ALCALOIDES DE Rauvolfia grandiflora E DE Rauvolfia mattfeldiana
(APOCYNACEAE)

LANAMAR DE ALMEIDA CARLOS

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE
DARCY RIBEIRO - UENF

CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
OUTUBRO - 2007



ALCALOIDES DE Rauvolfia grandiflora E DE Rauvolfia mattfeldiana
(APOCYNACEAE)

LANAMAR DE ALMEIDA CARLOS

Tese apresentada ao Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
como parte das exigéncias para obtengao do
titulo de Doutor em Producéao Vegetal

Orientador: Prof. Ivo José Curcino Vieira

CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
OUTUBRO - 2007



FICHA CATALOGRAFICA

Preparada pela Biblioteca do CCTA / UENF 002/2008

Carlos, Lanamar de Almeida

Alcaldides de Rauvolfia grandiflora e de Rauvolfia mattfeldiana
(Apocynaceae) / Lanamar de Almeida Carlos. - 2007.
2v. il

Orientador: Ivo José Curcino Vieira

Tese (Doutorado em Produgao Vegetal) — Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias. Campos dos Goytacazes, RJ, 2007.

Inclui bibliografia.

1. Alcaldides inddlicos. 2. Rauvolfia. 3. Apocynaceae |. Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Centro de Ciéncias e

Tecnologia e Agropecuarias. Il. Titulo.
CDD -615.321




ALCALOIDES DE Rauvolfia grandiflora E DE Rauvolfia mattfeldiana
(APOCYNACEAE)

LANAMAR DE ALMEIDA CARLOS

Tese apresentada ao Centro de Ciéncias
Tecnologias Agropecuarias da Universidad
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeirc
como parte das exigéncias para obtencao dt

titulo de Doutor em Producao Vegetal

Aprovada em 30 de outubro de 2007

Comissao Examinadora:

/}VQ&@U\VE l

Profa. Maria Raquel Garcia Vega (Dolitgre, @Quimica Organica) — Faculdade de
Medicina de €5 "p\b}s— FMC

A

/:—E’C:%"\/\;V\/\ Enj.,&-vx_, \rf:/j’k \‘/\4‘\2? LTC

Prof. Edmilson Jbsé Marifa'\(Doutorf"lQuimica Organica) - UENF

) |
—r

S e .

\Mrlé_“ypyieira da Motta (Doutor, Biociéncias e Biotecnologia) - UENF

Prof. Ivo Joge Curcino Vieira (Doutor, Quimica organica) - UENF
Orientador



Aos meus avés Manoel (in memorian) e Angela,
José (in memorian) e Geralda

Como homenagem!

Aos meus pais Selmo e Laura,
a minha irmd Lauricelma
e ao meu esposo Bento

Ofereco!

Aos meus filhos Matheus e Lauren
e ao meu sobrinho Ruan

Dedico!



AGRADECIMENTO

O meu primeiro agradecimento, como ndo poderia deixar de ser, € ao meu
Deus, que certamente até aqui me conduziu e me permitiu experimentar, além
das palavras, o que diz as sagradas escrituras: tudo posso n’Aquele que me
fortalece (Filipenses 4: 13).

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — UENF, pela
oportunidade concedida de realizar um estudo de pds-graduagéo.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro -
FAPERJ, pelo auxilio financeiro nas pesquisas laboratoriais.

Ao Laboratorio de Tecnologia de Alimentos e ao de Zootecnia em especial
aos professores Dra Meire Lelis Martins, Dra Alcilene Monteiro, Dra Enilce Coelho
e Dr Carlos Augusto pela liberagao parcial de carga horaria para a realizagéo
deste trabalho.

Ao meu orientador prof. Dr. lvo José Curcino Vieira, pelos seus
ensinamentos, paciéncia e pelo tempo de convivio no LCQUI, que muito
contribuiu para a minha formacéao profissional e pessoal.

Aos professores Dr. Raimundo Braz Filho, Dr. Olney Vieira da Motta e Dra
Leda Mathias pela co-orientacéo e valiosas contribuicoes a este trabalho.

Ao professor Alexandre Pio Viana, pelo auxilio na avaliagao estatistica.



Aos professores Edmilsom Maria, Maria Raquel Garcia Vega e Carlos
Matos, sempre prontos a contribuir.

Aos profissionais de nivel superior Roberto Ottoni Portela Couto
(LCQUI/CCT), pelas anadlises espectrais de RMN, Maria de Lourdes Bernardino e
Gina Nunes Teixeira (LSA/CCTA), pelo grande auxilio durante as analises
microbioldgicas dos extratos vegetais.

Aos secretarios Paulo Sérgio (LTA), Tania (LCQUI), Fatinha, Luciana e
Patricia (Curso de Producéo Vegetal).

A Lara Barbosa Fonseca, pela sua valorosa contribuicdo, durante a fase
experimental, também pela sua amizade e companheirismo.

Aos meus queridos estagiarios Leticia Vitorazi e Thiago Araujo, que um dia
tive a oportunidade de lhes ensinar alguma coisa e que, em alguns anos mais
tarde, também me ensinaram o que eu até entdo nio sabia.

Aos meus amigos Silvia Menezes, Ana Lucia, Carlos Cordeiro e Eugénia
Martins, pelo apoio incondicional e por toda a colaboragdo que me prestaram.

Aos amigos do LCQUI Moema, Elaine, Vinicius, Jucimar, Rodrigo Primo,
Raquel, Antdonio Sérgio, Virginia, Vivian, Cecilia e Cleonice, pelas contribuigdes,
pelos “cafés”, pelas risadas em suma, pelo agradavel convivio e experiéncias
trocadas, os quais tornaram mais suave a minha jornada.

Aos meus pais Selmo e Laura pelo incentivo, apoio, pelo amor e por serem
os pilares da minha vida.

A toda minha familia, em especial, minha irma Lauricelma, minhas tias
Dina, Leni, Luci, Laudicéia e avo Geralda pelas fervorosas oragcbes e apoio
emocional.

A minha avé Angela Payao - tdo longe, mas tdo perto do meu coragéo -
pelo seu exemplo de determinacdo, dedicagado, simplicidade, sabedoria, luta,
humildade, perseveranca e fé em Deus.

Ao meu esposo Bento, obrigada pela paciéncia, compreensao e auxilio.

Aos meus filhos Matheus e Lauren, por cederem muito do tempo que
poderiam estar comigo e por terem sido minha fonte de inspiragdo nas horas mais
dificeis... Nao foi facil!

Enfim, a todos aqueles que de alguma maneira contribuiram com a

realizacao deste trabalho.
OBRIGADA!!1!



LISTADE TABELAS................
LISTA DE QUADROS..............

SUMARIO

LISTADE FIGURAS . ... ..ot

LISTA DE ESQUEMAS............

LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS.........c.coeeueeeeeeeeeeeeeeeennas

RESUMO........cccoiiiiiiii,
ABSTRACT ...
1. INTRODUCAO.....................
2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A Familia Apocynaceae

2.2. O GENEIO RAUVOIIA. . e

2.3. Os alcaldides.................

2.3.1. Definig¢ao................
2.3.2. Histérico.................
2.3.3. Fungao fisiologica..
2.3.4. Biossintese............

2.3.5. Classificagao..........

2.3.5.1. Alcaldides iNdOliCOS .......oveueeeeee e



2.3.5.2. Alcaldides inddlicos monoterpénicos...........ccceeeeeeeeen.
2.3.6. Alcaldides de Rauvolfia............oooveiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee,
2.3.6.1. Atividades antimicrobianas de extratos e alcaldides de
RAUVOIIA. ...
3. MATERIAL E METODOS.......cooieoeieeeceee et
3.1. Metodologia.........coooiiiii e
3.1.1. Escolha da planta a ser estudada................cccccoeeeeiiiniins
3.1.2. Identificagdo botanica..............ooovviiiiiiiiiiii e
3.1.3. Coletadas plantas..........cccoooevviiiiiiiiiiie e
3.1.4. Preparo dos extratos brutos...........cccovvvviiiiiiiiiiiiiieeeeec,
3.1.5. Prospecgao preliminar............oooeiviiiiiiiiiiiiiaeeee e
3.1.6. Analises cromatografiCas..........ccccceveeeeiiiiiiiiiii
3.1.7. Analises espectromeétriCas............ccoeevvieeeieiiiiiiie e,
3.1.7.1. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
3.1.7.2. Espectrometria na Regi&do do Infravermelho (IV)
3.1.7.3. Espectrometria de Massas (EM)
3.1.8. Isolamento e purificagao das substancias.............ccccccuvvvveeeee...

3.1.8.1. Isolamento dos constituintes quimicos de R.

Mattfeldiana............eei s
3.1.8.1.1. Cascas das raizesS........cccceevveeeeeeeeeeeeeeeeeeen
4.1.8.1.2. FOINAS.....ccoiiiiieeeeee e

3.1.8.2. Isolamento dos constituintes quimicos de R.

(0= T 111 0] = VS
3.1.8.2.1. Cascas das raizesS........ccceeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeens

3.2. Ensaios biolégicos dos extratos brutos e das substancias
15 0] F= T £= 13U
3.2.1. MICrorganiSIMOS. ........ccoeiiiiiiiiiiii et e e
3.2.1.1. Preparo dos iNOCUIOS...........ocevveviiiiiiiieeeeeeeeeeeee e
3.2.2. Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos alcaldides
ajmalicina (92) ou RMAD-4 E RMAD-6, dos extratos das folhas de
R. mattfeldiana e das cascas das raizes de R. mattfeldiana e R.
(o= 1T 111 [0] = VU
3.2.2.1. Pelo método da difusdo em agar..........cccccceeeeeeeeeeeeeeennn.

3.2.2.2. Pelo método de diluigdo em meio liquido........................

Vi

16
19

55
59
59
59
60
60
60
61
61
62
62
62
62
62

67
67
80

83
83

96
96
97

97
98
99



3.2.2.2.1. Teste de crescimento em solventes.............ccc........ 99
3.2.2.2.2. Avaliagao dos extratos metandlicos das cascas das
raizes de R. mattfeldiana e R. grandiflora...................cccoeeee. 100

3.2.3. Avaliacdo da produgdao de enterotoxinas (SE) apds

tratamento com extrato de Rauvolfia.............ccccceeeiiiiiii, 101

4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......c.ccoieeeieeeeeeeeeeeeee e 103
4.1. Determinagéao estrutural dos alcaldides de Rauvolfia.................... 103
4.1.1. Determinacao estrutural do alcaldide 92...............cccovvveennenene. 105
4.1.2. Determinagao estrutural do alcaldide 2'..............cccoovvvvnnnnen. 112
4.1.3. Determinagéao estrutural do alcaldide 27............cccoeeeeeeeeeeenne. 115
4.1.4. Determinacgéao estrutural do alcaléide 4'.........cccoeeeeeeieeeeeennnnne. 118
4.1.5. Determinacao estrutural do alcaldide 97..............ccoovvvvvnnnnnn..n. 121

4.1.6. Determinagao estrutural da mistura dos alcaldides 138 e

I S PSR RRPPRPRPR 124
4.1.7. Determinagédo estrutural do alcaldide 8'..........ccccoeeeiieiiieenneeee. 127
4.1.8. Determinagéao estrutural do alcaldide 9'........cccoeeeeeieieieiennnnn.n. 130
4.1.9. Determinacgao estrutural do alcaldide 166...................c.u......... 135
4.1.10. Determinacéo estrutural do alcaldide 153...............coovvuenn...e. 139

4.2. Atividade antibacteriana dos extratos brutos e substéncias
isoladas de R. mattfeldiana e R. grandiflora..................oooiiinnns 144
4.2.1. Avaliagao pelo método de difusdo em agar................cccc....... 144

4.2.1.1. Efeito dos extratos alcaloidicos e metabdlitos isolados

frente a cepa padrao ATCC 25923.........oeeiiiiiiieeeeeeeeeeee, 145
4.2 .1.2. Efeito dos extratos alcaloidicos e metabdlitos isolados
frente a cepa Wood 46 ATCC 10832.......cooeeveviieieeiiieiiieeeeeeeen, 146

4.2.1.3. Efeito dos extratos alcaloidicos e metabdlitos isolados
frente a Cepa enterotoxinogénica LSA 88...........cccciiiiiiiiininnnnn. 147
4.2.1.4. Efeito dos extratos alcaloidicos e metabdlitos isolados
frente a cepa COL (meticilina-resistente)..........cccceeeeeeeeininnnnnnn. 148
4.2.1.5. Efeito dos extratos alcaloidicos e metabdlitos isolados
frente & cepa Smith Diffuse (encapsulado)............ccccoeeeviiiiinnnnes 150
4.2.1.6. Efeito dos extratos alcaloidicos e metabdlitos isolados
frente a cepa S. epidermidis ATCC12228.........cccceeeeeiveeeeeeennnnne. 151

Vii



4.2.1.7. Efeito dos extratos alcaloidicos e metabdlitos isolados
frente & cepa RNG6390B (mutante).............ccooveieiiiiiiiiiiiiiieeee 151
4.2.2. Avaliagao pelo método de diluicdo em meio liquido.............. 153
4.2.3. Avaliagado da inibigdo da produgao de enterotoxinas (SE)
apos tratamento com extrato de Rauvolfia................ccoooeriieiiiinnnns 156
5. CONCLUSAO.......coieeeeeee et 158

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......c.ooovveieeeeeeeeeeeeeeee e 160

viii



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.
Tabela 9.

Tabela 10.
Tabela 11.
Tabela 12.
Tabela 13.
Tabela 14.

LISTA DE TABELAS

Espécies de Rauvolfia encontradas no Brasil e suas
respectivas 1ocalizagles............coeevevieiiiiii e
Exemplos da classificacdo de alguns alcaldides de acordo
COmM O Seu precursor biogenétiCo............ooovvvviiiiiiiiiiiciiieeee

Alcaldides isolados das espécies do género Rauvolfia até

Fracionamento cromatografico do extrato em diclorometano
das cascas das raizes de R. mattfeldiana................cccceveeeeeeeee.
Fracionamento cromatografico da fragdo RM-7........................
Estudo cromatografico da fragdo RM-7.8...........c.cccceeveieieeeennen.
Fracionamento cromatografico da fragdo RM-7.9.....................
Fracionamento cromatografico da fragdo RM-7.13...................
Fracionamento cromatografico da fragdo RM-7.13.2................
Fracionamento cromatografico da fragdo RM-8........................
Fracionamento cromatografico da fragdo RM-8.3.....................
Fracionamento cromatografico da fragdo RM-8.4.....................
Fracionamento cromatografico da fragdo RM-9........................

Fracionamento cromatografico da fragdo RM-10......................

iX

15

21

67
68
68
69
69
69
70
71
71
72
72



Tabela 15.
Tabela 16.
Tabela 17.
Tabela 18.
Tabela 19.
Tabela 20.
Tabela 21.
Tabela 22.
Tabela 23.

Tabela 24.
Tabela 25.
Tabela 26.
Tabela 27.
Tabela 28.
Tabela 29.
Tabela 30.
Tabela 31.

Tabela 32.
Tabela 33.

Tabela 34.
Tabela 35.
Tabela 36.

Tabela 37.
Tabela 38.
Tabela 39.
Tabela 40.
Tabela 41.
Tabela 42.
Tabela 43.

Fracionamento cromatografico da fragdo RM-10.3...................

Fracionamento cromatografico da fragdo RM-10.3.5.................
Fracionamento cromatografico da fragdo RM-10.3.5.2..............
Fracionamento cromatografico da fragdo RM-13......................

Fracionamento cromatografico da fragdo RM-13.2...................

Fracionamento cromatografico da fragdo RM-14......................

Fracionamento cromatografico da fragdo RM-14.4...................

Fracionamento cromatografico da fragdo RM-14.7...................

Fracionamento cromatografico do extrato em metanol das
cascas das raizes de R. mattfeldiana..........ccccccceeveeeeeiinnnnnnnnn.

Fracionamento cromatografico da fragdo MR-3.........................
Fracionamento cromatografico da fragdo MR-3.1......................
Fracionamento cromatografico da fragcdo MR-4.........................
Fracionamento cromatografico da fragdo MR-5........................
Fracionamento cromatografico da fragdo MR-6.........................
Fracionamento cromatografico da fragcdo MR-6.2......................
Fracionamento cromatografico da fragdo MR-6.2.1...................
Fracionamento cromatografico do extrato em diclorometano
das folhas de R. mattfeldiana............ccccooeeeieiiiiiiii
Fracionamento cromatografico da fragdo RMAD-10..................
Fracionamento cromatografico do extrato em metanol das
folhas de R. mattfeldiana..............ccccooimiiiiiiiiieeee,
Fracionamento cromatografico da fragdo EMAB-15..................
Refracionamento cromatografico da fragdo EMAB-15.0............
Fracionamento cromatografico do extrato em diclorometano
das cascas das raizes de R. grandiflora................cccccoeeeenniinn.
Fracionamento cromatografico da fragdo RG-3..............ccc........
Fracionamento cromatografico da fragdo RG-3.2......................
Fracionamento cromatografico da fracdo RG-3.2......................
Fracionamento cromatografico da fracdo RG-3.2.1.1................
Fracionamento cromatografico da fracdo RG-4.........................
Fracionamento cromatografico da fracdo RG-3.5......................

Fracionamento cromatografico da fracdo RG-3.6......................

73
73
74
74
75
75
76
76

77
77
78
78
79
79
80
80

81
81

82
82
82

83
84
84
85
85
86
86
86



Tabela 44.
Tabela 45.
Tabela 46.
Tabela 47.
Tabela 48.
Tabela 49.
Tabela 50.
Tabela 51.
Tabela 52.
Tabela 53.
Tabela 54.

Tabela 55.
Tabela 56.
Tabela 57.
Tabela 58.
Tabela 59.

Tabela 60.
Tabela 61.
Tabela 62.

Tabela 63.

Tabela 64.

Tabela 65.

Tabela 66.

Fracionamento cromatografico da fracdo RG-3.6.2...................
Fracionamento cromatografico da fracdo RG-4.........................
Fracionamento cromatografico da fracdo RG-4.7.............c........
Fracionamento cromatografico da fragcdo RG-4.7.3...................
Fracionamento cromatografico da fracdo RG-4.7.3.2................
Fracionamento cromatografico da fracdo RG-4.7.7.3.2.2..........
Fracionamento cromatografico da fragdo RG-6........................
Fracionamento cromatografico da fragdo RG-6.2.....................
Fracionamento cromatografico da fragdo RG-6.5.....................
Fracionamento cromatografico da fragdo RG-6.6.....................
Fracionamento cromatografico do extrato em metanol das
cascas das raizes de R. grandiflora............ccccuuiiiiiiiiiieninnnnnnn.
Fracionamento cromatografico da fragdo RGM-2.....................
Fracionamento cromatografico da fragdo RGM-2.0..................
Fracionamento cromatografico da fragdo RGM-7.....................
Fracionamento cromatografico da fragdo RGM-7.5..................
Fracionamento cromatografico das fragbes RGM-7.5.1 e
RGM-7.5.2.7 ..ottt a e
Fracionamento cromatografico da fragdo RGM-7.5.1.1............
Fracionamento cromatografico do extrato RAB........................
Fracionamento cromatografico da fragdo RAB-1..............c.........
Microrganismos utilizados nos testes de difusdo em agar e
concentragdo minima inibitoria.............ovvviiiiiiiiiie s
Concentragao dos extratos das folhas de R. mattfeldiana:
RMAD (extrato diclorometanico) e EMAB (extrato metandlico);
das cascas das raizes de R. mattfeldiana RM (extrato
diclorometanico) e MR (extrato metandlico); das cascas das
raizes de R. grandiflora: RG (extrato diclorometanico) e RGM
(extrato MetanoliCo)........uueeeeiiieie e
Dados de RMN 'H (400 MHz) e "*C (100 MHz) em CDCl; e as
correlacdes observadas nos espectros de HMQC e HMBC do
alcaldide 92 €M CDCla...uuieiiiieeeeee e
Dados de RMN "H (400 MHz) e *C (100 MHz) para N-6xido-

isoreserpilina (2') e isoreserpilina (92), em CDCls. ..................

Xi

87
87
88
89
89
89
90
90
91
91

92
92
92
93
94

94
95
95
96

97

98

110

113



Tabela 67.

Tabela 68.

Tabela 69.

Tabela 70.

Tabela 71.

Tabela 72.

Tabela 73.

Tabela 74.

Tabela 75.

Dados de RMN 'H (400 MHz) e "*C (100 MHz) em DMSO-ds e
as correlagdes observadas nos espectros de HMQC e HMBC
dO alCcalOide 27.......ooveeeeeeeee e
Dados de RMN 'H (400 MHz) e "*C (100 MHz) em CDCl; e as
correlagdes observadas nos espectros de HMQC e HMBC do
alcaldide 4’, e comparagao com valores de literatura para os
MOdElOS MO-1 € MO-2.....cooiiiiiieeee e

Dados de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) em CDCls e as
correlacdes observadas nos espectros de HMQC e HMBC do
AlCAIOIAE 97 ...
Dados de RMN 'H (400 MHz) e **C (100 MHz) em CDCls e as
correlacdes observadas nos espectros de HMQC e HMBC da
mistura dos alcaldides 138 € 143........cooeeeeeiiiiiiiiiieeeee

Dados de RMN 'H (400 MHz) e "*C (125 MHz) em CDCls do
alCcalOide 8 ...
Dados de RMN 'H (400 MHz), "*C (100 MHz) observados no
espectro de HMQC e constantes de acoplamento observadas
no espectro de HMBC do alcaldide (9’), em CDCls....................
Dados de RMN 'H (400 MHz), "*C (100 MHz) observados no
espectro de HMQC e constantes de acoplamento observadas
no espectro de HMBC do alcaldide (166), em CDCls................
Dados de RMN 'H (400 MHz), "*C (100 MHz) observados no
espectro de HMQC e constantes de acoplamento observadas
no espectro de HMBC do alcaloide (153), em CDCls................

Valores médios, em milimetros, do didmetro do halo de
inibicdo provenientes dos tratamentos (RMAD-4 = Ajmalicina,
RMAD-6 = alcaldide nao identificado, RMAD = extrato em
diclorometano proveniente das folhas de R. mattfeldiana,
EMAB = extrato em metanol proveniente das folhas de R.
mattfeldiana, RGM = extrato em metanol proveniente das
cascas das raizes de R. grandiflora, MR = extrato em metanol
proveniente das cascas das raizes de R. mattfeldiana, RG =
extrato em diclorometano das cascas das raizes de R.

grandiflora , DMSO = dimetilsulféxido e gentamicina.................

Xii

116

120

123

126

129

133

138

142



Tabela 76.

Tabela 77.

Tabela 78.
Tabela 79.

Tabela 80.

Valores médios, em milimetros, do didmetro do halo de
inibicdo provenientes dos tratamentos RMAD-4 = 1, RMAD-6
= 2, RMAD = 3 EMAB = 4, cloranfenicol 40 ug/mL (C),
gentamicina 10 ug/mL (G) e 30 pug/mL (G30).......cceeeevvriiiinnnnns
Avaliagdo da atividade do extrato RMAD frente a cepa LSA-

Avaliacdo da atividade do extrato MR frente a cepa LSA-88.....

Avaliacdo da atividade do extrato RGM frente a cepa LSA-

Xiii

149

154
154

155



Quadro 1.

Quadro 2.

LISTA DE QUADROS

Estrutura de alguns alcaldides
(Apocynaceae), citados na tabela 3.....

Atividade antimicrobiana de alcaldides

Xiv

isolados de Rauvolfia



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.
Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

LISTA DE FIGURAS

R. grandiflora, localizada em Bom Jesus do Itabapoana-RJ.
(A): arvore e (B): flores de R. grandiflora. ...........ccccceeeeeeieii.

Rauvolfia mattfeldiana. (A): fruto (a), ramo (b) e flor (c). (B):

Estrutura dos alcaldides, de 1 @ 18A......ccccoeveeiiiiieiiiiieeeeeeeeeee
Reacbes da origem biossintética dos alcaldides inddlicos
MONOLEIPENICOS. ....ceiviiii et e s
Esqueletos basicos das oito subclasses de alcaldides
iINAOliCOS MONOLErPENICOS. ....ccee e e
Estrutura da ioimbina com o sistema de numeracéo proposto
por Le Men e Taylor (1965)............oooviiiiiiiiiiiiciiei e
Fluxograma do isolamento dos alcal6ides dos extratos em
diclorometano (RM) e em metanol (MR) das cascas das
raizes de R. mattfeldiana............ccccuveeeiiiiiiiiiiiie
Fluxograma do isolamento dos alcaldides dos extratos em
diclorometano (RMAD) e em metanol (EMAB) das folhas de
R. mattfeldiana.............oooveriiiii e

XV

16

18

18

63

65



Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figuras 3 a
Figura 208.

Figura 209.

Figura 210.

Figura 211.

Figura 212.

Fluxograma do isolamento dos alcaldides do extrato em
metanol das cascas das raizes de R. grandiflora....................
Fluxograma do isolamento dos alcaléides do extrato em
diclorometano das cascas das raizes de R. grandiflora..........
Esquema da aplicacdo das amostras, do solvente DMSO e
antibidtico gentamicina no agar BHA. Cada orificio
representa um pogo onde foi aplicado 50 uL dos tratamentos
Lot ] o (o] 1= T
Esquema de diluigdo dos extratos vegetais e da ajmalicina
(92) ou RMAD-4 seguido da inoculagdo do S. aureus LSA-

Avaliacao da atividade antimicrobiana da Ajmalicina (RMAD-
4) (1), RMAD-6 (2), RMAD (3), EMAB (4), gentamicina com
concentragao 10 ug/mL (G) e DMSO (D) frente a cepa ATCC
25023, s
Avaliacdo da atividade antimicrobiana da ajmalicina (RMAD-
4) (1), RMAD-6 (2), RMAD (3), EMAB (4), RGM (5), MR (6),
RG (7), gentamicina na concentragdo 10 ug/mL (G) e DMSO
(D) frente @ cepa ATCC 10832.......cccoiiieiiieeeeee e
Avaliacado da atividade antimicrobiana da ajmalicina (RMAD-
4) (3), gentamicina na concentragao 30 ug/mL (G) DMSO (D)
e dos extratos RMAD (1), EMAB (2), RGM (4), RG (5), MR
(6), , frente @ cepa LSA-88. ......oeeeeiiiiiiiie
Avaliagcado da atividade antimicrobiana da ajmalicina (RMAD-
4) (1), RMAD-6 (2), RMAD (3), EMAB (4), RGM (5), MR (6),
RG (7), gentamicina na concentragao 10 ug/mL(G) e DMSO
(D) frente @ cepa COL. .....oovvmiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e
Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos antibidticos
gentamicina 30 ug/mL (G30) e cloranfenicol (C) 40 ug/mL;
da ajmalicina ou RMAD-4 (1), RMAD-6 (2), RMAD (3), EMAB
(4), gentamicina 10 ug/mL (G) isoladamente e em conjunto

na proporgao 1:1 frente a cepa COL. .......oveeeiiiiiiiiiieieeieinnn.

XVi

65

66

99

101

vol 2

146

147

148

148

149



Figura 213.

Figura 214.

Figura 215.

Figura 216.

Figura 217.

Figura 218.

Avaliagdo da atividade antimicrobiana da ajmalicina (RMAD-
4) (1), RMAD-6 (2), RMAD (3), EMAB (4), RGM (5), MR (6),
RG (7), gentamicina 10 ng/mL (G) e DMSO (D) frente a cepa
SMIth DIfUSE. ..o

Avaliagcado da atividade antimicrobiana da ajmalicina (RMAD-
4) (1), RMAD-6 (2), RMAD (3), EMAB (4), RGM (5), MR (6),
RG (7), gentamicina 10 ug/mL (G) e DMSO (D) frente a cepa
S. epidermidis ATCC 12228. ..o

Avaliacdo da atividade antimicrobiana da ajmalicina (RMAD-
4) (1), RMAD-6 (2), RMAD (3), EMAB (4), RGM (5), MR (6),
RG (7), gentamicina 10 ug/mL (G) e DMSO (D) frente a cepa
RNB3O0B...... ..ot

Atividade antimicrobiana do extrato RMAD frente a cepa
LSA-88: efeito bactericida na concentracédo de 62,4 mg/mL
(A); efeito inibitorio (bacteriostatico) na concentracdo de 3,9
mg/mL (B) e crescimento bacteriano similar ao controle 2 na
concentracao de 1,95 mg/mL (C). ..ccoeeeieeiiiiiiiiiie,

Efeito inibitério (bacteriostatico) do extrato RGM frente a
cepa LSA-88 na concentracdo de 4,54 mg/mL (A).
Crescimento bacteriano do controle 2 (B). .....ccccceveeeeeeieieennnns

Inibicdo da producdo de enterotoxinas produzidas por
Staphylococcus aureus bovino cepa LSA-88 cultivada em
meio liquido na presenga do extrato metandlico de Rauvolfia
grandiflora (RGM). A populagéo de células foi a mesma (DO
550 nm) no tratamento (Ext) e no controle (DMSO). CPKit:

controle positivo do Kit e Cnkit: controle negativo do

XVii

150

151

152

154

155



Esquema 1.

Esquema 2.

Esquema 3.

Esquema 4.

Esquema 5.

Esquema 6.

LISTA DE ESQUEMAS

Estruturas de alcaldides heteroioimbindides baseadas

estereoquimica do anel D (Bruyn et al., 1989). ...............

Interpretagcdo mecanistica dos principais fragmentos

espectro de massas do alcaldide 92.............ccceeeeeeeennnnnn.

Interpretacdo mecanistica dos principais fragmentos

espectro de massas do alcaldide 2............ccoevveeieeeeeinnnnnn.

Interpretagcdo mecanistica dos principais fragmentos

espectro de massas do alcaldide 27............cccceeeeeeeeennnnn.

