, usando hexano como eluente, apresentou
uma Unica mancha rosa (revelador: acido perclorico/vanilina).

Os espectros de RMN de 'H (Figura 21) e 13C (Figura 22, pag. 48) de PV4
foram indicativos de natureza olefinica do composto, devido a presenca de sinais de
atomos de hidrogénio entre én 5,08-5,15, e de atomos de carbono entre éc 124,31 a
135,12, regibes caracteristicas de compostos com ligagdes duplas.

No espectro de RMN de 3C (Figura 22, pag. 48) observam-se 15 sinais, e a
partir da analise desses juntamente com o subespectro DEPT-135 (Figura 23, pag.
48), foram atribuidos a quatro grupos CHs, na regiédo 6c 16,01 a 25,69, quatro grupos
CH:2 entre 6c 26,69 a 39,74, trés grupos CH entre 6c 124,31 e 124,44 e trés atomos
de carbono nao hidrogenados situados entre oc 131,24 e 135,12 (Tabela 14,
pag.138).

A partir da comparacdo dos dados do espectro de RMN de H, 13C e
subespectro DEPT-135, foi possivel identificar PV4 como sendo o esqualeno.

No espectro de RMN de 3C o sinal em ¢ 29,71 foi atribuido a impureza graxa,
sendo contaminante de PV4 (VALLADAO, 2005).

3.00] =
24.19]

T T T T T T T T T T T T T T T
.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.0 2.5 2 1.5 1.0 0.5 0.0

o

3.5
f1 (ppm)

Figura 21: Espectro e ampliacées de RMN de H de PV4 (CDCls; 400 MHz).
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1.2.5 - PV5: 24-metilenocicloartenol

PV5 (16,2 mg) foi obtida a partir de EHxF, apresentou-se como um solido
branco, com temperatura de fusédo na faixa entre 119-120 °C.

No espectro no IV (Figura 24) obtido da amostra observa-se uma banda em
3403 cm™ caracteristica de estiramento da ligacdo O-H. Observam-se também
bandas em 2929 cm caracteristica de estiramento assimétrico da ligacdo CH de
grupos CHz de compostos alifaticos, em 2865 cm™ caracteristicas de estiramentos
simétrico e assimétrico de grupos CH2 e CHs de compostos alifaticos. Banda em
1640cm* caracteristica de estiramento da ligacdo C=C de alquenos. Bandas em
1462 e 1375 cm™ referentes a deformagdo angular no plano de ligacéo simples CH
de compostos alifaticos, e banda 1047 cm™ tipica de estiramento de ligacdo CO de
alcool, e um sinal intenso em 885 cm-? caracteristicas de deformacéo angular fora do

plano da ligacdo CH de grupos R2C=CHoa.
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Figura 24: Espectro de absor¢céo na regido do IV obtido para PV5 (ATR).

Por meio dos dados do espectro de RMN de 'H (Figura 25, pag. 50) do

composto, foi possivel concluir tratar-se de um cicloartano devido, principalmente, a
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presenca de dois dupletos em én 0,35 (J= 4,17 Hz) e on 0,57 (J= 4,11 Hz),
evidenciando a presenca de um anel de ciclopropano (DE PASCUAL et al., 1987)

A existéncia de uma ligacdo dupla terminal foi confirmada por meio de dois
singletos largos em 6n 4,72 e 61 4,66. O sinal a 6 3,27 foi atribuido ao 4tomo de

hidrogénio metinico H3 do carbono hidroxilado.
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Figura 25: Espectro de RMN de *H obtido para PV5 (400 MHz, CDClzs).

O espectro de RMN de 3C (Figura 26, pag. 51) e subespectro DEPT-135
(Figura 27, pag. 51) corroboraram a existéncia de uma dupla ligacdo terminal ao
apresentar dois sinais de carbonos olefinicos em 6c 156,94 (C) e éc 105,95 (CHy2).

A partir da analise dos demais sinais dos espectros foi possivel identificar PV5
como 24-metilenocicloartenol. As atribuicées dos dados espectrais de RMN de *3C e
de 'H obtidos para PV5 e valores referenciados na literatura (DE PASCUAL et al.,
1987) para 24-metilenocicloartenol estéo listadas nas Tabela 15, pag. 139 e Tabela
16, pag. 140.
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Esse composto foi submetido a analise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (Figura 28), e no espectro foi possivel observar o pico do
ion molecular m/z 440 Da compativel com a férmula molecular CsziHs20 do
composto. Observou-se, também, fragmentos de m/z 425 [M-CHs], 407 [425-H20]
um jon m/z 300 [Cz2Hse] resultante da fragmentacdo tipica de triterpenos
tetraciclicos com um anel ciclopropano em 9:19 (AYATOLLAHI et al, 2011), e m/z
175 [300-cadeia lateral]*, esse tipo de fragmentacdo € comum em cicloartanos
(AYATOLLAHI et al, 2011). Os sinais intensos, em m/z 207 e 281 s&o caracteristicos

de siloxanos, provenientes da sangria da coluna.
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Figura 28: Cromatograma e espectro de massas de PV5, obtidos por GC-EM.
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1.2.6 — PV6: Nonacosanal

PV6 (10,6 mg) foi isolado do ECIF apresentou-se como um sélido branco
amorfo, apresentou faixa de fusédo de 74-76 °C.

No espectro na regido do IV (Figura 29) observam-se bandas em 2918 cm*
caracteristica de estiramento assimétrico da ligacdo CH de grupos CH: de
compostos alifaticos e 2850 cm™! caracteristica de estiramento simétrico da ligacédo
CH de grupos CH2 e CHsz de compostos alifaticos. A banda em 1720 cm™ foi
atribuida ao estiramento de ligacdo C=0, e em 1474 e 1464 cm™ foram atribuidas a
deformacéo angular de ligacdo CH de cadeia longa. As bandas em 720 e 730 cm™

séo caracteristicas de deformacgéo de (CH2)n de cadeia com “n” maior que quatro.
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Figura 29: Espectro na regidao do IV de PV6 (KBr).

No espectro de RMN de *H (Figura 30, pag. 54), foi possivel observar um
tripleto em o1 9,75 (t, J = 1,6 Hz, 1H) atribuido ao atomo de hidrogénio do grupo
aldeido. O sinal em 6w 2,39 (td, J = 7,3 e 1,9 Hz, 2H) foi atribuido aos atomos de
hidrogénio ligados ao carbono adjacente a carbonila. Os sinais entre én 1,63-1,59
foram atribuidos aos atomos de hidrogénio ligados ao carbono C-3, e o tripleto em

on 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H) foi atribuido aos atomos de hidrogénios do grupo metila. O
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sinal intenso em o6n 1,26 foi atribuido aos grupos metilénicos da cadeia alifatica do

aldeido.
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Figura 30: Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de PV6 em CDCIz + Piridina-ds.

No espectro de RMN de 3C (Figura 31, pag. 55) observa-se a presenca de
oito sinais, que, a partir do subespectro DEPT-135, foram atribuidos como sendo
referentes a um grupo metila, uma carbonila e a grupos metilénicos. O sinal em ¢
202,85 foi atribuido a carbonila e, o sinal em 6c 14,12 foi atribuido a metila terminal
do aldeido. Os demais sinais sdo referentes aos grupos metilénicos da cadeia
alifatica de PV6.
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Figura 31: Espectro de RMN de 3C e subespectro DEPT-135 (400 MHz) de PV6 em
CDCIs + Piridina-ds.

Os dados obtidos de RMN de 3C e 'H foram comparados com os dados
calculados (Tabela 17, pag. 140) e literatura (REZANKA E SIGLER, 2007) (Tabela
18, pag. 141), juntamente com os dados obtidos a partir do espectro no
infravermelho e pela integragdo dos atomos de hidrogénio do espectro de 'H, foi
possivel sugerir PV6 como sendo um aldeido de cadeia longa, o nonacosanal
(C29Hs80).
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1.2.7 — PV7: Nonacosanol

PV7 (25,4 mg) foi isolado do ECIF apresentou-se como um solido branco
amorfo de faixa de fusdo 79-81 °C.

No espectro na regido do IV (Figura 32) de PV7 é possivel observar uma
banda larga de absorcdo em 3346 cmt, caracteristica de estiramento de ligacdo OH.
Bandas em 2915 cm caracteristica de estiramento assimétrico da ligacdo CH de
grupos CH:2 de compostos alifaticos e 2848 cm™ caracteristica de estiramento
simétrico da ligagdo CH de grupos CH2 e CHs de compostos alifaticos. Bandas em
1472 e 1462 cm™ atribuidas a deformacgédo angular de ligacdo CH de cadeia longa.
As bandas em 729 e 718 cm™ sdo caracteristicas de deformacgdo de (CH2)n de
cadeia com “n” maior que quatro.
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Figura 32: Espectro na regiao do IV de PV7 (ATR).

No espectro de RMN de 'H (Figura 33, pag. 57) é observado um tripleto em
On 3,66 (t, J = 6,5 Hz), atribuido aos atomos de hidrogénio ligados ao carbono
hidroxilado (Ca). O sinal entre 1 1,56-1,60 foi atribuido aos atomos de hidrogénio

ligados ao &tomo de carbono C2, o tripleto em 61 0,88 (t, J = 6,2 Hz) foi atribuido aos
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atomos hidrogénio da metila e o sinal intenso em 6n 1,26 foi atribuido a grupos

metilénicos da cadeia alifatica do alcool.
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Figura 33: Espectro de RMN de 'H (200 MHz) de PV7 em CDClz+ Piridina-ds.

No espectro de RMN de 3C (Figura 34, pag. 58) foram observados oito
sinais, que a partir do subespectro DEPT-135, foram classificados como sendo
referentes a um grupo metila, em doc 14,66, e grupos metilénicos, e o sinal em oc

63,11 foi atribuido ao a&tomo de carbono hidroxilado.
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Figura 34: Espectro de RMN de 3C e subespectro DEPT-135 (50 MHz) de PV7 em
CDCIz + Piridina-ds.

Por meio da andlise dos espectros no IV e RMN, comparacdo com dados da
literatura (Tabela 19, pag. 141) e levando em consideracdo a integracdo dos

atomos de hidrogénio, foi possivel sugerir que PV7 seja o nonacosanol (C29HeoO).
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1.2.8 — PV8: Acido hentriacontanoico

PV8 (9,0 mg) foi isolado do ECIF e apresentou-se como um sélido branco,
pouco soluvel em cloroférmio e de faixa de fuséo de 86-88 °C.

No espectro na regido do IV (Figura 35), de PV8, observam-se bandas de
absorcdo em 2915-2848 cm caracteristicas de estiramento simétrico e assimétrico
da ligacdo CH de compostos alifaticos, evidenciando a natureza alifatica da
substancia. A banda em 1703 cm foi atribuida ao estiramento da ligagdo C=0 de
acido carboxilico, as bandas em 1472 e 1462 cm foram atribuidas a deformacéo
angular de ligacdo CH de cadeia longa e as bandas em 729 e 719 cm sdo

caracteristicas de deformacéo de (CHz)n de cadeia com “n” maior que quatro.

Figura 35: Espectro na regido do IV de PV8 (ATR).

No espectro de RMN de 'H (Figura 36, pag. 60) de PV8 observam-se um
tripleto em on 2,37 (t, J = 7,5 Hz, 2H), atribuido ao hidrogénio adjacente a carbonila,
um multipleto entre o4 1,66-1,73, referente ao hidrogénio do carbono B, e outro
tripleto em 61 0,88 (t, J = 6,5 Hz), referente aos hidrogénios do grupo metila terminal.
O sinal intenso em én 1,27 (54 H) foi atribuido aos grupos metilénicos da cadeia

longa de acido graxo.
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Figura 36: Espectro de RMN de *H (400 MHz) PV8 em CDCls+ Piridina-ds.

No espectro de RMN de *C (Figura 37, pag.61) foi possivel observar 12
sinais, sendo o sinal em &6c 176,50 referente a carboxila, e o sinal em 6c 14,13
referente ao carbono metilico. Os sinais entre 6c 22,69 e 34,67 foram relacionados
aos grupos metilénicos do composto.

A analise dos espectros de RMN, a comparagcdo com os valores de RMN de
13C da literatura (Tabela 20, pag. 142) (GUNSTONE et al., 1976), e levando em
consideracdo a integracdo dos atomos de hidrogénio permitiram sugerir PV8 como
sendo &cido hentriacontanoico (Cz1Hs202).



1 - ESTUDO FITOQUIMICO | 61

] 0N o T+ m
o N N TMmO®n Y a ) LanunT oA S
S & §RHIBAY 8 3 TRI2234NY 2
- n o~
| & ~A2AAAAL N 3 ——— | |
I [N I I

T

T T T T T T T T T
80 70 60 50 40 30 20 10 o]

‘ ; ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90
f1 (ppm)

Figura 37: Espectro de RMN de *3C subespectro DEPT-135 (100 MHz) de PV8 em
CDCls+ Piridina-ds.
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1.2.9 — PV9: Acido hexadecanoico (acido palmitico)

PV9 (3,3 mg) foi isolado do ECIF e apresentou-se como um solido branco,
soluvel em cloroférmio e de faixa de fuséo de 63-64 °C.

No espectro na regido do IV (Figura 38), de PV9 observam-se bandas de
absorcdo em 2915-2848 cm! caracteristicas de estiramento simétrico e assimétrico
da ligacdo CH de compostos alifaticos, evidenciando a natureza alifatica da
substancia. Banda em 1705 cm caracteristica de estiramento de ligacdo dupla CO
de acido carboxilico, 1472 e 1462 caracteristica de deformacdo angular de ligacao
CH de cadeia longa. As bandas em 729 e 719 cm! foram atribuidas a deformacéo

de (CH2)n de cadeia com “n” maior que quatro.

Figura 38: Espectro na regido do IV de PV9 (ATR).

No espectro de RMN de *H (Figura 39, pag. 63) de PV9 foi possivel observar
um tripleto em én 2,35 (t, J = 7,4 Hz) atribuido aos atomos de hidrogénio ligados
ao atomo de carbono a, um multipleto na regido o 1,60-1,67 referente ao
hidrogénio ligado ao atomo de carbono B e outro tripleto em 6y 0,88 (t, J= 6,4 Hz)
gue se refere aos atomos de hidrogénio do grupo metila terminal. O sinal intenso
em Oc 1,26 foi atribuido aos grupos metilénicos da cadeia longa do acido graxo.
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Figura 39: Espectro de RMN de *H (400 MHz) PV9 em CDCls.