Interpretagcdo mecanistica dos principais fragmentos

espectro de massas do alcaldide 9............ccociieieeieinnnnnn.

Interpretagcdo mecanistica dos principais fragmentos

espectro de massas do alcaldide 153...........ccccoeeeeeeeen.

XViii

na

no

108

111

114

117

134



APT
BHA

CC
CCDP
CG/EM
COSY
CVRD
EMAB

LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

Deslocamento quimico em partes por milhdo

Attached Proton Test

Brain heart agar

Dupleto

Cromatografia em coluna

Cromatografia em camada delgada em escala preparativa
Cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas
Correlation Spectroscopy

Companhia Vale do Rio Doce

Extrato metandlico das folhas de R. mattfeldiana (extragcéo
acido/base)

Heteronuclear multiple-bond connectivity

Heteronuclear multiple-quantum coherence

Infravermelho

Constante de acoplamento

Modelo 1

Modelo 2

Pico do ion molecular

Xix



MR
MRSA
NOESY
m/z
RAB

RG
RGM
RMAD

RM
RMN™C

SE

T™MB

T™MC

TTS
TSST-1

Extrato metandlico das cascas das raizes de R. mattfeldiana
Meticilina —resistente Staphylococcus aureus

Nuclear Overhause Effect Spectroscopy

Relagdo massa/carga

Extrato diclorometanico das cascas das raizes de R. grandiflora
originario da extracdo acido/base

Extrato diclorometanico das cascas das raizes de R. grandiflora
Extrato metandlico das cascas das raizes de R. grandiflora
Extrato diclorometénico das folhas de R. mattfeldiana (extragcéo
acido/base)

Extrato diclorometanico das cascas das raizes de R. mattfeldiana
Ressonancia magnética nuclear de carbono-13

Sinal simples

Enterotoxina

Tripleto

3,4,5-trimetoxibenzoila

3,4,5-trimetoxicinamoila

Sindrome do choque téxico

Toxina do choque toxico

XX



RESUMO

CARLOS, Lanamar de Almeida; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, outubro, 2007; Alcaléides de Rauvolfia grandiflora e de
R. mattfeldiana (Apocynaceae); Orientador: Ivo José Curcino Vieira.
Co-orientadores: Raimundo Braz-Filho, Olney Vieira da Motta e Leda Mathias.

A quimica do género Rauvolfia, familia Apocynaceae, € conhecida pela
grande bioprodugcdo de alcaloides indolicos, os quais possuem grande
importancia farmacolégica, por apresentarem diversas atividades bioldgicas, tais
como, depressores cardiacos, diuréticos, tranquilizantes, afrodisiacos, anti-
hipertensivos, anti-tumorais, etc. Diante do potencial biolégico deste género, este
trabalho teve como objetivos estudar a composigdo alcaloidica das folhas e
cascas das raizes de R. mattfeldiana, e das cascas das raizes de R. grandiflora, e
a avaliagcdo da atividade biologica inibitéria dos extratos e ou substancias
isoladas, frente a sete cepas de S. aureus.

Do extrato em diclorometano das cascas das raizes de R. mattfeldiana
foram isolados os alcaldides isoreserpilina, N-Oxido-isoreserpilina, perakina e
vinorina; do extrato em diclorometano das folhas foi isolado a ajmalicina.

Do extrato em metanol de R. grandiflora foram isolados os alcaldides

darcyribeirina, B-ioimbina, reserpina, rescinamina, 10-metoxireserpina e Ng-
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metilrauflorina inédito na literatura. A determinagao estrutural dessas substancias
foram efetuadas com base nos dados espectroscopicos de RMN 'H e '3C,
incluindo experimentos bidimensionais (HMQC e HMBC), e a partir de
informagdes obtidas dos espectros de massas, € na regidao do infravermelho.
Todos os extratos apresentaram atividade antimicrobiana frente as cepas de S.
aureus, sendo que os extratos metandlicos das cascas das raizes de ambas as
plantas, e o extrato em diclorometano das folhas de R. mattfeldiana foram os mais
efetivos. A ajmalicina ndo apresentou atividade antimicrobiana sobre nenhuma

das cepas estudadas.
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ABSTRACT

CARLOS, Lanamar de Almeida; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, October, 2007; Alkaloids of Rauvolfia grandiflora and
Rauvolfia mattfeldiana (Apocynaceae); Advisor: Ivo José Curcino Vieira.
Counselors: Raimundo Braz-Filho, Olney Vieira da Motta and Leda Mathias.

Plants of the Rauvolfia genus (Apocynaceae) are known by their
bioprocuction of indole alkaloid, with chemistry and pharmacological importance,
and several biological activities. The objectives of this work comprehended the
study of alkaloid composition of leaves and roots bark of R. mattfeldiana and roots
bark of R. grandiflora and biological activities towards seven staphylococci strains.
From dicloromethanic extract of the roats bark of R. mattfeldiana four known
fractions were isolated named isoreserpiline, N-oxide-isoreserpiline, perakine and
vinorine, and one fraction from dicloromethanic extract of the leaves known as
ajmalicine. Methanolic extract of roots husks of R. grandiflora, resulted in six
fractions named darcyribeirine, p-yoimbine, reserpine, rescinamine, 10-
methoxyreserpine and Na-methylrauflorin, all alkaloids with no description in the
available literature. Determination of the structure of compounds were carried out
based on spectral data of NMR 'H and 'C, including two-dimensional evaluations

(HMQC and HMBC) and on information obtained from spectral mass and IR
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(infrared) area. All plant extracts of Rauvolfia presented antimicrobial activity
against staphylococci strains. Methanolic extracts of roots barks of both plants and
the leaves dicloromethanic extract from R. mattfeldiana were the most effective,
compared with antimicrobial control gentamicin. The fraction ajmalicine did not

present antimicrobial activity towards any of staphylococci strains tested.

XXiV



1. INTRODUCAO

As plantas sao consideradas uma valiosa fonte de substancias
biologicamente ativas, que tém sido exploradas pelo homem desde os primdérdios
da histéria.

O maior numero de espécies vegetais encontra-se nas regides equatoriais
da América do Sul, Africa e Asia, onde o Brasil onde se encontra a maior
diversidade global, estimada em 20% do total de espécies animais e vegetais
existentes (Guerra, 2003).

A respeito da riqueza em termos de biodiversidade da flora brasileira, a
atencdo do mundo esta voltada especialmente para a Floresta Amazobnica e a
Mata Atlantica. A Mata Atlantica apresenta uma area continua com cerca de
1.300.000 Km?, que inclui em seu dominio varias formacdes florestais e
ecossistemas associados, formando uma faixa verde paralela a costa brasileira,
desde o Estado do Rio Grande do Sul até a Paraiba. Contudo, restam apenas
cerca de 8% desta area com cobertura florestal no pais (Fundacdo SOS Mata
Atlantica — INPE, 1997).

A magnitude da biodiversidade brasileira ndo € conhecida com precisao.
Estima-se a existéncia de mais de dois milhdes de espécies distintas de plantas,

animais e microrganismos, sendo o Brasil o pais que apresenta a maior



diversidade genética vegetal do mundo, com mais de 55.000 espécies
catalogadas (Dias, 1996).

As primeiras descricdes sobre a utilizagdo de plantas brasileiras foram
feitas na época do descobrimento por colonizadores europeus, através da
observacdo do uso dos vegetais pelos indios, conforme descrito por Gabriel
Soares de Souza, citado por Brandao (2003), em sua obra denominada “Tratado
Descritivo do Brasil em 1587”.

Atualmente, a utilizacdo de plantas medicinais e de produtos fitoterapicos
encontra-se em expansdo no Brasil e no mundo, o que tem impulsionado as
industrias farmacéuticas a investir em pesquisa e na geragdo de patentes de
novos fitofarmacos (principios ativos isolados).

As oportunidades para produtos com possivel utilizagdo econdmica
aumentam com a diversidade das espécies. Diversos alcaldides tém sido
utilizados terapeuticamente na forma de derivados, puros, ou em associagcao
(Henriques et al., 2003). Por exemplo, alguns alcaléides vegetais tém-se
mostrado especialmente efetivos, como antitumorais (vimblastina e vincristina),
anti-hipertensivos (reserpina) e depressor cardiaco (quinidina). Por outro lado, na
natureza, os alcaldides exercem um papel importante como substancias de
defesa contra insetos herbivoros [Baldwin e Hamilton (2000), citados por Alves
(2003)] e também na defesa de algumas espécies de borboleta contra predadores
(Henriques et al., 2003).

Os alcaldéides podem ocorrer em diferentes orgaos do vegetal, como raiz
(Symphitum spp.), folhas (Passiflora sp., Agerantum conyzoides e Phyllanthus
spp.), casca do fruto (Punica granatum) e em sementes (Lupinus albus). Com
relagdo a sua localizagao intracelular, sdo produzidos no reticulo endoplasmatico,
concentrando-se em seguida nos vacuolos (Taiz e Zeiger, 1998).

Os alcaldides sao produzidos a partir de aminoacidos e possuem grande
importancia farmacolégica, uma vez que apresentam diversas atividades
biolégicas em seres humanos e animais, como, por exemplo, alcaldides inddlicos
monoterpénicos que atuam como depressor cardiaco, diurético, tranquilizante ou
afrodisiaco (Zenk, 1980). Assim, plantas do género Rauvolfia (Apocynaceae) tém
despertado o interesse de pesquisadores, especialmente pelo fato de elas
produzirem alcaldides inddlicos bioativos (Libot et al., 1986; Stockigt, 1995; Kato

et al., 2002), com novos e variados tipos de esqueletos (Cancelieri, 2002).



Dentre as muitas espécies de Rauvolfia, especialmente as nativas da
Mata Atlantica, poucas foram fitoquimicamente estudadas, culminando em poucas
informagdes a respeito de suas composigdes quimicas e atividades bioldgicas,
como ocorre com as espécies Rauvolfia grandiflora e Rauvolfia mattfeldiana. Este
tipo de estudo possui grande importancia, pois as substancias isoladas do
metabolismo secundario de vegetais possibilitam uma interdisciplinaridade da
quimica de produtos naturais com outras areas como boténica, farmacologia,
medicina humana e veterinaria, entomologia e ecologia (Braz-Filho, 1994) e, além
disso, contribui de maneira relevante para o conhecimento acerca dos
constituintes quimicos de espécies brasileiras de Rauvolfia, somado a
caracterizagao estrutural de substancias com atividade medicinal que possam vir
a ser isoladas dentre as espécies vegetais brasileiras nativas da Mata Atlantica.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivos:

1 - Realizar o estudo fitoquimico das cascas das raizes e folhas de
Rauvolfia mattfeldiana e das cascas das raizes de Rauvolfia grandiflora, visando
especialmente isolar e identificar estruturalmente os alcalbides inddlicos.

2 - Avaliar a atividade biolégica inibitéria dos extratos e de substancias
isoladas, sempre que possivel, frente a alguns microrganismos causadores de

infeccbes em animais e seres humanos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A Familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae pertence a classe Angiosperma, subclasse
dicotiledénea, superordem Asteridaea, ordem Gentianales (Kock, 2002) e é
constituida de 415 géneros e de, aproximadamente, 4.555 espécies, que ocorrem
principalmente em climas tropicais a temperados. As Apocynaceae se
apresentam como arvores, arbustos ou trepadeiras, e geralmente exsudam um
latex branco quando sofrem algum tipo de injuria mecéanica.

Espécies dessa familia estdo distribuidas ao longo dos trépicos, muitas
delas sdo encontradas no Brasil e caracterizam-se por serem produtoras de
alcaléides toxicos e/ou medicinais (Mabberley, 1997). Um grande numero de
plantas dessa familia é utilizado na medicina popular e também em rituais
religiosos e de magia desde os tempos remotos (Medeiros, 2003).

Atualmente, a medicina moderna emprega substancias extraidas dessa
familia para varios tipos de tratamento, como, por exemplo, na quimioterapia
neoplasica, que emprega a vimblastina (1) e a vincristina (2), alcaldides inddlicos
monoterpénicos extraidos do Cantharanthus roseus; e também em drogas
antidepressivas e tranquilizantes, como a reserpina (3), um alcaldide inddlico

monoterpénico extraido de Rauvolfia serpentina (Schmeller e Wink, 1998).



Segundo Hesse (1981), a familia Apocynaceae esta subdividida em trés
subfamilias: Plumeroideae, Cerberoideae e Echitoideae. Alcaldides indolicos tém
sido encontrados apenas em Plumeroideae. Cada uma das subfamilias é dividida
em tribos e, destas, apenas algumas (*) produzem alcaldides inddlicos:

a. Plumeroideae, que compreende as tribos: Carisseae, Chilocarpeae,
Ambelanieae, Tabernaemontaneae, Alstoniae e Rauvofieae .

b. Cerberoideae, que compreende as tribos: Skytantheae e Thevetieae.

c. Echitoideae, que compreende as tribos: Parsonsieae, Nerieae,
Ecdysanthereae e Ichonocarpeae.

A tribo Rauvofieae compreende os géneros: Alexia, Anechites, Cabucala,
Condylocarpon, Excavatia, Kopsia, Lepinia, Lepiniopsis, Petchia, Podochrosia,
Ochrosia, Rauvolfia, Rhipidia e Vallesia.

Endress e Bruyns (2000) elaboraram uma nova classificagdo para a
familia Apocynaceae considerando as divisées intrafamiliares, agora composta
por cinco subfamilias: Rauvolfioideae Kostel (equivalente a Plumeroideae),
Apocynoideae Bumett, Periplocoideae R. Br. Endl, Secamonoideae Endl e
Asclepiadoi R. Br. Ex. Bumett. Em sua nova circunscricado, a familia Apocynaceae
Adans apresenta cerca de 424 géneros e 4.800 espécies distribuidas
essencialmente nas regides tropicais e subtropicais do mundo. Esta mais recente
classificagdo também considera que o género Rauvolfia pertence a tribo Vinceae
Duby (Koch, 2002).

2.2. O Género Rauvolfia

O género Rauvolfia pertence a subfamilia Rauvolfioideae Kostel e tribo
Vinceae Duby (Edress e Bruyns, 2000). Este género compreende cerca de 86
espécies de distribuicao tropical, sendo estimadas 30 espécies para o0s
paleotropicos e 37 para os netropicos. Entre as 37 espécies de Rauvolfia, 26 sao
endémicas da América do Sul, sete da América Central e Antilhas e quatro séo
amplamente distribuidas, ocorrendo na América do Sul, Central, México e
Antilhas.

O centro de diversidade de Rauvolfia localiza-se na América do Sul, com
31 espécies, sendo 26 endémicas. O Brasil é o pais com maior numero de
espécies, com 19, sendo 11 endémicas; seguido por Cuba, com cinco espécies,

sendo trés endémicas (Kock, 2002).



As 19 espécies descritas de nosso pais estdo largamente distribuidas
pelo seu territério, conforme mostradas na Tabela 1. Contudo, somente seis
destas: R. ligustrina (Muller, 1957), R. sellowii (Batista et al., 1996), R.
mattfeldiana (Vieira et al., 1998), R. bahiensis (Kato et al., 2002), R. weddelliana
(Kato, 2001) e R. grandiflora (Bianco et. al.,1994 e Cancelieri, 2001), serviram

como fonte de investigagao de alcalbides.

Tabela 1 - Espécies de Rauvolfia encontradas no Brasil e suas respectivas

localizagbes
Espécie Localizagao (Estado brasileiro)
R. atlantica Bahia
R. bahiensis Bahia
R. blanchetii Bahia e Espirito Santo
R. grandiflora Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Pernambuco e Rio
de Janeiro
R. ligustrina Bahia, Ceara, Maranh&o, Para, Paraiba, Pernambuco,
Piaui e Mato Grosso
R. macrantha Amazonas e Para
R. mattfeldiana Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais e Mato Grosso
R. mollis Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Rio de Janeiro
R. moricandi Bahia e Pernambuco
R. pachyphylla Roraima
R. paraensis Amazonas e Para
R. pauciflora Bahia e Espirito Santo
R. pentaphylla Amazonas, Amapa e Para
R. polyphylla Amazonas
R. praecox Acre e Amazonas
R. sprucei Acre, Amazonas, Mato Grosso e Para
R. sellowii Minas Gerais, Para, Rio de Janeiro e Sdo Paulo
R. sessilifolia Mato Grosso
R. weddelliana Mato Grosso

Fonte: adaptada de Kato (2001) e Kock (2002).

Os membros desse género sdo subarbustos, arbustos ou arvores. As
folnas sado geralmente pequenas e brancas, o fruto é drupacio, carnoso e
indeiscente e possui uma semente por unidade de capelo (Koch, 2002).

A espécie Rauvolfia grandiflora, conhecida popularmente como “saco de
gamba”, apresenta-se como um arbusto, medindo de 2 a 8 metros de altura
(Figura 1A). Suas flores (Figura 1B) séo pequenas e agrupadas nas extremidades
dos ramos, com presenca registrada no periodo de julho a margo, e os seus frutos

registrados no periodo de agosto a junho.



Sua distribuigdo no Brasil ocorre na Mata Atlantica, nos Estados citados
na Tabela 1, em varias formagdes vegetacionais. No Rio de Janeiro, ha registros
de espécimes coletados para estudos botanicos em Cabo Frio, Campos (Mata
Bom Jesus, proxima a Usina Sao Jodo) e Silva Jardim (Pogo das Antas) (Kock,
2002).

Figura 1. R. grandiflora, localizada em Bom Jesus do Itabapoana-RJ. (A): arvore e
(B): flores de R. grandiflora. Fotos gentiimente cedidas por Walter L.
Brasil Medeiros (CEFET-Campos).

A espécie Rauvolfia mattfeldiana € também conhecida como “gréao de
gato”, por causa da forma de seus frutos (assim como ocorre com a espécie “saco
de gamba”); apresenta-se como um pequeno arbusto, medindo de 1 a 5 metros
de altura. Suas folhas sao ovado-elipticas, com até sete centimetros de
comprimento (Figura 2), suas flores séo registradas no periodo de outubro a abril,
e os seus frutos, de janeiro a abril. Sua distribuicdo € endémica no Brasil, e ha
registros de espécimes coletados na Bahia e em Guarapari-ES (Parque Estadual
Paulo César Vinha, Setiba) (Kock, 2002; Assis et al., 2004).



Fonte: Kock (2002).

Figura 2. Rauvolfia mattfeldiana. (A): fruto (a), ramo (b) e flor (c). (B): Folhas (Foto
gentilmente cedida por Domingos Anténio Folli - CVRD).

2.3. Os alcaloides
2.3.1. Definicao

A palavra alcal6ide foi usada pela primeira vez por Meissener em 1819
para designar algumas substéncias ativas que se encontravam em vegetais e que
possuiam carater basico. Em 1910, Winterstein e Trier definiram alcaldides em
um sentido mais amplo, como substancias basicas, nitrogenadas, de origem
vegetal ou animal (Accame, 2001).

Segundo Pelletier (1983), citado por Henriques et al. (2003), os
alcaléides sdo substancias nitrogenadas que geralmente contém nitrogénio em
um anel de estrutura variavel, em um estado de oxidagcao negativo.

O nome alcaldide vem do fato de essas substancias serem alcalis, uma
vez que possuem um grupo amina que lhes confere um carater basico. Os
alcaléides que contém um atomo de nitrogénio em um anel heterociclico séo
chamados alcaldides verdadeiros. As substancias com atomos de nitrogénio néo
pertencentes a um sistema de anel heterociclico sdo denominadas de
protoalcaldides. As substancias com e sem anéis heterociclicos que ndo sao

derivados de aminoacidos sao chamados pseudoalcaldides.



Os alcaldides constituem-se num vasto grupo de metabdlitos com grande
diversidade estrutural, representando cerca de 20% das substancias naturais

descritas (Henriques et al., 2003).

2.3.2. Histo6rico

O desenvolvimento das rotas maritimas, além de ter colocado a Europa
no centro do mundo, possibilitou a descoberta de muitos produtos de plantas
nativas de paises longinquos, que até entdo eram desconhecidas. Muitas vezes
0s proprios conquistadores experimentaram as propriedades mortais do curare,
as virtudes anestésicas e estimulantes da folha de coca (Erythroxylon coca) e a
casca de quina, utilizada para baixar a temperatura nas febres paludicas; e isto
muito antes de se ter conhecimento de como dela se extraia a quinina (4). No
encalgo dos descobridores prosseguiram os exploradores, missionarios e
botanicos como Tournefort, que, em 1792, regressa do Oriente com 1.356 plantas
entdo desconhecidas na Europa (Miranda, 1998).

O uso de extratos vegetais contendo alcaldides como medicamentos,
venenos e em pogdes magicas pode ser tragcado desde os primordios da
civilizagdo. Por exemplo, em 1924, o doutor Reginald Campbell Thompson, do
Museu Britanico, conseguiu identificar 250 vegetais, minerais e substancias
diversas utilizados por médicos babildnicos, em virtude de suas propriedades
terapéuticas.

Dentre esses vegetais, destacavam-se especialmente a beladona (cujas
folhas contém cerca de 0,3 a 0,5% de alcaldides, sendo o principal a hiosciamina
(5), administrada contra espasmos, tosse e asma [Lewis, (1977), citado por
Bacchi (2003)]. A beladona é conhecida como uma espécie altamente toxica,
tendo sido empregada como veneno desde a época do Império Romano, quando
a adicionavam a alimentos servidos em banquetes com o proposito de assassinar
os inimigos e adversarios politicos do Imperador Romano Augusto.

Outro exemplo classico foi o uso de um extrato preparado a base de
cicuta, contendo o alcaléide coniina (6), na execugcdo do fildsofo Sdcrates.
Também os indios da Bacia Amazonica utilizavam o extrato seco da planta
conhecida como curare, contendo o alcaldide tubucurarina (7), para preparar
dardos e flechas envenenados para serem utilizados nas cagadas e nas guerras.

Em diversos grupos étnicos, os feiticeiros detém o poder utilizando beberagens
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contendo alcaldides alucinégenos (Robbers et al., 1976), citado por Henriques et
al. (2003).

Ao longo da primeira metade do século XIX, foram descobertos varios
alcaldéides. Em 1805, Sertlrner isolou o primeiro alcaldide - a morfina (8) - do 6pio
(Papaver somniferum). Posteriormente, Pelletier e Caventou isolaram a estricnina
(9) em 1817, a quinina (4) em 1820 e a coniina (6) em 1826. A narcotina (10) foi
isolada por Robiquet em 1817 e a codeina (11) em 1832. Runge descobriu a
cafeina (12) em 1820 e Mein, a atropina (13) em 1831. O primeiro alcaldide
sintetizado foi a coniina (6) em 1886. A identificagdo da estrutura da morfina (8)
foi realizada somente em 1923 por Robinson e Gulland (Accame, 2001).

Magendie (1783-1755) iniciou os estudos farmacoldgicos com a estricnina
(9) (extraido da Strychnos nux-vomica L.) e, posteriormente, Claude Bernard
(1813-1878) continuou os ensaios de atividade farmacolégica com outros
alcaldides que se encontram no curare, tabaco e épio.

Muitos outros alcaldides continuam sendo descritos, e seu uso introduzido
na terapéutica, como por exemplo, os alcaldides antitumorais isolados da

Catharanthus roseus L. (Henriques et al., 2003).

3.3.3. Funcéo fisiologica

A funcédo fisioloégica dos alcaldides nas plantas ainda n&o esta bem
elucidada. Existem sugestdes de que eles ndo tém fungcdo metabdlica importante,
contudo, inumeros trabalhos relatam que essas substancias tém fungdes de
defesa contra insetos herbivoros. Em inumeras familias de plantas, faltam
evidéncias para sustentar essa afirmagao, mas, por outro lado, efeitos inibidores
dos alcaldides sobre a alimentagao de larvas de lepiddpteras ja foram verificados
nas familias Loganiaceae [estricnina (9) e brucina (14)], Rubiaceae [cafeina (12) e
quinina (9)], Rutaceae [pilocarpina (15)], Apocynaceae [conecina (16)] e
Leguminoseae [esparteina (18)], de acordo com Buchanan et al. (2000), citados
por Alves (2003).

2.3.4. Biossintese

A maioria dos alcaldides & derivada do metabolismo dos aminoacidos
alifaticos (ornitina e lisina) e dos aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e

triptofano). Os alcaldides derivados do metabolismo da fenilalanina e da tirosina
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contém uma subunidade ArC;N, freqliientemente unida com uma subunidade ArC,
ou ArC4, proveniente da degradagao parcial desses aminoacidos.

O metabolismo do triptofano prové a subunidade C;N-indol, encontrada
em grande variedade de alcaldides, que abrangem desde a gramina (18) que é
um alcaldide de estrutura relativamente simples, até os que apresentam
estruturas mais complexas, como a estricnina (9).

De acordo com Taiz e Zeiger (1998), a incorporagdo do nitrogénio em
substancias organicas € rapidamente realizada pelas células vegetais para se
evitar a toxidade do ion amodnio, e isto pode estar relacionado com a biossintese

de alcaldides por plantas que se encontram em meio a algum tipo de estresse.

2.3.5. Classificacao

Os alcaldides sao classificados de acordo com a natureza do atomo de
nitrogénio presente na estrutura. O numero de subdivisdes da-se de acordo com a
complexidade estrutural da substancia.

De uma maneira geral, a nomenclatura dos alcaldéides ndo segue
nenhuma regra sistematica, seus nomes podem refletir a origem botanica da
substancia, como por exemplo: estricnina (9), que foi isolada da planta Strychnos,
ou ainda estar ligado a algum tipo de homenagem, como a nicotina (18A), que
vem de Nicot, embaixador francés que enviou sementes de tabaco para a Francga,
e a darcyribeirina (27), que provém da homenagem a Darcy Ribeiro, fundador da
UENF.

(1) R= CHO
(2) R= Me

Figura 3. Estrutura dos alcaldides 1 a 18A.
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Figura 3, cont.



13

MeO

MeO

Figura 3, cont.



HO

(18)

Tz

NMe,

14



15

Os alcaldides também podem ser classificados de acordo com os seus
precursores biogenéticos, os quais conferem suas caracteristicas estruturais

préprias, conforme pode se observar na Tabela 2.

Tabela 2 - Exemplos da classificagao de alguns alcaldides de acordo com o seu
precursor biogenético

Precursor Classe Exemplo (origem)

L-ornitina Tropanico Atropina (Atropa belladonna L.)

Fenantroindolizidinico  Tiloforina (Tylophora asthmatica)

Pirrolizidinico Retronecina (Senecio spp.)

Pirrolidinico Higrina (Erythroxylum spp.)
L-lisina Quinolizidinico Lupinina (Lupinus luteos L.)

Piperidinico Coniina (Conium maculatum L.)

Indolizidinico Catanospemina (Catanospermum australe Hook)
L-triptofano  Inddlico simples Psilocina (Psilocybe mexicanus)

Inddlico Reserpinina (Rauvolfia spp.)

monoterpénico

B-carbolina Harmina (Peganum harmala L.)

Quinolinico Quinina (Cinchona spp.)

Pirroloinddlico Fisostigmina (Physostigma venenosum Balf)
Ergolina Acido (+) lisérgico (Caviserps purpurea)

Fonte: adaptacao de Henriques et al., 2003.

2.3.5.1. Alcaldides inddlicos

S&o alcaldides que possuem o triptofano como precursor biogenético. O
triptofano € um aminoacido aromatico que tem origem na rota do acido chiquimico
via acido antranilico, que contém em sua estrutura um sistema de anel inddlico.
Este aminoacido atua tanto como precursor dos alcaldides inddlicos como
também pode sofrer reagdes de rearranjo promovendo a conversdo do sistema de
anel inddlico em anel quinolinico. A classe dos alcaldides inddlicos pode ser
dividida em dois grupos: alcaldides inddlicos monoterpénicos e os demais
alcaldides inddlicos.

Os alcaldides inddlicos simples sdo formados por modificagdes simples do

L-triptofano, como descarboxilagdes, hidroxilacdes e metilagcdes (Figura 4).
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2.3.5.1.1. Alcaléides indblicos monoterpénicos

Sao formados pela reagdo de condensagao (catalisada pela enzima
estrictosidina sintase) entre a triptamina (formada através da descarboxilagdo do
L-triptofano) e o iridéide secologanina, originando a estrictosidina (Figura 4).

Os alcaldides inddlicos monoterpénicos apresentam uma grande
variedade estrutural, porém a origem biossintética € comum, ou seja, todos eles
tém o mesmo precursor, a estrictosidina [que € um glicosideo formado pela
condensagao de uma molécula de triptamina com uma de secologamina (que é

um aldeido monoterpénico)] (Bruneton, 1995).

COOH
I""H Triptofano-descarboxilase
LT Ty O wi

| |
H H

L- triptofano

\

triptamina

estrictosidina-sintase

.O-glicose =

. . secologamina
estrictosidina 9

Figura 4. Reagbes da origem biossintética dos alcaldéides inddlicos

monoterpénicos.

A biossintese a partir do intermediario estrictosidina ainda n&o esta
esclarecida (Loyola-Vargas et al., 2004), pois muitas das enzimas envolvidas
ainda ndo foram isoladas e caracterizadas. Apenas substancias com grande
importancia farmacolégica como a vimblastina (1) e vincristina (2) possuem as

ultimas etapas de suas biossinteses definidas.
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Em 1980, Kisakirek e Hesse subdividiram os alcaldides indolicos
monoterpénicos em oito classes, conforme citado por Schripsema et al. (2003).
Em 1985, Van Beek ampliou esta classificacdo adicionando trés classes: uma
para um novo arranjo de esqueleto de alcaldides inddlicos monoterpénicos
(posteriormente denominada classe Tacamano), outra classe para alcaldides
indolicos monoterpénicos dimeéricos e uma outra classe para todos os demais
alcaldides inddlicos monoterpénicos. Esta classificacao foi feita de acordo com as
variagoes das caracteristicas estruturais dos esqueletos dos alcalbides, conforme
citado por Cancelieri (2001):
1. Corinanteano ou tipo C: esta subclasse de alcaléide apresenta 46 variagbes
no seu esqueleto e, como exemplo, pode-se citar ioimbina (22), ajmalicina (97),
sarpagina (31) e picranila (122).
2. Vincosano ou tipo D: constitui-se de 11 diferentes variagcbes no esqueleto.
Exemplos: vincosidina e talbotina.
3. Valesiachotamano ou tipo V: possui duas variagdes no esqueleto. Exemplo:
valesiachotamina.
4. Estricnano ou tipo S: apresenta 11 variagdes no esqueleto. Exemplos:
vomicina e akuamicina.
5. Aspidospermatano ou tipo A: apresenta seis variacbes no esqueleto.
Exemplos: stemadenina, condilocarpina e aspidospermatina.
6. Eburnano ou tipo E: apresenta cinco variagdes no esqueleto. Exemplos:
vincamina e dicotina.
7. Plumerano ou tipo P: apresenta 11 variagcbes no esqueleto e isolados.
Exemplos: Kopsina, aspidospermidina e tabersonina.
8. Ibogano ou tipo J: possui 11 variagdes no esqueleto. Exemplos: voaluteina,
ibogaina, pseudoaspidospermina e catarantina.
9. Tacamano ou tipo T: exemplo: tacamina.
10. Bis-indol
11. Diversos

Os esqueletos basicos das nove primeiras classes estdo ilustrados na

Figura 5.
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N
N H
Corinanteano — Tipo C Vincosano - Tipo D Aspidospermatano — Tipo A

N N
Ebumano — Tipo E  Valesiachotamano — Tipo V Stricnano — Tipo S
N N
| LN
N N
N
Plumerano — Tipo F Ibogano — Tipo J Tacamano — Tipo T

Figura 5. Esqueletos basicos das nove primeiras subclasses de alcalbdides
inddlicos monoterpénicos.

O sistema de numeracgdo aceito atualmente para os alcal6ides indolicos
monoterpénicos foi proposto em 1965 por Le Men e Taylor, estando relacionado
com sua biogénese, no qual, tem-se como base a ioimbina (22), conforme ilustra

a Figura 6 (Le Men e Taylor, 1965), citado por Schripsema et al. (2003).

MeO,C""

Figura 6. Estrutura da ioimbina com o sistema de numeragéao proposto por Le Men
e Taylor em1965.
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A subclasse denominada alcaldides inddlicos pode ser encontrada em
plantas das familias Apocynaceae, Rubiaceae e Loganiaceae. Na familia
Apocynaceae, as especies do género Rauvolfia e Tabernaemontana destacam-se

como bioprodutoras desses alcaldides.

2.3.6. Alcaldides de Rauvolfia

No género Rauvolfia, encontram-se basicamente alcaldides inddlicos,
com esqueletos carbdnicos do tipo ajmalina (23), reserpina (24), ioimbina (22) e
outros que sao importantes agentes terapéuticos (Kato et al., 2002).

A espécie R. vomitoria contém uma ampla quantidade (0,7 a 2,4%) de
alcaldides inddlicos, entretanto apenas 0,15 a 2,0% destes possuem atividades
terapéuticas, como reserpina (24), rescinamina (143) e deserpina (26).

Canceliere et al. (2002), estudando o extrato em diclorometano das
cascas das raizes de Rauvolfia grandiflora, conhecida como “saco de gamba”,
caracterizaram um novo alcaldide inddlico pentaciclico denominado darcyribeirina
(27), 7-hidroxindolina darcyribeirina (25), 11-desmetoxidarcyribeirina (19), 10-
desmetoxidarcyribeirina (20) e outros alcaldides inddlicos ja conhecidos -
isoreserpilina (92), isoreserpina (29), N-6xido isoreserpilina (28), N-Oxido-7-
diidroxindolina-isoreserpilina (21) e isoreserpina (29),

além do triterpeno lupeol e os esteroides B-sitosterol, estigmasterol e campesterol.

MeO
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MeO

MeO

MeO

MeO

MeO
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Kato et al. (2000) descreveram trés novos alcaldides: 12-metoxi-N,-metil-
sapargan-17-al (288), 12-desmetoxipurpelina (30) e 12-metoxiafinisina (224) e
mais outros 30, isolados das folhas e cascas de R. bahiensis.

De uma maneira geral, pode-se dizer que os sistemas de anéis de quase
todos os alcaléides encontrados no género Rauvolfia sdo basicamente
representados pelos seguintes compostos: ioimbina (22), ajmalina (23), ajmalicina
(97) e sarpagina (31) (Zenk, 1980). A literatura registra grande numero de
alcaldides isolados de Rauvolfia, por diversos pesquisadores, conforme ilustra a

Tabela 3, cujas estruturas estao ilustradas por ordem numérica no Quadro 1.



Tabela 3 - Alcaldides isolados das espécies do género Rauvolfia até 2007
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Substancias

Espécie

Referéncia

Acetato de 19, 20—desidroadirubina (114) R. oreogiton

17-O-acetilajmalina (33)

Acetil-allo-ioimbina (57)

Acetilgeissoschizol (61)

O-acetilgeissoschizol (236) ver dicionario

17-acetil-19,20-diidro-vomilenina (73)
21-acetil-19,20-diidrovomilenina (237)

10-O-acetil-nortetrafilicina (67)

17-acetil-sandwicina (39)

17—O-acetil-tetrafilicina (65)

Acido 16,17-didesidro-17-hidroxi-16-
(hidroximetil)-corinan-5-carboxilico (74)

Acido- a- lactona-2,7,19,20—tetraidro—3-
hidroxi—1—metilvolbasan—17-6ico (76)

Acido resérpico (77)
2-acilindol (238)
Ajmalicidina (81)

Ajmalicina (97)

Ajmalicinina (78)

Ajmalina (32)

Tabela 3, Cont.

caffra
volkensii

vomitoria

R.

R.

R. nitida
R.

R. vomitoria
R. caffra

R caffra

R. nitida

R. vomitoria

R. volkensii

Py

. caffra

Py

. oreogiton

R. vomitoria

R. caffra

Py

. serpentina

. sepentina
. caffra

. cumminsii

. hitida

. oreogiton

. sellowii

. Sumatrana
. volkensii

VOV OVOVO0VO0 U XD

. caffra
. cumminsii
. serpentina

00D

. balansae

. canescens

0 X0 X

. caffra

. mombasiana

. yunnanensis

. biauriculata

Dic. of Nat. Prod., A-00463

Khan, 1984
Akinloye e Court, 1981

Dic. of Nat. Prod., A-01068
Sabri e Court, 1978

Dic. of Nat. Prod., G-00178
Nasser e Court, 1983

Dic. of Nat. Prod., V-00460
Dic. of Nat. Prod., T-01162
Ronchetti et al., 1871

Akinloye e Court, 1981

Dic. of Nat. Prod., D-00888

Dic. of Nat. Prod., T-00470

Dic. of Nat. Prod., R-00126
Nasser e Court, 1983
Siddiqui et al., 1987a

Dic. of Nat. Prod., A-00610
Madati et al., 1977; Khan,
1984; Nasser e Court, 1983
Iwu e Court, 1978

Iwu e Court, 1980

Amer e Court, 1981b
Akinloye e Court, 1981
Poser et al., 1990
Hanaoka et al., 1970
Akinloye e Court, 1981

Hu et al., 2006

Iwu et. al., 1978
Dic. of Nat. Prod., A-00607
Dic. of Nat. Prod., A-00605

Libot et al., 1986
Arambewela e Madawella,
2001

Abaul et al., 1986

Khan, 1984, Nasser e Court,
1983 e Habib e Court, 1974,



Ajmalinimina (105)

Ajmalidina (100)

Ajmalinimina (239)

Ajmalinina (240)

Ajmalinol (35)
Akuamidina (241)

Akuamicina (103)

Akuamilina (110)

Alcaldide B; ou Usambarina (115)
Alcaldide C, (244)
Alcaldide CRB (242)

Tabela 3, Cont.

Py

0000

Py

PPy

000

PPy

PV b Iy I s B s B

T U ITDIVIIIDD

. cambodiana
. cubana

. heterophylla
. ligustrina

. littoralis

. macrophyla

mombasiana
nitida

. obscura

. perakensis

. sellowii

. serpentina

. semperflorens

. sevenetii
. spathulata

suaveolens
sumatrana

. verticillata

viridis
volkensii

. vomitoria

. yunnanensis

. serpentina

. mauiensis
. hitida

. sellowii

. vomitoria
. viridis

. serpentina

. sellowii
. serpentina

. vomitoria
. caffra

. caffra

. volkensii

. vomitoria

. oreogiton
. vomitoria

. obscura
. obscura

. cumminsii

Can, 1991

Martinez e Nicolaeva, 1989
Amtipova et al., 1988
Martinez et al., 1992
Can, 1990

Amer e Court, 1981a
Iwu e Court, 1980
Amer e Court, 1981b
Timmins e Court, 1974
Kiang et al., 1966
Poser et al., 1990
Endrep et al., 1992
Libot et al., 1987

Libot et al., 1987

Libot et al., 1986

Majumdar et al., 1973
Hanaoka et al., 1970

Arthur et al., 1968

Martinez et al., 1988
Akinloye e Court, 1981
Ronchetti et al., 1971; Sabri e
Court, 1978

Hu et al., 2006

Siddiqui et al., 1987¢

Dic. of Nat. Prod., A-00608
Amer e Court, 1981b

Dic. of Nat. Prod., A-00608
Dic. of Nat. Prod., A-00608
Péres et al., 1997

Siddiqui et al., 1987¢

Dic. of Nat. Prod., A-00612
Dic. of Nat. Prod., A-00612

Dic. of Nat. Prod., A-00610
Nasser e Court, 1983
Nasser e Court, 1983
Alinkoye e Court, 1981
Sabri e Court, 1978

Dic. of Nat. Prod., A-00634
Amer e Court, 1980a

Dic. of Nat. Prod., U-00171
Timmins, 1975

Iwu et al, 1978
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Alcaldide D, (243)
Alcaldide D, (244)
Aloioimbina (52)

Alstonina (117)

Amerovolficina (16-desmetoxi-carbonil—

pagicerina) (120)

Amerovolfina (acedina) (121)

Amsoniaefolina (245)
Aricina ou Raumitorina (90)

Burnamina (124)

16-carboxilato-etil-16,17-didesidrometoxi-

19-metiloxioimbano (210)
Cabufilina (130)
Canembina (246)

Carapanaubina (131)

Carboxilato de hidroxioimbina (247)

16-carboxilato-metil-16,17-

didesidrometoxi-19-metilioimbano ou

metiloxioimbano (210)
Carinana (248)

Chandrina (249)
Chelerithrina (250)
Compactinervina (251)
Compactinervina |, Il, Il (252)
Corinanteal (136)

Corinanteol (135)

Corinantina (42)

Tabela 3, Cont.

00000 Py

Py

R.

R.

. obscura

. obscura

. hitida

. littoralis

. hitida

. obscura

. serpentina

. volkensii
. vomitoria

. cubana

. cubana
. tetraphyla

. amsoniaefolia
. vomitoria

. cumminsii

. suaveolens

. Sumatrana
. canescens

. oreogiton
. volkensii

. vomitoria

linearifolia

linearifolia

. caffra

. serpentina
. sellowii

. Sumatrana
. sprucei

. cumminsii

. cumminsii
. mombasiana

. biauriculata

. canescens
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Timmins e Court, 1974
Timmins e Court, 1974
Amer e Court, 1981b

Can, 1991

Amer e Court, 1981b
Timmins e Court, 1974
Dic. of Nat. Prod., A-01118

Akinloye e Court, 1981
Sabri e Court, 1978

Martinez et al.,1989

Martinez et al.,1989
Martinez et al.,1995

Dic. of Nat. Prod., A-01630
Dic. of Nat. Prod., A-02726

Dic. of Nat. Prod., P-01217

Dic. of Nat. Prod., M-00942

Subhadhirasakul et al., 1994
Dic. of Nat. Prod., C-00239
Akinloye e Court, 1981
Akinloye e Court, 1981

Sabri e Court, 1978

Amer e Court, 1980a

Martinez et al., 1994

Martinez et al., 1994

Nasser e Court, 1984

Dic. of Nat. Prod., C-00846
Poser et al., 1990
Subhadhirasakul et al., 1994
Madinaveitia et. al., 1995
Dic. of Nat. Prod., C-01893

lwu e Court, 1978
lwu e Court, 1980

Abaul et al., 1986
Arambewela e Madawella,
2001,



Darcyribeirina (27)

Desacetildesformoakuamilina (253)

Deserpideina (134)

Deserpidina (139)

16—descarbometoxi—desidrovobasina

(148)

10-desmetoxidarcyribeirina (254)

11-desmetoxidarcyribeirina (255)

12-desmetoxipurpelina (256)
Diacetilajmalina (36)

(5B)-17-O—diacetil-5,11—
dimetoxiakuaminilina (257)

Diacetil-1,2-B-diidroakuamilina (150)
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Dic. of Nat. Prod., R-00126
Hanaoka et al., 1970
Akinloye e Court, 1981
Sabri e Court, 1978



Rescinamidina (147)

Rescinaminol (305)
Reserpenediol (44)
Reserpilina (82)

Reserpina (138)

Reserpidina (306)

Reserpinina (93)

RE (307)
RF (308)
RMB 10 (309)
RVS 19 (310)
RW 47 (311)
RP-2 (312)
RP-3 (313)

Tabela 3, Cont

Py

Py

AV VDOVOVO0OO00 U D

AAVXVOVOVOVDOOVDO0OVVDOO0DO00D0002D0

. serpentina

. serpentina
. serpentina

. biauriculata
. hitida

caffra

. ligustrina

. oreogiton

. sellowii

. semperflorens
. Sumatrana

. volkensii

. vomitoria

. hitida

. bahiensis

. camodiana

. cubana

. cumminsii

. heterophylla
. litoralis

. macrophyla
. vomitoria

. mombasiana

nitida

. obscura

. oreogiton

. perakensis

. sellowii

. serpentina

. Sumatrana

. verticillata

. volkensii

. caffra

. yunnanensis

. macrophyla

R. ligustrina

. semperflorens
. serpentina

. vomitoria

. vomitoria

. mombasiana
. vomitoria

. verticillata

. perakensis

. perakensis

Siddiqui et al., 1987

Siddiqui et al., 1987¢
Dic. of Nat. Prod., R-00125

Abaul et al., 1986
Armer e Court, 1981
Madati et al., 1977
Martinez et al., 1992
Akinloye e Court, 1981
Belém-Pinheiro et al., 1990
Libot et al., 1987
Hanaoka et al., 1970
Akinloye e Court, 1981
Sabri e Court, 1978
Amer e Court, 1981b

Kato et al., 2002

Can, 1991

Martinez et al,1989a

Iwu e Court, 1978
Antipovoa et al., 1988

Can, 1990

Dic. of Nat. Prod., R-00128
Dic. of Nat. Prod., R-00128
lwu e Court, 1980

Amer e Court, 1981b
Timmins e Court, 1974
Akinloye e Court, 1981
Kiang et al., 1966

Poser et al., 1990

Ruyter et al., 1991
Hanaoka et al., 1970
Arthur et al., 1968

Akinloye e Court, 1981
Madati et al., 1977

Hu el al., 2006

Amer e Court, 1981a
Martinez et al., 1992
Martinez et al., 1987
Libot et al., 1987
Dic. of Nat. Prod., R-00129
Sabri e Court, 1978
Sabri e Court, 1978
lwu e Court, 1980
Sabri e Court, 1978
Arthur et al., 1967
Kiang et al., 1966

Kiang et al., 1966
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RP-5 (315)
RP-7 (316)

Sandwicina (38)

Sandwicolina (317)
Sandwcolidina (230)
Sarpagana (318)

Sarpagina (31)

Sellowina (N1—dimetil-20—dietil-
suaveolina) (165)

Seredamina (170)

Seredina (56)

Serpenticina (116)

Serpentina (119)

Serpentinina (233)

Sevarina ou Hidroxiakuamicina (194)

Silicina (231)
Sitsirikina (232)

Tabela 3, Cont

Py VOO D Py

Py

Py A0V O0IOIOD Py

00D

0

AOVOVOVOVOVOVO0 D Py

00D

. perakensis
. perakensis

. cubana

. sandwicensis
. semperflorens
. vomitoria

. mauiensis

. serpentina
. serpentina
. caffra

. caffra

. cubana

. mombasiana
. hitida

. perakensis

. viridis

. volkensii

. vomitoria

. sellowii

. cumminsii
. vomitoria
. cumminsii

. serpentina
. vomitoria

. vomitoria

. caffra

. cumminsii
. littoralis

. macrophyla
. hitida

. serpentina
. Sumatrana
. verticillata
. viridis

. serpentina
. littoralis

. hitida

. Sumatrana
. vomitoria

. stricta

. discolor

. caffra

34

Kiang et al., 1966
Kiang et al., 1966

Martinez et al.,1989a

Dic. of Nat. Prod., A-00610
Libot et al., 1987

Ronchetti et al., 1971

Dic. of Nat. Prod., A-00610

Siddiqui et al., 1987
Siddiqui et al., 1987
Nasser e Court, 1984

Nasser e Court, 1983
Martinez et al., 1989a
Iwu e Court, 1980
Amer e Court, 1981b
Kiang et al., 1966
Martinez et al., 1988
Akinloye e Court, 1981
Sabri e Court, 1978

Batista et al., 1996

Iwu e Court, 1978
Sabri e Court, 1978
Dic. of Nat. Prod., S-00591

Dic. of Nat. Prod., S-00592
Sabri e Court, 1978

Dic. of Nat. Prod., S-00602

Habib e Court, 1974; Madati et
al., 1977

Iwu e Court, 1978

Can, 1990

Amer e Court, 1981a

Amer e Court, 1981b
Ruyter et al., 1991
Hanaoka et al., 1970
Arthur et al., 1968

Martinez et al., 1988

Dic. of Nat. Prod., S-00603

Can, 1990

Amer e Court, 1981b
Hanaoka et al., 1970

Sabri e Court, 1978

Dic. of Nat. Prod., S-00670
Dic. of Nat. Prod., S-00740

Nasser e Court, 1983



Skimmianina (319)

Spegatrina (320)

Strictamina ou Estrictamina (106)

Suaveolina (164)

Tetrafilina (99)
Tetrafilicina ou Serpinina ou

Seperflorina (63)

Tetrafilinina (79)

Tetrahidroalstonina (91)

3,4,5—Trimetoxibenzoilseredamina (171)

Tombozino
Usambarina (321)

Velosimina (322)

Venoterpina (234)

Verticilatina (235)

Vinorina (21-deoxivomilenina) (153)

Vobasina (181)

Tabela 3, Cont
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Py

Py
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R.

R.

. sellowii

. sprucei
. verticillata

. caffra

. Sumatrana
. vomitoria
. stricta

. caffra

. macrophyla
. hitida

. Suaveolens
. volkensii

. hitida
. mombasiana

. hitida

. obscura

. oreogiton

. Suaveolens
. Sumatrana
. tetraphyla

. volkensii

. vomitoria

. discolor

. cubana

. ligustrina
. sellowii

. volkensii

vomitoria

cumminsii

Rauwolfia

R.

V0D Py

Py

obscura

. macrophyla
. hitida

. verticillata

. verticillata

. caffra

. perakensis

. semperflorens

. bahienses

. viridis

Poser et al., 1990

Madinaveitia et al., 1995
Lin et al., 1987

Nasser e Court, 1983, Nasser
e Court, 1984
Subhadhirasakul et al., 1994
Dic. of Nat. Prod., S-01436
Dic. of Nat. Prod., S-01436

Nasser e Court, ,1984
Amer e Court, 1981b
Amer e Court, 1981b
Majumdar et al., 1972
Akinloye e Court, 1981

Amer e Court, 1981b
lwu e Court, 1980

Amer e Court, 1981b
Timmins e Court, 1974
Akinloye e Court, 1981
Majumdar et al., 1973
Subhadhirasakul et al., 1994
Dic. of Nat. Prod., T-01162
Akinloye e Court, 1981
Ronchette et al., 1971

Fonzes et al., 1969

Martinez et al.,1989a
Martinez et al., 1987
Poser et al., 1990
Akinloye e Court, 1981

Sabri e Court, 1978
Amer e Court, 1980°

Dic. of Nat. Prod., S-00591
Dic. of Nat. Prod., T-01542

Dic. of Nat. Prod., U-00171

Dic. of Nat. Prod., V-00103
Amer e Court, 1981b

Hu et al., 2006

Lin et al., 1985

Dic. of Nat. Prod., V-00460
Dic. of Nat. Prod., V-00460
Libot et al., 1987

Kato et al., 2002

Martinez et al., 1988



Volkensina (127)

Vomalidina (101)

Vormifoliol (261)

Vomifolina (Peraksina) (323)

Vomilenina (151)

Yohambinina (190)

R.

. oreogiton
. volkensii

R. mombasiana
R.
R. vomitoria

obscura

vomitoria

R.caffra

R.

000D

Py

perakensis

. biauriculata
. caffra

. sellowii

. vomitoria

. serpentina

Dic. of Nat. Prod., P-01238
Dic. of Nat. Prod., P-01238

Iwu e Court, 1980
Dic. of Nat. Prod., A-00608
Dic. of Nat. Prod., A-00608

Dic. of Nat. Prod., D-02230

Nasser e Court, 1983,
Dic. of Nat. Prod., P-00807

Abaul et al., 1986
Nasser e Court, 1983
Batista et al., 1996
Sabri e Court, 1978

Siddiqui et al., 1987a
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Quadro 1. Estrutura de alguns alcaldides isolados de Rauvolfia (Apocynaceae),

citados na Tabela 3

(31)

(32) a —OH
(33) a —OH
(34) a —OH
(35) a —OH
(36) a —OH
(37) a —OH
(38) a —OH
(39) a —OH
(40) B —OH
(41) B —OH

OAc
OH
OH
OAc
OH
OH
OAc
OH
OH

I T Tt T T T

Qm-@'@QQQQQ

a

a
a
a
a
a
a
a
B
B

Quadro 1, Cont.
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R
(42) H
(43) H
(44) B-OH
(45) B-OTMB
(46) H
(47) H
(48) a-OH
(49) H
(50) H
(51) B-OH
(52) H
(53) H
(54) B-OH
(55) a-OH
(56) H
(57) H
(58) H

R2

H

H
OMe
OMe

Ome

O
IT=SIITIIIIII

R3

)
I ITZIITITITITITITITITITITITITITXIT

R4
a-OH
B-OH
a-OH
B-OH
a-OH
a—-OH
a—-OH
a-OH
a-OH
a-OH
a-OH
a-OH
a-OH
a—-OH
a-OH

R5
B -COOMe
a -COOMe
B -COOMe
a -COOMe
a -COOMe
a -COOMe
a -COOMe
a -COOMe
B -COOMe
B -COOMe
a -COOMe
B -COOMe
B -COOMe
a -COOMe
B -COOMe

a—-Oac B -COOMe

H

H

®

Py

OIIIIIIIIIIIIIIITIT

]

H-3 H-15 H-20

oo PPmaOoao oo™

a

00 Q000 Q0 QOO QAQ

QO QQQQQ QTP T™TH®AAQT™®

Quadro 1, Cont.
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(59) H H 63) a-OH H Me H
(60) OMe  H (64) o-OH OMe Me H
61) H Ac (65) a-OAc H Me H
(62) OH H (66) o-OH H H H
67) OAc H H
(68) o-OH H H OH
69) o-TMB H Me H
(70) a-TMB H H H
(71) B-OH H Me H
(72) B-OH H Me H

Quadro 1, Cont.
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(76)

R H-15 H-20
(74) COOH - -
(75) H a B

MeO

(77)

R’ R?
(78) H H
(79) OMe H
(80) H H
(81) H COOH

R® R* H-20
a-COOMe 3-OH B
a-COOMe B-OH B
B-COOMe a-OH a

H B-OH B

Quadro 1, Cont.
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R1
(82)  OMe
(83)  OMe
(84) H
(85) H
(86) H
(87) H
(88) H
(89)  OMe
(90)  OMe
(91) H
(92)  OMe
(93) H
(94) H
(95)  OMe
(96)  OMe
(97) H
(98)  OMe
(99) H

OMe
OMe

OMe
OMe

B
a
B
a
a
a
B
a
a
a
a
a
a
a
B
a
a
a

N
o

PO QO QT

T
N
3

QOO0 Q00 QQQQQ0QQQQQaQ»®™A

Quadro 1, Cont.
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(106)
(107)
(108)
(109)
(110)
(111)
(112)
(113)

(103) R R R
(104) H H TMB
(105) COMe Ac H

R! R2 R3 R* RS
H H H H H
OH H H H H
H OMe H H H
OMe H CH>O0Ac H H
H H CH>0Ac H H
H H Me H H

H H CH>0Ac H CH,OH
H H COOMe CHyOH H

Quadro 1, Cont.
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R1
(116) OMe
(117)  H
(118)  OMe
(119) H

(120)

Quadro 1, Cont.
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R1

(122)  H
(123)  H
(124)  H
(125)  H
(126)  H
(127)

(128)

H
H
H
H

H

OMe OMe H
OMe OMe H

(129)

Me

R

133 OH

((134)) Y (135)  CH,OH
(136)  CHO

Quadro 1, Cont.



T™MB

~c OMe
OMe
OMe
TMC 2', 3'desidro TMC
C. — OMe C OMe
OMe OMe
OMe OMe
R’ R? R® R*
(137) OMe Me H COOH
(138) OMe Me TMB COOH
(139) H Me TMB COOH
(140) OMe H TMB COOH
(141) OMe TMB H COOH
(142) H Me H COOH
(143) OMe Me TMC COOH
(144) H H TMB COOH
(145) H TMB H COOH
(146) OMe H TMC COOMe
(147) OMe Me 2, 3'desidro TMC COOMe

(148)

Quadro 1, Cont.
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AcO,

(151) o-OH OAc  H
(152) Glc OAc H
(154) H  OAc H
(155)  H OH OM
(156) p-OH OAc  H

MeO CHzCH2C02CH2

MeO

(160)

Quadro 1, Cont.
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OH (162)

(163)

(161) (164)
(165)

OAc

(169)

R (170)
(166) CHO (171)
(167) CH,OH (172)
(168) CH(OCHs), (173)

R1
CH2CH,OH
CH20OH
CH2CHj3

R1

Me
Me
Me
Me

OMe
OMe
OMe
OMe
OMe

(174)

(175)

Quadro 1, Cont.
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Quadro 1, Cont.
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(191)

(192)

Quadro 1, Cont.
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Quadro 1, Cont.

MeO

H COOMe

(193) (194)

i H  OH MeO

(197)

(198) (199)
(200)

(201)

Quadro 1, Cont.
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R' R?
(202) COOMe H
(203) CH,OH H

(208)

|
OMe H

(209) (210)

Quadro 1, Cont.
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MeO

211) Me
(212) O

MeO

OTMB

OMe
(214) (2135)

(218) (219)

Quadro 1, Cont.



MeO XN
‘ N
MeO =

(220)

MeOOC

(224) (225)

Quadro 1, Cont.



54

O \\ MeO

Me CH,OH
OTMB

OTMB

(228) (229)

(230) (231)

Quadro 1, Cont.
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(233)
OH
Me
X
| 7
N
(234) (235)

2.3.6.1. Atividades antimicrobianas de extratos alcaloidicos e alcaldides

Roberts e Wink (1998) citaram cerca de 300 alcaléides com atividades
antimicrobianas, contudo, apenas um pequeno numero destes alcaldides tem sido
estudado farmacologicamente. Infelizmente a maioria dessas substancias possui
atividade citotdxica, o que os excluem de serem usados como antibiéticos. Muitos
estudos sobre os seus mecanismos de acdo tém sido empregados no

desenvolvimento de novos antibidticos.
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A acao antimicrobiana desse grupo, ou seja, 0 mecanismo de agao dos
alcaldides, parece estar relacionada a sua capacidade de se intercalar entre a
parede celular e o DNA do microrganismo (Domingo e Lépez-Brea, 2003).

Varios pesquisadores tém trabalhado com extratos alcaldidicos brutos e
fracionados e também com alcaldides purificados para a realizagao de testes
antimicrobianos. Segundo Dempsey et al. (1998), citado por Souza (2006),
quando certos extratos sao analisados com o fim de se encontrar qual dos seus
componentes é responsavel pela sua atividade antimicrobiana, encontra-se nao
apenas um, mas um conjunto de substancias que s6 sao bioativas quando juntas,
como por exemplo, o latex de Carica papaya (constituido de papaina, carpaina e
terpendides), que apresenta atividade bacteriostatica contra Bacillus subtilis,
Enterobacter cloacae, E. coli, S. typhi, S. aureus e Proteus vulgaris, entretanto
quando fracionado, os compostos isolados apresentam uma atividade muito
menor do que a do extrato puro, provavelmente porque seus componentes atuam
sinergisticamente.

De Aquino et al. (2001) testaram extratos etandlicos brutos das folhas e
ramos de Aspidosperma tomentosum frente ao S. aureus, E. coli e P. aeruginosa
(através do método de turbibez) e verificaram atividade apenas contra E. coli, na
concentragdo de 200 pg/mL. No mesmo ensaio, foram analisados os extratos de
alcaldides totais obtidos a partir de sementes e das cascas das sementes de
Aspidorperma ramiflorum, em que foi observada atividade frente ao S. aureus, E.
coli, na concentragao de 80 ug/mL.