No espectro de RMN de 3C (Figura 40, pag. 64) e subespectro DEPT-135, foi
possivel observar 11 sinais. O sinal em 6c 14,12 foi atribuido ao &tomo de carbono
metilico, os sinais entre dc 22,70 e 33,71 foram atribuidos aos grupos metilénicos do
composto e o sinal, em &6c 177,99, foi atribuido ao atomo de carbono da carboxila.

A andlise dos espectros no RMN de 'H e 3C, a comparagdo com os valores
de RMN de 3C da literatura (Tabela 21, pag.142) (GUNSTONE et al., 1976),
juntamente com integrac@o dos sinais dos 4tomos de hidrogénio permitiram sugerir

PV9 como sendo &cido hexadecanoico (acido palmitico) (Ci6H3202).
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Figura 40: Espectro de RMN de 3C e subespectro DEPT-135 (100 MHz) de PV9 em
CDCls.
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1.2.10 — PV10: Acido heptadecanoico (4cido margarico)

PV10 (7,8 mg) foi isolado do ECIF e apresentou-se como um sélido branco,
soluvel em cloroférmio e de faixa de fuséo de 60-62 °C.

No espectro de RMN de 'H (Figura 41) de PV10 foram observados um tripleto
em o6n 2,35 (t, J= 7,4 Hz) atribuido aos atomos de hidrogénio ligados ao atomo de
carbono a, um multipleto em én 1,67 referente aos atomos de hidrogénio ligados ao
atomo de carbono B e outro tripleto em 61 0,88 (t, J= 6,3 Hz) referente aos atomos
de hidrogénio do grupo metila terminal. O sinal muito intenso em & 1,26 foi atribuido

aos grupos metilénicos da cadeia carbdnica longa do acido graxo.
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Figura 41: Espectro de RMN de H (400 MHz) PV10 em CDCls+ Piridina-ds.

No espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT-135 (Figura 42, pag.66) foi
possivel observar 11 sinais, sendo o sinal em d&c 14,12, referente ao carbono
metilico, sinais entre 6c 22,70 e 34,64 relacionados aos grupos metilénicos do

composto e um sinal em &c 176,69, referente a carbonila.
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Figura 42: Espectro de RMN de *C (100 MHz) PV10 em CDClz+ Piridina-ds.

A andlise dos espectros no RMN de 'H e 3C, a comparagdo com os valores
de RMN de 3C da literatura (Tabela 22, pag. 142) (GUNSTONE et al., 1976), e
levando em conta a integracao dos atomos de hidrogénio no espectro de RMN de
'H, permitiram sugerir que PV10 seja acido heptadecanoico (C17Hz402).
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1.2.11 - PV11: Mistura de acido ursoélico e oleandlico

PV11 (4,5 mg) foi obtida a partir de ECIF, apresentou-se como um solido
amorfo branco.

O espectro de RMN de 'H obtido para PV11 (Figura 43) apresenta a maioria
dos sinais com deslocamentos quimicos entre én 0,70 e du 2,05, caracteristicos de
substancia de natureza triterpénica. Os sinais largos em 64 5,28 e 5,25 foram
atribuidos aos atomos de hidrogénio H12 do &acido oleandlico e ursolico
respectivamente. O sinal em én 3,20-3,24 foi atribuido ao 4tomo de hidrogénio H3. O
sinal em 6n 2,80-2,84 foi atribuido ao H18 do acido oleandlico e em 6n 2,17-2,20 ao
H18 do acido ursdlico.

Observou-se, também, a presenca de um acido graxo, evidenciado por um
tripleto em 6én 2,34 (t, J= 7,5 Hz) caracteristico de hidrogénio ligado ao atomo de
carbono a-carboxilico e um multipleto, de mesma intensidade, na regido 6+ 1,60-1,66

caracteristico de hidrogénio ligado ao atomo de carbono S-carboxilico.
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Figura 43: Espectro de RMN de 'H (400 MHz) PV11 em CDCls.
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No espectro de RMN de 13C (Figura 44) obtido para PV11 foi possivel
identificar o sinal em &c 182,88, referente a carboxila dos triterpenos, e o sinal em dc
178,59, atribuido a carboxila do acido graxo contaminante da amostra. A partir do
subespectro DEPT-135 (Figura 45, pag. 69) foi possivel identificar trés carbonos
olefinicos com deslocamentos quimicos em oc 144,78 (C), 6c 137,9 (C) e 6c 125,90
(CH). Os valores de deslocamentos quimicos sdo semelhantes aqueles dos
carbonos olefinicos dos acidos oleandlico e ursélico, respectivamente.

Os dados espectrais de RMN de 'H e 3C obtidos para PV11, que permitiram
sua identificacdo, e os valores relatados na literatura (VALADARES, 2009) para a
mistura de acido ursélico e oleandlico estdo listados nas Tabela 23, pag.143 e
Tabela 24, pag. 144.
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Figura 44: Espectro de RMN de 3C (100 MHz) de PV11 em CDCls.
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1.2.12 - PV12: 1-Palmitil-glicerol (monopalmitina)

PV12 (5,5 mg) foi obtida a partir de ECIF, apresentou-se como um solido
Ceroso.

No espectro no IV (Figura 46) obtido da amostra sdo observadas bandas em
3472 cm’, referente a ligacdo de grupo hidroxila e em 2928 e 2852 cm*
caracteristicas de estiramento da ligacdo CH de grupos CH2 e CHs de compostos
alifaticos. A natureza alifatica pode ser confirmada, também, pela presenca de
bandas de deformacgdo angular de baixa intensidade dos grupos C-H referentes a
alcanos alifaticos em 1464 cm e uma banda de deformacéo angular de CH2 em 722
cm. Adicionalmente, observam-se uma banda intensa em 1742 cm?, atribuida ao
estiramento da ligacdo C=0 de éster, e uma em 1168 cm™, referente a ligagdo C-O,
concordantes para a ligacdo éster presente na estrutura geral de um

monoacilglicerol.

‘b Transmittanos

Figura 46: Espectro de absor¢cao na regido do IV obtido para PV12 (KBr).

No espectro de RMN de 'H (Figura 47, pag. 71) obtido para PV12 observa-se
que cada um dos cinco hidrogénios na porcao glicerol proporciona um sinal distinto.
Os dois dupletos duplos em 64 4,13 — 4,17 (dd, J = 11,6 e 6,1 Hz) e 4,19 — 4,23 (dd,

J=11,6 e 4,6 Hz) foram atribuidos aos atomos de hidrogénio do carbono 1. Os dois
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dupletos duplos em o4 3,59-3,62 (dd, J =11,4 e 58 Hz) e 3,68-3,72 (dd, J =115 e
3,9 Hz) foram atribuidos aos dois atomos de hidrogénio ligados ao atomo de carbono
3. O multipleto em 6n 3,91-3,95 foi atribuido ao atomo de hidrogénio ligados ao
atomo de carbono 2. O tripleto em én 2,35 (t, J= 7,4 Hz) foi atribuido a sobreposicao
dos sinais dos atomos de hidrogénio ligados ao carbono 5 e dos atomos de
hidrogénio das hidroxilas, dando este sinal um valor de integragéo 4. O tripleto em on
0,88 (t, J= 6,6 Hz) foi atribuido aos atomos de hidrogénio do grupo metila (MARCEL
et al., 1995).
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Figura 47: Espectro de RMN de H obtido para PV12 (400 MHz, CDCl3).

No espectro de RMN de 3C (Figura 48, pag. 72) o sinal em 6c 174,37 foi
atribuido a carbonila do éster. No subespectro DEPT-135 (Figura 49, pag. 72) obtido
foi possivel atribuir os sinais em o6c 65,19 e 63,36 aos atomos de carbono
hidroxilados metilénicos (CHz) e o sinal em &c 70,31 ao 4tomo de carbono metinico
(CH). Os dados de RMN de 3C de PV12 foram comparados com os dados da
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literatura (GUNSTONE, 1991), para 1-palmitil-glicerol e estdo apresentados na
Tabela 25, pag. 145.
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Figura 48: Espectro de RMN de 3C obtido para PV12 (100 MHz, CDCls).
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Figura 49: Subespectro DEPT-135 obtido para PV12 (100 MHz, CDClzs).



1 - ESTUDO FITOQUIMICO

E:\DEBORA\Drop...na\ruth\S-30.D\ Injection 1 Function 1 (S-30) TIC
300000+
250000+
200000+
150000+

1000004

L“ 10.48 14.99 22.63 24.75
" X Y.

500001 304 % - L %

o

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3 4 5 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 31 32
Retention time (min)

E:\DEBORA\Drop...na\ruth\S-30.D\ Injection 1 Function 1 (S-30) MS + spectrum 8.08

180004 98.10
160001 100/00%
43.10 24.10
140001 o -
74.49% 70.65%
120004 b8 10
, 134.10 207.00
1009%90.75% 46.67% 49.02% 239.30
8000) 112.10 39.88%
60004 29.59%
40001 147.00 208.10 257.20 281.10
% 168.10 1°1:00 : 13.85% 12.77%
2000} 10.28% 168.10 "0 " 18.77% 300.10 331.
‘ |l H‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ | 2A9% L ‘ ‘ 1.26% 1.24
o UL I A \‘\ 1 HH‘H‘MHMHH\ A I N T | I L L [—

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330

m/z (Da)
' OVK/OH Q\/
W\/\A/\/\Aﬂ/o\/\/o“ Y A\ﬂ/
miz 314 (1 %) YoH  miz 134 (47 %)

\( ;* R (McLafferty)
+

W 330(auseme)

OH
MoX OH

e m/z 239 (40 %)
O
=

& Hzc'/\/\/\/\/

m/z 98 (100 %)
O+

Figura 50: Cromatograma e espéctro de massas de PV11, obtidos por GC-EM e

possiveis caminhos de fragmentacéao.

O espectro de massas (GC-EM) reforca a identificagcdo da estrutura do
composto. O pico em m/z 331,1 (1%) foi atribuido a [M+1]*, o pico em m/z 239 (40
%) refere-se ao fragmento do ion acilio [RCO]*, o pico em m/z 98 (pico base) refere-
se a um fragmento originado de um rearranjo do ion acilio, conforme proposto na

Figura 50. Estas fragmentacdes sdo comuns em monoacilglicerois (SCHULTEN et

al., 1987), como por exemplo, na monopalmitina.
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1.2.13 - PV13: Mistura de B-sistosterol e estigmasterol glicosilado

A mistura (29,1mg) dos esteroides glicosilados (PV13), 3-O-B-D-glicosil-B-
sitosterol e 3-O-B-glicosil-estigmasterol, foi obtida a partir da fracdo insollvel,
proveniente da marcha quimica realizada com EMeF. PV13 foi isolado como um
sélido branco, amorfo, pouco soltvel em CHCls.

No espectro na regido do IV (Figura 51) € possivel observar banda de
absorcdo em 3400 cm? caracteristica de estiramento da ligacdo OH de hidroxila,
bandas em 2960-2852 cm™! caracteristicas de estiramento simétrico e assimétrico da
ligagdo CH de compostos alifaticos, e em 1466 e 1368 cm caracteristicas de
deformacédo angular no plano de ligacdo simples CH de compostos alifaticos.
Também foram observadas duas bandas fortes em 1074 e 1023 cm* caracteristicas

de estiramento da ligagdo CO de alcool.

Transmittance

Wavenumber (cm-1)

Figura 51: Espectro na regido do 1V de PV13 (KBr).

No espectro de RMN de 'H obtido para PV13 (Figura 52, pag. 75) sao
observados sinais multiplos na regido entre, én 0,66-2,40 correspondentes aos sinais
dos atomos de hidrogénio metilicos, metilénicos e metinicos, tipicos de esqueleto de

esteroide. Foi observado um sinal largo em 64 5,30 e um multipleto em 64 5,01-5,22
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atribuidos aos atomos de hidrogénio olefinicos H6 da mistura de esteroides e H22 e
H23 do estigmasterol. Os sinais em ox 4,58-3,60 foram atribuidos aos atomos de

hidrogénio das moléculas de glicose.

25.89-
98.48-

Figura 52: Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de PV13 em CDCls+Piridina-ds.

No espectro de RMN de 3C (Figura 53, pag. 76) e subespectro DEPT-135
(Figura 54, pag. 76) sdo observados um sinal em &c 78,15, atribuido ao C3, sinais
em &c 140,52 e 121,65, atribuidos aos carbonos olefinicos C5 e C6, e sinais em Oc
102,90 e 102,01, atribuidos aos atomos de carbono anoméricos (C1’) do
estigmasterol e -sitosterol glicosilados, respectivamente.

Os dados espectrais de RMN de 'H e 3C obtidos para PV13, que permitiram
sua identificagdo, e os valores relatados na literatura para B-sitosterol glicosilado
(SILVA, 2014) e estigmasterol glicosilado (EL-ASKARY, 2005) estao listados nas
Tabela 26, pag. 145.
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1.2.14 — PV14: N,N-Dimetiltriptamina

PV14 foi obtida a partir do EMeF, em ambas as metodologias utilizadas, CC e
extracdo acido base. Neste ultimo foi possivel obter PV14 dos extratos cloroférmicos
acido (ECIAc), neutro (ECINt) e alcalino (ECIAIC).

PV14 apresentou-se como um solido amarelo claro, ceroso, solavel em
metanol. A analise por CCD deste solido, em eluente CHCIls/MeOH e atmosfera de
amonia, evidenciou a existéncia de uma mancha de cor vermelho tijolo em revelador
reagente de Dragendorff, e em revelador, solu¢do de vanilina perclorica, apresentou
uma mancha avermelhada que descorava com o tempo ficando roxo escura apos 48

horas (Figura 55).

Figura 55: Fotos das cromatoplacas obtidas por CCD analitica, de PV14. Fase
moével CHCIz/MeOH (97:3) em atmosfera de amonia; (a) revelacdo com solucéo de

vanilina perclorica e (b) reagente de Dragendorff.