Conegero et al. (2003) realizaram ensaios biologicos para avaliagdo da
atividade antimicrobiana de A. glandulosa. Neste estudo, foi comprovada a
existéncia de atividade moderada para o extrato bruto metandlico frente a S.
aureus (CMI = 250 ug/mL) e C. albicans (CMI = 125 pg/mL); atividade significativa
para a fracao alcaloidal, resultante do fracionamento do extrato bruto por extragcao
acido-base, frente a B. subtilis (CMI = 62,5 pg/mL) e C. tropicalis (CMI = 31,2
pMg/mL) e atividade moderadamente ativa (CMI de 125 a 250 ug/mL) frente aos
demais microrganismos testados (E. coli, C. krusei e C. parapsilosis). A analise da
fragdo alcaloidal por CG/EM mostrou que a mesma contém o alcaldide
guanidinico e outros componentes que n&do puderam ser identificados.

Battista e Bargarti (2003) detectaram atividade do extrato metandlico e da

fracdo alcaloidal da casca do caule de Tabernaemontana catharinensis A.DC.
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pelo método de difusdo em agar (Kirby-Bauer), frente aos microrganismos

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli resistente a meticilina,

Streptococcus faecalis, Salmonella enteritidis, Shigella flexneri, Staphylococcus

epidermidis e Acynetobacter iwoffii.

O Quadro 2 mostra um resumo da atividade antimicrobiana de alguns

alcaldides purificados.

Quadro 2. Atividade antimicrobiana de alcaldides.

Alcaldide Acéo antimicrobiana frente a CMI Referéncia
Agroclavina Bacterias  gram-positivas €544 0m1 - [Eich et al. (1985)
gram-negativas
Aiamalinina Bactérias gram-negativas e |Nao Hernandez
J fungos mencionada |(1979)
Arenosclerin A S. aureus, P. aeruginosa e
Arenosclerin B MRSA (10 cepas de S. aureus |Difusdo de|Torres et al.
Arenosclerin C resistentes a meticilina) (zona | Kirby-Bauer |(2002)
Haliclonaciclamina |de inibicdo de 7 a 13 mm)
. . Bactérias gram-positivas e Hernandez
Aspidospermina gram-negativas 1000 pg/mL (1979)
NZo Domingo e
Cocaina Cocos gram-positivos mencionada Lopez-Brea,
(2003)
. Bactérias _ gram-positivas, NZo Ahmad et al.
Harmina gram-negativas, fungos e .
mencionada |(1992)
leveduras
Isoraunescina Bactérias gram-positivas 1000 pg/mL M';Czr;er et al.
Iboxigaina Bactérias gram-positivas 1000 pg/mL M';Czr;er et al.
Ibogaina Bactérias gram-positivas Nao Van BeeK et al.
mencionada | (1985)
Isoboldina Bactérias gram-positivas e 100 ua/mL Paulo et al
gram-negativas e fungos M9 (1992)
NZo Domingo e
Piperina Fungos e lactobacilos . Lopez-Brea,
mencionada 2003
. , Bactérias gram-positivas e Paulo et al
Quindolina gram-negativas 100 pg/mL (1994)
Tabernantina Bactérias gram-positivas 1000 pg/mL M';Czr;er et al.
Voacamina Bactérias gram-positivas 20-40 pg/mL Van BeeK et al.

(1985)
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2.3.6.1. Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus é uma espécie de estafilococo coagulase-
positivo, € um patdgeno oportunista e um dos maiores causadores de infecgdes
hospitalares adquiridas por humanos e também de mastites em animais
destinados a producdo de leite (Balaban et al., 2000). O S.aureus é a mais
virulenta espécie do seu género, e este fator esta relacionado a producao de
enterotoxinas, resistentes aos sucos agressivos gastrointestinais, que s&o
produzidas por 30-50% das estirpes (Balaban e Rasooly, 2000).

A sindrome do choque téxico (TST) é determinada mais frequentemente
pela toxina do choque téxico (TSST-1), entretanto podem estar envolvidas ainda
as enterotoxinas dos tipos B e C. Segundo Cardoso et.al. (1999), a producéo de
TSST-1 e de EEC por S. aureus, provenientes de mastite bovina em um rebanho,
foi relatada pela primeira vez por Jones e Wieneke em 1986. E possivel que a
TSST-1 represente um fator de viruléncia importante em casos graves de mastites
segundo Cardoso et al. (1999), os quais fizeram a primeira descricdo da produgao
desta toxina por S.aureus, isolado de mastites, no Brasil. O potencial patogénico
deste microrganismo esta associado a diferenciada capacidade de mutagao para
formas resistentes, exigindo reavaliagdes periddicas de seu perfil de
susceptibilidade (Ferreira et al., 2004). A crescente aquisicdo de resisténcia vem
preocupando os pesquisadores ha décadas, pois, embora os primeiros trabalhos
a estudarem o uso de penicilina no tratamento de infeccbes por S. aureus
relatassem sensibilidade de 95% na década de 50 (Martin, 1967), essa alta
sensibilidade foi diminuindo progressivamente nas décadas seguintes. Mason
(1991) e Hughes (1976), ao encontrarem apenas 15% de cepas sensiveis,
consideraram inadequada a terapia com penicilinas para tal microrganismo.
Zavadinack-Netto et al. (2001) concluiram que este microrganismo € resistente as
penicilinas in vitro, e que estas ndao devem ser utilizadas como alternativas
terapéuticas. Assim, a busca de novas formas de tratamento torna este estudo

relevante no que diz respeito ao uso de antimicrobianos em medicina.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Metodologia

O estudo fitoquimico das espécies Rauvolfia grandiflora e R. matffeldiana
foi desenvolvido seguindo as etapas sugeridas por Matos (1997): a) escolha das
espécies a serem estudadas, juntamente com levantamento bibliografico sobre o
género. b) identificagdo botanica das espécies escolhidas. c) prospecgao
preliminar das espécies; d) isolamento e purificagcdo dos constituintes principais.

e) determinacgao estrutural das substancias isoladas.

3.1.1. Escolha da planta a ser estudada

A escolha das espécies Rauvolfia mattfeldiana e Rauvolfia grandiflora foi
baseada na posigdo filogenética do género, onde muitas dessas espécies
apresentam quantidades relevantes de alcaldides inddlicos, dotados de diversas
atividades bioldgicas, e, por fim, devido a escassez de estudos sobre a

constituicdo quimica das duas espécies.
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3.1.2. Identificagéo botanica

A identificacdo botanica da espécie R. grandiflora foi realizada pelo
botanico Dr. Leeuwenberg da Universidade de Wageningen, Holanda. A exsicata
do espécimen encontra-se depositada no herbario de agricultura da Universidade
de Wageningem, Holanda, sob o cédigo WAG. A identificacdo botanica da
espécie R. mattfeldiana foi realizada pela Companhia Vale do Rio Doce (CVRD).

Sua exsicata encontra-se depositada sob o cédigo de coleta CVRD-368.

3.1.3. Coleta das plantas

As cascas das raizes de R. mattfeldiana foram coletadas na Reserva
Florestal da Companhia Vale do Rio Doce, no municipio de Linhares - Espirito
Santo, em junho de 1999, e as suas folhas foram coletadas em marco de 2005 na
mesma reserva.

As cascas das raizes de R. grandiflora foram coletadas no municipio de
Bom Jesus do Itabapoana — RJ em setembro de 1999. Todo o material vegetal
utilizado neste trabalho foi coletado pelo Prof. lvo José Curcino Vieira, do
Laboratorio de Ciéncias Quimicas (LCQUI) da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).

3.1.4. Preparo dos extratos brutos

A secagem das cascas das raizes foi feita ao ar livre, logo apds a coleta,
para evitar a presenga de fungos. Ja a das folhas foi feita em uma estufa com
circulacao forgcada de ar, Modelo Pardal, a temperatura de 50 °C. Os materiais
secos foram distintamente convertidos em pd usando-se moinho de martelos
marca Tecnal.

A extracdo de componentes fixos das cascas das raizes foi feita a frio
(maceragdo) usando sucessivamente, em ordem crescente de polaridade, os
solventes organicos diclorometano e metanol. As solugdes obtidas a partir da R.
mattfeldiana e R. grandiflora foram destiladas a pressao reduzida em evaporador
rotativo, fornecendo os extratos brutos das cascas das raizes de R. mattfeldiana
em diclorometano [RM (125 g)] e em metanol [MR (57 g)], e os das cascas das

raizes de R. grandiflora em diclorometano [RG (26,9 g)] e em metanol [RGM (36

9)-
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O pd obtido das folhas secas de R. mattfeldiana (4.139 gramas) foi
submetido ao processo de extragdo acido/base (Matos, 1987). A extragdo de
componentes do precipitado alcaloidico seco (412 g) foi feita por maceragéo,
utilizando-se sucessivamente os solventes organicos diclorometano e metanol. As
solugcdes obtidas a partir da extracado acido/base foram destiladas a presséao
reduzida em evaporador rotativo, fornecendo os extratos brutos das folhas de R.
mattfeldiana em diclorometano [extrato RMAD (14,7 g)] e em metanol [extrato
EMAB (53,3 g)].

3.1.5. Prospeccao preliminar

Esta etapa, que objetivou a confirmacdo da presenca de alcaldides
inddlicos, foi realizada, utilizando-se cromatografia em camada delgada analitica.
Procedeu-se a aplicacdo de uma pequena parte dos extratos brutos de R.
mattfeldiana e R. grandiflora utilizando como revelador o reagente de Dragendorff
[solucao de KBil, em acido acético diluido]. A formagao de um precipitado laranja-

avermelhado indicou a presenca de alcaldides.

3.1.6. Analises cromatograficas

Efetuou-se o estudo fitoquimico dos extratos em diclorometano e em
metanol das duas espécies de Rauvolfia por meio de métodos classicos de
cromatografia. Para as cromatografias em coluna (CC), utilizaram-se colunas de
vidro empacotadas com gel de silica Merck Darmstadt 60 (0,063-0,200 mm). Para
as cromatografias de camada delgada (CCD), utilizaram-se cromatofolhas de
aluminio 20x20 cm com gel de silica 60 F2s4 Merck, onde as substancias foram
visualizadas através da irradiagdo com lampadas ultravioletas, com comprimentos
de onda de 254 e 365 nm e, posteriormente, reveladas com os reagentes
cromogénicos Dragendorf e Vanilina sulfurica.

As analises em cromatografia em camada delgada, em escala preparativa
(CCDP), foram realizadas utilizando-se placas de vidro 20x20 cm, recobertas com
gel de silica 60 GFys4 Merck. As manchas referentes as substancias foram

detectadas através de métodos similares aos empregados para a CCD.
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3.1.7. Andlises espectrométricas
3.1.7.1. Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonadncia magnética nuclear foram obtidos em
espectrémetros:

« JEOL modelo Eclipse (400 MHz para 'H e 100 MHz para '*C), do
Laboratdrio de Ciéncias Quimicas da Universidade Estadual do Norte Fluminense.

Os solventes utilizados foram metanol e cloroférmio deuterados, e, como
frequéncia interna, o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos foram
medidos em unidades adimensionais (3) representados em partes por milhdo (ppm)
da frequéncia aplicada, e as constantes de acoplamento (J) foram medidas em Hz.

O numero de hidrogénios ligados aos carbonos foi determinado por
experimentos utilizando técnicas de 'C, tais como APT, e experimentos
bidimencionais 'H-'H-COSY, "H-"H-NOESY, HMBC e HMQC.

A multiplicidade dos sinais observados nos espectros de RMN 'H,
referentes a cada absorgéao, foi expressa conforme as convengdes: sinal simples (s),
sinal duplo (d), sinal triplo (t), sinal quadruplo (q), sinal multiplo (m), duplo sinal duplo

(dd), sinal simples largo (sl), sinal duplo largo (dI) e sinal triplo largo (il).

3.1.7.2. Espectrometria na regido do nfravermelho (IV)

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho foram obtidos no
espectrofotdmetro Shimadzu modelo FTIR-8300. As amostras foram preparadas sob
a forma de pastilhas comprimidas utilisando-se KBr como veiculo. Os valores para

as absor¢des foram medidos em unidades de nimero de ondas (cm™).

3.1.7.3. Espectrometria de massas (EM)

Os espectros de massa foram obtidos em um aparelho CG/MS Shimadzu,

modelo QP-5050A, utilizando-se impacto de elétrons.

3.1.8. Isolamento e purificacdo das substancias

Os esquemas da Figura 7 (A e B) mostram o isolamento simplificado dos
alcaldéides dos extratos em diclorometano (RM) e em metanol (MR), das cascas

das raizes de R. mattfeldiana, e a Figura 8, o isolamento dos alcaldides dos
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extratos em diclorometano (RMAD) e metanol (EMAB) das folhas de R.
mattfeldiana. A Figura 9 mostra o fracionamento e isolamento dos alcaldides do
extrato em metanol (RGM) e a Figura 10 ilustra o fracionamento e isolamento dos

alcaléides do extrato em diclorometano (RG) das cascas das raizes de R.

grandiflora.

(A)

Cascas das raizes de Rauvofia mattfeldiana

Extrato em metanol (MR)

57,09
I
I |
MR-5 MR-6
179,8 mg 194,6 mg
MR-5.5 MR-6.2
15,56 mg 74,4 mg
Isoreserpilina (92)
MR-6.2.1
27,2 mg

MR-6.2.1.8
7,8 mg
Isoreserpilina (92)

MR-6.2.1.11
8,8 mg
Isoreserpilina (92)




(B)

Cascas das raizes de Rauvofia mattfeldiana

Extrato em diclorometano (RM)

125,19
I
[ I I 1
RM-7 RM-8 RM-9 RM-14
369 08¢ 05¢g 129
I I
[ I 1 [ 1
RM-7.1 RM-7.8 RM-7.13 RM-8.3 RM-88 RM-9.5 RM-9.6 RM-14.4. RM-14.7
1354,0 mg 141,6 mg 384,8 mg 72,4 mg 174,8 mg 144,2 mg 40,3 mg 9,9 mg 137,1mg
RM-7.1.1 RM-7.8.2.A RM-7.8.2.C RM-7.13.2 RM-8.3.1 RM-8.85 RM-9.58 RM-9.6A RM-14.4.1 RM-14.42
58,4 mg 4,7mg 21mg 154,9 mg 18,3 mg 19,8 mg 27,4mg 6,0 mg 1,3mg 2,8mg 13,0mg
Isoreserpilina (92) (Na-metilrauflorina) Isoreserpilina (92) Isoreserpilina (92) Vinorina (153) Perakina (166) Isoreserpilina (92) Isoreserpilina (92) Isoreserpilina (92) Nb-Oxido-isoreserpilina
+ Perakina (166) + Perakina (166)

l_l_l

RM-7.13.2.0 RM-7.13.2.2
25,2 mg 38,7 mg
Perakina (166)
RM-7.13.2.2A
7,8mg
Isoreserpilina (92)
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Figura 7. Fluxograma do isolamento dos alcaldides dos extratos em metanol (A) e em diclorometano (B) das cascas das raizes de R.
mattfeldiana.



Folhas de Rauvofia mattfeldiana

41399
[
I |
Extrato em diclorometano Extrato em metanol
(RMAD), 14,7 g (EMAB), 51,5¢
[
I |
RMAD-4 RMAD-10 EMAB-15
89,14 mg 2983,8 mg 12189 mg
Ajmalicina (97)
[
I |
RMAD-10.4 RMAD-10.6 EMAB-15.0
36,3 mg 24,7 mg 808,3 mg
Isoreserpilina (92) Isoreserpilina (92)
EMAB-15.0.B
8,6 mg
Isoreserpilina (92)
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Figura 8. Fluxograma do isolamento dos alcalbdides dos extratos em diclorometano

(RMAD) e em metanol (EMAB), das folhas de R. mattfeldiana.

Cascas das raizes de Rauvofia grandiflora
secas e trituradas

Extrato em metanol

(RGM)
36,09
[

I |
RGM-2 RGM-6
6,59 389
RGM-2.0 RGM-6.2
324,8 mg 262,6 mg

RGM-2.0.8
17,1 mg 36,4 mg
RGM-2.0.8P RGM-6.2.0B
9,4mg 13,4 mg
Darcyribeirina (27) Beta-ioimhina

Figura 9. Fluxograma do isolamento dos alcaldides do extrato em metanol das
cascas das raizes de R. grandiflora.



Cascas das raizes de Rauvofia grandiflora

Extrato em diclorometano

(RG)
26,99
I
[ I I I I ]
RG-3 RG-4 RG-5 RG-6 RG-7 RG-11
349 4,69 5,89 749 435,6mg 2,89
I I I
[ | ] [ ] [ I 1
RG-3.2.11.3.7.33 RG-3.6.2.1 RG-3.6.2.3 RG-4.3 RG-4.7 RG-6.2 RG-6.5 RG-6.6 RG-11.6
Isoreserpilina (92) Isoreserpilina (92) Isoreserpilina (92) 267,8mg 247,8mg 2,73g 677,1mg 961,2mg 259,4mg
I I—I—I
[ I I ]
RG-4.32 RG-4.7.1 RG-4.7.2 RG-4.73 RG-4.7.6 RG-6.5 RG-6.5.4 RG-6.6.1 RG-11.6.4
82,6mg Isoreserpilina (92) 127,1mg Isoreserpilina (92) 60,1mg 96,0mg 690,0mg 24,2mg
10-Metoxireserpina Reserpina (138) +
Rescinamina (143)
RG-4.3.2.2 RG-4.7.2A RG-4.7.2B RG-4.7.3 RG-6.5.0B RG-6.6.1A RG-11.6.4.7
64,0mg 0,3mg 6,4mg 162,5mg Isoreserpilina (92) 74,1mg 5,3mg
Isoreserpilina (92) Isoreserpilina (92) Reserpina (138) Isoreserpilina (92)
RG-43223 RG-4.3.7.3.2A
7,0mg 10,3mg
Dacyribeirina (27) Isoreserpilina (92)

Figura 9. Fluxograma do isolamento dos alcalbides do extrato em diclormetano das cascas das raizes de R. grandiflora.
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3.1.8.1. Isolamento dos costituintes quimicos de R. mattfeldiana
3.1.8.1.1. Cascas das raizes
EXTRATO EM DICLOROMETANO (RM)

O residuo do extrato em diclorometano foi submetido a uma cromatografia
em coluna empacotada com gel de silica, eluida com CH,CIl,/CH3;0OH, com
gradiente de eluigdo até CH3OH 100%. Originaram-se 24 fragbes que, apos
evaporagao dos solventes, foram reunidas por similaridade verificada através de
CCD em 15 novas fragdes, cujos dados estao descritos na Tabela 4.

As fragbes RM-0, RM-1, RM-2, RM-3, RM-4, RM-5 e RM-6 nao foram
cromatograficamente estudadas devido ao fato de nao apresentarem alcaldides
em sua constituicdo, apos serem submetidas ao teste com o reagente de

Dragendorf.

Tabela 4 - Fracionamento cromatografico do extrato em diclorometano das cascas
das raizes de R. mattfeldiana

Cédigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
RM-0 0 451,8
RM-1 1 324,0
RM-2 2 404,22
RM-3 3 873,6
RM-4 4eb 759,6
RM-5 6 854,8
RM-6 7 557,0
RM-7 8e9 3584,7
RM-8 10 797,2
RM-9 11 469,3
RM-10 12 3190,3
RM-11 13 151,3
RM-12 14 a17 420,5
RM-13 18 1176,5
RM-14 19a24 1549,0

ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DA FRAGAO RM-7

A fracao RM-7 (3584,7 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica
eluida com CHCIlo/CH30H, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%.
Obtiveram-se 36 fragdes que foram reunidas em 15 novas fragdes apos o teste de

similaridade, realizado por CCD comparativa, conforme ilustra a Tabela 5.
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Tabela 5 - Fracionamento cromatografico da fragdo RM-7

Cédigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
RM-7.0 0 32,9
RM-7.1 1 1230,7
RM-7.2 2a6 1241
RM-7.3 7e8 168,2
RM-7.4 9 73,6
RM-7.5 10a13 118,1
RM-7.6 14 a2 18 90,7
RM-7.7 19 22,0
RM-7.8 20 a 22 141,6
RM-7.9 23 64,9
RM-7.10 24 e 25 375,8
RM-7.11 26 e 27 140,8 isoreserpilina (92)
RM-7.12 28 155,2
RM-7.13 29 a 31 348,8
RM-7.14 32a35 56,6

A fracdo RM-7.8 (141,6 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica
eluida com CH)CI,/CH3sOH, com gradiente de eluicdo até CHsOH 100%.
Obtiveram-se sete fragdes que foram reunidas em quatro novas fragdes por

similaridade através de CCD, conforme ilustra a Tabela 6.

Tabela 6 - Estudo cromatografico da fragdo RM-7.8

Caodigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
RM-7.8.2 2 56,7
RM-7.8.3 3 45,8

A fragdo RM-7.8.2 (56,7) foi submetida a uma CCDP eluida com
CH,CI/CH30H (97:3), fornecendo 4,7 mg do alcaldide isoreserpilina (92) (RM-
7.8.2C).

Através dos dados espectrais de RMN, a fragdo RM-7.8.3 foi identificada
como o alcaléide isoreserpilina (92).

A fracdo RM-7.9 (64,9 mq) foi submetida a uma CC em gel de silica eluida
com CHCly/CH30H, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%. Obtiveram-se
16 fracdes que foram reunidas em oito novas fragbes apds o teste de

similaridade, realizado por CCD comparativa, conforme ilustra a Tabela 7.
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Tabela 7 - Fracionamento cromatografico da fragdo RM-7.9

Cédigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
RM-7.9.0 0 2,7
RM-7.9.1 1 7,0
RM-7.9.2 2 9,1 isoreserpilina (92)
RM-7.9.3 3ab 10,3
RM-7.9.4 6a10 9,5
RM-7.9.5 11a13 12,1
RM-7.9.6 14 4,0
RM-7.9.7 15 3,0

A fragcdo RM-7.13 (384,8 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica
eluida com CHCIlo/CH30H, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%.
Obtiveram-se 21 fragées que foram reunidas em seis novas fragdes apos o teste

de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 8.

Tabela 8 - Fracionamento cromatografico da fragdo RM-7.13

Cédigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
RM-7.13.0 0az2 14,0
RM-7.13.1 3e4d 13,2
RM-7.13.2 5a12 141,3
RM-7.13.3 13 31,8
RM-7.13.4 14 e 15 79,5
RM-7.13.5 16 a 21 49,1

A fracdo RM-7.13.2 (141,3 mg) foi submetida a uma CC em sephadex LH-
20 eluida com CHCIl,/CH30OH, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%.
Obtiveram-se 25 fragbes que foram reunidas em seis novas fragcdes apos o teste

de similaridade, realizado por CCD comparativa, conforme ilustra a Tabela 9.

Tabela 9 - Fracionamento cromatografico da fragdo RM-7.13.2

Cddigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
RM-7.13.2.0 0aZ2 25,2
RM-7.13.2.1 3e4d 2,0
RM-7.13.2.2 5a12 38,5
RM-7.13.2.3 13 1,8
RM-7.13.2.4 14 e 15 1,6

RM-7.13.2.5 16 a 21 24
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A fracdo RM-7.13.2.2 (38,5) foi submetida a uma CCDP eluida com
CH2CI2/CH30OH (97:3), fornecendo 9,0 mg do alcaldide isoreserpilina (92)
(RM-7.13.2.2A).

ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES DA FRAGAO RM-8

A fracao RM-8 (7972,0 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica
eluida com CHCIlo/CH30H, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%.
Obtiveram-se 39 fragdes que foram reunidas em 16 novas fragdes apos o teste de

similaridade, realizado por CCD comparativa, conforme ilustra a Tabela 10.

Tabela 10 - Fracionamento cromatografico da fragdo RM-8

Cédigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
RM-8.0 1a5 22,5
RM-8.1 6e7 17,2
RM-8.2 8 13,7
RM-8.3 9e10 72,4
RM-8.4 11a13 121,0
RM-8.5 14 a2 18 12,93
RM-8.6 19 13,0
RM-8.7 20 11,6
RM-8.8 21e22 89,5
RM-8.9 23a24 85,3
RM-8.10 25 21,1
RM-8.11 26 a 28 30,2
RM-8.12 29 25,5
RM-8.13 30a32 73,5
RM-8.14 33 12,8
RM-8.15 34 a 39 54,4

A fracdo RM-8.3 (72,4 mq) foi submetida a uma CC em gel de silica eluida
com CHCly/CH30H, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%. Obtiveram-se
28 fragbes que foram reunidas em seis novas fragdes apds o teste de similaridade

por CCD, conforme ilustra a Tabela 11.
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Tabela 11 - Fracionamento cromatografico da fragdo RM-8.3

Cédigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
RM-8.3.0 0 1,0
RM-8.3.1 1 18,3
RM-8.3.2 2a4 38,4
RM-8.3.3 5e6 6,7
RM-8.3.4 7a10 6,3
RM-8.3.5 11a15 6,9

A fracdto RM-8.3.1 (18,3 mg) foi identificada como o alcaldide
isoreserpilina (92).
A fracdo RM-8.4 (121,0 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica eluida com
CH,CI2/CH30H, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%. Obtiveram-se 37
fragdes que foram reunidas em 13 novas fragbes apds o teste de similaridade por

CCD, conforme ilustra a Tabela 12.

Tabela 12 - Fracionamento cromatografico da fragdo RM-8.4

Caodigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
RM-8.4.0 0 5,6
RM-8.4.1 1e2 3,0
RM-8.4.2 3 19,4
RM-8.4.3 4a6 17,6 isoreserpilina (92)
RM-8.4.4 7 7,3
RM-8.4.5 8 2,2
RM-8.4.6 9a14 5,7
RM-8.4.7 15 1,0
RM-8.4.8 16 a 19 10,4
RM-8.4.9 20a 29 5,7
RM-8.4.10 30a32 7,0
RM-8.4.11 33 1,5
RM-8.4.12 34 a 36 2,2

A fracdo RM-8.4.2 (19,4 mg) foi identificada como o alcaldide

isoreserpilina (92).

ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DA FRAGAO RM-9

A fracao RM-9 (469,3 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica eluida
com CHCly/CH30H, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%. Obtiveram-se
30 fragdes que foram reunidas em 10 novas fragdes apos o teste de similaridade

por CCD, conforme ilustra a Tabela13.
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Tabela 13 - Fracionamento cromatografico da fragdo RM-9

Cédigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
RM-9.0 0Oa4 5,8
RM-9.1 5 4,0
RM-9.2 6 8,5
RM-9.3 7e8 15,4
RM-9.4 9e 10 62,3
RM-9.5 11e12 1442
RM-9.6 13a15 40,3
RM-9.7 16 e 17 50,0
RM-9.8 18 a 22 12,7
RM-9.9 23a 30 43,0

A fracdo RM-9.5 (144,2 mg) foi submetida a uma CCDP eluida com
CH,CI/CH30H (95:5), fornecendo 30,0 mg do alcaloide perakina (166) (RM-9.5B),
e 27,4 mg do alcaldide isoreserpilina (28) (RM-9.5A).

A fracdo RM-9.6 (40,3 mg) foi submetida a uma CCDP eluida com
CH,CI/CH30H (90:10), fornecendo 6,0 mg do alcaldide isoreserpilina (92) (RM-
9.6A).

ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DA FRACAO RM-10

A fracdo RM-10 (3190,3) foi submetida a uma CC em gel de silica eluida
com CH,CI,/CH30H, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%. Obtiveram-se
50 fragdes que foram reunidas em 12 novas fragdes apos o teste de similaridade

por CCD, conforme ilustra a Tabela 14.

Tabela 14 - Fracionamento cromatografico da fragdo RM-10

Cédigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
RM-10.0 0a10 275,6
RM-10.1 11 82,9
RM-10.2 12 185,3
RM-10.3 13a16 58,8
RM-10.4 17 115,5
RM-10.5 18 a 21 139,5
RM-10.6 22 a 30 74,9
RM-10.7 31a41 98,0
RM-10.8 42 e 43 22,8
RM-10.9 44 a 47 167,5
RM-10.10 48 17,4

RM-10.11 49 3,4
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A fracdo RM-10.3 (1754,6 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica
eluida com CH)CI,/CH3OH, com gradiente de eluicdo até CHsOH 100%.
Obtiveram-se 35 fragdes que foram reunidas em 14 novas fracdes apds o teste de

similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 15.

Tabela 15 - Fracionamento cromatografico da fragdo RM-10.3

Cddigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
RM-10.3.0 0Oa4d 58,1
RM-10.3.1 5 16,3
RM-10.3.2 6a10 66,2
RM-10.3.3 11 12,1
RM-10.3.4 12 31,1
RM-10.3.5 13a15 31,8
RM-10.3.6 16 a 19 8,3
RM-10.3.7 20a24 15,9
RM-10.3.8 25 5,1
RM-10.3.9 26 3,4
RM-10.3.10 27 e 28 10,2
RM-10.3.11 29 7,0
RM-10.3.12 30a 32 51,5
RM-10.3.13 33e34 3,5

A fracdo RM-10.3.5 (68,6 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica
eluida com CH)CI,/CH3;0OH, com gradiente de eluicdo até CHsOH 100%.
Obtiveram-se 15 fragdes que foram reunidas em sete novas fragbes apds o teste

de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 16.

Tabela 16 - Fracionamento cromatografico da fragdo RM-10.3.5

Caodigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
RM-10.3.5.0 0Oa1 1,5
RM-10.3.5.1 2 2,0
RM-10.3.5.2 3 9,6
RM-10.3.5.3 4a6 15,8
RM-10.3.5.4 7a9 59
RM-10.3.5.5 10 10,7
RM-10.3.5.6 11a15 7,1

A fracdo RM-10.3.5.2 (9,6 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica
eluida com CH)CI,/CH3OH, com gradiente de eluicdo até CH3OH 100%.
Obtiveram-se 27 fracbes que foram reunidas em trés novas fragdes apds o teste

de similaridade, realizado por CCD comparativa, conforme ilustra a Tabela 17.
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Tabela 17 - Fracionamento cromatografico da fragdo 10.3.5.2

Cédigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
RM-10.3.5.2.0 0 1,2
RM-10.3.5.2.1 1 2,5
RM-10.3.5.2.2 2a8 3,2 isoreserpilina(92)
RM-10.3.5.2.3 9aZ26 1,8

A fracdo RM-10.3.5.2. forneceu 3,2 mg do alcaldide isoreserpilina(92).

ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DA FRAGAO RM-13

A fracdo RM-13 (1246 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica eluida
com CH,Cl,/CH30H, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%. Obtiveram-se
76 fragcdes que foram reunidas em 19 novas fragdes apos o teste de similaridade

por CCD, conforme ilustra a Tabela 18.

Tabela 18 - Fracionamento cromatografico da fragdo RM-13

Caodigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
RM-13.0 Oe1 19,5
RM-13.1 1e2 12,6
RM-13.2 4a7 241
RM-13.3 8a10 18,9
RM-13.4 11 a 14 26,8
RM-13.5 15a18 91,2
RM-13.6 19 24,0
RM-13.7 20a24 142,6
RM-13.8 25a 27 85,2
RM-13.9 28 a 34 177.,9
RM-13.10 35a38 97,8
RM-13.11 39 a 41 74,4
RM-13.12 42 e 43 89,4
RM-13.13 44 a 47 138,6
RM-13.14 48 a 52 161,7
RM-13.15 53 a 59 119,0
RM-13.16 60 a 65 104,4
RM-13.17 66 a72 181,6
RM-13.18 73a75 0,9

A fracdo RM-13.4 (26,8 mg) foi identificada como isoreserpilina (92).
A fracdo RM-13.2 (24,1mg) foi submetida a uma CC em gel de silica
eluida com CHCIlo/CH30H, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%.
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Obtiveram-se 54 fragbes que foram reunidas em oito novas fracdes apos o teste

de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 19.

Tabela 19 - Fracionamento cromatografico da fragdo RM-13.2

Caodigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
RM-13.2.0 Oa7 5,5 perakina (166)
RM-13.2.1 8 a10 12,6
RM-13.2.2 11a24 241
RM-13.2.3 25e 26 18,9
RM-13.2.4 27 a 40 181,6
RM-13.2.5 41 a 53 0,9

ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES DA FRACAO RM-14

A fracdo RM-14 (1246 mgq) foi submetida a uma CC em gel de silica eluida
com CH,CI,/CH3;0H, com gradiente de eluicao até CH3;OH 100%. Obtiveram-se
20 fragdes que foram reunidas em 11 novas fragdes apos o teste de similaridade

por CCD, conforme ilustra a Tabela 20.

Tabela 20 - Fracionamento cromatografico da fragdo RM-14

Cédigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
RM-14.0 0a3 10,5
RM-14.1 4 23,0
RM-14.2 5 4,8 isoreserpilina (92)
RM-14.3 6 6,7

RM-14 .4 7 9,9
RM-14.5 8 31,7
RM-14.6 9 112,9 isoreserpilina (92)
RM-14.7 10 78,0
RM-14.8 11e12 216,2
RM-14.9 13 e 14 182,8
RM-14.10 15a19 23,8

As fracbes RM-14.2 (4,8 mg) e RM-14.6 (112,9 mg) foram identificadas
como isoreserpilina (92).

A fracdo RM-14.4 (9,9 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica eluida
com CH,Cl,/CH30H, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%. Obtiveram-se
22 fragdes que foram reunidas em 11 novas fragdes apods o teste de similaridade

por CCD, conforme ilustra a Tabela 21.
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Tabela 21 - Fracionamento cromatografico da fragdo RM-14.4

Caodigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
RM-14.4.0 0 1,1
RM-14.4.1 1 1,3 isoreserpilina (92)
RM-14.4.2 2 0,6
RM-14.4.3 3e4d 1,0
RM-14.4.4 5e6 1,1
RM-14.4.5 7e8 0,5
RM-14.4.6 9a11 1,3
RM-14.4.7 12 a 22 1,5

A fracdo RM-14.7 (137,1 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica
eluida com CH)CI,/CH3sOH, com gradiente de eluicdo até CHsOH 100%.
Obtiveram-se 14 fragées que foram reunidas em seis novas fragdes apds o teste

de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 22.

Tabela 22 - Fracionamento cromatografico da fragdo RM-14.7

Caodigo FracOes reunidas Quantidade (mg)
RM-14.7.0 0Oaz2 10,9
RM-14.7 .1 3ab 13,0 N-Oxido isoreserpilina (27)
RM-14.7.2 6e7 23,0
RM-14.7.3 8 11,4
RM-14.7 .4 9a11 19,8
RM-14.7.5 12a 14 6,1

EXTRATO EM METANOL

O residuo do extrato em metanol foi submetido a uma cromatografia em
coluna em gel de silica, eluida com CH,Cl,/CH30OH, com gradiente de eluicdo até
CH3;0OH 100%. Obtiveram-se 50 fracbes que, apds evaporagao dos solventes,
foram reunidas por similaridade através de CCD em 21 novas fragdes, cujos

dados estio descritos na Tabela 23.
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Tabela 23 - Fracionamento cromatografico do extrato em metanol das cascas das
raizes de R. mattfeldiana

Caodigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
MR-0 * 0a9 50,8
MR-1 * 10a12 93,6
MR-2 13 25,2
MR-3 14 e 15 57,4
MR-4 16 77,1
MR-5 17 179,8
MR-6 18 194,6
MR-7 19e 20 119,5
MR-8 21a23 1025,8
MR-9 24 e 25 154,4
MR-10 26 e 27 290,7
MR-11 28 e 29 797,5
MR-12 30 518,1
MR-13 31e32 1009,4
MR-14 33e 34 1288,0
MR-15 35a37 2886,4
MR-16 38 1633,2
MR-17 39 2,0939
MR-18 40 a 44 6,1193
MR-19 45 a 48 5461,0
MR-20 49 2005,7

(*) As fracdbes MR-0 e MR-1 nao foram cromatograficamente estudadas por nao
apresentarem alcaldides em sua composigao.

ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DA FRAGCAO MR-3

A fracdo MR-3 (57,4 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica e eluida
com CH,CI,/CH30H, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%. Obtiveram-se
28 fragcbes que foram reunidas em cinco novas fracbes apos o teste de

similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 24.

Tabela 24 - Fracionamento cromatografico da fragdo MR-3

Caodigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
MR-3.0 0a10 211
MR-3.1 11a16 17,0
MR-3.2 17 a 21 3,2
MR-3.3 22 1,1

MR-3.4 23 a?28 8,1
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A fracdo MR-3.1 (17,0 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica e
eluida com CH)CI,/CH3OH, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%.
Obtiveram-se 37 fragcdes que foram reunidas em sete novas fracdes apods o teste

de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 25.

Tabela 25 - Fracionamento cromatografico da fragdo MR-3.1

Cédigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
MR-3.1.1 0Oab 4,1 isoreserpilina (92)
MR-3.1.2 6a8 1,8
MR-3.1.3 9e 10 3,0
MR-3.1.4 11a17 2,2
MR-3.1.5 18 a 37 0,2

ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DA FRAGAO MR-4

A fracdo MR-3 (77,1 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica e eluida
com CH,CI,/CH30H, com gradiente de eluicao até CH3;OH 100%. Obtiveram-se
cinco fragbes que foram reunidas em 14 novas fragbes apos o teste de

similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 26.

Tabela 26 - Fracionamento cromatografico da fragdo MR-4

Cédigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
MR-4.0 Oa9 12,9
MR-4.1 10e 11 24,2 isoreserpilina (92)
MR-4.2 12e 13 19,3
MR-4.3 14 8,9
MR-4.4 15 7,0
MR-4.5 16 e 17 4,4
MR-4.6 18 1,4
MR-4.7 19 9,1
MR-4.8 20a 25 57
MR-4.9 26 6,6
MR-4.10 27 2,7
MR-4.11 28 7,7
MR-4.12 29e 30 4,8

MR-4.13 31a34 8,6
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ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DA FRAGAO MR-5

A fragdo MR-5 (179,8 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica e
eluida com CH)CI,/CH3sOH, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%.
Obtiveram-se 46 fragdes que foram reunidas em 10 novas fracdes apds o teste de

similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 27.

Tabela 27 - Fracionamento cromatografico da fragdo MR-5

Cédigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
MR-5.0 Oa4 15,1
MR-5.1 5e6 8,7
MR-5.2 7e8 4,9
MR-5.3 9a11 18,5
MR-5.4 12e 13 46,2
MR-5.5 14 a 19 19,8 isoreserpilina (92)
MR-5.6 20 e 21 15,56
MR-5.7 22e23 1,8
MR-5.8 24 a 45 37,6
MR-5.9 41e42 5,8

ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DA FRAGAO MR-6

A fracdo MR-6 (194,6 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica e
eluida com CH)CI,/CH3;0OH, com gradiente de eluicdo até CHsOH 100%.
Obtiveram-se 47 fragbes que foram reunidas em oito novas fragdes apos o teste

de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 28.

Tabela 28 - Fracionamento cromatografico da fragdo MR-6

Caodigo FracOes reunidas Quantidade (mq)
MR-6.0 0ab6 12,0
MR-6.1 7a11 4.1
MR-6.2 12216 74,4
MR-6.4 17a30e 36 a 39 3,9
MR-6.5 31a35 4,2
MR-6.6 40 a 43 3,9
MR-6.7 44 a 47 14,3

A fracdo MR-6.2 (74,4 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica eluida
com CH,Cl,/CH30H, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%. Obtiveram-se
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50 fragbes que foram reunidas em sete novas fragbes apdés o teste de

similaridade, realizado por CCD comparativa, conforme ilustra a Tabela 29.

Tabela 29 - Fracionamento cromatografico da fragdo MR-6.2

Cédigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
MR-6.2.0 0 1,2
MR-6.2.1 1a10 27,5
MR-6.2.2 11 a22 13,1
MR-6.2.3 23 7,7
MR-6.2.4 24 a 32 11,8
MR-6.2.5 33a50 3,1

A fragdo MR-6.2.1 (27,5 mg) foi novamente submetida a uma CC em gel
de silica e eluida com CH,CIl,/CH3OH, com gradiente de eluicdo até CH3;OH
100%. Obtiveram-se 45 fragdes que foram reunidas em 15 novas fracdes apds o

teste de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 30.

Tabela 30 - Fracionamento cromatografico da fragdo MR-6.2.1

Cddigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
MR-6.2.1.0 Oe1 0,5
MR-6.2.1.1 2a4 2,2
MR-6.2.1.2 5a8 1,6
MR-6.2.1.3 9a11 3,5
MR-6.2.1.4 12a18 1,8
MR-6.2.1.8 19 e 20 3,8 isoreserpilina (92)
MR-6.2.1.9 21 2,6
MR-6.2.1.10 22a24 0,4
MR-6.2.1.11 25a28 4,8 isoreserpilina (92)
MR-6.2.1.12 29 1,3
MR-6.2.1.13 30 a 36 1,5
MR-6.2.1.14 37 a42 0,7

3.1.8.1.2. Folhas

A prospecc¢ao preliminar dos extratos em diclorometano e em metanol das

folhas de R. mattfeldiana mostrou que suas composi¢cdes eram semelhantes.
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EXTRATO EM DICLOROMETANO (RMAD)

O residuo do extrato em diclorometano foi submetido a uma cromatografia
em coluna de gel de silica eluida com CH,Cl,/CH3OH, com gradiente de eluic&o
até CH30OH 100%. Originaram-se 41 fragdes que, apos evaporagao dos solventes,
foram reunidas por similaridade verificada através de CCD em 15 novas fragdes,

cujos dados estao descritos na Tabela 31.

Tabela 31 - Fracionamento cromatografico do extrato em diclorometano das
folhas de R. mattfeldiana

Caodigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
RMAD-2 0aZ2 64,3
RMAD-3 3 1004,4
RMAD-4 4 89,14 ajmalicina (97)
RMAD-5 5 680,4
RMAD-6 6e7 1297,7
RMAD-7 8e9 637,5
RMAD-8 10 e 11 419,4
RMAD-9 12e 13 263,9
RMAD-10 14 a 16 2983,8
RMAD-11 17e 18 910,3
RMAD-12 19 a 23 140,5
RMAD-13 24 a 32 187,6
RMAD-14 33a40 349,4

ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DA FRACAO RMAD-10

A fragdo RMAD-10 (2983,8 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica
e eluida com CHCIl/CH3OH, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%.
Obtiveram-se 53 fragbes que foram reunidas em oito novas fracdes apos o teste

de similaridade, realizado por CCD comparativa, conforme ilustra a Tabela 32.

Tabela 32 - Fracionamento cromatografico da fragdo RMAD-10

Caodigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
RMAD-10.0 0a9 425,4
RMAD-10.1 10e 11 233,7
RMAD-10.2 12e 13 385,5
RMAD-10.3 14 e 15 298,7
RMAD-10.4 16 36,3 isoreserpilina (92)
RMAD-10.5 17 a 25 609,5
RMAD-10.6 26 e 27 24,7 isoreserpilina (92)

RMAD-10.7 29ab3 468,9
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EXTRATO EM METANOL (EMAB)

O residuo do extrato em metanol (51,5 g) foi submetido a uma filtragao
rapida em funil de Bucner com gel de silica, eluida com CH,Cl,/CH3;OH, com
gradiente de eluicdo, conforme descrito na Tabela 33, originando-se cinco

fracoes.

Tabela 33 - Fracionamento cromatografico do extrato em metanol das folhas de
R. mattfeldiana

Caodigo Solvente CH,CI,/CH3;0OH Quantidade (mq)
EMAB-15 85:15 1218,9
EMAB-2 80:20 124,3
EMAB-3 70:30 3457,9
EMAB-4 60:40 2947,7
EMAB-5 50:50 1984,3

ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DA FRAGAO EMAB-15

A fracdo EMAB-15 (1218,9 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica e
eluida com CH)CI,/CH3;OH, com gradiente de eluicdo até CHsOH 100%.
Obtiveram-se 49 fragdes que foram reunidas em quatro novas fragbes apds o

teste de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 34.

Tabela 34 - Fracionamento cromatografico da fragdo EMAB-15

Caodigo FracOes reunidas Quantidade (mq)
EMAB-15.0 0a12 808,3
EMAB-15.1 13a15 75,9
EMAB-15.2 16a 19 23,0

Uma parte da fragdo EMAB-15.0 (621,0 mg) foi submetida a uma CCDP
eluida com CH,CIl,/CH30OH (9:1), fornecendo trés novas fragdes, descritas na
Tabela 35.

Tabela 35 - Refracionamento cromatografico da fragdo EMAB-15.0

Cédigo Quantidade (mg)
EMAB-15.0A 199,8
EMAB-15.0B 8,6

EMAB-15.0C 3,5
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Uma parte da fragdo EMAB-15.0.A. (35,8 mg) foi submetida a uma CCDP
eluida com CH,CI,/CH30H (85:15), fornecendo 11,4 mg do alcalbide isoreserpilina
(92) (Fragao EMAB-15.0A.1).

3.1.8.2. Isolamento dos costituintes quimicos de R. grandiflora
3.1.8.2.1. Cascas das raizes
EXTRATO EM DICLOROMETANO (RG)

O residuo do extrato em diclorometano foi submetido a uma cromatografia
em coluna em gel de silica eluida com CH,Cl,/CH30OH, com gradiente de eluicdo
até CH30OH 100%. Originaram-se 33 fragdes que, apos evaporagao dos solventes,
foram reunidas por similaridade através de CCD em 14 novas fragdes, cujos

dados estido descritos na Tabela 36.

Tabela 36 - Fracionamento cromatografico do extrato em diclorometano das
cascas das raizes de R. grandiflora

Caodigo Fracbdes reunidas Quantidade (mq)
RG-0 0 337,5
RG-1 1 287,3
RG-2 2 249,6
RG-3 3ab 3,3839
RG-4 6a8 455,56
RG-5 9 581,44
RG-6 10a13 738,05
RG-7 14 e 15 435,6
RG-8 16 272,00
RG-9 17e 18 471,9
RG-10 19 336,5
RG-11 20a24 278,82
RG-12 25a 30 621,1
RG-13 31e32 288,7

ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DA FRACAO RG-3

A fracao RG-3 (3,3839 g) foi submetida a uma CC em gel de silica e
eluida com CH)CIl,/CH3OH, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%.
Obtiveram-se 31 fragdes que foram reunidas em 11 novas fracdes apos o teste de

similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 37.
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Tabela 37 - Fracionamento cromatografico da fragdo RG-3

Caodigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
RG-3.0 0a3 252,0
RG-3.1 4a10 58,1
RG-3.2 11 374,3
RG-3.3 12 433,0
RG-3.4 13e 14 478,8
RG-3.5 15e 16 413,0
RG-3.6 17e 18 768,7
RG-3.7 19 a 22 2547
RG-3.8 23 148,38
RG-3.9 24 e 25 122,72
RG-3.10 26 a 31 114,6

A fragdo RG-3.2 (374,3 mq) foi submetida a uma CC empacotada com gel
de silica e eluida com CH,CIl,/CH30OH, com gradiente de eluicdo até CH3;OH
100%. Obtiveram-se 87 fracbes que foram reunidas em oito novas fracées apos o

teste de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 38.

Tabela 38 - Fracionamento cromatografico da fragdo RG-3.2

Cddigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
RG-3.2.0 0a31 87,1
RG-3.2.1 32a34 767,4
RG-3.2.2 35 109,7
RG-3.2.3 36 e 37 392,8
RG-3.2.4 38 e 39 23,8
RG-3.2.5 40 a 49 200,1
RG-3.2.6 50 a 58 33,9
RG-3.2.7 59 a 64 25,1
RG-3.2.8 65 a 67 34,8
RG-3.2.9 68 a 87 185,2

A fracdo RG-3.2.1 (767,4 mg) foi submetida a uma CC empacotada com
gel de silica e eluida com CH,CIl,/CH30H, com gradiente de eluicdo até CH;OH
100%. Obtiveram-se 56 fragbes que foram reunidas em oito novas fragbes apos o

teste de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 39.
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Tabela 39 - Fracionamento cromatografico da fragdo RG-3.2

Caodigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
RG-3.2.1.0 0a15 6,2
RG-3.2.1.1 16 a 25 56,5
RG-3.2.1.2 26 a 32 114,3
RG-3.2.1.3 33a37 189,8
RG-3.2.1.4 38 a 41 194,3
RG-3.2.1.5 42 5,0
RG-3.2.1.6 43 a 49 15,6
RG-3.2.1.7 50 a 55 32,8

A fracdo RG-3.2.1.1 (56,5 mg) foi submetida a uma CC empacotada com
gel de silica e eluida com CH,CIl,/CH30H, com gradiente de eluicdo até CH;OH
100%. Obtiveram-se 98 fracbes que foram reunidas em oito novas fragbes apos o

teste de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 40.

Tabela 40 - Fracionamento cromatografico da fragdo RG-3.2.1.1

Caodigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
RG-3.2.1.1.0 0ab8 17,9
RG-3.2.1.1.1 59 5,6
RG-3.2.1.1.2 60 a 77 10,2
RG-3.2.1.1.3 78 a 83 81,0
RG-3.2.1.1.4 84 a 87 52,8
RG-3.2.1.1.5 88 18,4 Darcyribeirina (27)
RG-3.2.1.1.6 89 50
RG-3.2.1.1.7 90 a 97 30,5

A fracdo RG-3.2.1.1.3 (81,0 mg) foi submetida a uma CC em alumina e
eluida com hexano/acetato de etila, com gradiente de eluigdo até acetato de etila
100%. Obtiveram-se 69 fragdes que foram reunidas em 11 novas fragdes apds o

teste de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 41.
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Tabela 41 - Fracionamento cromatografico da fragcao RG-4

Cédigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
RG-3.2.1.1.3.0 0a10 12,0
RG-3.2.1.1.3.1 11 1,3
RG-3.2.1.1.3.2 12a13 3,8
RG-3.2.1.1.3.3 14 a 26 17,8 Darcyribeirina (27)
RG-3.2.1.1.3.4 27 a 39 20,9
RG-3.2.1.1.3.5 40 a 45 30,5
RG-3.2.1.1.3.6 46 6,4
RG-3.2.1.1.3.7 47 a 50 24.8
RG-3.2.1.1.3.8 51 a60 1,6
RG-3.2.1.1.3.9 61a63 0,9
RG-3.2.1.1.3.10 64 a 69 1,0

A fragdo RG-3.5 (413,0 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica e
eluida com CH)CI,/CH3sOH, com gradiente de eluicdo até CHsOH 100%.
Obtiveram-se 23 fragées que foram reunidas em seis novas fragdes apds o teste

de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 42.

Tabela 42 - Fracionamento cromatografico da fragao RG-3.5

Caodigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
RG-3.5.0 0a3 53,8

RG-3.5.1 4 123,0
RG-3.5.2 5 147,3
RG-3.5.3 6 al12 12,9 Darcyribeirina (27)
RG-3.5.4 13e 14 7,8 Darcyribeirina (27)
RG-3.5.5 15a 18 87,9
RG-3.5.6 19a22 25,5

A fragdo RG-3.6 (768,7 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica e
eluida com CH,CIl,/CH30OH, com gradiente de eluicdo até CH3OH 50%.
Obtiveram-se 86 fracdes que foram reunidas em cinco novas fracdes apos o teste

de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 43.

Tabela 43 - Fracionamento cromatografico da fragdo RG-3.6

Caodigo FracOes reunidas Quantidade (mq)
RG-3.6.0 0aZ26 22,0
RG-3.6.1 27 a 30 23,0
RG-3.6.2 31a50 388,6
RG-3.6.3 51a67 83,8

RG-3.6.4 68 a 89 25,8
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A fracdo RG-3.6.2 (388,6 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica e
eluida com hexano/acetato de etila, com gradiente de eluigdo até acetato de etila
100%. Obtiveram-se 56 fracdes que foram reunidas em seis novas fracées apos o

teste de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 44.

Tabela 44 - Fracionamento cromatografico da fragdo RG-3.6.2

Cédigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
RG-3.6.2.0 0a11 9,4
RG-3.6.2.1 12 a 28 14,3 isoreserpilina (92)
RG-3.6.2.2 29 a44 8,6 isoreserpilina (92)
RG-3.6.2.3 45 5,6
RG-3.6.2.4 46 a 49 24,6
RG-3.6.2.5 50 a 55 120,0

ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DA FRACAO RG-4

A fracdo RG-4 (455,56 mg) foi submetida a uma CC em gel de silica e
eluida com CH)CI,/CH3sOH, com gradiente de eluicdo até CHsOH 100%.
Obtiveram-se 33 fragdes que foram reunidas em 11 novas fragdes apds o teste de

similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 45.

Tabela 45 - Fracionamento cromatografico da fragdo RG-4

Caodigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
RG-4.0 0Oa4 20,3
RG-4.1 5 3,7
RG-4.2 6 72,3
RG-4.3 7a14 167,8
RG-4.4 15 15,3
RG-4.5 16 a 18 37,0
RG-4.6 19 a 21 10,7
RG-4.7 22 a25 20,3
RG-4.8 26 a 27 18.9
RG-4.9 28 e 29 25,1
RG-4.10 30 a32 3,3

A parte da fracdo RG-4.2 (72,3 mg) foi submetida a uma CCDP eluida
com CHyCI,/CH30H (95:5), fornecendo 0,3 mg do alcaldide darcyribeirina (27)
(RG-4.2A), 6,4 mg de isoreserpilina (92) (RG-4.2B) e 27,0 mg do alcalbide
isoreserpilina (92) (RG-4.2C).
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A fracdo RG-4.7 (0,6771 g) foi submetida a uma CC empacotada com gel
de silica e eluida com CH,CIl,/CH3OH, com gradiente de eluicdo até CH3;OH
100%. Obtiveram-se 52 fracbes que foram reunidas em quatro novas fracdes

apos o teste de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 46.

Tabela 46 - Fracionamento cromatografico da fragao RG-4.7

Cédigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
RG-4.7.0 0aZ2 1,2

RG-4.71 3 4,5 Darcyribeirina (27)
RG-4.7.2 4a9 87,9
RG-4.7.3 10a19 162,5
RG-4.7.4 20 a 28 28,1
RG-4.7.5 29 e 30 12,7
RG-4.7.6 31 a45 11,1 isoreserpilina (92)
RG-4.7.7 46 251
RG-4.7.8 47 a 52 6,9

A parte da fracdo RG-4.7.2 (87,9 mg) foi submetida a uma CCDP eluida
com CH,CI,/CH30OH (97:3), fornecendo 6,8 mg do alcaldide isoreserpilina (92)
(RG-4.7.2B).

A fracdo RG-4.3 (677,1 mg) foi submetida a uma CC empacotada com gel
de silica e eluida com CH,Cl,/CH30H, com gradiente de eluigdo até CH3;0H 50%.
Obtiveram-se 32 fragdes que foram reunidas em sete novas fragbes apos o teste

de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 47.

Tabela 47 - Fracionamento cromatografico da fragdo RG-4.7.3

Cédigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
RG-4.3.0 0a9 16,8
RG-4.3.1 10 34,5
RG-4.3.2 11e12 82,6
RG-4.3.3 13 141,7
RG-4.3.4 14 e 15 13,3
RG-4.3.5 16a 19 5,7
RG-4.3.6 20 a 22 2021
RG-4.3.7 23a25 43,8
RG-4.3.8 26 a 31 23,9

A fracdo RG-4.3.2 (82,6 g) foi submetida a uma CC empacotada com gel
de silica e eluida com CH,Cl,/CH30H, com gradiente de eluigdo até CH3;0H 50%.
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Obtiveram-se 27 fragdes que foram reunidas em seis novas fragdes apds o teste

de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 48.

Tabela 48 - Fracionamento cromatografico da fragdo RG-4.7.3.2

Caodigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
RG-4.3.2.0 Oa4 5,8
RG-4.3.2.1 5a8 10,1
RG-4.3.2.2 9e 10 39,8
RG-4.3.2.3 11 a 21 5,2
RG-4.3.2.4 22 21,
RG-4.3.2..5 23a27 7,3

A fracdo RG-4.3.2.2 (39,8 g) foi submetida a uma CC empacotada com
gel de silica e eluida com CH,CI,/CH3;0H, com gradiente de eluicdao até CH3;OH
50%. Obtiveram-se 45 fragdes que foram reunidas em 10 novas fragdes apds o

teste de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 49.

Tabela 49 - Fracionamento cromatografico da fragdo RG-4.7.3.2.2

Cédigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
RG-4.3.2.2.0 0a3 1,3
RG-4.3.2.2.1 4a15 21
RG-4.3.2.2.2 17e 18 1,7
RG-4.3.2.2.3 19 15,6
RG-4.3.2.2.4 20a 25 5,1
RG-4.3.2.2.5 26 a 31 1,2
RG-4.3.2.2.6 32 a36 2,6
RG-4.3.2.2.7 37 a39 21
RG-4.3.2.2.8 40 e 41 1,4
RG-4.3.2.2.9 42 a 44 1,8

A parte da fracdo RG-4.3.2.2.3 (15,6 mg) foi submetida a uma CCDP
eluida com CH,CI,/CH30OH (97:3), fornecendo 1,6 mg do alcaldide isoreserpilina
darcyribeirina (27) (RG-4.3.2.2.3D).

ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DA FRACAO RG-6

A fracdo RG-6 (7,4 g) foi submetida a uma CC em gel de silica e eluida
com CHCl,/CH30H, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%. Obtiveram-se
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46 fragbes que foram reunidas em 14 novas fracoes apods o teste de similaridade

por CCD, conforme ilustra a Tabela 50.

Tabela 50 - Fracionamento cromatografico da fragdo RG-6

Caodigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
RG-6.1 1a3 45,9
RG-6.2 4 a11 2725,9
RG-6.3 12a14 338,2
RG-6.4 15a17 121,4
RG-6.5 18 a 31 677,1
RG-6.6 32a33 961,2
RG-6.7 34 64,7
RG-6.8 35e 36 272,0
RG-6.9 37 30,1
RG-6.10 38a42 226,5
RG-6.11 43 123,3
RG-6.12 44 54,2
RG-6.13 45 19,9

A fragdo RG-6.2 (2725,9 mg) foi submetida a uma CC empacotada com

gel de silica e eluida com CH,CIl,/CH30H, com gradiente de eluicdo até CH;OH

100%. Obtiveram-se 20 fragdes que foram reunidas em sete novas fragées apods o

teste de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 51.

Tabela 51 - Fracionamento cromatografico da fragdo RG-6.2

Caodigo FracOes reunidas Quantidade (mq)
RG-6.2.0 Oe1 73,6

RG-6.2.1 2 45,2

RG-6.2.2 3ab 254 4
RG-6.2.3 6e7 281,5 isoreserpilina (92)
RG-6.2.4 8e9 332,7
RG-6.2.5 10e 11 39,4

RG-6.2.6 12e 13 149,6
RG-6.2.7 14 a18 432,1

A parte da fracdo RG-6.2.0 (71,3 mg) foi submetida a uma CCDP eluida
com CH,CI,/CH30H (98:2), fornecendo 1,8 mg do alcaldide B-ioimbina (4’) (RG-

6.2.0 B).

A fracdo RG-6.5 (0,6771 g) foi submetida a uma CC empacotada com gel

de silica e eluida com CH.CIl,/CH30OH, com gradiente de eluicdo até CH3;OH
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100%. Obtiveram-se 22 fragdes que foram reunidas em sete novas fragées apoés o

teste de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 52.