No espectro no IV (Figura 56) obtido da amostra observam-se bandas em
3500-3400 cm™, tipicas de estiramento N-H em amina secundéaria de anel indélico,
bandas em 3140-3100 cm™ caracteristicas de estiramento C-H de anel aromatico,
bandas em 1456 e 1422 cm ! caracteristicas de deformacédo angular no plano de
ligacdo simples CH de compostos alifaticos. Observam-se, também, bandas em 750,
744 cm caracteristicas de deformacdo angular de ligacdo C-H em anel aromaético
orto-substituido.
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Figura 56: Espectro de absor¢céo na regido do IV obtido para PV14 (KBr).

No espectro de RMN de 'H (Figura 57, pag. 79) obtido para PV14 observam-
se um sinal largo em 6w 2,39, referente aos atomos de hidrogénio metilicos (6 H),
dois multipletos entre on 2,50-2,93 correspondentes aos dois grupos metilénicos, um
multipleto entre on 6,92-7,09 correspondente aos atomos de hidrogénio 2, 5, e 6 do
anel inddlico, e dois dupletos em én 7,29 (d, J = 8,0 Hz, 1H) e 7,49 (d, J = 8,0 Hz,
1H) correspondentes aos atomos de hidrogénio 4 e 7 deste anel.

No espectro de RMN de 3C (Figura 58, pag. 79) e no subespectro DEPT-135
(Figura 59, pag. 80), é possivel observar sinais entre 6c 112,25 a 138,15 atribuidos
aos deslocamentos quimicos, caracteristicos dos &atomos de carbono do anel
inddlico, sinais em 6c 24,16 e 61,33 atribuidos aos deslocamentos quimicos dos
grupos metilénicos, e um sinal intenso, em 6c 45,29, atribuido ao deslocamento
quimico dos grupos metila.

Os dados de RMN de 3C de PV14 foram comparados com os dados da
literatura (GAUJAC et al., 2013), para N,N-dimetiltriptamina (DMT) (Tabela 27, pag.

147) e foram similares.
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Figura 59: Subespectro DEPT-135 obtido para PV14 (50 MHz, CDsOD).

A identificacdo do DMT foi confirmada pelo espectro de massas de alta
resolucdo obtido por LCMS-ESI-IT-TOF (Figura 60). A presenca do ion em m/z
189,1359 confirmou a estrutura do composto com erro de 14,28 ppm para a férmula
molecular calculada (189,1386). Esse ion refere-se a massa do composto com um

hidrogénio a mais [M+H]*.
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Figura 60: Espectro de massas de alta resolugéo, EM-ESI-IT-TOF, obtido para
PV14.
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1.2.15 - PV15: N-Metiltriptamina

PV15 foi obtida a partir do EMeF, em ambas as metodologias utilizadas, CC e
extracdo acido base. Neste ultimo foi possivel obter PV15 do ECIAc. A substancia foi
obtida, primeiramente, em mistura com a N,N-dimetiltriptamina (PV14, identificada
por comparacao com padrédo) apresentando duas manchas principais em CCD, com
o mesmo perfil de revelacdo e com boa separacdo (Figura 61). Para sua separacéo
fez-se CCD preparativa (Figura 62) em silica gel 60, tendo como fase mével a mistura
CHCI3/MeOH (97:3) em atmosfera de amonia.

Figura 61: Foto de cromatoplaca obtida por CCD analitica, da fracdo AG60 a 64.
Fase movel CHCIs/MeOH (97:3) em atmosfera de aménia; revelagdo com solugéo de

vanilina perclorica.

Figura 62: Foto da cromatoplaca obtida por CCD preparativa, da amostra AG60 a

64. Fase movel CHCI3/MeOH (97:3) em atmosfera de amonia; revelacéo luz UV.
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ApoOs purificagcdo, PV15 apresentou-se como um solido castanho claro,
ceroso, soliuvel em metanol. A andlise por CCD deste soélido, em eluente
CHCIs/MeOH e atmosfera de amonia, evidenciou a existéncia de uma mancha
vermelho tijolo em revelador reagente de Dragendorff (Figura 63), e em revelador
solucéo de vanilina perclorica, apresentou uma mancha avermelhada que descorava

com o tempo ficando roxo escura apos 48 horas, padrao semelhante a PV14.

Figura 63: Foto da cromatoplaca obtida por CCD analitica, da fracdo AG60 a 64
apos purificacao por CCD preparativa. Fase movel CHCIz/MeOH (97:3) em

atmosfera de amonia; revelacdo com reagente de Dragendorff.

No espectro no IV (Figura 64) obtido da amostra observam-se bandas em
3407 cm, tipicas de estiramento N-H de amina secundaria de anel indélico, em
3180-3054 cm* caracteristicas de estiramento C-H de anel aromatico, em 2929 cm™
caracteristicas de estiramento de ligacdo CH de carbono sp3. Observa-se, também,
banda em 737 cm™ caracteristica de deformacdo angular da ligacdo C-H de H
adjacentes em anel aromatico orto-substituido.
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Figura 64: Espectro de absorcéo na regido do IV obtido para PV15 (ATR).

A identificacdo do NMT foi reforcada pelo espectro de massas de alta
resolucdo obtido por LCMS-ESI-IT-TOF (Figura 65). A presenca do ion em m/z
175,1214 € coerente com a estrutura proposta do composto, com erro de 8,57 ppm
para a féormula molecular calculada (175,1229). Esse ion refere-se a massa do

composto com um hidrogénio a mais [M+H].
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Figura 65: Espectro de espectro de massas de alta resolugéo, EM-ESI-IT-TOF,
obtido para PV15.
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1.2.16 — PV16: 4-Epi-metilquinato

PV16 (11,2 mg) foi obtida a partir da CC do EMeF. PV16 apresentou-se como
sélido cristalino, em forma de agulhas, solivel em metanol, com temperatura de
fusédo na faixa entre 159-161 °C.

No espectro no IV (Figura 66) obtido da amostra é possivel observar bandas
em 3446, 3408 e 3366, cm™* caracteristicas de estiramento de ligagdo OH. Também
sdo observadas bandas em 2924 e 2958 cm caracteristicas de estiramento
assimétrico da ligacdo CH de carbono sp3 e bandas em 1436 e 1370 cm
caracteristicas de deformacdo angular no plano de ligacdo simples CH, e bandas
caracteristicas de estiramento de ligacdo C-O de &lcool terciario em 1144 cm™* e
secundario em 1118-1078 cm™. Também foi observada banda em 1736 cm

caracteristica de estiramento de ligacdo C-O da carbonila de éster.

Transmittance

9eYT—

Wavenumber (cm-1)

Figura 66: Espectro na regido do IV de PV16 (KBr)

No espectro de RMN de *H (Figura 67, pag. 85) obtido para PV16, em CDsOD
sao observados dois dupletos duplos, um em 64 1,66 - 1,71 (dd, 1H, H2e, J = 13,7 e
5,1 Hz) e outro em 64 1,81 - 1,85 (dd, 1H, H6e, J = 13,4 e 2,9 Hz), um multipleto

entre on 2,28 - 2,37, referente aos atomos de hidrogénio H6a e H2a, um dupleto
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duplo em on 3,72 - 3,75 (dd, 1H, J = 5,7 e 3,0 Hz), referente ao atomo de hidrogénio
H4, um simpleto éu em 3,77, referente aos trés atomos de hidrogénio da metoxila.
Foi possivel observar, também, um multipleto entre 4,01 — 4,05 (1H), referente ao
sinal do atomo de hidrogénio H3, e um multipleto entre 4,12 — 4,16 (1H), referente ao

sinal do atomo de hidrogénio H5.

i

T T T T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

Figura 67: Espectro de RMN de *H obtido para PV16 (400 MHz, CD30OD).

No espectro de RMN de 3C (Figura 68, pag. 86) é possivel observar oito
sinais que, a partir do subespectro DEPT-135, foram classificados como sendo trés
atomos de carbono metinicos, dois metilénicos, um metilico, e dois n&o
hidrogenados, sendo um destes, em 64 176,12, referente a uma carbonila.

As atribuicGes dos dados espectrais de RMN de 3C e de 'H obtidos para
PV16 e valores referenciados na literatura (ARMESTO et al., 2006) para 4-epi-
metilquinato estdo listadas nas Tabela 8, pag. 90 e Tabela 9, pag. 91, e foram bem

similares.



1 - ESTUDO FITOQUIMICO | 86

—176.12
~76.37
7442
7143
_ 66.86
_52.79
_39.09
—36.67

o—

a O
.
o]
I

Q
w N

HO' OH

OH

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 8 75 70 65 60 55 50 45 40 35
1 (ppm)

Figura 68: Espectro de RMN de 3C (em preto) e subespectro DEPT-135 (em cinza)
obtido para PV16 (100 MHz, CD3QOD).

Para confirmacdo da estrutura quimica do composto, foi realizada uma
andlise detalhada dos espectros em duas dimensdes (2D) heteronucleares (*H, 13C)
HSQC e HMBC, e homonucleares (*H, H) COSY, para atribuicdo dos sinais de
hidrogénio, e NOESY, para obtencdo de informacdes sobre a estereoquimica de
PV16.

No mapa de contornos HSQC pode-se confirmar a atribuicdo dos sinais dos
respectivos espectros de 1D, jA& que foi possivel observar acoplamentos
carbono/hidrogénio a uma ligagdo. Os sinais dos atomos de hidrogénio H2e e H2a
em Ox 1,68 e 2,37, respectivamente, apresentam correlacbes com o sinal do atomo
de carbono C2 em &¢ 36,67. Os sinais de H6e e H6a em o1 1,83 e 2,28 apresentam
correlagdes com o sinal de C6 em ¢ 39,09, o sinal de H8 em on 3,77 apresenta
correlacdo com o sinal de C8 em doc 52,79, o sinal de H5 em dn 4,14 correlaciona
com C5 em &c 66,86, o sinal de H3 em 6 4,03 correlaciona com o sinal de C3 em dc
71,43, e o sinal de H4 em 6x 3,74 correlaciona com o sinal de C4 em &c 74,42 (C4)
(Figura 69, pag. 87).
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Figura 69: Mapa de contornos HSQC (400 MHz) de PV16 em CD3OD.

No mapa de contornos HMBC observam-se correlacbes dos sinais dos
atomos de hidrogénio H2e e H2a, em 61 1,68 e 2,37, com 0s sinais dos atomos de
carbono C6 em 6c 39,09, C3 em &6c 71,43, C1 em &¢c 76,37 e C7 em &¢c 176,12
(Figura 70, pag. 88).

Observam-se, também, correlacdes dos sinais dos atomos de hidrogénio H6e
e H6a, em o1 1,83 e 2,28, com os sinais dos atomos de carbono C2 em &¢ 36,67, C5
em Oc 66,86, C1 em &c 76,37 e C7 em 6¢c 176,12 (Figura 70).

O atomo de hidrogénio H4 em &n 3,74 apresentou correlagdo com o atomo de
carbono C3 em Oc 71,43, e o sinal do atomos de hidrogénio de H8 apresentou
correlagdo com C7 em 6¢c 176,12. O atomo de hidrogénio H3 em &n 4,03 apresentou
correlagdo com o atomos de carbono C2 em ¢ 36,67, C5 em 6c 66,86, C4 em Oc
74,42 e C1 em Oc 76,37.

f1 (ppm)
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Figura 70: Mapa de contornos HMBC (400 MHz) de PV16 em CDsOD.

No mapa de contornos COSY (Figura 71, pag. 89), o sinal do atomo de
hidrogénio H2e em &+ 1,68 apresenta correlagbes com os sinais de H2a em 6n 2,37
e H3 em 06x 4,03. O sinal de H2a em 64 2,37 apresenta correlagbes com os sinais
de H6a em 6+ 2,28, H2e em 61 1,68 e H3 em 6H 4,03.

O sinal do atomo de hidrogénio H6e em 6n 1,83 apresenta correlagbes com
0s sinais de H6a em 6n 2,28 e H5 em 61 4,14. Sinal de H6a em 6n 2,28 apresenta
correlagdes com os sinais de H6e em 641,83 e H5 em 0w 4,14.

O sinal do atomo de hidrogénio H4 em 6n 3,74 apresenta correlacdes com 0s
sinais de H3 em 6x 4,03 e H5 em 6+ 4,14.
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Figura 71: Mapa de contornos COSY (400 MHz) de PV16 em CDsOD.

No mapa de contornos NOESY o sinal do atomo de hidrogénio H2e em 6n 1,68
apresenta correlagdes com os sinais de H2a em én 2,37 e de H3 em &4 4,03. O sinal
de H2a em &1 2,37 apresenta correlacdes com os sinais de H3 em 61 4,03 (Figura
72, pag. 90). O sinal do atomo de hidrogénio H6e em &n 1,83 apresenta correlacdes
com os sinais de H6a em 6n 2,28 e de H5 em 61 4,14. O sinal do atomo de
hidrogénio H4 em én 3,74 apresenta correlacdes com os sinais de H3 em 6n 4,03 e
de H5 em 61 4,14..

No mapa de contornos COSY, também é observada mancha de correlacéo de
H6a em on 2,28 com H5 em 0Onx 4,14. Essa correlagdo néo seria possivel na
conformacao mais estavel, visto que nessa posi¢cdo os atomos de hidrogénio H5 e
H6a estdo em posicdo antiperiplanar. Sao observadas, também, manchas de
correlacdo de H2e (6n 1,68) e H6e (on 1,83) com H4 (6w 3,74), essa correlacéo
também n&o seria possivel na conformacdo mais estavel, visto que esses atomos
encontram-se muito distantes uns dos outros. A partir dessas observacgoes, foi
possivel afirmar que, em solucdo, existe o equilibrio com a conformagdo menos

estavel em que H6 axial vai para a posi¢do equatorial, 0 que possibilita a correlacéo

89
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com H5. E H2 e H6, na posicao equatorial, vao para a posi¢éo axial, o que possibilita

a interacao 1,3 diaxial com H4.
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Figura 72: Mapa de contornos NOESY (400 MHz) de PV16 em CD3OD.

As andlises dos mapas de contornos HSQC, HMBC, COSY e NOESY
permitiram atribuir todos os deslocamentos quimicos de H e C para PV16, bem

como definir sua estereoquimica.

Tabela 8: Comparacéo dos dados de RMN de 3C de PV16 com os dados da

literatura para 4-epi-metilquinato

Carbono 4-epi-metilquinato PV16
o(ppm)* Oc (ppm)**

C1 76,2 76,37
Cc2 36,7 36,67
C3 71,2 71,43
C4 74,4 74,42
C5 66,8 66,86
C6 39,0 39,09
C7 176,0 176,12
C8 52,7 52,79

*Fonte: ARMESTO et al., 2006. 300 MHz, CD30OD. **100 MHz, CDsOD.
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Tabela 9: Comparacéo dos dados de RMN de 'H de PV16 com os dados da
literatura para 4-epi-metilquinato
PV16 4-epi-metilquinato
Hidrogénio
arogent On (ppm)* J (Hz2) Integracao On (ppm) J (Hz2) Integragéo
Hae 1,68 dd, 13,7e 5,1 1 1,84 dd, 13,6 e 5,4 1
Haa 2,37 m 2,50 dd, 13,6 e 3,7
Hs 4,03 m 1 4,17 ddd, 5,4, ~ 1
54, 3,8
Ha 3,74 dd,5,4e 2,8 1 3,86 dd, 5,4 e 3,7 1
Hs 4,14 m 1 4,27 ddd, 8,8, ~ 1
3,7, ~3,7
Hee 1,83 dd, 13,4e 2,9 1 1,97 dd, 13,1 e 3,7 1
Hsa 2,28 m 2,47 dd, 13,1 e 8,8
Hs 3,77 S 3 3,91 S 3

*Fonte: ARMESTO et al., 2006. 300 MHz, CD30OD.

Esse composto foi submetido a analise por espectrometria de massas de alta
resolucdo por LCMS-ESI-IT-TOF (Figura 73), e no espectro a presenca do ion em
m/z 229,0687 Da, confirmou a estrutura do composto com erro de 0,43 ppm para a
férmula molecular calculada (229,0688). Esse ion refere-se a massa do composto
com um atomo de sodio a mais [M+Na]*, e o ion em m/z 435,1471 [2M+Na]*
(ARMESTO et al., 2006).
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Figura 73: Espectro de massas de alta resolugdo, EM-ESI-IT-TOF, obtido para
PV16.
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1.2.17 - PV17: Tetradecanoato de metila

PV17 (41,4 mg) foi obtido a partir do fracionamento da CC do EMeF,
apresentou-se como um liquido viscoso, amarelo claro.

No espectro no IV (Figura 74) observam-se bandas de absor¢do em 2926-
2854 cm caracteristicas de estiramento simétrico e assimétrico da ligacdo CH de
compostos alifaticos, evidenciando a natureza alifatica da substancia. A natureza
alifatica pode ser confirmada, também, pela presenca de bandas de deformacao
angular de baixa intensidade dos grupos C-H referentes a cadeia alifatica em 1466
cm? e uma banda de deformacédo angular de CH2 em 722 cm. H4, também, bandas
de absorcdo em 1744 e 1172 cm’, referentes ao estiramento da carbonila e

estiramento C-O-C de grupo éster, respectivamente.
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Figura 74: Espectro na regiao do IV de PV17 (KBr).

No espectro de RMN de 'H (Figura 75, pag. 93) de PV9 observam-se um sinal
intenso em &1 3,67, atribuido aos atomos de hidrogénio da metoxila, um tripleto em
on 2,30 (t, J = 7,5 Hz), atribuido aos atomos de hidrogénio ligado ao atomo de
carbono a, um multipleto entre o4 1,54-1,65, referente aos atomos de hidrogénio
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ligado ao atomo de carbono B e outro tripleto em 64 0,88 (t, J = 6,3 Hz), referente
aos atomos de hidrogénio do grupo metila terminal. O sinal intenso em én 1,28 foi

atribuido aos grupos metilénicos da cadeia do éster.
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Figura 75: Espectro de RMN de *H (200 MHz) PV17 em CDCls.

No espectro de RMN de *3C e no subespectro DEPT-135 (Figura 76, pag. 94)
foi possivel observar 14 sinais, sendo o sinal em &c 174,43 referente a carbonila, em
Oc 51,46, referente a metoxila, em oc 14,13 referente ao carbono metilico e os sinais
restantes entre dc 22,71 e 34,14 relacionados aos grupos metilénicos do composto.

A andlise dos espectros no RMN de 'H e 3C e a comparacdo com os valores
de RMN de 13C da literatura (Tabela 28, pag. 147) (GUNSTONE et al., 1976)

permitiram sugerir que PV17 seja o tetradecanoato de metila (C1sH3202).
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Figura 76: Espectro de RMN de 3C (em cinza) e subespectro DEPT-135 (em preto),
100 MHz, de PV17 em CDCls.
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2 — ESTUDO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

2.1 — Introducao geral

Atualmente existem muitas doencas para as quais ndo ha cura, e o
tratamento consiste em somente reduzir a perda na qualidade de vida dos
portadores de tais doencas como a AIDS, doencas crénico-degenerativas como Mal
de Alzheimer, Diabetes Mellitus, a hipertenséo arterial, as artrites, as doengas
cardiovasculares e insuficiéncia renal cronica (BARROS et al., apud TERRA, 2007).

Além disso, ha tratamentos medicamentosos que perdem sua eficacia e
eficiéncia devido a pressdo seletiva dos microrganismos, causada principalmente
pelo uso indiscriminado de antibidticos e quimioterapicos, resultando no
desenvolvimento de espécies resistentes (ANDRADE et al., 2006). Embora existam
muitos farmacos, estes ndo contemplam os casos citados e, portanto, faz-se
necessaria uma busca constante por novas moléculas bioativas.

Dentro dessas perspectivas, as plantas medicinais tém sido uma rica fonte
para obtencdo de moléculas para serem exploradas terapeuticamente e muitos
medicamentos sao desenvolvidos a partir de substancias isoladas de plantas como,
por exemplo, a quinina, alcaloide obtidos da casca da quina (Cinchona calisayal),
usado como antimalarico (CAMARGO, 1995).

Considerando-se as categorias de doencas, nas Ultimas décadas, a maioria
(60%) dos farmacos utilizados no tratamento contra o cancer, introduzida na
terapéutica tém sua origem nos produtos naturais. Dentre estes se destacam a
vimblastina (Velban®) e a vincristina (Oncovin®) e os analogos vindesina (Eldisine®)
e vinorelbina (Navelbine®); o paclitaxel (Taxol®) e o analogo docetaxel (Taxotere®);
a podofilotoxina e os analogos, etoposideo (Etopophos®) e teniposideo (Vumon®); e
a camptotecina e os analogos topotecano (Hycamtin®) e irinotecano (Camptosar®).
Estes medicamentos movimentam anualmente um mercado de cerca de 60 bilhdes
de dolares (CRAGG E NEWMAN, 2009).

Diante disso, o estudo da atividade biolégica de produtos naturais é
importante e pode contribuir para a disponibilidade de novos medicamentos no

futuro.
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Os extratos e algumas substancias isoladas de folhas de Psychotria viridis
foram submetidos aos seguintes estudos de atividade biologica: atividade
antimicrobiana, atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase e avaliacdo da

citotoxicidade.

2.2 — Determinacéo da atividade antimicrobiana

2.2.1 - Introducéao

Os antimicrobianos sao farmacos que tém a propriedade de inibir o
crescimento de microrganismos e sao indicados, portanto, apenas para o tratamento
de infeccbes microbianas sensiveis. A descoberta desses farmacos trouxe
inestimaveis beneficios para a humanidade e muitas doencas consideradas
incuraveis e letais no passado passaram a ser tratadas com o uso de tais
medicamentos. Embora exista uma grande variedade desses medicamentos no
mercado, um problema relacionado aos antimicrobianos é o processo de sele¢éo de
microrganismos resistentes (WEBER E COURVALIN, 2005), e a laboriosa pesquisa
de novos farmacos.

O grande marco no tratamento das infeccbes microbianas ocorreu com a
descoberta da penicilina, por Alexander Fleming, em 1928 (NICOLAOU et al., 2008).
Entre os anos 1940 a 1960 varios antibidticos foram descobertos através de triagens
de produtos naturais microbianos, sendo a maioria deles eficazes para o tratamento
de bactérias Gram-positivas. Entre os anos 1960 e 1980 foram introduzidos no
mercado antibidticos semissintéticos, analogos aos antibidticos naturais ja
existentes, eficazes para o tratamento de patégenos Gram-positivos e Gram-
negativos (FERNANDES, 2006).

Entre os anos 1980 a 2000 houve uma reducdo dramética na identificacdo de
novos prototipos antibioticos e nesse mesmo periodo ocorreu um aumento na
incidéncia de resisténcia bacteriana. Para a busca de novos antibidticos, foram
utilizadas principalmente ferramentas gendmica e as triagens de colecdes de
compostos, em detrimento as triagens de produtos naturais. A partir de 2000,
poucos antibioticos foram introduzidos para a terapéutica antimicrobiana
(FERNANDES, 20086).
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Buscando a identificagédo de novas substancias com atividade antimicrobiana,
extratos e compostos obtidos a partir de folhas de P. viridis foram submetidos a

testes frente a microrganismos.

2.2.2 — Teste de atividade antimicrobiana

Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados pelo grupo do
Professor Dr. José Carlos de Magalhdes no Laboratério do Departamento de
Quimica, Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos da Universidade Federal de
Sé&o Joao Del Rei. Para a realizacdo dos experimentos foram utilizadas culturas de
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca e
Klebsiella pneumoniae, sendo as duas primeiras Gram-positivas e as trés ultimas

Gram-negativas.

2.2.2.1 — Avaliacao da atividade antimicrobiana em ensaio de microplaca

Os testes foram realizados em meio de cultura caldo brain heart infusion (BHI)
utilizando placas de microdiluicdo de 96 pocos e método de leitura visual.
Determinou-se a menor concentracdo dos extratos ou compostos capaz de inibir o
crescimento das bactérias objeto do estudo.

A avaliacdo da inibicdo do crescimento dos microrganismos foi feita por
meétodo colorimétrico de metabolizacdo do sal de tetrazolio. Foi feita comparacao
visual, sendo a cor roxa indicativo do crescimento bacteriano e a amarela do nédo
crescimento. Em todos o0s casos determinou-se a concentracdo inibitéria minima
(MIC) de cada substancia ou extrato, capaz de inibir o crescimento das bactérias
testadas. A diluicdo seriada partiu de 1000 pg/mL, tanto do extrato quando das
substancias puras, sendo a concentracdo do préximo poco sempre a metade do
anterior. O controle negativo (CN) foi feito com DMSO puro e no controle positivo
(CP) foi usado amicacina, sendo que em ambos fez-se uma diluicdo seriada, como a
das substancias testadas.

Fez-se uma triagem da atividade antimicrobiana do extrato metandlico das
folhas de P. viridis (EMeF), DMT e triptamina (substancia precursora do DMT)
(Figura 77, pag. 98).
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Figura 77: Estrutura quimica da triptamina

2.2.2.2 — Metodologia

As amostras EMeF, DMT e triptamina foram testadas quanto ao seu potencial
antimicrobiano em cinco bactérias diferentes, S. aureus, B. cereus, E. coli, K.
oxytoca e K. pneumoniae.

Para se determinar a menor concentracdo do extrato ou compostos capaz de
inibir o crescimento das bactérias objeto do estudo, foi utilizado o método de dilui¢do
em caldo recomendado pela ANVISA, seguindo protocolos disponiveis ho Manual do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), antigo National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS), com adaptacdes. A partir de culturas
crescidas por 24 h em caldo nutriente BHI, o inéculo foi ajustado para 0,5 na escala
de MacFarland e diluido 100 vezes.

Utilizou-se uma placa de microdiluicdo de 96 pocos, em que em cada poco
adicionaram-se 50 pL de uma solucao de caldo nutriente e 50 uL do inéculo.

ApoOs o indculo, procedeu-se com periodo de incubacao por 24 h, na estufa o
37 °C, adicionaram-se 10 pL do corante brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) em todos os pocos e as placas ficaram sobre agitacdo em
incubadora Shaker por 10 minutos, para a metabolizacdo do sal de tetrazodlio, a fim
de se identificar visualmente onde havia metabolismo bacteriano, ou seja, onde o
composto testado foi ou ndo capaz de inibir o crescimento microbiano. A leitura da
placa com a determinacéo da CIM foi realizada visualmente.

As amostras que nado tiveram atividade inibitéria e, portanto, houve
crescimento, sdo aqueles onde o poco foi corado em roxo. Ja 0S pogos em que
permanece a cor amarela, sao indicativos de capacidade de inibicdo do crescimento

microbiano.
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No teste de MIC as concentragbes das substancias a serem testadas
decrescem da esquerda para direita. Nas Figura 78, Figura 79, e Figura 80, pag.

100, CC representa o controle de crescimento positivo e BM € o branco do meio.

2.2.2.3 — Discussao dos resultados

Os resultados estdo apresentados na Tabela 10, pag. 100. Nas Figura 78,

Figura 79, e Figura 80, pag. 100 € possivel observar visualmente, em amarelo, os
pocos em que aconteceram as inibicoes.

No teste de MIC para B. cereus, e S. aureus, ambas Gram-positivas, somente

a triptamina mostrou atividade antimicrobiana.
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Figura 79: Teste para MIC em E. coli, a esquerda, e K. oxytoca, a direita.
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No teste de MIC para K. pneumoniae, bactéria Gram-negativa, a triptamina,
também, foi a Unica substancia com acao inibitéria, contudo apresentou atividade em

concentragﬁes menores.
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Figura 80: Teste para MIC em K. pneumoniae, bactéria Gram-negativa.
*D4(EMeF)

Tabela 10: Concentracéo inibitéria minima das substancias testadas, em diferentes

bactérias
Bactérias EMeF DMT Triptamina (ug/mL)
B. cereus ND ND 500 — 1000
S. aureus ND ND 500 — 1000
E. coli ND ND 500 - 1000
K. oxytoca ND ND 500 — 1000
K. pneumoniae ND ND 31,25-62,5

ND — Nas condi¢Bes experimentais, néo foi detectada inibicdo na maxima concentragéo testada.