Tabela 52 - Fracionamento cromatografico da fragdo RG-6.5

Caodigo Fracles reunidas Quantidade (mg)
RG-6.5.0 0 75,5

RG-6.5.1 1a3 120,8

RG-6.5.2 4 a1 86,9

RG-6.5.3 12a14 45,8

RG-6.5.4 15a 17 96,0 10-metoxireserpina (8’)
RG-6.5.5 18 a 31 2457

RG-6.5.6 45 53,2

A parte da fracdo RG-6.5.0 (75,5 mg) foi submetida a uma CCDP eluida
com CHCI,/CH3OH (95:5), fornecendo 3,3 mg do alcaldide isoreserpilina (28)
(RG-6.5.0B).

A fracdo RG-6.6 (0,9612 g) foi submetida a uma CC empacotada com gel
de silica e eluida com CH,CIl,/CH3OH, com gradiente de eluicdo até CH3;OH
100%. Obtiveram-se nove fragdes que foram reunidas em trés novas fragcoes apds

o teste de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 53.

Tabela 53 - Fracionamento cromatografico da fragdo RG-6.6

Caodigo Fracdes reunidas Quantidade (g)
RG-6.6.1 4eb 0,3800
RG-6.6.2 6a8 0,2910

Uma parte da fragdo RG-6.6.1 foi submetida a uma CCDP eluida com
CH,CI/CH30H (97:3), fornecendo 74,1 mg da mistura dos alcaldides isoreserpina
(92) e rescinnamina (143) (RG-6.6.A).

Uma parte da fracdo RG-6.6.2 foi submetida a uma CCDP eluida com
CH,CI/CH30H (97:3), fornecendo 15,1 mg da mistura do alcaldide vinorina (153)
(RG-6.2B).

EXTRATO EM METANOL (RGM)

O residuo do extrato em metanol (35,9673 g) foi submetido a uma

cromatografia em coluna empacotada com gel de silica eluida com
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CH,CI,/CH30H, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%. Originaram-se 31
fragbes que, apos evaporagdo dos solventes, foram reunidas por similaridade

através de CCD em 10 novas fragdes, cujos dados estao descritos na Tabela 54.

Tabela 54 - Fracionamento cromatografico do extrato em metanol das cascas das
raizes de R. grandiflora

Caodigo FracOes reunidas Quantidade (gramas)
RGM-0 0 0,0813
RGM-1 1 0,9862
RGM-2 2a15 6,4794
RGM-3 16 0,5005
RGM-4 17 0,8064
RGM-5 18 e 19 1,5830
RGM-6 20 1,2706
RGM-7 21a24 8,0825
RGM-8 25 3,1835
RGM-9 26 a 30 12,2939

ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DA FRAGAO RGM-2

A fracdo RGM-2 (6,4794 g) foi submetida a uma CC empacotada com gel
de silica e eluida com CH,CIl,/CH30OH, com gradiente de eluicdo até CH3;OH
100%. Obtiveram-se 34 fragdes que foram reunidas em 11 novas fragcbes apds o

teste de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 55.

Tabela 55 - Fracionamento cromatografico da fragdo RGM-2

Cddigo Fracdes reunidas Quantidade (g)
RGM-2.0 Oe1 0,3248
RGM-2.1 2a4 1,4132
RGM-2.2 5a8 1,2528
RGM-2.3 9e10 0,8803
RGM-2.4 11a20 0,1893
RGM-2.5 21e 22 0,0543
RGM-2.6 23 0,0331
RGM-2.7 24 e 25 0,3897
RGM-2.8 26 e 27 0,1404
RGM-2.9 28 0,0970
RGM-2.10 29 a 32 0,5276

A fragdo RGM-2.0 (324,8 mg) foi submetida a uma CC empacotada com
gel de silica e eluida com CH,CI,/CH30OH, com gradiente de eluigdo até CH3OH
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100%. Obtiveram-se 90 fragdes que foram reunidas em 14 novas fragdes apds o

teste de similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 56.

Tabela 56 - Fracionamento cromatografico da fragdo RGM-2.0

Caodigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
RGM-2.0.0 0a3 6,0
RGM-2.0.1 4 0,5
RGM-2.0.2 5a15 3,4
RGM-2.0.3 16 a 54 3,3
RGM-2.0.4 55 1,3
RGM-2.0.5 56 a 57 7.1
RGM-2.0.6 58 a 62 7.1
RGM-2.0.7 63a71 45,3
RGM-2.0.8 72 17,1
RGM-2.0.9 73 7,8
RGM-2.0.10 74a76 13,0
RGM-2.0.11 77a78 1,4
RGM-2.0.12 79 a 81 16,3
RGM-2.0.13 82 a90 11,9

A fragdo RGM-2.0.8 (17,1 mg) foi reunida a fragdo RGM-2.0.9 (7,8 mg) e
submetida a uma CCDP eluida com CH,CIl,/CH30H (97:3), fornecendo 3,4 mg do
alcaldide darcyribeirina (27) (RGM-2.0.8.9P).

A fracdo RGM-7 (8,0825 g) foi submetida a uma CC empacotada com gel
de silica e eluida com CH,CI,/CH30OH, com gradiente de eluicdo até CH30OH 50%.
Obtiveram-se 20 fragdes que foram reunidas em 10 novas fragdes apds o teste de

similaridade por CCD, conforme ilustra a Tabela 57.

Tabela 57 - Fracionamento cromatografico da fragdo RGM-7

Caodigo FracOes reunidas Quantidade (mq)
RGM-7.0 0Oaz2 31,2
RGM-7.1 3e4d 21,0
RGM-7.2 5e6 29,0
RGM-7.3 7e8 40,8
RGM-7.4 9a11 363,2
RGM-7.5 12e 13 1004,8
RGM-7.6 14 a 16 3811,5
RGM-7.7 17 a 18 20447
RGM-7.7 19 1084,8

RGM-7.7 20 e 21 70,5
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A fracdo RGM-7.5 (1004,8 mq) foi submetida a uma CC empacotada com
gel de silica e eluida com CH,CIl,/CH30H, com gradiente de eluigdo até CH;OH
100%. Obtiveram-se 21 fracbes que foram reunidas em nove novas fragdes apds
o teste de similaridade, realizado por CCD comparativa, conforme ilustra a Tabela
58.

Tabela 58 - Fracionamento cromatografico da fragdo RGM-7.5

Caodigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
RGM-7.5.0 Oa7 32,3
RGM-7.5.1 8e9 24,0
RGM-7.5.2 10 48,6
RGM-7.5.3 11a13 348,7
RGM-7.5.4 14 a 17 2151
RGM-7.5.5 18 a 20 119,9

As fragcbes RGM-7.5.1 e RGM-7.5.2 foram reunidas (peso total: 72,6 mg)
e submetidas a uma CC empacotada com gel de silica e eluida com
CH,CI2/CH30H, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%. Obtiveram-se 45
fragcdes que foram reunidas em 10 novas fracbes apos o teste de similaridade por

CCD, conforme ilustra a Tabela 59.

Tabela 59 - Fracionamento cromatografico das fragbes RGM-7.5.1 e RGM-7.5.2 7

Cddigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
RGM-7.5.1.0 0 0,9
RGM-7.5.1.1 1 9,8
RGM-7.5.1.2 2 1,5
RGM-7.5.1.3 3a16 6,3
RGM-7.5.1.4 17 a 24 1,1
RGM-7.5.1.5 25a34 6,4
RGM-7.5.1.6 35a41 6,0
RGM-7.5.1.7 42 5,8
RGM-7.5.1.8 43 6,1
RGM-7.5.1.9 44 a 46 9,7

A fracdo RGM-7.5.1.1 (9,8 mqg) foi submetida a uma CC empacotada com
gel de silica e eluida com CH,CIl,/CH30OH, com gradiente de eluigdo até CH3;OH

100%. Obtiveram-se 19 fracbes que foram reunidas em quatro novas fragoes
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apos o teste de similaridade, realizado por CCD comparativa, conforme ilustra a

Tabela 60.

Tabela 60 - Fracionamento cromatografico da fragdo RGM-7.5.1.1

Cédigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
RGM-7.5.1.1.0 0az2 3,3
RGM-7.5.1.1.1 3 1,0
RGM-7.5.1.1.2 4a12 1,2
RGM-7.5.1.1.3 13a18 0,5

A fragdo RGM-7.5.1.1.0 (3,3 mg) foi submetida a uma CCDP eluida com
CH,CI,/CH30H (95:5), fornecendo 0,6 mg do alcal6ide B-ioimbina (4’) (RGM-

7.5.1.1.0A).

ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DO EXTRATO
DICLOROMETANICO PROVENIENTE DA EXTRACAO ACIDO BASE

O extrato diclometanico RAB (5,6665 g), obtido através da extragao

acido/base, foi submetido a uma CC empacotada com gel de silica e eluida com
CH2CI2/CH30H, com gradiente de eluicdo até CH3;OH 100%. Obtiveram-se 53

fragcdes que foram reunidas em 13 novas fracdes apos o teste de similaridade por

CCD, conforme ilustra a Tabela 61.

Tabela 61 - Fracionamento cromatografico do extrato RAB.

Cdédigo Fracdes reunidas Quantidade (mg)
RAB-1 Oe1 10,6
RAB-2 2 54
RAB-3 3ab 16,1
RAB-4 6a16 26,1
RAB-5 17 762,4
RAB-6 18 1,0227
RAB-7 19 1,3707
RAB-8 20a22 126,8
RAB-9 23a25 100,5
RAB-10 26 a 29 316,8
RAB-11 30a35 248,5
RAB-12 36 a52 70,2
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A fracdo RAB-1 (10,6 mg) foi submetida a uma CC empacotada com gel
de silica e eluida com CH,CIl,/CH30OH, com gradiente de eluicdo até CH3;OH
100%. Obtiveram-se 28 fracbes que foram reunidas em trés novas fragdes apos o
teste de similaridade, realizado por CCD comparativa, conforme ilustra a Tabela
62.

Tabela 62 - Fracionamento cromatografico da fragdo RAB-1

Caodigo Fracdes reunidas Quantidade (mq)
RAB-1.0 0 A10 3,3

RAB-1.1 11A14 1,0
RAB-1.2 15A 20 1,2 isoreserpilina (28)
RAB-1.3 21 A 27 0,5

3.2. Ensaios biolégicos dos extratos brutos e das substancias isoladas

3.2.1. Microrganismos

Os microrganismos utilizados neste trabalho foram a bactéria S.
epidermidis e seis cepas de Staphylococcus aureus: cepa clinica secretora de
enterotoxinas e TTST-1 (LSA 88) e as cepas-padrao ATCC 25923, COL
(meticilina-resistente, MRSA), Smith Diffuse (encapsulado) e RN6390B (agr
positivo, Novick et al., 1993), cujas caracterizagdes estdo descritas na Tabela 63.
A bactéria S. aureus LSA-88 foi isolada pelo LSA/UENF de leite de vacas com
mastite subclinica, em rebanho da regido Norte fluminense. A cepa LSA-88, além
de ser resistente a varios antimicrobianos, apresenta outro fator de viruléncia
importante, que € a secregdo de enterotoxina (SE) e toxina da sindrome do
choque toxico (TSST-1), que tornam o hospedeiro ainda mais vulneravel no
quadro de infeccao devido a liberacdo de moléculas pro-inflamatérias que
acentuam a reacgao do tecido mamario infectado na presenca dessas toxinas
(Yokomizo et al., 1995).
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Tabela 63 - Microrganismos utilizados nos testes de difusdo em agar e
concentracdo minima inibitéria

Microrganismo Grupo Cepa Procedéncia
S aureus Gram-positiva LSA-88 bovina Laboratério de Sanidade
' P toxigénica Animal-UENF/Campos-RJ
S.aureus Gram-positiva ATCC25923 andagao Oswaldo - Cruz-
Fiocruz — RJ
" Laboratério Biotecnologia-
S.aureus Gram-positiva ATCC10832 LBT/UENF/RJ
COL - Meticilina
resistente Laboratério de Biologia
S.aureus Gram-positiva (Sabath et al., Molecular de Bactérias-

1974; Shafer e LBMB/UFRJ/RJ
landolo, 1979)

S.aureus Smith Gram-positiva ATCC13709 Laboratério Biotecnologia-
Diffuse (SD) P capsula-positiva LBT/UENF/RJ

S.aureus Gram-positiva ATCC 55620 - Laboratério Biotecnologia-
RN6390B P agr positiva LBT/UENF/RJ
S.epidermidis " Fundacdo Oswaldo Cruz-
(SE) Gram-positiva ATCC12228 Fiocruz — RJ

3.2.1.1. Preparo dos In6culos
Staphylococcus sp.

As cepas de S. aureus foram distintamente cultivadas em agar estoque
(BHA-Brain Heart agar, Acumedia, EUA), previamente reativadas em tubos de
ensaio contendo caldo BHI (Acumedia, EUA) e levadas a estufa tipo B.O.D.
(Cientec modelo CT705) a 37 °C por 24 horas. A concentragdo inicial de cada
in6culo foi obtida através da transferéncia de colbnias ativadas para caldo BHI
estéril até atingir uma turbidez equivalente a uma concentragdo de 0,5 McF em
fotbmetro (Densimat®, bioMérieux, Franga), equipado com leitor para

comprimento de onda 550 nm (Araujo et al., 2004).

3.2.2. Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos alcaloides ajmalicina (92)
ou RMAD-4 E RMAD-6, dos extratos das folhas de R. mattfeldiana e das
cascas das raizes de R. mattfeldiana e de R. grandiflora

Para a avaliagcdo da atividade antimicrobiana dos extratos brutos em

metanol e em diclorometano de R. mattfeldiana e R. grandiflora, foram
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empregados dois métodos: o método da difusdo em agar descrito por Rojas et al.
(2006) e o método da diluigdo em meio liquido, baseado na metodologia descrita

por Lemos 1997.

3.2.2.1. Pelo método da difusdo em agar

Os extratos brutos foram secos até a completa remogao (por secagem
natural) do solvente de origem (metanol ou diclorometano) e, em seguida, foram
diluidos em DMSO p.a. (dimetilssulfoxido - VETEC), obtendo-se as concentragdes
mostradas na Tabela 64. O antibidtico gentamicina foi diluido em agua destilada
estéril de maneira a se obterem as concentragdes de 30 ug/mL e 10 ug/mL, e os
alcaléides ajmalicina e RMAD-6 diluidos em DMSO p.a., em quantidade suficiente

para se obter a concentracao de 3,65 mg/mL.

Tabela 64 - Concentracdo dos extratos das folhas de R. mattfeldiana: RMAD
(extrato diclorometanico) e EMAB (extrato metandlico); das cascas
das raizes de R. mattfeldiana: RM (extrato diclorometanico) e MR
(extrato metandlico); das cascas das raizes de R. grandiflora: RG
(extrato diclorometanico) e RGM (extrato metandlico)

Espécie Parte estudada Extrato/substanciaisolada  ug/50uL
R. grandiflora Cascas raizes (RG) diclorometano 2,13
(RGM) metandlico 213
R. mattfeldiana  Cascas raizes (RM) diclorometano 2,13
(MR) metandlico 213
Folhas (RMAD) A/B diclorometano 2,13
(EMAB) A/B metandlico 2,13

Os indculos foram obtidos a partir de culturas recentes das bactérias
citadas na Tabela 52, preparando-se suspensdes padronizadas pela turvagao
equivalente a 0,5 da escala de MacFarland, em caldo BHI. Aliquotas de 100 uL
das suspensdes de microrganismos foram semeadas na superficie do meio de
cultura agar BHA, com auxilio de um suabe estéril. Em cada placa de Petri
previamente semeada, foram perfurados cinco orificios circulares (minipogos),
com perfurador, de 6 mm de didmetro, em que foram colocados 50 uL do
antibidtico gentamicina, dos alcaléides ajmalicina (92) e RMAD-6, do solvente
(DMSO p.a) e dos extratos metandlicos e dos extratos em diclorometano nas

concentracdes descritas na Tabela 53. Apds incubacéo das placas, por 24 h, em
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estufa tipo B.O.D. a 37 °C, os didametros dos halos de inibicdo foram medidos com
0 auxilio de um paquimetro digital (marca STARRET, Brasil). Os resultados do
teste de susceptibilidade foram interpretados de acordo com a Tabela de zonas
de inibicdo baseada em Performance Standards for Antimicrobial Disk
Susceptibility Tests (Laborclin, Parana, Brasil), utiizando como antibiotico para
comparacgao (controle positivo) a gentamicina (30 g/mL e 10 g/mL). O experimento
foi realizado em triplicada e as médias dos resultados comparadas pelo teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

DMSO Gentamicina

Extrato 1

xtrato 2

Figura 11. Esquema da aplicagdo de amostras na placa. Cada orificio representa
um pogo onde foram aplicados 50 uL dos tratamentos, do solvente
DMSO e do antibiético gentamicina no agar BHA.

3.2.2.2. Pelo método de diluicdo em meio liquido
3.2.2.2.1. Teste de crescimento em solventes

Para conducgao dos testes com os extratos das plantas, foram realizados
testes de crescimento dos microrganismos em questdo, em meios contendo
metanol, diclorometano e DMSO, na auséncia dos extratos.

Os solventes foram diluidos em Caldo BHI nas concentracbes de 50, 25,
15 e 5%. Cada tubo foi inoculado com as bactérias S. aureus cepa LSA-88
descrita na Tabela 63 (0,8 McF), preparado conforme descrito no item 4.2.1.1.
Apds incubacdo dos tubos em estufa, a 37°C por 24 horas, 0,1 mL do

sobrenadante foi inoculado em placas de Petri contendo agar BHA. As placas
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foram incubadas em estufa tipo B.O.D. a 37 °C por um periodo de 24 horas. Os
resultados obtidos em cada tratamento foram expressos em funcdo da
sensibilidade do microrganismo, conforme metodologia utilizada por Lemos
(1997). Dessa forma, a auséncia de crescimento no agar (A) correspondeu ao nao
crescimento de nenhuma UFC (unidades formadoras de col6nias). A presencga de
pelo menos 10 UFC correspondeu a crescimento bacteriano intermediario (I); a
presenca de crescimento aparente (P) correspondeu a formagao de até 300 UFC,
e a presenca de um numero superior a 300 UFC, com aspecto de confluéncia de

colénias, foi considerado como auséncia de atividade.

3.2.2.2.2. Avaliacdo dos extratos metandlicos das cascas das raizes de R.

mattfeldiana e R. grandiflora

Os tubos para diluicdo seriada dos extratos continham 2,0 mL de Caldo
BHI, e o plaqueamento foi feito em agar BHA.

Os extratos metandlicos de R. mattfeldiana e de R. grandiflora e o alcaldide
ajmalicina (92) foram solubilizados em DMSO p.a., nas concentragdes descritas
no item 3.2.2.1. Em seguida, 2,0 mL do extrato diluido (2,13 mg/50uL) foram
adicionados a 2,0 mL do meio BHI (Acumedia, EUA) contido em um tubo Falcon,
correspondendo a primeira diluigdo 1:10 (primeiro tubo). Transferiram-se 2 mL do
conteudo do primeiro tubo para o segundo tubo também contendo 2 mL de caldo
BHI e, assim por diante, até o sexto tubo, de maneira a se obter uma diluicdo
seriada de cada um dos extratos avaliados. A cada tubo foi adicionado um volume
de 100 pL de suspensdo da bactéria S.aureus (LSA-88), padronizada pela
turvacao equivalente a 0,5 da escala de MacFarland, em caldo BHI. Apds o cultivo
a 37 °C por 24 horas, 0,1 mL do contetdo de cada tubo foi semeado em placas de
Petri contendo agar BHA (Acumedia, EUA), conforme ilustra o esquema mostrado
na Figura 12. Apos o periodo de incubagao das placas (a 37 °C por 24 horas), foi
realizada a contagem de UFC (unidades formadoras de colbnias) obtidas em cada
tratamento, com subsequente comparagdao com o controle. O controle foi
preparado de maneira similar aos extratos, porém os tubos de ensaio contendo o
caldo BHI receberam inicialmente 2,0 mL do solvente DMSO p.a., ou seja, apenas
o solvente sem o extrato adicionado, para a realizacdo da diluicdo seriada,

conforme foi feito com os extratos.
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Figura 12. Esquema de diluigdo dos extratos vegetais e da ajmalicina (92) ou
RMAD-4 seguido da inoculagdo do S aureus LSA-88.

3.2.3. Avaliacdo da producdo de enterotoxinas (SE) ap0s tratamento com

extrato de Rauvolfia

Para este experimento, foi utilizado um kit de deteccdo visual de
imunoensaios TECRA® (Immunoassay VIA™ -Bioenterprises Pty. Ltd., Australia)
baseado na técnica de ensaio imunoenzimatico (ELISA), de acordo com
resultados previamente obtidos (Vieira-da-Motta et al., 2001).

O extrato RGM (metandlico das cascas das raizes de R. grandiflora) foi
diluido em DMSO de maneira a se obter uma concentragao de 500 pg.mL'1. Este
extrato foi selecionado por estar entre os que apresentaram maior atividade no
que diz respeito a inibicdo da cepa S. aureus. LSA-88 produtora de enterotoxinas
(Vieira-da-Motta et al., 2001).
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Os cultivos bacterianos a 37°C em meio liquido BHI (Acumedia, EUA), na
auséncia de extrato (controle) e presenga dos extratos, tiveram seu crescimento
acompanhado através da medida espectrofotométrica do grau de turbidez em
DOss0nm, utilizando-se a escala de valores McFarland (Densimat, bioMérrieux,
Franga), para garantir uma populagcéo de células proporcional entre o controle e
os tratamentos, de maneira a permitir a comparacao da producao de enterotoxina
pelas células dos controles e dos tratamentos. O grau de turbidez, para a
equivaléncia do numero de células entre controle e tratamentos, deu-se com 3
horas para o controle e 4 horas para os tratamentos.

Apos a centrifugagéo (12,6xg por 10 minutos a temperatura ambiente), os
sobrenadantes foram submetidos a avaliacdo quantitativa das enterotoxinas
utilizando-se o kit TECRA®, de acordo com as instrucdes do fabricante para a
deteccado de enterotoxinas A, B, C, D e E (limites de deteccao inferiores a 1
ng/mL).

As amostras dos sobrenadantes (que desenvolveram gradualmente uma
coloracao proporcional ao nivel de toxinas presentes) foram lidas em leitor de
ELISA (Biorad, EUA) em filtro DO41onm.

O experimento foi realizado em triplicatas. Para analise dos resultados, foi

utilizada estatistica descritiva.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinacdo estrutural dos alcaléides de Rauvolfia

O estudo fitoquimico de Rauvolfia grandiflora e Rauvolfia mattfeldiana
resultou no isolamento de onze alcaldides inddlicos monoterpénicos:
isoreserpilina (92), Np-6xido-isoreserpilina (2’), darcyribeirina (27), B-ioimbina (4’),
ajmalicina (97), reserpina (138), rescinamina (143), 10-metoxireserpina (8’),
Na-metilrauflorina (9), perakina (166) e vinorina (153).

Todas as substancias isoladas e identificadas neste trabalho, com

excecao da Np-metilrauflorina (97), ja foram descritas na literatura, a saber:
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A determinagao estrutural dos alcaldides inddlicos foi realizada seguindo
as etapas: a) levantamento bibliografico, o qual indicou a presenca de alcaldides
indolicos monoterpénicos no género Rauvolfia. b) utilizagdo de técnicas de
RMN uni-'"H e "°C e bidimensionais COSY 'H-'H, NOESY, HMQC, HMBC, e
utilizacdo de dados espectrais de massas e na regido do infravermelho. c)
comparagdo com dados espectrais da literatura para alcaldides inddlicos

monoterpénicos.

4.1.1. Determinacdao estrutural do alcaléide 92

A substancia (92) apresentou-se como um solido de cor castanha-escuro,
revelando ser um alcaléide por meio do teste com o reagente de Dragendorff.

O espectro na regiao do infravermelho (Figura 13, v. 2) apresentou
absorcdes em 3361 (N-H), 1699 (C=0 conjugada de éster) e 829 - 771cm™ (C-H
de anel benzénico substituido) (Majumdar et al., 1973; Wolter-Filho, 1981).

O espectro de RMN 'H (Figura 14, v.2; e Tabela 65) apresentou sinais
(6n) correspondentes a grupos metila, metoxila de grupo carbometoxi, metoxila

ligada a anel aromatico, hidrogénios aromaticos, grupos metinicos, grupos
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metilénicos e hidrogénio ligado a nitrogénio referente a grupamento amina, e, no
espectro de RMN *C (Figuras 19 e 20, v.2; Tabela 65), observou-se a presenca
de sinais (d¢) para 23 atomos de carbono.

No espectro de RMN 'H (Figura 15, v.2), observaram-se dois sinais
simples em &y 3,89 e oy 3,85, caracteristicos de grupos metoxila ligados a anel
benzénico, correspondentes aos sinais em §. 56,15 e &; 56,31 no espectro de
RMN "*C, sugerindo a presenca de dois grupos metoxila ligados ao anel A. O
espectro de HMQC (Figuras 23 a 25, v.2; Tabela 65) permitiu confirmar esses
sinais a partir das correlacdes, OCHs-10 (5. 56,15)/3H-OCH3-10 (84 3,89, 'Jcn);
OCHs-11 (8, 56,31) / 3H-OCHs-11 (84 3,85, 'Jcn), corroboradas ainda pelas
correlacdes C-10 (8. 144,59)/3H-OCH3-10 (81 3,89, 2Jcn),/C-11 (8. 146,23)/3H-
OCHa-11 (84 3,85, *Jcn), observadas no espectro de HMBC (Figuras 26 a 28, v. 2;
Tabela 65).

Dois sinais simples centrados em o6y 6,89 e 64 6,78, relativos aos
hidrogénios H-9 e H-12 respectivamente, apresentaram correlagdes com os sinais
d¢c 100,32 e 5. 94,90, observadas no espectro de HMQC, sugerindo um padrao de
substituicdo para no anel benzénico, confirmado através das correlagbes a longa
distdncia entre  C-11 (5. 146,23) /H-9 (3y 6,89, 3Jen), e
C-10 (8. 144,59) /H-12 (84 6,78, *Jch), observadas no espectro de HMBC (Figuras
26 a 28, v. 2; Tabela 65).

Um sinal simples integrando para um hidrogénio em 6y 8,07, observado
no espectro de RMN 'H, foi atribuido a um hidrogénio ligado ao atomo de
nitrogénio do nucleo inddlico, como ja indicado pela presenga da banda com
absorgdo em 3361 cm™, no espectro na regido do infravermelho, confirmado
ainda pelas correlagdes a longa distancia entre HN-1 (84 8,07, 3Jcn) com
C-7 (5. 107,47) e C-8 (5. 119,84) e HN-1 (84 8,07, 2Jcy) com
C-13 (8¢ 130,15) e C-2 (&; 133,19), observadas no espectro de HMBC (Figuras 26
a 28, v. 2; Tabela 65).

A presenga de um grupo carbometoxi ligado ao atomo de carbono C-16
[(sz) comum no esqueleto para alcaldides do tipo corinanteano] (Zenk, 1980),
apresentado no espectro da regido de infravermelho (Figura 13, v. 2), foi apoiada

pela correlagcdo OCH3-22 (5. 51,00) com um sinal simples integrando para trés
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hidrogénios em &y 3,73, 'Jcn, apresentadas nos espectros de HMQC (Figuras 23
a 25, v. 2; Tabela 65).

A localizacdo deste grupo foi confirmada através das correlagdes entre
C-22 (8, 167,98), com um sinal em &y 3,73 (OCH3-22, ®Jcy), e um sinal simples
relativo a um hidrogénio H-17 vinilico, ligado a um heteroatomo em &y 7,56, 3JCH,
apresentadas no espectro de HMBC (Figuras 26, v. 2; Tabela 65).

A presenga de um sinal duplo em &y 1,38 com J = 6,2 Hz foi atribuida ao
grupo Me-18 (comum no esqueleto para alcaldides do tipo corinanteano, Zenk,
1980), acoplando com um duploquadupleto, relativo a um hidrogénio carbindlico
em oy 4,48 comJ =6,2e 10,3 Hz.

Aliada a biossintese, a localizagao deste grupo foi confirmada através das
correlacdes a longa distancia dos carbonos C-19 (8. 72,39, 2JcH) e C-20 (3. 38,29,
3JcH) com trés hidrogénios (H-18, 8y 3,73), apresentadas nos espectros de HMBC
(Figuras 28, v. 2; Tabela 65).

Outras correlagdes a longa distancia dos demais atomos de carbono
encontram-se sumarizadas na Tabela 65.

As estereoquimicas relativas dos hidrogénios H-3, H-15 e H-20 do anel D,
do hidrogénio H-19 e do grupo Me-18 no anel E foram definidas com base nas
constantes de acoplamento apresentadas pelas formas dos heteroioimbindides,
mostradas no Esquema 1 (Bruyn et al., 1989).

A relacgédo trans entre os hidrogénios H-19 e H-20 foi deduzida com base
nos deslocamentos quimicos e na constante de acoplamento dos mesmos. Para
valores de &y apresentados pelo hidrogénio H-20 na regido entre 1,61-1,86 ppm,
a relagao entre ambos é trans, para valores entre 2,01-2,29, a relagao é cis, para
valores de &4 apresentados pelo hidrogénio H-19 na regido entre 3,5-3,8 ppm,
associa-se com as séries H-19a, H-20p, e para valores entre 4,2—4,5 associa-se
com as séries H-19f3, H-20a (Bruyn et al., 1989).

Portanto, com base nos valores de &y apresentados pelos hidrogénios
H-19 (84 4,48) e H-20 (54 1,66) no espectro de RMN 'H (Figuras 14, 15 e 18, v.2),

podemos inferir uma relagao trans 19, H-20a para o alcaléide (92).
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Normal Pseudo Epiallo

Esquema 1. Estruturas de alcaldides heteroioimbinodides baseadas na
estereoquimicas do anel D (Bruyn et al., 1989).