As amostras EMeF, DMT e triptamina foram testadas quanto ao seu potencial
antimicrobiano em cinco bactérias diferentes, S. aureus, B. cereus, E. coli, K.
oxytoca e K. pneumoniae, contudo, nas condigdes experimentais utilizadas no teste,
nao foi detectada inibicdo nas concentracdes testada para o extrato metandlico das
folhas e DMT e somente a triptamina apresentou atividade antimicrobiana. Pode-se
inferir, portanto, que a metilagdo da triptamina reduz a atividade antimicrobiana do

composto.
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2.3 — Determinacdo da atividade inibitoria da acetilcolinesterase

2.3.1 — Introducéo

A Doenca de Alzheimer (DA) foi descrita pela primeira vez em 1906 pelo
neuropatologista Alois Alzheimer (HUEB, 2008). Essa € uma afeccdo
neurodegenerativa progressiva e irreversivel de aparecimento insidioso, que
acarreta perda da memoria e diversos distdrbios cognitivos. A DA pode ser de
acometimento tardio, de incidéncia ao redor de 60 anos de idade, ocorrendo de
forma esporadica, enquanto que a DA de acometimento precoce, de incidéncia ao
redor de 40 anos, mostra recorréncia familiar (SMITH, 1999).

Atualmente 35,0 milhdes de pessoas no mundo apresentam a DA (PEREIRA
et al., 2014), e é esperado que 0 numero de casos tripligue nos proximos 40 anos
(YAFFE E BARNES, 2011). No Brasil, apesar das lacunas estatisticas, estima-se
qgue cerca de 500 mil pessoas sejam acometidas pela doenca (MACHADO, 2006
apud RODRIGUES E GONTIJO, 2009)

A DA acarreta um declinio funcional progressivo e perda gradual da
autonomia, ocasionando nos individuos afetados uma dependéncia total de outras
pessoas em decorréncia da deterioracdo das funcdes cognitivas e do desempenho
de atividades diarias (MACHADO, 2006 apud RODRIGUES E GONTIJO, 2009).

A histopatologia da doenca é caracterizada pela macica perda siniptica e
pela morte neuronal observada nas regifes cerebrais responsaveis pelas funcdes
cognitivas (SELKOE, 2001). Sao observados, também, depdsitos fibrilares amiloidais
localizados nas paredes dos vasos sanguineos do parénquima cerebral associados
a uma variedade de diferentes tipos de placas senis, acumulo de filamentos
anormais e formacéo de novelos neurofibrilares, perda neuronal e sinéptica, ativacédo
de células da glia e inflamacédo (HARDY E SELKOE, 2002).

Baseadas nesses marcadores neuropatoldgicos, duas hipoteses principais
foram propostas a fim de explicar a etiologia da doenca. A hipltese da cascata
amiloidal, em que a neurodegeneragdo na doenca de Alzheimer inicia-se com a
clivagem proteolitica da proteina precursora amiloide (APP) e resulta na producao,
agregacdo e deposicdo da substancia B-amiloide (AB) e placas senis (SELKOE,
2001). E a hipotese colinérgica, em que disfuncdo do sistema colinérgico € suficiente
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para produzir uma deficiéncia de memdria em modelos animais, a qual € semelhante
a doenca de Alzheimer (BARTUS E EMERICH, 1999).

Cérebros de pacientes portadores da doenca de Alzheimer mostraram
degeneracdo dos neurbnios colinérgicos, reducdo dos marcadores colinérgicos, e
reducdo na atividade da colina acetiltransferase e a acetilcolinesterase no coértex
cerebral de pacientes portadores da doenca de Alzheimer (SERENIKI et al., 2008) o

gue corrobora a importancia da acetilcolina no desenvolvimento da doenca.

2.3.2 — Tratamento da doenca de Alzheimer

Atualmente, os tratamentos disponiveis para a DA buscam minimizar
sintomas cognitivos e comportamentais, por meio de medicacdo e técnicas
cognitivas de reabilitacdo, melhor estruturacdo do ambiente e, também, por meio de
grupos informativos para pacientes e familiares (MACHADO, 2006 apud
RODRIGUES E GONTIJO, 2009).

Entre os diferentes tipos de medicamentos que podem modificar a
transmissdo colinérgica, a Unica classe que apresenta eficiéncia no tratamento
sintomético da DA sdo os inibidores acetilcolinesterase (SILVA, 2009). Esses
medicamentos atuam alterando a funcdo colinérgica central ao inibir as enzimas
acetilcolinesterase (AChe) e butirilcolinesterase, responsaveis por degradar a
acetilcolina, aumentando, assim, a capacidade da acetilcolina de estimular os
receptores nicotinicos e muscarinicos cerebrais. Desde a introducdo desses
medicamentos na pratica clinica, os inibidores da AChE constituem o tratamento
sintomatico de escolha para a DA (SERENIKI et al., 2008).

Contudo, embora os inibidores da AChE tenham demonstrado eficacia
sintomética e reducdo na progressao da patologia, essa melhora somente ocorreu
em aproximadamente 30-40 % dos pacientes portadores da DA leve a moderada
(KIHARA et al., 2004)

Grandes esforgos tém sido realizados para a compreenséo e tratamento da
doenca de Alzheimer, e os inibidores da AChE s&do farmacos importantes no
tratamento da doenca. A descoberta de novas substancias com maior seletividade
pela AChE e baixa toxicidade, poderia contribuir para a melhoria da qualidade de
vida de pacientes que virdo a desenvolver a doencga, visto que a terapia atual esta

longe de ser satisfatoria e os medicamentos disponiveis para o tratamento da DA
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tém eficacia limitada o que sugere a necessidade de novas estratégias para o
tratamento da doenca (STANDAERT E YOUNG, 2010).

Compostos que, atuam diminuindo a quebra bioguimica da acetilcolina e
teoricamente prolongam a neurotransmissao colinérgica, tém ocorréncia recorrente
em plantas tradicionalmente usadas para tratar falhas na memoria e outros declinios
cognitivos associados a terceira idade (HOUGHTON et al., 2004).

Dentro dessa perspectiva, extratos e compostos isolados de P. viridis foram
testados frente a inibicho da AChE na busca de potenciais substancias

biologicamente ativas.

2.3.2 — Teste de inibicdo da AChE em microplaca empregando reagente de

Ellman

A atividade enzimética da acetilcolinesterase foi determinada em microplacas
pelo método espectrofotométrico de Ellman (1961), modificado por RHEE et al.,
2001, fazendo o monitoramento da producéo do composto colorido em placas de 96
pocos utilizando um leitor de microplacas. A hidrolise do substrato acetiltiocolina,
gera como produto a tiocolina, que reage com o reagente de Ellman, produzindo
acido 2-nitro-4-tiobenzoico e &cido 2-nitro-4-mercaptotiobenzoico, que podem ser
detectados a 405 nm (Figura 81, pag. 104). O ensaio em microplaca é um ensaio
guantitativo e permite a avaliacdo da percentagem de inibicdo da AChE (TREVISAN
et al., 2003).
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Figura 81: Sequéncia de reacdes propostas no método de Ellman.
Fonte: Barboza et al., 2010.

2.3.2.1 — Metodologia

O teste foi realizado pelo grupo da Professora Dr2 Jacqueline Aparecida
Takahashi no Laboratério Biotecnologia e Bioensaios, do Departamento de Quimica
da Universidade Federal de Minas Gerais.

As amostras foram solubilizadas em DMSO a uma concentracdo de 10
mg/mL. Foram adicionados aos poc¢os das microplacas 25 pL da solucéo de iodeto
de acetilcolina 15 mM, 125 pL de DTNB 3 mM, 50 pL de tampéo Tris-HCI 50 mM pH
8,0, contendo 0,1% p/v de Albumina do Soro Bovino (BSA) e 25 UL dos extratos e
das substancias, solubilizada em DMSO, em concentracdo de 10 mg.mL7?,
correspondendo a 0,25 mg/poco. Foram feitos controles negativos com DMSO, e
positivo com eserina e galantamina (10 mg/mL), como inibidores padrdo. Os testes
foram feitos em quintuplicata e a absorbancia foi medida a cada 1 minuto, por 8

vezes a 405 nm. ApOs essas leituras, foram adicionados aos pocos 25 pL de
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acetilcolinesterase 0,226 U/mL em Tris-HCI 50 mmol/L, pH 8, com BSA 0,1% p/v. As
absorbancias foram medidas novamente a cada 1 minuto, por 10 vezes, a 405 nm.
O aumento da absorvancia devido a hidrdlise espontanea do substrato foi corrigido
fazendo a subtracdo da média dos valores da primeira medida da média dos valores
apos a adicdo da enzima (média 2% medida - média 12 medida). A porcentagem de
inibicdo foi calculada a partir da comparagdo da absorvancia média das amostras

com a absorvancia média do branco.

2.3.2.2 — Discussao dos resultados

As amostras testadas, cicloartenol, EHxF, ECIF, EAcF, EMeF, DMT e mistura
de estigmasterol e [-sitosterol glicosilado, apresentaram inibicdo da AChE. As
amostras ECIF e EAcF apresentaram inibigcdo maior que 90% (Tabela 11).

Os resultados obtidos, principalmente, para ECIF, EACF abrem perspectivas
para a realizacdo de testes mais precisos que comprove a atividade dessas
amostras frente a DA, visto que, extratos cuja inibicdo enzimética é maior ou igual a
50% sdo considerados promissores e candidatos a futuros medicamentos
(TREVISAN et al., 2003).

Tabela 11: Resultados do teste de inibicdo da enzima AChE em microplaca dos

extratos e substancias extraidas das folhas de P. viridis

Amostra % Inibicdo média Desvio padrdo  Coeficiente de variagédo
Galantamina (padréo) 90,31 0,45 0,005
Eserina (padréo) 70,14 0,85 0,012
Cicloartenol 49,53 3,37 0,068
EHxF 80,34 1,33 0,017
ECIF 91,76 2,25 0,025
EACF 91,21 3,95 0,043
EMeF 85,28 2,99 0,035
DMT 19,84 4,83 0,244

B-sitosterol e

, . 67,15 4,85 0,072
estigmasterol glicosilado
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2.4 — Determinacéo da atividade antioxidante

2.4.1 — Introducéao

O termo oxidacdo pode ser definido como a conversdo de uma substancia
quimica em um derivado com menor numero de elétrons e, portanto, € a perda de
um ou mais elétrons para outra. Esse processo de transferéncia de elétrons também
ocorre em sistemas bioldgicos, e embora esse seja fundamental para a
sobrevivéncia das células, o efeito colateral dessa dependéncia € a producdo de
radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio, que podem causar dano
oxidativo (ALVES et al., 2010).

Radicais livres sdo produzidos continuamente e naturalmente durante acfes
cataliticas de enzimas, processos metabolicos celular ou pela exposicdo a fatores
exdgenos (BIANCHI et al.,, 1999). Contudo, quando em excesso, podem gerar o
estresse oxidativo (EO), que pode ser definido como as circunstancias nas quais 0s
radicais livres causam danos teciduais (NASCIMENTO et al., 2011).

O excesso desses radicais pode ser combatido por antioxidantes produzidos
pelo corpo ou adquiridos de forma exdégena (NASCIMENTO et al.,, 2011). Os
antioxidantes sao substancias com habilidade de sequestrar radicais livres, sao
capazes de regenerar ou prevenir os danos oxidativos e, portanto, protegem o
sistema bioldgico contra o efeito nocivo de processos ou reacfes que podem causar
oxidacao excessiva e retardam significativamente ou inibem a oxidacdo do substrato
(ALVES et al., 2010).

Quando ha o desequilibrio entre sistemas pré-oxidantes e antioxidantes e os
antioxidantes produzidos pelo corpo séo insuficientes para combater os radicais
livres produzidos pelo organismo, este sofre acdes degenerativas através do
distarbio conhecido como estresse oxidativo (BARBOSA et al., 2010)

Nos ultimos anos, vém sendo considerado que o excesso de radicais livres €
responsavel por efeitos deletérios, tais como danos ao DNA, proteinas e organelas
celulares, como mitocéndrias e membranas, provocando alteragfes na estrutura e
funcdes celulares (ALVES et al., 2010) e, dessa forma, se encontram envolvidos em
diversas doencas como cancer, doencas cardiovasculares, catarata, declinio do

sistema imune, disfuncdes cerebrais e Diabetes Mellitus tipo | (SOUSA et al., 2007).
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As descobertas do efeito deletério dos radicais livres sobre as células e sua
relacdo com certas doencas, agindo como causador ou agravante, impulsionou a
busca por novas substancias capazes de prevenir ou minimizar os danos oxidativos
as células vivas (ALVES et al., 2010). Assim, pesquisas tém se voltado para a
descoberta de produtos naturais com atividade antioxidante e diferentes espécies
vegetais vém sendo amplamente testadas.

Os estudos sobre radicais livres e o desenvolvimento de novos métodos para
avaliacdo de atividade antioxidante tém aumentado consideravelmente nos ultimos
anos (ALVES et al., 2010). Entre os métodos colorimétricos, utilizados na pesquisa
de atividade antioxidante, destacam-se aqueles que relacionados a habilidade dos

antioxidantes em neutralizar radicais como DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila).

2.4.2 — Método do ensaio de DPPH

O teste de DPPH é um método espectrofotométrico relativamente simples, e
baseia-se na capacidade “descolorante” da amostra. E um dos mais antigos
métodos indiretos para se determinar a atividade antioxidante, sugerido
originalmente em 1950 para se descobrir os doadores de hidrogénio em matérias
naturais. Mais tarde foi utilizado para determinar o potencial antioxidante de
compostos fendlicos isolados de alimentos (BORGES et al., 2011). Uma
caracteristica desse método € que ele ndo envolve condicbes drasticas de
temperatura e oxigenagao (SILVA et al, 1999). O DPPH pode reagir com compostos
fendlicos, bem como com acidos aromaticos contendo apenas um grupamento
(SANTOS et al, 2007).