Esta relacao as formas (allo e epiallo, Esquema 1) foi corroborada ainda
através do valor de J = 10,3 Hz entre H-19 e H-20, apresentado no espectro de
RMN "H (Figuras 14 a 18, v.2), consistente para relagdes trans entre hidrogénios
vicinais em anéis de seis membros (Friebolin, 1993).

A relagao cis entre os hidrogénios H-20 e H-15 foi estabelecida com base
no valor de J = 4,4 Hz, consistente com as formas allo e epiallo apresentadas na
Figura 18, v.2.

Observou-se no espectro de RMN 'H (Figuras 17 e 18, v.2), um
quadupleto em oy 1,48 (J = 12,5 Hz, H-14b) e um multipleto em &4 2,51 (H-14a),
onde a constante de acoplamento de 12,5 Hz refere-se a um acoplamento
geminal, sugerindo a presencga do grupo metilénico (2H-14) em um sistema ciclico
de seis membros, confirmado através das correlacdes apresentadas no espectro
de 'H-'H-COSY (Figuras 21 e 22, v.2).

Esses sinais observados apresentaram correlagcbes com um sinal em
dc 34,14 através do espectro de HMQC (Figura 23, v. 2). O sinal em 3y 1,48 mais
protegido refere-se ao hidrogénio axial (H-14b), enquanto que o sinal em &y 2,51
refere-se ao hidrogénio equatorial (H-14a).

Para o quadupleto, em adi¢cdo, a constante de acoplamento de 12,5 Hz
para (H-14a, H-14b) dois valores de 12,5 Hz, para as constantes de acoplamentos
vicinais € consistente com a proposta de uma posi¢cdo antiperiplanar do
hidrogénio H-14a com os hidrogénios H-3 e H-15, consequentemente os
hidrogénios H-3 e H-15 encontram-se em uma posi¢gdo sinaxial. Portanto,
reconhecendo que o hidrogénio H-15 esta a posicionado, entdo o hidrogénio H-3
também devera estar alfa posicionado (Bruyn et al., 1989).

Portanto, com os valores de 6y e das constantes de acoplamento para os

hidrogénios H-19 e H-20, aliados a configuragao a relativa aos hidrogénios H-3 e
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H-15, pode-se entdo estabelecer uma configuragao relativa o, o, o € B para os
hidrogénios H-3, H-15, H-20 e H-19 respectivamente, consistente com uma
configuracao allo (Esquema 1).

No espectro de massas (Figura 29, v.2), observou-se o pico do ion
molecular [M]™ 412 compativel com a formula molecular C,3H2s05N,, onde os
fragmentos de m/z 155 e m/z 141 (Esquema 2) sdo caracteristicos de esqueletos
do tipo heteroioimbindides (Malik et al., 1981).

Os dados descritos acima para o alcaléide 92 estdo de acordo com os
descritos em literatura (Bruyn et al.,, 1989) para o alcaldide isoreserpilina
(10,11-dimetoxitetraidroalstonina), comprovando assim a proposta estrutural para
o alcaldide 92, isolado por Cancelieri (2001) a partir extrato em diclorometano de
R. grandiflora.

Isoreserpilina (92) foi o primeiro alcaldide identificado neste trabalho,
realizado no Setor de Quimica de Produtos Naturais da UENF com a espécie R.
grandiflora, sendo que a estrutura apresenta um esqueleto tipo corinanteano, e o
conhecimento de seus dados espectroscopicos foi de grande importancia na

elucidacao estrutural dos alcalodides posteriormente identificados.
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Tabela 65 - Dados de RMN 'H (400 MHz) e "C (100 MHz) em CDCls e as

correlacbes observadas nos espectros de HMQC e HMBC do
alcaloide 92 em CDClIs. Os deslocamentos quimicos (s) estdo em
ppm e as constantes de acoplamento (J, entre parénteses) estdo em

Hz

HMQC HMBC
S¢c Sn ?Jch e
C
2 133,19 - H-3; HN-1 2H-14
7 107,47 - 2H-6 HN-1; H-9; H-5a; H-3
8 119,84 - H-12; HN-1
10 144,59 - H-12; MeO-10
11 146,23 - H-9; MeO-11
13 130,15 - HN-1; H-12 H-9
16 109,48 - H-17; H-15 H-14b
22 167,98 - H-15; H-17; MeO-22
CH
3 59,82 3,34 (dl, 12,5) H-14b 2H-5; 2H-21
9 100,32 6,89 (s)
12 94,90 6,78 (s)
15 31,17 2,72 (dt, 4,4; 12,5) 2H-14 H-17; H-21a
17 155,70 7,56 (s) H-15
19 72,39 4,48 (dq, 6,2; 10,3) 3H-18; H-20 H-17; 2H-21; H-15
20 38,29 1,66 (m) 2H-21 H-14a; 3H-18
CH,
5 53,42 2,91 (m) 2H-21
2,49 (m)
6 21,73 2,86 (m) 2H-5
2,61 (m)
14 34,14 2,51 (m) H-3
1,48 (g, 12,5)
21 56,05 3,05 (dl, 12,1) H-3; H-5a
2,66 (dd, 12,1; 3,3)
CHs;
18 18,35 1,38 (d, 6,2)
MeO-10 56,15 3,89 (s)
MeO-11 56,31 3,85 (s)
MeO-22 51,00 3,73 (s)
HN-1 8,07 (s)
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Esquema 2. Interpretacdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas do alcaloide 92.
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4.1.2. Determinagéo estrutural do alcal6ide 2’

A substancia 2’ apresentou-se como um sélido amorfo, de cor castanha,
revelando ser alcaldide através do teste para alcaldides com o reagente de
Dragendorft.

O espectro na regido do infravermelho (Figura 30, v.2) apresentou
absorcdes em 3330 (N-H), 1691 (C=0 conjugada de éster) e 819 -773 cm™ (C-H
de anel benzénico substituido) (Majumdar et al., 1973; Wolter-Filho, 1981).

Os dados espectrais de RMN 'H e "*C (Figuras 31 a 36, v.2; Tabela 66)
do alcaldide 2’, quando comparados com os do alcaldéide 92, revelaram que suas
estruturas eram bastantes semelhantes, apesar dos dados de RMN n&o
apresentarem uma resolucao satisfatéria, visto que a multiplicidade de muitos
sinais ndo pdde ser observada, necessitando a posteriori de novas medidas com
variacao de solvente e temperatura. Portanto, desta forma supds-se que as
estereoquimicas para os hidrogénios H-3, H-15 e H-20 do alcaléide 2’ fossem
iguais as do alcaloide 92.

Apesar da semelhanca dos dados de RMN, p6de-se observar através do
espectro de massas (Figura 41, v.2), o pico do ion molecular m/z 428 daltons
(IM]"") compativel com a formula molecular C23H2806N2, € 0 pico base em m/z 412
[M-16]", resultante da perda de oxigénio, sugerindo entdo para o alcaléide 2’
estrutura de um N-6xido (Kam et al., 1999). Os picos apresentados pelo alcaldide
2’, com excecdo do fragmento em (m/z 427), relativo ao ([M]**), correspondem
aos observados para o alcaldéide 92, diferindo apenas nas intensidades relativas.
Os principais fragmentos encontram-se no Esquema 03.

Os sinais observados nos mapas de correlagao dos espectros de HMQC

e HMBC (Figuras 37 a 40, v.2; Tabela 66) corroboram a proposta estrutural para o
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alcaloide 2’, visto que observou-se uma desprotecdo nos sinais relativos aos
carbonos ligados diretamente ao atomo de nitrogénio [CH-3 69,92 ppm (2’), 59,82
ppm (2') e C-5 68,51 ppm (2’), 53,42 ppm (2’)] (Figuras 37 e 38, v.2), como era de
se esperar.

Portanto, propde-se para o alcaldide 2' a estrutura do Np-Oxido-

isoreserpilina, ja descrita anteriormente por Cancelieri (2001).

Tabela 66 - Dados de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) para N-6xido-
isoreserpilina  (2') e isoreserpilina (92), em CDCIl;. Os
deslocamentos quimicos (5) estdo em ppm e as constantes de
acoplamento (J, entre parénteses) estdo em Hz

2’ 92
dc On *Jeu *Jen S¢c ou
C
2 127,37 - HN-1; H-6 133,19 -
H-3

7 105,81 - H-6 HN-1; H-5% H-9 107,47 -

8 118,90 - HN-1; H-12 119,84 -

10 145,33 - H-9 MeO-10; H-12 144,59 -

1 147,56 - H-12 H-9; Me0-11 146,23 -

13 131,46 - HN-1; H-9 130,15 -

H-12

16 107,80 - H-17 109,48 -

22 167,99 - H-17; MeO-22 167,98 -

CH

3 69,92  459(sl)  H-14a H-21b 50,82 3,34 (dl, 12,5)

9 99.90  6.85(s) 100,32 6,89 (s)

12 9528 699 (s) 94,90 6.78 (s)

15 25,65 2,49 (m) H-3; H-17; H-21b 31,17 2,72 (dt, 4,4;

12,5)

17 15661 7,60 (s) 155,70 7,56 (s)

19 7315 543 (m)  3H-18  H-17:2H-21 | 7239 448 (dq,6,2:10,3)

20 3741 156 (m)  H-15;  H-14b; 3H-28 | 3829 1,66 (m)

2H-21
CH,
5 6851 3,82 (m) H-6a H-21b 53,42 2,91 (m)
3.67 (m) 2.49 (m)

6 2048 2,98 (m) 21,73 2.86 (m)

i 2.61 (m)

14 26,08 2,82 (m) 34,14 2,51 (m)

2,52 (m) 1,55 (q, 12.5)

21 56,74 3,72 (dl, 12,4) 56,05 3,05 (dl, 12,1)

3.29 (dl, 12.4) 2,66 (dd,12,1:3.3)
CHs;

18 1859 1,55 (d, 6.0) 1835  1.38(d, 62)
MeO-10 56,17 3,91 (s) 56,15 3,89 (s)
MeO-11 5640  3.94(s) 56,31 3.85 (s)
MeO-22 5123  3.74(s) 51,00 3.73 (s)

HN-1 9,00 (s) 8.07 (s)
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Esquema 3. Interpretacdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas do alcaloide 2’.



115

4.1.3. Determinacdo estrutural do alcaléide 27

A substancia 27 apresentou-se como um solido amorfo de cor castanha-
escuro com ponto de fusdo 154 °C, revelando ser alcaldide inddlico através do
teste com o reagente de Dragendorff.

O espectro na regido do infravermelho (Figura 42, v.2) apresentou
absorcdes em 3336 (N-H), 1705 (C=0 conjugada de éster) e 831 - 769 cm™ (C-H
de anel benzénico substituido) (Majumdar et al., 1973; Wolter-Filho, 1981).

A comparacdo dos dados espectrais de RMN 'H e ®C (Tabela 67) do
alcaldéide 27 com o alcaldide 92 revelou grande semelhanga em seus esqueletos
carbdnicos, diferindo basicamente nos sinais relativos aos atomos de carbono
C-18 e C-19, revelando a auséncia do sinal duplo, integrando para trés
hidrogénios, caracteristico do grupo metila ligado ao carbono C-18, apresentado
no espectro de RMN "H (Figuras 43 a 46, v.2) para o alcaldide 92.

Entretanto, observou-se, nos espectros de HMQC (Figuras 52 a 54, v.2),
a presenca de dois sinais largos em &4 4,70 e 4,58 acoplando entre si [Figuras 49
a 51, v.2, ( espectros de "H-"H-COSY), relativos aos atomos de hidrogénio H-18a
e H-18b, respectivamente, correlacionados com um carbono sp2 em 6. 93,51
(CH2-18), caracteristico de grupo vinilidénico terminal (Cancelieri, 2001).

A localizagdo inequivoca de uma ligacdo dupla entre os atomos de
carbono C-19 e C-18 no alcal6ide 27 foi deduzida através das correlagdes a longa
distdncia do atomo de carbono C-19 (6. 155,67) com o atomos de hidrogénio
2H-18 (814 4,70 e 4,58, 2Jch) e H-17 (84 7,48, Jcn), observadas nos espectros de
HMBC (Figuras 55 a 58, v.2).

As correlagdes adicionais estdo sumarizadas na Tabela 67.
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No espectro de massas (Figura 59, v.2), observou-se o pico do ion
molecular m/z 410 daltons ([M]") compativel com a férmula molecular
C23H2605N2, onde os fragmentos de m/z 154 e m/z 141 (Esquema 4) sao

compativeis com esqueletos do tipo heteroioimbinoide (Malik et al., 1981).

Tabela 67 - Dados de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) em DMSO-ds e as
correlacbes observadas nos espectros de HMQC e HMBC do
alcaléide 27. Os deslocamentos quimicos (5) estdo em ppm e as
constantes de acoplamento (J, entre parénteses) estdo em Hz

HMQC HMBC
8¢ 8 ?JcH Ik
C
2 132,71 - H-3; HN-1
7 106,23 - HN-1; H-9; H-5a; H-9
8 119,84 - H-12; HN-1
10 144 17 - H-12; MeO-10
11 145,82 - H-9; MeO-11
13 130,46 - H-9
16 108,43 - H-17
19 155,67 2H-18
22 165,86 - MeO-22
CH
3 54,35 3,33 (dl, 12,5) 2H-5; 2H-21
9 101,22 6,88 (s)
12 96,26 6,91 (s)
15 28,47 2,83 (dt, 4,4; 12,5) H-17
17 151,25 7,48 (s) H-15
20 36,02 2,90 (m) 2H-18
CH,
5 51,68 3,02 (m)
2,58 (m)
6 20,01 2,80 (m)
2,52 (m)
14 29,62 2,70 (m)
1,75 (q, 12,5)
18 93,51 4,70
4,58
21 51,86 2,83 (dl, 12,1)
2,60 (dd, 12,1; 3,3)
CHs;
MeO-10 55,98 3,75 (s)
MeO-11 56,27 3,76 (s)
MeQO-22 50,82 3,73 (s)

HN-1 10,19 (s)
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Os dados espectrais desse alcaldide, isolado do extrato em metanol de R.
grandiflora, foram comparados com os dados do alcaloide Darcyribeirina, isolado
do extrato em diclorometano de R. grandiflora por Cancelieri (2001), de onde

conclui-se que se tratava da mesma substancia.

"
MeO
He & N*
=
MeO S
MeO N @]
(0]
m/z 410 (0] m/z 409
. H
Me _|_1_
T
S NG
@W i S N
H H m/z 257
m/z 395 m/z 230

(0] m/z 216

Esquema 4. Interpretacdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas do alcaloide 27.
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4.1.4. Determinacdo estrutural do alcal6ide 4’

A substancia (4’) apresentou-se como um 6éleo viscoso de cor amarela

clara, revelando ser um alcaldide através do teste com o reagente de Dragendorff.

Os espectros de RMN "H (Figuras 60 a 64, v.2) apresentaram sinais (3y)
correspondentes a grupos metoxila de grupo carbometoxi, hidrogénios aromaticos
e hidrogénio ligado a nitrogénio referente a grupamento amina, e, no espectro de
RMN 'C (Figura 65 a 67, v.2), observaram-se sinais (8.) para 23 atomos de
carbono.

O espectro de RMN "H (Figura 61, v.2) apresenta quatro sinais relativos
aos atomos de hidrogénio aromaticos acoplando entre si ('H-"H-COSY) (Figuras
76 a79,v.2) 8y 7,45 (1H,d, 3 =7,7 Hz), 7,07 (1H, dt, J = 7,7 e 1,4 Hz), 7,13 (1H,
dd, J =77 e 1,4 Hz) e 7,30 (1H, d, J = 7,7 Hz) caracteristicos de um nucleo
inddlico, indicando que o anel A encontra-se livre de substituintes (Azoug et al.,
1995), confirmado através das correlagdes heteronuclear (HMQC) (Figuras 68 a
71, v.2), em que se observam as correlagdes a 'Jcy entre CH-9 (8¢ 118,12)/H-9
(dn 7,45), CH-10 (8¢ 119,41)/H-10 (dn 7,07), CH-11 (6¢ 121,44)/H-11 (6 7,13),
CH-12 (8¢ 110,79)/H-12 (8 7,30).

Um sinal simples integrando para um hidrogénio em 6y 7,89, observado
no espectro de RMN 'H (Figura 61, v.2), foi atribuido a um hidrogénio ligado ao
atomo de nitrogénio do nucleo inddlico, confirmado ainda pelas correlagbes a
longa distancia entre HN-1 (81 7,89, 3Jch) com C-7 (8. 108,26) e C-8 (5. 127,31) e
HN-1 (84 7,89, 2Jch) com C-2 (8. 134,12), observadas nos espectros de HMBC
(Figura 72 a 75, v.2; Tabela 68).
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A presenga do nucleo inddlico livre de substituintes foi também
corroborada pelas correlagdes heteronucleares a longa distancia apresentadas no
espectro de HMBC (Figuras 72 a 75, v.2) através das correlagdes a entre CH-
9 (8¢ 118,12)/H-11 (84 7,13), CH-10 (6¢ 119,41)/H-12 (84 7,30), CH-11 (8¢
121,44)/H-9 (64 7,45), CH-12 (3¢ 110,79)/H-10 (8y 7,07), C-7 (8¢ 108,26)/HN-1 (34
7,89) e C-13 (6¢ 136,02)/H-9 (64 7,45)/H-11 (6n 7,13); as demais correlagdes
estdo descritas na Tabela 68.

A presencga de um grupo carbometoxi ligado ao carbono C-16 [comum no
esqueleto para alcaldides do tipo corinanteano] (Zenk, 1980) apresentado no
espectro da regidao de infravermelho foi apoiada pela correlagdo OCH3-22 (3
51,94) com um sinal simples integrando para trés hidrogénios em 8y 3,83, "Jch,
apresentadas nos espectros de HMQC (Figuras 68 a 71, v. 2). A localizag&o deste
grupo foi confirmada através das correlagbes entre C-22 (6. 174,85) com [6y 3,83,
OCH3-22, ®Jcy], com um sinal duplodupleto relativo ao hidrogénio H-17 carbindlico
em &4 3,83, 3Jcn, apresentadas no espectro de HMBC (Figuras 72 a 75, v.2;
Tabela 68).

Podem-se observar a auséncia dos sinais relativos ao grupo Me-18, a
insaturagao nos atomos de carbono C-16 — C-17 e a oxigenagéo no carbono C-18
(comum no esqueleto para alcaldides do tipo corinanteano; Zenk, 1980); observa-
se ainda nos espectros de HMQC (Figuras 68 a 71, v.2) a presenga de um sinal
duplodupleto relativo ao hidrogénio carbindlico H-17 em &4 3,83, correlacionando
com o atomo de carbono C-17 em &¢c 72,19, caracteristico do esqueleto tipo
ioimbina (Breitmaier, 1987; Shamma, 1979).

As demais correlagbes a longa distdncia dos atomos de carbono
encontram-se sumarizadas na Tabela 68.

A estereoquimica relativa do grupo hidroxila ligada ao carbono C-17 (&
72,19) do alcaléide 4’ foi definida por comparagdo com os valores de &
registrados na literatura para os alcaldides B-ioimbina (5: 71,6, Mo-1) e ioimbina
(6c 66,9, Mo-2), confirmando assim a estrutura do alcaléide 4’ (Breitmaier, 1987,
Shamma, 1979).

As estereoquimicas relativas dos hidrogénios H-3, H-15 e H-20 do anel D
e dos hidrogénios H-16 e do H-17 no anel E foram estabelecidas por comparagéao

com dados de literatura para o alcaléide B-ioimbina (Breitmaier, 1987; Shamma,
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1979) e confirmadas por experimentos de 'H-'"H-COSY e 'H-'H-NOESY (Figuras
76 a 80, v.2).

Os dados descritos acima para o alcaldide 4’ estdo em acordo com os
dados descritos em literatura (Breitmaier, 1987; Shamma, 1979) para o alcaldide

B-ioimbina, comprovando assim a proposta estrutural para o alcaléide 4'.

Tabela 68 - Dados de RMN 'H (400 MHz) e ™C (100 MHz) em CDCl; e as
correlacbes observadas nos espectros de HMQC e HMBC do
alcaldide 4’, e comparagdo com valores de literatura para os
modelos Mo-1 e Mo-2. Os deslocamentos quimicos (s) estdo em
ppm e as constantes de acoplamento (J, entre parénteses) em Hz

HMQC HMBC Mo-1 | Mo-2
dc SH Jc *JcH dc dc
C
2 134,12 - HN-1: H-3 134,0 | 134,3
7 108,26 - 2H-6 HN-1: H-5a; H-9 | 107,4 | 107,5
8 127,31 - HN-1: H-10; H-12 | 126,9 | 127,0
13 136,02 - H-9: H-11 135,8 | 135,8
22 174,85 - H-16 MeO-22 175,0 | 175,2
CH
3 5945 324(dd,11,0;1,8)  2H-14 2H-5: H-21a | 59,0 | 59,8
9 118,12 7,45 (d, 7,7) H-11 117,2 | 117,7
10 119,41 7,07 (dt, 7,7) H-12 118,8 | 118,8
11 121,44 713 (dt, 7,7; 1,4) H-9 120,9 | 120,8
12 110,79 7,30 (d, 7,7) H-10 110,7 | 110,6
15 4185 1,52 H-14; H-16; -
, 52 (m) H20 H-18b; H-21a | 41,6 | 36,4
16 57,30 2,18 (t, 9,9) 571 | 52,6
17 72,19 3,83(dd, 10,2;4,0) H-16; H-18b H-19a 716 | 66,9
20 39,83 1,52 (m) H-14a; H-18a | 39,1 | 40,2
CH
3,08 (dd, 11,0, 5,1)
5 5291 g0 4d 110, 48) H-6b 52,3 | 52,1
6 2165 2,90 (m), 2,71 (m) H-5a 213 | 215
14 34,06 1,96 (m), 1,44 (m) H-15 33,8 | 33,8
18 34,11 2,10 (m), 1,40 (m) H-20 335 | 31,4
19 2785 169(ad, 13,2,3,0) 27,5 | 23,1
1,18 (m)
21 60,99 2,98: 2,09 60,5 | 61,0
CHs
MeO-22 51,94 3,83 (s) 51,6 | 51,7
HN-1 - 7,89 (sl) - -
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5.1.5. Determinacéo estrutural do alcaldide 97

A substéncia (97) apresentou-se como um solido amorfo, com ponto de
fusdo 228 °C, de cor amarela claro, revelando ser um alcaldide através do teste
com o reagente de Dragendorff.

O espectro na regiao do infravermelho (Figura 82, v.2) apresentou
absorgdes em 3398 (N-H), 1701 (C=0 conjugada de éster) e 848 — 746 cm™ (C-H
de anel benzénico) (Majumdar et al., 1973; Wolter-Filho, 1981).

Os espectros de RMN 'H (Figuras 83 a 87, v.2; Tabela 69) apresentaram
sinais (dn) correspondentes a grupos metila, metoxila de grupo carbometoxi,
hidrogénios aromaticos, grupos metinicos, grupos metilénicos e hidrogénio ligado
a nitrogénio referente a grupamento amina, e, no espectro de RMN "*C (Figura
88, v.2; Tabela 69), observaram-se sinais (5;) para 21 atomos de carbono.

O espectro de RMN 'H (Figura 84, v.2) apresenta quatro sinais relativos a
hidrogénios aromaticos a &y 7,43 ('H, d, J = 7,3 Hz), 7,06 ('"H, dt, J=8,1 e 1,6
Hz), 7,10 ('"H, dd, J = 8,1 e 1,6 Hz) e 7,20 ('H, d, J = 8,1 Hz) caracteristicos de um
nucleo inddlico, indicando que o anel A encontra-se livre de substituintes (Azoug,
et al., 1995), confirmado através das correlagcées heteronuclear (HMQC, Figuras
89 a 92, v.2), onde observam-se as correlacdes a 'Jcy entre CH-9 (5¢ 117,99)/H-9
(8w 7,43), CH-10 (8¢ 119,24)/H-10 (8 7,06), CH-11 (8¢ 121,21)/H-11 (84 7,10) e
CH-12 (8¢ 110,80)/H-12 (81 7,20).

Um sinal simples integrando para um hidrogénio em 6y 8,03, observado
no espectro de RMN 'H, foi atribuido a um atomo de hidrogénio ligado a um
atomo de nitrogénio do nucleo inddlico, como ja indicado pela presenga da banda
com absorgdo em 3398 cm™, presente no espectro na regido do infravermelho e

confirmado ainda pelas correlagdes & longa distancia entre HN-1 (84 8,03, 3Jch)
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com C-7 (6. 107,85), C-8 (6. 127,12) e C-2 (5. 135,98), observadas no espectro de
HMBC (Figuras 93 a 97, v.2; Tabela 69).

A presenca do nucleo inddlico livre de substituintes foi também corroborada
pelas correlagbes heteronucleares a longa distancia apresentadas nos espectros
de HMBC (Figuras 93 a 97, v.2; Tabela 69) através das correlagdes a entre CH-9
(¢ 117,99)/H-11 (84 7,10), CH-11 (8¢ 121,21)/H-9 (6 7,43), CH-12 (3¢ 110,80)/H-
10 (8w 7,06), C-7 (8¢ 107,85)/HN-1 (84 8,033) e C-13 (8¢ 134,62)/H-9 (6 7,43)/H-11
(84 7,10) e pelo espectro de 'H-'H-COSY (Figuras 98 A 100, v.2); as demais
correlacdes estdo descritas na Tabela 69.

A presenca de um grupo carbometoxi ligado ao carbono C-16 [(spz),
comum no esqueleto para alcaldides do tipo corinanteano] (Zenk, 1980)
apresentado no espectro da regiao de infravermelho, foi apoiada pela correlagao
entre OCH3-22 (6; 51,13) com um sinal simples integrando para trés hidrogénios
em &y 3,75, "Jcn, apresentada no espectro de HMQC (Figuras 89 a 92, v.2;
Tabela 69). A localizacdo deste grupo foi confirmada através das correlagdes
entre C-22 (5. 168,05) com &y 3,75, OCH3-22, 3Jch, € com um sinal simples
relativo ao hidrogénio H-17 vinilico, ligado a um heteroatomo em &y 7,57, 3JCH,
apresentadas no espectro de HMBC (Figuras 93 a 97, v.2; Tabela 69).

A presenca de um sinal duplo foi atribuida ao grupo Me-18 (comum no
esqueleto para alcaloides do tipo corinanteano) (Zenk, 1980) em 6y 1,38 com J =
6,2 Hz, acoplando com um duploquadupleto relativo a um hidrogénio carbindlico
on 4,48 com J = 6,2 e 10,3 Hz. Aliada a biossintese, a localizagao deste grupo foi
confirmada, através das correlagdes a longa distancia dos atomos de carbono C-
19 (8¢ 72,47, “Jcn) e C-20 (8. 38,35, *Jci) com 3H-18 (84 1,38), apresentadas no
espectro de HMBC (Figuras 93 a 97, v.2; Tabela 69).

Outras correlagdes a longa distancia dos demais atomos de carbono
encontram-se sumarizadas na Tabela 69.

As estereoquimicas relativas dos hidrogénios H-3, H-15 e H-20 do anel D
e do hidrogénio H-19 e do grupo Me-18 no anel E foram definidas com base nas
constantes de acoplamento apresentadas pelas formas dos heteroioimbindides,
mostradas no Esquema 1, seguindo a metodologia de Bruyn et al., 1989,
consistente com uma configuragéo allo, igual a do alcaldide 92 (isoreserpilina).

No espectro de massas (Figura 101, v.2), observou-se o pico do ion

molecular [M]™ 352 compativel com a formula molecular C21H2403N,, onde os
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fragmentos de m/z 156 e m/z 142 sao caracteristicos de esqueletos do tipo
heteroioimbinoides (Malik et al., 1981).

Os dados descritos acima para o alcaléide 97 estdo em acordo com os
descritos em literatura (Lounasmaa, 1986; Shamma, 1979) para o alcaldide

ajmalicina, comprovando assim a proposta estrutural para o alcalbide 97.

Tabela 69 - Dados de RMN "H (400 MHz) e ®*C (100 MHz) em CDCl; e as
correlagdes observadas nos espectros de HMQC e HMBC do
alcaldéide 97. Os deslocamentos quimicos (o) estdo em ppm e as
constantes de acoplamento (J, entre parénteses) estdo em Hz

HMQC HMBC
8¢ 8 ?JcH $Jen
C
2 135,98 - NH-1; H-3 H-14a; 2H-6
7 107,85 - 2H-6 NH-1; H-3; H-5b
8 127,12 - H-9 NH-1; H-12; H-10;
2H-6
13 134,62 - NH-1 H-9; H-11
16 109,50 - H-17 2H-14; H5a
22 168,05 - OMe-22; H-17; H-
15
CH
3 59,77 3,26 (dl, 11,4) H-14a 2H-21
9 117,99 7,43 (d,7,3) H-11
10 119,24 7,06 (dt, 1,6; 8,1) H-9; H-11
11 121,21 7,10 (dt, 1,6; 8,1) H-12 H-9
12 110,80 7,20 (d, 8,1) H-10
15 31,27 2,74 (dt, 4,8; 12,1) 2H-14 H-17; H-3; H-21b
17 155,78 7,57 (s) H-15
19 72,47 4,48 (dq, 6,2; 10,3) Me-18 H-17; 2H-21; H-15
20 38,35 1.65 (m) H-21b; H-15 H-14b; Me-18
CH,
5 53,46 2,87 (m) 2H-6
2,50 (m)
6 21,72 2,89 (m) 2H-5
2,67 (m)
14 34,21 2,51 (m) H-3; H-15
1,49 (q, 12,1)
21 56,20 2,64 (m) H-3; H-5b
3,05 (dd, 12,1; 1,5)
CHs;
18 18,45 1,38 (d, 6,2)
MeO-22 51,13 3,75 (s)

HN-1

8,13 ()
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4.1.6. Determinacdo estrutural da mistura dos alcaléides 138 e 143

217
OMe OMe

138 143

A amostra contendo as substancias 138 e 143 apresentou-se como um
solido amorfo, com ponto de fus&o variando entre 145 e 149 °C, de cor castanha,
revelando-se ser alcaldides através do teste com o reagente de Dragendorff.