O método avalia a capacidade antioxidante de uma dada substancia e baseia-
se na transferéncia de elétrons por acdo de um antioxidante ou uma espécie
radicalar. O DPPH, de cor purpura, absorve em um comprimento de onda maximo
de aproximadamente 516 nm, € reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de
coloracdo amarela, com consequente desaparecimento da absorcao, o teste pode
ser monitorado pelo decréscimo da absorvancia. A partir dos resultados obtidos,
determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de radicais
livres (NASCIMENTO et al., 2011).
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2.4.2.1 — Metodologia

O teste foi realizado no Laboratorio de Quimio e Bioprospeccédo de Plantas do
Cerrado, do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais,
sob a coordenacédo da Professora Dr2 Lucia Pinheiro Santos Pimenta.

Para o procedimento, foi preparada solucdo metandlica de DPPH a 0,004 %
p/v.

As amostras testadas, foram solubilizadas em metanol grau HPLC a 1 mg/mL.
A partir dessa solugao foram realizadas diluigbes de forma a obter outras cinco
solugdes nas concentrag¢des: 500,00; 250,00; 125,00; 62,50 e 31,25 pg/mL.

Em placas de 96 micropocos, foram adicionados 250 pL de solucéo
metandlica de DPPH e 10 pL das cinco diferentes concentracdes do extrato. Cada
uma das 5 concentracgdes foi testada em triplicata. Foram feitos controles negativos
com metanol sem adicéo de extrato, e positivo com butilhidroxitolueno (BHT), &cido
ascorbico, rutina e o alfa-tocoferol.

As placas, testes e controle, foram incubadas por 30 minutos a temperatura
ambiente, na auséncia de luz.

A solucdo de DPPH foi preparada no dia do experimento, mantida em
auséncia de luz a 4 °C. O percentual de decréscimo na absorbancia foi medido para
cada concentracdo e a capacidade de sequestrar radicais livres foi calculada com
base no decréscimo da absorbancia observada. As leituras foram feitas a 517 nm. A
capacidade de sequestrar radicais livres foi expressa como percentual de inibicdo de

oxidacdo do radical e calculado conforme a Equacéo 1:

% inibig&do = ((ApppH — AexTr)/ApppH)* 100 Q)

em que AprpH € a absorbancia da solugdo de DPPH e Aextr é a absorbancia da
amostra em solugéo, calculado pela diferenca com seu branco (Aextr = Aamostra —
ABranco).

Foram submetidos ao teste de atividade antioxidante a N,N-dimetiltriptamina,
os extratos cloroférmico (ECIF), metandlico (EMeF) e em acetato de etila (EACF)

das folhas de P. viridis.
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2.4.2.2 — Discussao dos resultados

Os resultados do teste antioxidante e a comparacao dos valores encontrados
para os extratos e padrbes sao ilustrados nas Figura 82, Figura 83 pag. 110, e
Figura 84 péag. 110.

O extrato metandlico (EMeF) apresentou atividade antioxidante (expressa
como inibicdo de oxidacdo do radical) superior a 85% partir da concentracdo de
125,00 pug/mL. Esse resultado indica uma capacidade de inibicdo consideravel. A
N,N-dimetiltriptamina, apresentou baixa atividade antioxidante em relagcdo ao EMeF
(Figura 82).

Os extratos cloroférmico e em acetato de etila ndo apresentaram atividade

antioxidante nas concentracdes testadas (Figura 83 pag. 110, e Figura 84 pag. 110).

Grafico da porcentagem de inibicdo do EMeF, DMT e padrdes
versus concentracdo (ug/mL)

100

90 —_—— e e ®
o= —y
80
70
g
&
] 50
£
R 40
30
20
10
0
0 200 400 600 800 1000

Concentracgdo (pg/mL)

«=@=BHT e==@=\itamin(C «=@==\]eOH DMT

Figura 82: Grafico da porcentagem de inibicdo do EMeF, DMT e padrdes

versus concentracao (pg/mL).
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Grafico da porcentagem de inibicdo do EAcF e padrfes versus
concentragdo (ug/mL)
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Figura 83: Grafico da porcentagem de inibicdo do EAcF e padrdes
versus concentracao (ug/mL).
Grafico da porcentagem de inibicdo do ECIF e padrfes versus
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Figura 84: Gréfico da porcentagem de inibicdo do ECIF e padrdes versus

concentracéo (pug/mL).
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2.5 - Avaliacao da citotoxicidade

2.5.1 —introducéao

Cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em
comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e
orgaos, podendo espalhar-se (metastase) para outras regibes do corpo. Estas
células dividem-se rapidamente e tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis,
determinando a formacdo de tumores (acumulo de células cancerosas) ou
neoplasias malignas (INCA, 2009). Essa € uma doenca crbnica ndo transmissivel
(DCNT), é a segunda maior causa de morte na maior parte dos paises
desenvolvidos, precedida apenas pelas doengas cardiovasculares (DCV) (Figura
85), uma tendéncia que também tem sido observada em alguns paises em
desenvolvimento (WHO, 2009).

No Brasil, houve, entre 1996 e 2007, uma diminuicdo da mortalidade devido a
DCNT, principalmente em decorréncia da redu¢do na mortalidade por DCV, contudo,
com relacdo ao cancer ndo ha reducédo expressiva desses indices (SCHMIDT et al.,
2011), sendo que a mortalidade por cancer de mama e prostata tem crescido em
todo pais (SCHMIDT et al., 2011).

Grafico da mortalidade por DCNT no Brasil entre 1996-2007
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Figura 85: Gréafico da mortalidade por DCNT no Brasil entre 1996-2007.

*DCR (Doencas cronico respiratorias)
Fonte: (SCHMIDT et al., 2011)
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Em 2005, no pais, foram contabilizadas 1,6 milhdes de consultas oncoldgicas
ambulatoriais, 423 mil internacdes por cancer, sendo tratados mensalmente 128 mil
pacientes por quimioterapia e 98 mil pacientes por radioterapia (INCA, 2006), e
foram aprovados, pelo SUS, cerca de 1,5 milhdes de procedimentos quimioterapicos
em todo Brasil, quantia de aproximadamente R$ 900 milhdes.

Atualmente, a quimioterapia € uma das principais modalidades utilizadas no
tratamento do cancer (INCA, 2008), e consiste na utilizacdo de compostos quimicos,
chamados agentes quimioterapicos, que atuam de diferentes formas detendo a
multiplicagéo celular. Esses agentes utilizados no tratamento do cancer podem ser
sintéticos, semissintéticos ou naturais (GOODMAN E GILMAN, 2005).

Embora os avancos verificados nas dltimas décadas, na area da
guimioterapia antineoplasica, tenham facilitado consideravelmente a aplicacdo de
outros tipos de tratamento do cancer e permitido maior nimero de curas (INCA,
2006), a maior parte desses medicamentos estdo longe da idealidade. Um agente
guimioterapico ideal deveria agir seletivamente, isto é, promover a morte ou inibir o
crescimento das células neoplésicas, deixando as células normais intactas (AREAS,
2007). Entretanto esses agentes provocam danos no DNA, tanto de células
tumorais, como também de células normais, levando a morte de células de alto
potencial replicativo, resultando nos indesejaveis efeitos colaterais associados
(PEDRAZA-FARINA, 2006). Muitas vezes, devido a estes efeitos os medicamentos
quimioterapicos utilizados na clinica ndo sdo bem tolerados pelos pacientes
(AREAS, 2007). Assim, apesar de existrem um grande numero de tais agentes
guimioterapicos, a eficiéncia destes para o tratamento do cancer ainda esta distante
de ser alcancada. Varios fatores como: a heterogeneidade da doenca que
compreende cerca de 100 tipos de canceres e a resisténcia intrinseca ou adquirida
aos quimioterapicos, depois de pouco tempo de tratamento, dificultam o uso de
apenas uma classe de medicamento (COZZI et al., 2004)

Portanto, o desenvolvimento de drogas antitumorais € um campo repleto de

desafios e boas perspectivas.
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2.5.2 — Quimioterapicos antineoplasicos naturais

Mais de 60% dos medicamentos utilizados para o tratamento do cancer,
atualmente disponiveis na terapéutica, apresentam alguma relacdo com produtos
naturais (SOUSA, 2012).

Os quimioterapicos etoposideo, teniposideo, vincristina, vimblastina, e taxol
sdo exemplos classicos de farmacos, utilizados no tratamento do céncer,
descobertos a partir de plantas. Essas substancias foram introduzidas ao longo dos
altimos vinte anos no tratamento do cancer, reforcando o interesse de industrias
farmacéuticas em produtos de origem natural (VIEGAS et al., 2006).

O etoposideo e o teniposideo s@o podofilinas semissintéticas obtidas a partir
da podofilotoxina, uma lignana ariltetralinica presentes em espécies do género
Podophyllum, tais como P. peltatum e P. emodii, utilizadas pelas popula¢des nativas
da América e da Asia no tratamento do cancer de pele e verrugas (Figura 86). Essas
podofilinas semissintéticas sdo atualmente utilizadas no tratamento de carcinoma
testicular refratario em pacientes ja submetidos a cirurgia, quimioterapia e
radioterapia, carcinoma de pulméo de células pequenas, linfomas de Hodgkin e néo-
Hodgkin (MEDRADO et al., 2014)

A vincristina e vimblastina, alcaloides presentes na Catharanthus roseus (L.)
G. Don, conhecida, também, como Vinca, utilizada pela populacdo de Madagascar
no tratamento de Diabetes Mellitus (Figura 87, pag. 114). Atualmente, esses
alcaloides sdo de grande utilidade no tratamento de linfoma de Hodgkin, sarcoma de

Kaposi, cancer de ovério e testiculos e leucemia linfoblastica aguda infantil.
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Figura 86: Foto de um exemplar de Podophyllum peltatum L. (1*) e estruturas
guimicas da lignana ariltetralinica podofilotoxina (2**), a partir da qual foram obtidos
o etoposideo (3**) e o teniposideo (4).

Fonte: *USDA-NRCS PLANTS Database, hosted by. Photo by Jennifer Anderson, courtesy of Smithsonian
Institution; **BRANDAO et al., 2010.
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Figura 87: Foto de um exemplar de Catharanthus roseus (L.) G. Don (1*) e

estruturas quimicas dos alcaloides, vimblastina (2**) e vincristina (3**).

Fonte: *USDA-NRCS PLANTS Database, hosted by. Photo by G.A. Cooper, courtesy of Smithsonian Institution;
*BRANDAO et al., 2010.

) 2

Figura 88: Foto de um exemplar de Taxus brevifolia Nutt (1*) e estrutura quimica do

paclitaxel (2**)

Fonte: *USDA-NRCS PLANTS Database, hosted by. Photo by Susan McDougall, courtesy of Smithsonian
Institution; **BRANDAO et al., 2010.

Encorajados por essas descobertas o Instituto Nacional do Cancer dos
Estados Unidos (NCI) realizou um programa de screening, para agentes
antineoplasicos provenientes de vegetais. Foram avaliadas 35.000 amostras de
vegetais entre 1960 e 1982. O resultado mais importante foi em 1971 com
descoberta do paclitaxel, isolado da casca do teixo (Taxusbaccata L.
e Taxusbrevifolia Nutt.). Estudos clinicos revelaram que essa substancia foi capaz
de regredir o cancer de mama e de ovario resistentes a terapia tradicional
(BRANDAO et al., 2010) (Figura 88). Entretanto, apesar dos bons resultados

by

clinicos, havia grandes desafios relacionados a obtencdo de quantidades
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satisfatorias da substancia, que foram contornados com semi-sintese a partir do 10-
desacetilbacatina-1ll, isolado das folhas da &rvore Taxusbaccata em grande
guantidade e apresenta o esqueleto basico do paclitaxel (SOUZA, 2012).

Assim, a descoberta de novos farmacos a partir de produtos naturais
apresenta grande potencial. Uma vez que, metabdlitos secundarios sdo elaborados
dentro de sistemas vivos e podem mostrar maior afinidade por receptores biolégicos
do que compostos sintetizados aleatoriamente (SOUZA, 2012). A descoberta de
novas classes de farmacos é extremamente importante, principalmente para
doencas para as quais os tratamentos ainda ndo sado adequados, tais como: AIDS,
doenca de Alzheimer e diversos tipos de cancer.

25.3-0ensaiodo MTT

O ensaio do MTT é um teste de competéncia metabdlica baseado na
avaliacdo do desempenho mitocondrial, que depende da conversdo do corante
amarelo, brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-tetrazélio (MTT), para o
formazan, roxo, pela succinatodesidrogenase presente na mitocondria de células
vivas (MOSMANN, 1983) (Figura 89).

Z-——z

N
>-\© Succinato desidrogenase

([3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de tetrazolium) (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazam
(MTT) (Formazan)

Figura 89: Converséao do corante MTT amarelo, para o formazan roxo, pela

succinato desidrogenase presente na mitocondria de células vivas
Fonte: MOSMANN, 1983.

A conversdao pode ser diretamente relacionada com o numero de células
vidveis (vivas) pois, a reducdo do corante ocorre somente quando as enzimas

redutoras da mitocondria estdo ativas.
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A eficacia do agente a ser testado em promover a morte de células, pode ser
deduzida ao se comparar a quantidade de formazan (roxo) produzida pelas células
expostas ao agente, com a quantidade de formazan produzido por células controle
nao expostas.

As solugdes de MTT solubilizadas em meios de cultura ou solugdes salinas
equilibradas, sem vermelho de fenol, sdo de cor amarelada. Desidrogenases
mitocondriais de células viaveis ao clivar o anel de tetrazolio amarelo, originam
cristais formazan de cor roxa, insolliveis em solucdes aquosas e sollveis em
isopropanol acidificado. A absor¢do da solucdo purpura resultante é medida
espectrofotometricamente. Um aumento no numero de células resulta em um
aumento na quantidade de formazan formado e um aumento na absorvancia
(PROVOST, 2007).

O teste de MTT é dutil para a medi¢cdo do crescimento celular em resposta a
mitogénos, estimulos antigénicos, fatores de crescimento e outros reagentes que
promovam o crescimento celular, os estudos de citotoxicidade, e na derivacdo de
curvas de crescimento celular (PROVOST, 2007).

Os ensaios de citotoxicidade celular realizados tiveram como objetivo testar a
atividade biologica dos EMeF, EAcF e DMT, ao avaliar a seu efeito sobre a

viabilidade de células normais e tumorais.

2.5.3.1 — Metodologia

O teste foi realizado em colaboragcdo com a doutoranda Ariadne Duarte
Braga, pertencente ao Laboratorio de Substancias Antitumorais do ICB, UFMG, sob
coordenacao da Prof2 Dra Miriam Teresa Paz Lopes.

Para o teste foram utilizadas as linhagens celulares tumorais de melanoma
murinho (B16-F10), cedidas pelo Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Céancer (SP,
Brasil) e células de carcinoma de mama murinho (4T1), adquiridas na ATCC
(American Type Culture Collection). Ambas linhagens possuem alto potencial de
colonizag&o pulmonar (linhagens metastéticas)

Utilizaram-se, também, as linhagens celulares normais de fibroblastos de rim
de hamster chinés (BHK-21) e células de ovario de hamster chinés (CHO) cedidas
pelo Centro Pan-americano de Febre Aftosa (CPAFA), Rio de Janeiro.
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As linhagens celulares foram cultivadas em meio RPMI 1640 a 10 % (v/v) de
FBS e mantidas em frascos de cultivo em estufa incubadora em condigbes de 5 %
(v/v) de CO2 e 37 °C. Ao atingirem aproximadamente 90 % de confluéncia,
procedeu-se a tripsinizacdo das linhagens. Removido o meio de cultivo, as células
foram lavadas com 2,0 mL de PBS/EDTA pH 7,4. Aspirando-0 logo em seguida,
colocou-se 0,5 mL de solugcéo ATV (solucéo de tripsina 0,2 % e versene 0,02 %). A
tripsina foi inativada apds completo desprendimento das células com 1,5 mL do meio
RPMI 1640 a 10 % (v/v) de FBS. Obteve-se, entdo, uma suspensdo celular que,
apos contagem, foi ajustada a densidade celular apropriada para a realizacdo dos
ensaios experimentais. A viabilidade celular foi determinada pela exclusédo de células
coradas com solucao de azul de tripano.

Para a determinacdo da citotoxicidade dos diferentes extratos obtidos frente
as linhagens celulares normais e tumorais, foi preparada uma suspensao celular
conforme descrito e, em seguida, foram semeadas 2x10° células/100 pL/cavidade
em placas de poliestireno de 96 cavidades. As culturas celulares foram mantidas em
estufa por 24 h, garantido a adeséo celular a superficie das cavidades e apds esse
periodo foram expostas por 72 h a concentracdes crescentes dos extratos e/ou do
DMT (20 - 200 pg/mL), utilizando-se como controle de viabilidade celular maxima,
células expostas apenas a meio RPMI 1640 a 10 % (v/v) de FBS. Apds esse
periodo, os efeitos citotoxicos foram medidos por meio da adicdo de 10,0 yL de uma
solucdo de sal de tetrazolio (5 mg/mL) em cada cavidade, 4 h antes de se realizar a
leitura espectrofotomética, a 540 nm. Previamente a leitura, os cristais de sal de
tetrazélio foram dissolvidos com 100,0 uL de DMSO (DENIZOT E LANG, 1986).

As médias aritméticas dos valores de densidades oticas (D.O.) obtidos pelo
método de MTT foram utilizadas para construcdo do grafico D.O. versus log da
concentracéo. Foi realizada a regresséo nao-linear da curva para a determinagéo da
concentracdo letal para 50 % (IC-50), utilizando-se o Programa estatistico
GraphPadPrism 5.

2.5.3.2 — Discussao dos resultados
O EMeF apresentou atividade inibidora da proliferacao celular e/ou foi capaz

de promover a morte das duas linhagens tumorais testadas, quando comparado ao

controle (células expostas ao RPMI a 10 % FBS). Para as linhagens B16F10 e 4TI,
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houve reducéo da viabilidade celular com valores de ICso = 86,64 e 98,20 pg/mL,

respectivamente (Figura 90).
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Figura 90: Avaliacdo da viabilidade de células tumorais, B16F10 (a esquerda) e

4T1 (a direita), apos tratamento com EMeF-.

Para as linhagens normais BHK e CHO, o EMeF nédo apresentou capacidade

inibidora sobre a proliferacdo celular, ndo afetando, portanto, a viabilidade das

mesmas (Figura 91).
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Figura 91: Avaliacdo da viabilidade de células normais BHK (a esquerda) e CHO (a

direita), apds tratamento com EMeF.
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O EAcF foi capaz de induzir a morte e/ou inibir a proliferacdo das duas
linhagens tumorais testadas, quando comparada ao controle (RPMI a 10% FBS).
Para as linhagens B16F10 e 4T1, houve reducéo da viabilidade celular com valores
de 1Cs0 = 204,5 (obtido por extrapolacdo) e 119,60 pg/mL, respectivamente (Figura

92).
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Figura 92: Avaliacao da viabilidade de células tumorais, B16F10 (a esquerda) e 4T1

(a direita), apos tratamento com EACF.

Para as linhagens normais BHK e CHO, o EAcF ndo apresentou capacidade

inibidora sobre a proliferacédo celular, ndo afetando, portanto, a viabilidade das mesmas

(Figura 93).
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Figura 93: Avaliacao da viabilidade de células normais BHK (a esquerda) e CHO (a

direita), apds tratamento com EACF.
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O DMT, assim como 0s extratos, apresentou capacidade de induzir a morte
e/ou de inibir a proliferacdo das duas linhagens tumorais testadas, quando
comparada ao controle (RPMI a 10% FBS). Para as linhagens B16F10 e 4TI, houve
reducéo da viabilidade celular com valores de ICso= 81,25 e 80,64, respectivamente

(Figura 94). Os dados para células normais ainda ndo foram obtidos.

IC 50— 81,25 IC 50 ® 80,64
1.5- 1.5-
g 1.0 g 1.04
53 5 B s
O o5 f—\—. O 05- ‘l;
a a
0.0 . . \ 0.0 T T \
1.0 15 20 25 1.0 15 2.0 2.5
Log [DMT ] Log [DMT ]

Figura 94: Avaliacao da viabilidade de células tumorais, B16F10 (a esquerda) e 4T1

(a direita), apos tratamento com DMT.

Os resultados obtidos, para EMeF, EAcF e DMT, abrem perspectivas para a
realizacdo de testes mais precisos para demostrar por quais vias tais substancias
estariam reduzindo a viabilidade de células tumorais. E importante ressaltar que os
extratos ndo reduziram a viabilidade de células normais, de forma contraria, ha uma
tendéncia ao estimulo da proliferagdo das mesmas. Atividade que sera avaliada,

posteriormente, como continuidade deste trabalho.
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CONCLUSAO

Neste trabalho foi realizado o estudo fitoquimico dos extratos hexanico
(EHxF), cloroférmico (ECIF), e metandlico (EMeF) das folhas de Psychotria viridis
(Rubiaceae). Foi também avaliado o potencial quanto a algumas atividades
bioldgicas de alguns dos extratos obtidos, constituintes e misturas isoladas.

O estudo do extrato hexanico resultou no isolamento e caracterizacéo de trés
esteroides, um pertencente a classe dos cicloartanos (24-metilenocicloartenol), dois
pertencentes a classe dos stigmastanos (3-sitosterol e estigmasterol). Um triéster de
glicerol, o triterpeno esqualeno e uma mistura de hidrocarbonetos (C-25 a C-31).

O estudo do extrato cloroférmico resultou no isolamento e caracterizacédo de
um aldeido de cadeia longa (nonacosanal), um 4&lcool de cadeia longa
(nonacosanol), trés acidos graxos (acido henatriacontanoico, hexadecanoico e
heptadecanoico), uma mistura de dois triterpenos pentaciclicos (acido ursolico e
oleandlico), além de um éster de glicerol (monopalmitina).

O estudo do extrato metandlico resultou no isolamento e caracterizacdo de
uma mistura dos esteroides glicosilados (3-O-B-D-glicosil-B-sitosterol e 3-O-B-
glicosil-estigmasterol), dois alcaloides inddlicos (N,N-dimetiltriptamina e N-
metiltriptamina), além de um derivado do acido quinico (4-epi-metil-quinato) e um
metil éster (tetradecanoato de metila).

Todas as substancias foram identificadas principalmente pela técnica de RMN
de 'H e °C.

As folhas de P. viridis mostraram-se rica em substancias graxas e DMT. Este
alcaloide foi o composto majoritario do extrato metandlico. Este fato é importante ja
gue esta espécie é considerada como uma importante fonte deste alcaloide.

As atividades biologicas avaliadas para os extratos e para as substancias
isoladas foram: acéo antimicrobiana (antibacteriana), capacidade inibitéria da enzima
acetilcolinesterase e determinacao da citotoxicidade e viabilidade celular.

No teste antimicrobiano, fez-se uma triagem da atividade do extrato
metandlico obtidos das folhas de P. viridis (EMeF), DMT e triptamina, quanto ao seu

potencial antimicrobiano em cinco bactérias diferentes, S. aureus, B. cereus, E. coli,
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K. oxytoca e K. pneumoniae. Contudo, nas condicOes testadas, somente a
triptamina, apresentou atividade antimicrobiana, o que leva-se a inferir que a
metilacdo da amina primaria, leva a diminuicao da atividade antimicrobiana.

Nos testes de inibicdo da AChE, os extratos: EHxF, ECIF, EACF e EMeF; e os
compostos isolados: cicloartenol, DMT e a mistura de B-sitosterol e estigmasterol
glicosilados foram testados frente a inibicdo da AChE e apresentaram inibicdo da
AChE, sendo que as amostras ECIF e EAcF apresentaram inibicdo maior que 90%,
0 que abre perspectivas para a realizacédo de testes mais precisos para comprovar a
atividade dessas substancias frente a doenca de Alzheimer.

Para a determinagdo da atividade antioxidante, foram testados o DMT, os
extratos ECIF, EMeF EAcF. O EMeF apresentou atividade antioxidante superior a 85
% partir da concentracdo de 125,00 ug/mL. Esse resultado indica uma capacidade
de inibicdo consideravel. No DMT e demais extratos ndo foi possivel observar
atividade antioxidante.

No teste de viabilidade celular foram testados os EMeF, EAcF e DMT, de
forma a determinar a citotoxicidade desses sobre células tumorais, B16F10 e 4T1, e
normais, BHK e CHO. Todas as amostras apresentaram, em relacdo ao controle,
capacidade de diminuicdo da viabilidade nas duas linhagens tumorais testadas. Para
as linhagens normais testadas, ndo houve inibicdo do crescimento, causada pelos
extratos e, portanto, estes ndo afetaram a viabilidade das células.

A continuidade dos estudos, de outros extratos de outras partes da planta,
aponta a possibilidade de identificar novos metabdlitos secundarios com atividade
bioldgica. Os resultados obtidos tanto fitoquimicos quanto dos testes bioldgicos

justificam a continuidade dos estudos em espécies da familia Rubiaceae.
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ANEXOS

ANEXOS

Tabela 12: Atribuicédo dos sinais do espectro de RMN de 3C obtido para PV2 (200

MHz, CDCls) e dados da literatura para triacilglicerol

PV2 Triacilglicerol

carbono 5. (ppm) 5. (ppm)*
Carbonila A 173,21 173,11
2 A 62,18  62,03-62,30
© A 34,11 34,1-34,4
8 B 24,85 24,7-25,01
L Q 14,09 14,10
CarbonilaB 171,97 172,08
g B 69,02  68,14-69,10
ko] A 34,26 34,1-34,4
S B 24,89  24,7-25,01
W 14,09 14,10

CHj

-
/3 cadeia B
>70

O

e
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* GUNSTONE et al., 1991.



Tabela 13: Atribuicéo dos sinais de RMN de *3C obtido para PV3 (200 MHz, CDCls)
e dados da literatura para B-sitosterol e estigmasterol

ANEXOS

B-sitosterol PV3 estigmasterol PV3
N Carbono “sxppm)  &c (ppm) | 3™ 5cx(ppm) Sc(ppm)
1 CH, 37,3 37,28 CH; 37,3 37,28
2 CH, 31,6 31,69 CH; 31,7 31,68
3 CH 71,8 71,82 CH 71,8 71,82
4 CH: 42,5 42,32 CH; 42,5 42,32
5 C 140,7 140.78 C 140,8 140,78
6 CH 121,7 121,72 CH 121,7 121,72
7 CH; 31,8 31,94 CH: 31,9 31,94
8 CH 31,9 31,94 CH 31,9 31,94
9 CH 50,1 50,17 CH 50,2 50,17
10 C 36,5 36,53 C 36,6 36,53
11 CH: 21,1 21,10 CH: 21,1 21,10
12 CH: 39,7 39,80 CH: 39,7 39,80
13 C 42,3 42,34 C 42,4 42,34
14 CH 56,7 56,79 CH 56,9 56,89
15 CH2 24,3 24,32 CH: 24,4 24,59
16 CH2 28,2 28,26 CH; 29,0 28,92
17 CH 56,0 56,09 CH 56,1 56,09
18 CHs 11,9 11,88 CHjs 12,1 11,99
19 CHs 19,4 19,41 CHs 19,4 19,41
20 CH 36,1 36,16 CH 40,5 40,49
21 CHs 18,8 18,79 CHs 21,1 21,23
22 CH: 33,9 33,98 CH 138,4 138,31
23 CH: 26,0 26,13 CH 129,3 129,30
24 CH 45,8 45,87 CH 51,3 51,25
25 CH 29,2 29,19 CH 31,9 31,93
26 CHs 19,8 19,83 CHs 21,3 21,23
27 CHs 19,1 19,06 CHs 19.0 19,41
28 CH: 23,0 23,09 CH: 25,4 25,41
29 CHs 12,0 11,99 CHs 12,3 11,87

Fonte: GOULART et al., 1993. Nota: * 50 MHz, CDCls,

28
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Tabela 14: Comparacéo dos dados de RMN de 3C de PV4 com os dados da

literatura para esqualeno

L PV4 Esqualeno

Carbono Atribuigéo 8c (ppm) 6cq(ppm)*
27 e 30 -CHs 16,01 16,01
28 e 29 -CHs 16,05 16,06
24 e 26 -CHs 17,68 17,68
le?25 -CHs 25,69 25,69
8el7 -CH,- 26,69 26,69
4e?2l -CH,- 26,80 26,80
12e13 -CH,- 28,29 28,30
5e20 -CH,- 39,75 39,75
9e 16 -CH,- 39,75 39,77
7el8 -CH= 124,31 124,30
3e22 -CH= 124,34 124,44
1l1e14 -CH= 124,44 124,44
2e23 =C= 131,25 131,26
10e 15 =C= 134,91 134,91
6el9 =C= 135,12 135,12

*OLIVEIRA, 2012
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Tabela 15: Atribuicédo dos sinais do espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCls)
obtido para PV5 e dados da literatura para 24-metilenocicloartenol

Carbono PV5 24-metilenocicloartenol
Oc (ppm)* Oc (ppm)*
1 CH: 32,07 31,99
2 CH2 30,45 30,41
3 CH 78,83 78,87
4 C 40,54 40,51
5 CH 47,21 47,14
6 CH: 21,19 21,14
7 CH2 28,20 26,11
8 CH 48,02 48,00
9 C 20,08 20,03
10 C 26,23 26,11
11 CH:2 26,07 26,03
12 CH:2 35,65 35,59
13 C 45,41 45,33
14 C 48,89 48,84
15 CH:2 33,02 32,93
16 CH: 26,58 26,03
17 CH 52,37 52,30
18 CHs 18,06 18,04
19 CH:2 29,93 29,90
20 CH 36,18 36,14
21 CHs 18,39 18,33
22 CH: 35,15 35,03
23 CH: 31,41 31,34
24 C 156,79 156,94
25 CH 33,89 33,83
26 CHs 21,94 21,89
27 CHs 22,06 22,01
28 CHs 19,40 19,34
29 CHs 14,06 14,01
30 CH 25,52 25,45
31 CH 106,10 105,95

*DE PASCUAL et al., 1987
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Tabela 16: Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de 'H obtido para PV5 (400
MHz, CDCls) e dados da literatura para 24-metilenocicloartenol

24-metilenocicloatenol PV5 &c (ppm)
" On (ppm)* J (Hz2) On (ppm) J (Hz)

H3 3,28 m 3,28 m
H18 0,97 s 0,97 s

H1o 0,33d 417 0,33 d 4.2

0.56d 411 0,56 d 4.2
H21 0,90 m 0,90 m

H26 e H27 1,02d 6,8 1,03d 6,8
H28 0,90 s 0,90 s
H29 0,97s 0,97s
H30 0,81s 0,81s

*DE PASCUAL et al., 1987

Tabela 17: Comparagédo dos dados de RMN de 3C de PV6 com os dados

calculados* para nonacosanal

Nonacosanal* 0
Carbono 6CFE?:J/Sm) 5c ppm Intervalo de 1 4
confianca )
C(1) C 202,85 202,4
c(2) CH. 43,90 43,70 0,2 °
C(3) CH, 22,09 22,00 0,1 4
C(4) CH, 29,17 28,86 1,3 5
C(5) CH, 29,36 29,06 0,3 &
C(6) CH, 29,44 29,44 0,3
(CHa)s CH, 29,71 29,54 0,4 "
w4 CH., 29,59 29,41 N
w3 CH, 31,93 32,04 1,1
w2 CH. 22,69 22,52 2,7 ©?
w1 CHs 14,12 14,25 3,8 HC

*Predicted NMR data calculated using Advanced Chemistry Development, Inc. (ACD/Labs) Software V11.01 (©
1994-2014 ACD/Labs)
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Tabela 18: Comparacéo dos dados de RMN de *H de PV6 com os dados da

literatura para nonacosanal

Nonacosanal* PV6
On (ppm) J (Hz) Integracéo Oon (ppm) J (Hz) Integracdo
CHs 0,91 t, 6,8 3,0 0,88 t, 6,8 3,0
CH. 1,00 -1,90 M 52,0 1,63- m 52,3
1,59
CH,CHO 2,35 t, 7,2 2,0 2,39- td,7,3e 2,0
2,37 1,9
CHO 9,73 t,1,8 1,0 9,74 t,1,6 1,0

*REZANKA E SIGLER, 2007

Tabela 19: Comparacédo dos dados de RMN de 13C de PV7 com os dados da

literatura para alcool graxo de cadeia longa

: PV7 . .
Tipo de carbono 5 (ppm) Oc (ppm) literatura
CHs 14,66 14,12
CH; 23,27 22,72
CH; 26,57 25,97
CH 29,94 29,32 HC
OH
CH: 30,20 29,44 27
CH> 29,94 29,67-29,71
CH: 32,53 31,93
CH; 33,64 33,04
CH> 63,11 62,40

OLIVEIRA, 2012
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Tabela 20: Comparacéo dos dados de RMN de *3C de PV8 com os dados da
literatura para acido graxo.

Carbono A;iio(s;ez)o 6CP(|\0/§m) OH
C(1) C 180,43 176,50 o=
C(2) CH; 34,18 34,69 2
C(3) CH; 24,76 25,25 3
C(4) CH. 29,17 25,15 4
C(5) CH; 29,32 29,36 >
C(6) CH. 29,51 29,54 i

(CH2), CH, 29,76 29,71

w4 CH 29,45 29,43 ot
w3  CH, 32,01 31,92 3
w2  CH, 21,74 22,69 H,C ”
w1  CHs 14,11 14,13 ol

*GUNSTONE et al., 1976

Tabela 21: Comparacédo dos dados de RMN de 13C de PV9 com os dados da
literatura para o acido hexadecanoico

Carbono hexaﬁglcde?noico 5C*P(\£ ?)m)
Oc_(ppm)

C1 C 180,60 177,99
C2a CH; 34.26 33,71
C3B CH, 24.84 24,73

C4 CH, 2926 29,09

C5 CH; 29 41 29,25

C6 CH: 29.60 29,45

(CH2)n CH: 29,84 29,71

w4 CH, 2953 29,37
w3 CH: 32,11 31,94
w2 CH; 2282 22,70
w1 CHs 14.13 14,12

* GUNSTONE et al., 1976
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Tabela 22: Comparacéo dos dados de RMN de *3C de PV10 com os dados da
literatura para o 4cido heptadecanoico

Acido
Carbono heptadecanoico 5:2&)%)

Oc* (ppm) OH
C1 C 180,61 176,69 0=
C2a CH; 34,23 34,64 20
C3p CH. 24,79 25,20 38
C4 CH; 29,20 29,16 4
C5 CH; 29,38 29,33 5
C6 CH. 29,57 29,53 t

(CH2)»  CH: 29,79 29,70

w4 CH; 29,49 29,41 o
w3 CH; 32,05 31,93 o3
w2 CH; 22,78 22,70 o2
w1 CHs 14,13 14,12 HaC,

GUNSTONE et al., 1976

Tabela 23: Atribuicdo de sinais do espectro de RMN de 'H para PV11 (400

MHz, CDCls) e dados da literatura para o acido ursodlico e oleandlico

Acido PV11 Acido PV11
ursoélico oleandlico
Carbono
Oc* Oc Oc* Oc
J (Hz J (Hz J (Hz J (Hz
(ppm) (H2) (ppm) (H2) (Ppm) (H2) (ppm) (H2)
C2 1,51 m - 151 - - - - - - - -
C3 3,19 m - 3,19 m - 339 m - 3,19 m -
C5 071 m - 071 - - - - - - - -
C12 5,24 t 3,8 525 t 3,8 527 t - 528 t 3,76
C16 1,60 m - 1,60 m - - - - - - -
C18 2,19 d 11 2,20 d 11,45 280 M elfl 2,80 m -
C23 0,98 - - 0,99 - - 1,22 s - - - -
C24 0,77 - - 0,78 - - 0,77 s - 0,78 s -
C25 0,93 - - 0,93 - - 1,26 s - 1,26 s -
Cc27 1,09 - - 1,08 - - 1,30 s - 1,30 s -
C29 0,86 d 6,5 0,86 - - 0,97 s - 0,95 s -
C30 0,95 d 6,5 0,95 - - 1,14 s - 1,14 - -

* VALADARES, 2009. 100 MHz
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Tabela 24: Atribuicédo dos sinais do espectro de RMN de 3C obtido para PV11 e

comparagao com dados da literatura para o acido oleandlico e ursadlico

acido

Carbono écido*oleanélico PV11 ursolico PV11

0 (ppm) 5(ppm) s« (ppm) o(ppm)
1 CH: 38,51 38,65 39,00 38,65
2 CH; 26,74 27,24 27,02 27,24
3 CH 78,79 79,10 79,00 79,10
4 C 38,67 38,77 38,96 38,77
5 CH 55,22 55,25 53,3 52,65
6 CH: 18,32 18,34 18,59 18,34
7 CH: 32,74 32,97 33,35 32,95
8 C 39,25 39,25 39,77 39,54
9 CH 47,64 47,58 47,87 47,59
10 C 36,98 37,01 37,21 37,01
11 CH: 23,01 23,32 23,54 23,32
12 CH 122,3 122,66 125,8 125,90
13 C 143,84 144,78 138,5 139,05
14 C 41,70 42,01 42,35 42,01
15 CH; 27,67 28,01 28,20 28,01
16 CH: 23,38 23,32 24,49 24,15
17 C 46,31 46,58 48,10 47,98
18 CH 41,22 41,07 53,10 52,65
19 CH: 45,98 45,9 39,38 39,07
20 C 30,61 30,62 39,22 38,85
21 CH: 33,86 33,81 30,95 30,62
22 CH: 32,54 32,95 37,11 36,70
23 CHs 27,96 28,01 28,20 28,15
24 CHs 15,50 15,61 15,61 15,48
25 CHs 15,21 15,34 15,81 15,61
26 CHs 16,79 16,93 17,11 16,93
27 CHs 25,81 25,93 23,73 23,63
28 C 180,99 182,88 181,00 182,88
29 CHs 32,99 33,07 17,20 16,93
30 CHs 23,46 23,63 21,30 21,17

*VALADARES, 2009. 100 MHz
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Tabela 25: Atribuicédo dos sinais do espectro de RMN de 3C obtido para PV12 (100
MHz, CDCls) e dados da literatura para monopalmitina

Carbono Monopalmitina PV12 HOo—2Snt
Oc (ppm) Oc (ppm) N\ OH
C1 Cc=0 174,27 174,37 s
sn-1  CH,OH 63,34 63,36 \
sn-2  CHOH 70,26 70,31 P
sn-3  CH.O 65,11 65,20 0
a CH. 34,19 34,18 o
B CH, 24,94 24,93 P 12
(CHz2)12  CH: 29,7 — 22,77 29,5 — 22,70
CHs 14,11 14,12 HsC

*GUNSTONE, 1991
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Tabela 26: Comparacéo dos dados de RMN de 3C de PV13 com os dados da
literatura para [3-sitosterol glicosilado e estigmasterol glicosilado

B-sitosterol PV13 Estigmasterol PV13
Carbono glicosilado Oc Carbono glicosilado Oc

Oc (ppm)* _ (ppm) Oc (ppm)**  (ppm)
1 CH; 36,7 37,23 CH; 37,4 37,23
2 CH: 29,19 29,80 CH:2 28,5 28,24
3 CH 78,73 78,15 CH 78,1 78,15
4 CH; 38,82 38,86 CH:2 39,2 38,86
5 C 140,5 140,52 C 140,8 140,52
6 CH 121,85 121,65 CH 121,9 121,65
7 CH: 31,88 31,83 CH:2 32,1 31,83
8 CH 31,93 31,83 CH 32,0 31,83
9 CH 50,15 50,11 CH 50,3 51,20
10 C 36,14 36,65 C 36,9 36,65
11 CH; 19,83 19,80 CH; 21,2 21,01
12 CH; 39,77 39,73 CH:2 39,9 39,73
13 C 42,32 42,26 C 42,5 42,26
14 CH 56,73 56,66 CH 56,8 56,66
15 CH: 23,1 23,10 CH; 24,5 24,27
16 CH: 28,26 26,12 CH:2 29,4 29,80
17 CH 56,06 56,01 CH 56,2 55,92
18 CHs 11,86 11,81 CHs 12,0 11,81
19 CHs 19,07 19,04 CHs 19,9 19,24
20 CH 36,14 36,10 CH 36,4 36,15
21 CHs 18,81 18,68 CHs 19,2 18,79
22 CH; 33,97 33,94 CH 137,3 138,40
23 CH: 26,11 24,26 CH 128,3 129,22
24 CH 45,85 45,81 CH 46,0 43,88
25 CH: 29,19 28,24 CH 26,3 26,11
26 CHs 18,81 18,79 CH3 20,0 19,80
27 CH 19,31 19,24 CHs 19,4 19,04
28 CHs 22,69 21,01 CH:2 29,9 29,80
29 CHs 12,07 11,97 CHs; 12,5 11,98
1' CH 101,77 102,01 CH 102,4 102,90
2" CH 73,97 74,38 CH 75,0 75,09
3 CH 76,3 77,59 CH 78,2 78,15
4" CH 71,41 71,40 CH 71,5 71,39
5 CH 76,3 77,28 CH 78,1 78,15
6' CH: 62,86 62,63 CH> 62,7 62,63

*SILVA, 2014. *EL-ASKARY, 2005
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Tabela 27: Comparacéo dos dados de RMN de 3C de PV14 com os dados da

literatura para a dimetiltriptamina

Carbono DMT PV14

Oc (ppm)* Oc (ppm)**
C2 122,01 123,08
C3 114,37 113,44
C3a 127,67 128,62
C4 118,94 119,15
C5 119,28 119,54
C6 121,79 122,30
c7 111,36 112,25
C7a 136,55 138,15
Ca 60,53 61,33
CB 23,86 24,16
C8; C9 45,61 45,29

* Fonte: GAUJAC et al., 2013. Solvente: CDCl3

« Solvente: CD3OD

Tabela 28: Comparacéo dos dados de RMN de *3C de PV17 com os dados da

literatura tetradecanoato de metila

Carbono Tetgaedﬁ]cgﬁgato 6:(}/);;)
Oc (ppm)

O-CH3 51,27 51,46
C=0 174,08 174,43
CH:a 34,18 34,14
CH2B 25,12 24,98
(CH2)n 29,37-29,85 29,71-29,17

CHw4 29,55 29,47

CH2w3 32,11 31,94

CH,w2 22,84 22,71

CHz w1 14,14 14,13

*GUNSTONE et al., 1976
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