O espectro na regidao do infravermelho (Figura 102, v. 2) apresentou
absorcdes em 3226 (N-H), 1716 (C=0 conjugada de éster) e 832 — 773 cm™ (C-H
de anel benzénico substituido) (Majumdar et al., 1973; Wolter-Filho, 1981).

Os espectros de RMN 'H (Figuras 103 a 108, v.2; Tabela 70)
apresentaram sinais (6y) correspondentes a grupos metoxila de grupo
carbometoxi, metoxilas ligadas a anel aromatico, hidrogénios aromaticos, grupos
metinicos, grupos metilénicos e hidrogénio ligado a nitrogénio referente a
grupamento amina, e, nos espectros de RMN "*C (Figuras 109 a 115, v.2; Tabela
70), observaram-se sinais (5;) para mais 36 atomos de carbono, onde a maioria
estava duplicada, sugerindo a presenca de uma mistura de alcaldides.

No espectro de RMN 'H (Figuras 106, v.2), observou-se um sinal simples
em oy 3,82, caracteristico de um grupo metoxila ligado a anel benzénico,
correspondente ao sinal em §. 55,78 no espectro de RMN '*C (Figuras 113, v.2),
sugerindo a presenga de um grupo metoxila ligado ao anel A. O espectro de
HMQC (Figuras 116 a 120, v.2) permitiu confirmar esses sinais através das
correlacdes, OCHs-11 (8. 55,78) e 3H-OCHs-11 (84 3,82, 'Jcn), corroboradas
ainda com a correlacdo entre C-11 (5, 156,29) e 3H-OCHs-11 (84 3,82, 3Jcn),
observada no espectro de HMBC (Figuras 121, 125 e 127 v.2; Tabela 70).

O modo de substituicao do anel A foi confirmado através da multiplicidade
e das constantes de acoplamento dos sinais relativos aos atomos de hidrogénio
aromaticos. A presenga de um sinal duplo em &y 7,32 integrando para um

hidrogénio com J = 8,4 Hz, acoplando com um sinal duplodupleto em &4 6,77,
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integrando para um hidrogénio com J = 8,4 e 2,2 Hz, acoplando com um sinal
duplo em &4 6,87, integrando para um hidrogénio com J = 2,2 Hz,
respectivamente, confirmou assim um padrao de substituicdo 1,2,4-trissubstituido
para o anel A.

Este modo de substituicdo foi ainda confirmado através das correlacbes a
longa distancia entre CH-10 (5, 109,10) e H-12 (8 6,87, *Jch), € CH-12 (8. 95,77)
e H-10 (84 6,77, 3JcH), observadas no espectro de HMBC (Figuras 121 e 124, v.2).
Foi observada ainda a presenga de outros sinais relativos a grupos metoxila
ligados a anel aromatico na regido de oy 3,88-3,90 e na regido de hidrogénios
aromaticos em oy 6,75-7,31, sugerindo a presencga de outra unidade benzénica na
molécula.

Diante da complexidade da mistura dos alcaléides 138 e 143,
compararam-se os dados espectrais com os dados dos alcaloides da série da
reserpina, descritos na literatura (Kato, 2001; Shamma, 1979; Lousnasmaa,
1986), onde observou-se a presenga de dois sinais simples integrando para dois
hidrogénios (H-2’ e H-6') em 6 7,31 (6) e oy 6,75 (7), juntamente com a presenca
de dois sinais simples, um integrando para nove hidrogénios em &4 3,90 (138) e
on 3,88 (143) [MeO-3’, MeO-4’ e MeO-5’]. Os outros dois sinais simples em Jy
3,50 e 3,86, relativos aos grupos MeO-17 e MeO-22, estdo em concordancia com
os alcaldides da série da reserpina.

A presenca de dois sinais duplos acoplando entre si em 6y 7,62 e 6,36
com J = 16,1 Hz, caracteristicos de ligacdo dupla trans (Silvertein, 2000),
correspondentes aos sinais em . 145,29 e 117,08 no espectro de RMN *C
(Figuras 109 a 115, v.2; Tabela 70), foi corroborada através das correlagbes
apresentadas no espectro de HMQC (Figuras 116 a 120, v.2; Tabela 70).

A presenga do grupo carbometoxi ligado ao carbono C-16, comum no
esqueleto para alcaldides do tipo corinanteano (Zenk, 1980), foi apoiada pela
correlacdo de OCHs3-22 (5. 52,18) com um sinal simples integrando para trés
hidrogénios em &4 3,86 (138) e 3,85 (143), 'Jcn, apresentada no espectro de
HMQC (Figuras 116, 118 e 120, v.2; Tabela 70). A localizagdo deste grupo foi
confirmada através das correlagdes entre C-22 (6. 173,15) com [64 3,86 e 3,85,
OCH3-22, 3Jcy], apresentadas no espectro de HMBC (Figuras 121, 125 e 127 v.2;
Tabela 70).
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Tabela 70 - Dados de RMN 'H (400 MHz) e ™C (100 MHz) em CDCl; e as
correlagcdes observadas nos espectros de HMQC e HMBC da
mistura dos alcaldides 138 e 143. Os deslocamentos quimicos ()
estdo em ppm e as constantes de acoplamento (J, entre parénteses)

em Hz
138 143
HMQC HMBC HMQC HMQC
S¢ On Jon e 2dcu d¢ SH %Jcn € 2den
C
2 12978 ] H-6b 129,78 - H-6b
7 10762 - 2H-5:H-9 | 10750 ] 2H-5: H-9
8 121,91 . A0 012 12185 . H-10; H-12; H-9
11 156,29 - H-9: H-2 | 156,29 ] H-9: H-2
13 136.59 - H-9: H-12 | 136,59 ] H-9: H-2
22 17315 ; MeO%Z; H- 1 17315 ] MeO-22: H-16
125,11 . H-2/H-6' | 129,57 . A2 hio; H-e;
7 16613 ; H-2'/H-6’ ; -
9 i ; ; 166,83 ; H-7: H-8'
H-2/H-6;
' H-2/H-6";
35 15287 ] MeO-3: | 153,36 ; A
Meo_si MeO'3 /MeO'5
, H-2/H-6; H-2//H-6"; MeO-
4 142,31 ] oo | 14013 ] °
CH
3 5381 432 (sl) H-5: H-21b | 53,81 4,32 (sl) H-5: H-21b
9 11852  7.32(d, 8.4) 11852 7,32 (d, 8.4)
10 10910 6,77 (dd, 8.4; 2.2) H-12 10910 6,77 (dd, 8.4: 2.2) H-12
12 9577  6.87(d 272) H-10 95,77 6,87 (d, 2.2) H-10
15 33383 1,94 3375 1,94
16 5224 3,70 (dd, 10.2; 4.8) 5215  3,66(dd. 9,9; 4,4)
17 6861 434 (t 10.2) H-16 6849 4,24 (t, 9,9) H-16
18 76.85 5,03 (m) H-17: H-19a | 76.41 4,86 (m) H-17: H-19a
20 3186 3177
7 ! - ] 14529  7.62(d, 16,1)  H-2/H-6"; H-8’
8 ] - ] 11708 636 (d. 16.1) H-7’
2.6 106,93 7,31 (s) 105.28 6,75 (s) H-7’
CH,
5 50098 3,20 (m) 50,96 3,20 (m)
2,30 2,30
6 23098 To0 2388 7o
252 252
14 16,59 o 16,59 o0
240 240
19 29.10 o7 H-21a 2921 o7 H-21a
3,10 (dd, 12,1: 4,0) 3,10 (dd, 12,1: 4,0)
21 4881 2,52 (dd, 12.1; H-5 4876 2,52 (dd, 12,1; H-5
10,6) 10,6)
MeO
11 5578 3,82 (s) 5578 3,82 (s)
17
22 5218 3,86 (s) 5218 3,85 (s) MeO-22
35 5626 3,90(s) 5611 3.88 (s)
4 6089 3,90 (s) 6093 3.88 (s)
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A relagao trans do hidrogénio H-17 [(6n 4,34 (138) e 4,24 (143)] com os
hidrogénios H-18 [(6n 5,03 (138) e 4,86 (143)] e H-16 [(dn 3,70 (138) e 3,66 (143)]
foi definida com base na multiplicidade (sinal triplo) e no valor de J do H-17 de
10,2 (138) e 9,9 Hz (143), consistentes com a configuragao relativa apresentada
para os alcaldides reserpina e rescinnamina.

Os dados de RMN "H e ™*C (Figuras 102 a 115, v.2; Tabela 70) descritos
para a mistura dos alcaldides 138 e 143 estdo em acordo com os descritos na
literatura para os alcaldides reserpina (138) (The Aldrich Library of *C and 'H
NMR Spectra, 1993; Kato, 2001; Shamma, 1979; Lousnasmaa, 1986) e
rescinnamina (143) (Martin et. al., 1987; Shamma, 1979; Lousnasmaa, 1986),
comprovando assim as propostas estruturais para a mistura dos alcaldides 138 e
143.

4.1.7. Determinacdo estrutural do alcal6ide 8

A substancia 8 apresentou-se como um solido amorfo, com ponto de
fusdo entre 158 e 162 °C, cor castanha-escuro, revelando ser alcaldide através do
teste com o reagente de Dragendorff.

O espectro na regido do infravermelho (Figura 128, v.2) apresentou
absorcdes em 3205 (N-H), 1741 (C=0 conjugada de éster) e 819 - 773 cm™ (C-H
de anel benzénico) (Majumdar et al., 1973; Wolter-Filho, 1981).

O espectro de RMN 'H (Figuras 129 a 134, v.2; Tabela 71) apresentou

sinais (0n) correspondentes a grupos metoxila de grupo carbometoxi, metoxilas
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ligadas a anel aromatico, hidrogénios aromaticos, grupos metinicos, grupos
metilénicos e hidrogénio ligado a nitrogénio referente a grupamento amina, e, no
espectro de RMN '3C (Figura 135 v.2; Tabela 71), observaram-se sinais (5.) para
34 atomos de carbono.

Os espectros de RMN 'H e *C (Figuras 129 a 140, v.2) mostraram-se
semelhantes aos do alcaldide reserpina (138), discutido anteriormente, com
exceg¢ao no modo de substituicdo do anel A do nucleo inddlico.

No espectro de RMN 'H (Figura 132, VV.2; Tabela 71), observaram-se dois
sinais simples em 6y 3,81 e oy 3,86, caracteristicos de grupos metoxila ligados a
anel benzénico, correspondentes aos sinais em d. 56,30 e &; 56,01 no espectro
de RMN '*C (Figura 139, Tabela 71), sugerindo a presenca de dois grupos
metoxila ligados ao anel A.

A presenca de dois sinais simples no espectro de RMN H (Figura 130,
v.2 Tabela 71) centrados em &4 6,93 e 64 6,90, relativos aos hidrogénios H-9 e
H-12, respectivamente, correspondentes aos sinais 6. 100,03 e o, 95,18
apresentados no espectro de RMN '*C (Figura 137, V.2; Tabela 71), confirmam
um padrao de substituicdo para no anel benzénico.

O restante dos dados de RMN 'H e "*C (Figuras 129 a 140, v.2) do
alcaldide 8 estdo em acordo com os descritos na literatura para o alcaldide
reserpina (The Aldrich Library of *C and 'H NMR Spectra, 1993; Kato, 2001;
Shamma, 1979; Lousnasmaa, 1986;).

Portanto, pode-se propor a estrutura da 10-metoxireserpina para o

alcaldide 8'.
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Tabela 71 - Dados de RMN "H (400 MHz) e *C (100 MHz) em CDCl; observados
nos espectros de RMN 'H e *C do alcaldide 8'. Os deslocamentos
quimicos (s) estdo em ppm e as constantes de acoplamento (J, entre

parénteses) em Hz

S¢ SH
C
2 129,55
7 107,62
8 119,91
10 144,67
11 146,48
13 130,15
22 173,09
1 125,19
3 150,85
4 140,61
5 150,85
7 167,32
CH
3 54,55 4,51 (sl)
9 100,03 6,93 (s)
12 95,18 6,90 (s)
15 34,51 1,96 (m)
16 53,65 3,81 (dd, 11,0; 4,4)
17 68,45 4,33 (t, 9,9)
18 77,20 5,05 (m)
20 29,52
2'/6’ 106,76 7,33 (s)
CH,
5 50,66 3,21 (m)
6 16,73 2,32 (m) 1,93 (m)
14 27,27 2,46 (m) 1,96 (m)
19 27,27 2,46 (m) 1,96 (m)
3,17 (dd, 12,1; 4,0)
21 46,19 2,58 (dd, 12,1; 10,6)
MeO
10 56,30 3,81 (s)
11 56,01 3,86 (s)
22 51,23 3,87 (s)
35 56,07 3,92 (s)
4 60,72 3,87 (s)
17 53,32 3,18 (s)
NH-1 - 8,58 (s)
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5.1.8. Determinac&o estrutural do alcaldide 9’

9
MeO-_10 8 7
11[ I 1
13 N/2

9'. R=CH3
9a. R=H

A substancia 9’ foi isolada como um sélido amorfo, apresentando ponto
de fusédo 166 a 168 °C, revelando um teste positivo para alcaldides com reagente
de Dragendorff.

O espectro na regiao do infravermelho (Figura 141, v.2) apresentou
absorcdes 1755,1 (C=0O de cetona) e 862,1-779,2 cm™ (C-H de anel benzénico)
(Majumdar et al., 1973; Wolter-Filho, 1981).

A analise dos dados de RMN "*C (APT) (Figuras 148, v.2) mostrou que o
alcaldide 9’ apresenta 21 atomos de carbono, sendo trés metilicos (um N-Me, um
OMe e um outro ligado a carbono sp?), trés metilénicos (todos sp®, sendo um
ligado a nitrogénio), nove metinicos (sendo quatro sp? trés sp’ ligados a um
atomo de nitrogénio) e seis carbonos quaternarios (um sp® e cinco sp?) (Tabela
72).

O espectro de RMN 'H (Figuras 142 e 143, v.2) apresenta trés sinais
relativos a hidrogénios aromaticos a &y 6,86 ('H, s), 6,84 ('H, d, J = 9,2 Hz) e 6,80
(*H, dd, J = 9,2 e 3,0 Hz) caracteristicos de um nucleo inddlico, indicando que o
anel A encontra-se substituido (Jokela et al., 1996; Chatterjee et al., 1982),
confirmado através das correlagdes heteronucleares (HMQC Figuras 149 a 152,
v.2), onde observam-se as correlagdes a 'Jcy entre CH-9 (5c 121,32)/H-9 (84
6,86), CH-11 (8¢ 112,68)/H-11 (dn 6,80), CH-12 (3¢ 115,96)/H-12 (51 6,84).

A presenca de um sinal simples em &4 3,80 referente a trés atomos de

hidrogénio de um grupo metoxila foi confirmado pela correlagao 'Jen OCHs (¢
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56,04)/OMe-10 (o4 3,80), corroborando assim a existéncia de um nucleo inddlico
substituido por um grupo metoxilico (Figura 149 e 151, v.2) (Jokela et al., 1996;
Chatterjee et al., 1982).

A presenga de um sinal simples em &y 3,06 referente a trés atomos de
hidrogénio de um grupo Me-N foi confirmada pela correlagdo 'Jcy CHa-N-1 (8¢
36,94)/MeN-1 (64 3,06), corroborando a existéncia de um nucleo inddlico
substituido por um grupo N-Metil metoxilico (Figura 149 e 151, v.2) (Azoug et al.,
1995).

O modo de substituicdo e a localizagdo do grupo metoxila e do grupo
MeN-1 no nucleo inddlico foram confirmados pelas correlagbes heteronucleares a
longa distancia (HMBC, Figuras 153 a 157, v.2), onde podem-se observar as
correlacdes a *Jcy entre C-8 (8¢ 130,99)/H-12 (8 6,84), C-10 (8¢ 147,53)/H-12 (8
6,84) /OMe-10 (34 3,80), C-13 (8¢ 141,85)/H-9 (81 6,86)/H-11 (3 6,80)/MeN-1 (84
3,06), CH-11 (8¢ 112,68)/H-9 (64 6,86) e CH-2 (3¢ 79,50)/MeN-1 (34 3,06). As
demais correlacdes estdo descritas na Tabela 72.

A presenga de um grupo metila ligado a um atomo de carbono sp? pode
ser reconhecida no espectro de RMN "H (Figuras 142 e 144, v.2) pelo sinal duplo
a oy 1,65 (3H, d, J = 7,0 Hz) e pelo multipleto a 64 5,31 (1H, m) (Figuras 149 e
150, v.2), referentes aos hidrogénios 3H-18 e H-19, respectivamente. A presenca
da ligagao dupla e do grupo metila ligado a esta foram corroboradas ainda através
das correlagbes a longa distancia (HMBC, Figuras 153 e 154, v.2), onde se
observam as correlacdes a 2Jcy entre CH3-18 (8¢ 12,91)/H-19 (84 5,31), CH-19 (8¢
115,52)/3H-18 (81 1,65), e a correlagdo 3Jcy entre C-20 (8¢ 137,48)/3H-18 (54
1,65) (Jokela et al., 1996; Braga et al., 1987; Chatterjee et al., 1982).

A presencga de um carbono carbonilico na posicédo 17 (Jokela et al., 1996;
Braga et al., 1987; Chatterjee et al., 1982) foi confirmada através das correlagbes
heteronucleares (HMBC Figura 153 e 155, v.2) entre C-17 (6¢c 213,59)/H-16 (6n
2,58)/ H-2 (on 2,64)/ H-5 (64 3,22)/ H-6a (on 1,66). As demais correlagdes estéo
descritas na Tabela 72.

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos e
metinicos restantes da cadeia alifatica (Tabela 72) foi feita com base nos
parametros conhecidos para deslocamentos quimicos de hidrogénio (Friebolim,
1993).
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O espectro de massas do alcaldide 9’ (Figura 164, v.2) apresenta o pico
do ion molecular a m/z 336, bem como fragmentos a m/z 307, 293, 213, 174, que
caracterizam a presenga de um nucleo inddlico, e ainda fragmentos a m/z 200,
m/z 159 e m/z 108 (Esquema 5), caracteristicos da parte alifatica ndo substituida
de um alcaldide inddlico do tipo sapargina (Budzikiewicz et al., 1964). Esses
dados, junto aos de RMN "3C (Figuras 147 e 148, v.2), permitiram propor a férmula
molecular Cz1H24N20, para o alcaldide 9'.

O conjunto desses dados permitiu definir um esqueleto do tipo sapargina
(Jokela et al., 1996; Braga et al., 1987; Chatterjee et al., 1982) e propor a
estrutura 9’ para o alcaldide isolado. A prova final dessa estrutura adveio da
comparacdo dos dados de RMN "*C (Figuras 147 e 148, v.2) com os da literatura
para o alcaldide rauflorina (9a) (Jokela et al., 1996), verificando-se que a diferenca
entre eles trata-se apenas de um grupo N-metil apresentado pelo alcaléide 9.

Portanto, conclui-se que o alcaldide 9’ trata-se do Nz-metilrauflorina,
inédito na literatura até o presente momento. Os valores de 64 e ¢ propostos
foram confirmados por experimentos bidimensionais ('H-"H-COSY) (Figuras 159 a
161, v.2) e HMQC e HMBC (Figuras 149,152 e 153 e 158, v.2).

A estereoquimica relativa dos atomos de carbono assimétricos proposta
para 9’ foi feita com base em dados biogenéticos (Danieli e Palmisano, 1986) e
por comparagbes com dados de literatura de alcaldéides com esqueleto do tipo
sapargina (Jokela et al., 1996; Chatterjee et al., 1982; Azoug et al., 1995; Braga et
al., 1987) e confirmada pelo experimento de 'H-'H-NOESY (Figuras 162 e 163,
v.2).



133

Tabela 72 - Dados de RMN "H (400 MHz), "*C (100 MHz) observados no espectro
de HMQC e constantes de acoplamento verificadas no espectro de
HMBC do alcaloide (9'), em CDCI;. Os deslocamentos quimicos (d)
estdo em ppm e a constantes de acoplamento (J) em Hz

HMQC HMBC
dc OH 2JcH *Jen
C
7 58,00 - H-2; 2H-6 H-3; H-5
8 130,99 - H-12
10 147,53 - H-12; MeO-10
13 141,85 - H-9; H-11; MeN-1
17 213,59 - H-16 H-2; H-5; H-6a
20 137,48 - H-15; 2H-21 2H-14; 3H-18
CH '"H-"H-NOESY
2 79,50 2,64 (sl) H-3 MeN-1; 2H-6; 2H-  MeN-1; H-14p
14
3 4952  3,68(d, 9,9) H-15; 2H-21
5 53,10 3,22 (m) H-6a H-3; H-15; 2H-21 H-140,
9 121,32 6,86 (s)
11 112,68 6,80 H-9
(dd, 9,2; 3,0)
12 115,96 6,84 (d, 9,2)
15 28,57 3,21 (m) 2H-14; H-16 H-3; H-19
16 50,30 2,58 (tl, 5,1) H-6a; H14a
19 115,52 5,31 (m) 3H-18 H-15; 2H-21 H-21
CH,
6 35,30 2,38 (d, 12,0) H-2
1,66 (m)
14 31,57 1,91 (m) H-3 H-2; H-16 H-210; H-5
1,41 H-2p
(dd, 13,9; 4,4)
21 55,66 3,50 (s) H-5; H-19 H-19
CHs
18 12,91 1,65 (d, 7,0) H-19
MeO-10 56,04 3,80 (s)
MeN-1 36,94 3,06 (s) H-2 H-2
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|

Me 14

C21H24N20,
m/z 336

C20H23N20
307 18

C11H12NO 6
m/z 174 8 TN,
|
+ 503 N
Nt ’|\l1 4
Me
Cy3H13N0
m/z 213

Esquema 5. Interpretacdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas do alcaloide 9’.
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4.1.9. Determinacdo estrutural do alcal6ide 166

AcO,
9
10 8
11 U
- 13 N
166

A substéncia 166 foi isolada como um so6lido amorfo, de cor amarela,
apresentando ponto 162-165 °C, revelando um teste positivo para alcaldides com
reagente de Dragendorff.

O espectro na regido do infravermelho (Figura 13, v.2) apresentou
absorcdes em 3406 (N-H), 1735 (C=0 conjugada de éster) e 831 -775 cm™ (C-H
de anel benzénico substituido) (Majumdar et al., 1973; Wolter-Filho, 1981).

A andlise dos dados de RMN '*C (Figura 171, v.2) mostrou que o
alcaldide 166 apresenta 21 atomos de carbono, sendo dois metilicos, dos quais
um OCOOMe, dois metilénicos (todos sp®), 11 metinicos (sendo quatro sp?, trés
sp’ ligados a um atomo de nitrogénio e um ligado a oxigénio) e seis carbonos
quaternarios (um sp> e cinco sp?, sendo dois carbonilicos) (Tabela 73).

O espectro de RMN 'H (Figuras 166 a 169, v.2) apresenta quatro sinais
relativos a hidrogénios aromaticos a 8 7,48 (1H, d, J = 7,3 Hz), 7,23 ('H, dd, J =
79 e 1,1 Hz), 739 ('H, dd, J = 1,1 e 7,9 Hz) e 7,61 ("H, d, J = 7,7 Hz)
caracteristicos de um nucleo inddlico, indicando que o anel A encontra-se livre de
substituintes (Azoug et al., 1995; Atta-Ur-Rahman, 1995), confirmado através das
correlagdes heteronuclear (HMQC Figuras 172 a 174, v.2), onde observam-se as
correlacdes 'Jcy entre CH-9 (8¢ 123,82)/H-9 (54 7,48), CH-10 (8¢ 125,53)/H-10 (84
7,23), CH-11 (8¢ 128,72)/H-11 (6 7,39), CH-12 (5¢ 120,99)/H-12 (61 7,61).

A auséncia de um sinal simples referente a um grupo NH-1 ou de um
grupo Me-N-1, comum nos alcaldides discutidos até o presente momento, indica a
auséncia desses grupos, ou seja, que O nucleo inddlico encontra-se livre de
substituintes (Atta-Ur-Rahman, 1995).
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A presenca deste nucleo inddlico foi também corroborada pelas
correlagdes heteronucleares a longa distancia (HMBC Figuras 175 a 180, v.2),
onde se observam as correlagdes entre CH-9 (3¢ 123,82)/H-10 (61 7,23)/H-11 (dH
7,39), CH-10 (8¢ 125,53)/H-12 (84 7,61), CH-11 (8¢ 128,72)/H-9 (6n 7,48),
CH-12 (8¢ 120,99)/H-10 (6n 7,23)/H-11 (dn 7,39), C-8 (8¢ 136,08)/ H-10 (3
7,23)/H-12 (84 7,61) e C-13 (8¢ 156,39)/ H-9 (6n 7,48)/H-11 (8n 7,39); as demais
correlagdes estao descritas na Tabela 73.

A presenca de um grupo aldeido ligado ao atomo de carbono C-20 pode
ser reconhecida pelo sinal simples a 842,17 no espectro de RMN 'H (Figura 166,
v.2) e pelo sinal a 8¢ 56,27 no espectro de RMN '*C (Figura 171, v.2) referente ao
carbono carbonilico, caracteristico de uma func&o aldeido. A presenga do grupo
aldeido foi corroborada ainda através das correlagdes a longa distancia (HMBC,
Figura 178, v.2), onde se observam as correlacdes a 2Jcy entre CH-21 (8¢
201,52)/H-20 (84 2,17), e a *Jcy com H-15 (54 2,88) e H-19 (84 3,33) (Atta-Ur-
Rahman, 1995).

O sinal duplo foi atribuido ao grupo Me-18 (comum no esqueleto para
alcaldides inddlicos monoterpénicos) (Zenk, 1980) em 6y 1,29 com J = 6,9 Hz
acoplando com um sinal multiplo em &y 3,33 ('H-'H-COSY, Figuras 181 a 183,
V.2). A localizagdo deste grupo foi confirmada através das correlagdes a longa
distancia dos carbonos CH-19 (8. 49,85, Jc) € CH-20 (8. 56,27, 2Jc) com 3H-18
(6w 1,29), apresentadas no espectro de HMBC (Figuras 174 a 179, v.2).

A presenga do grupo OAc na posigao 17 (Atta-Ur-Rahman, 1995; Libot,
1980; Nasser, 1983) foi confirmada através das correlagdes heteronucleares
(HMBC, Figuras 175 a 180, v.2), onde se observam as correlagdes entre CH-17
(8¢ 77,90)/H-16 (dn 2,48)/ H-5 (81 3,64)/ 2H-6 (54 1,66 e 2,81) e AcO (8¢ 170,03)
com Me (dn 2,18). As demais correlagdes estéo descritas na Tabela 73.

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos e
metinicos restantes da cadeia alifatica (Tabela 73) foi feita com base nos
parametros conhecidos para deslocamentos quimicos de hidrogénio (Friebolim,
1993).

O espectro de massas do alcaldide 166 (Figura 187, v.2) apresenta o pico
do ion molecular a m/z 350, bem como fragmentos a m/z 321, m/z 251, m/z 196 e

m/z 168, que caracterizam a presenga de um nucleo inddlico, e ainda fragmentos
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a m/z 180, 154 e 115 caracteristicos da parte alifatica ndo substituida de um
alcaldide inddlico do tipo sapargina (Budzikiewicz et al., 1964b). Esses dados,
junto aos de RMN 'C (Figuras 171, v.2), permitiram propor a férmula molecular
C21H22N20O3 para o alcaloide 166.

O conjunto desses dados permitiu definir um esqueleto do tipo sapargina
(Atta-Ur-Rahman, 1995) e propor a estrutura 166 para o alcaldide isolado. A prova
final dessa estrutura adveio da comparacdo dos dados de RMN ®C com os da
literatura para o alcaldide perakina (166) (Atta-Ur-Rahman, 1995; Nasser e Court,
1983).

Os valores de 6y e 8¢ propostos foram confirmados por experimentos
bidimensionais ('H-'"H-COSY, Figuras 181 a 183, v.2) e HMQC e HMBC, (Figuras
172 a 180, v.2).

A estereoquimica relativa dos atomos de carbono assimétricos proposta
para substancia 166 foi feita com base em dados biogenéticos (Danieli e
Palmisano, 1986), por comparagbes com dados de literatura de alcaldides com
esqueleto do tipo sapargina (Atta-Ur-Rahman, 1995, Nasser e Court, 1983), e
confirmadas pelo experimento de 'H-'H-NOESY (Figuras 184 a 186, v.2)
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Tabela 73 - Dados de RMN "H (400 MHz), *C (100 MHz) observados no espectro

de HMQC e constantes de acoplamento verificadas no espectro de
HMBC do alcaldide (166), em CDCI;. Os deslocamentos quimicos (d)
estdo em ppm e a constantes de acoplamento (J) em Hz

HMQC HMBC
dc OH *Jen AR

C

2 182,64 - H-3 2H-6; H-140; H-17

7 64,81 - H-3; H-5; H-60; H-9; H-16

8 136,08 - H-10; H-12

13 156,39 - H-9; H-11
AcO 170,03 - Me em 2,18 (s) H-17

CH

3 5678 419 (d, 9.2) H-5: H-15

5 51,56 3,64 (dl, 5,9) 2H-6 H-3; H-15; H-17; H-19

9 12382 7,48 (d, 7,3) H-10 H-11

10 12553  7,23(dd, 7,3, 7,7) H-12

11 128,72 7,39 (dt, 7,7; 1,1) H-9

12 120,99 7,61 (d,7,7) H-11 H-10

15 26,11 288 (dl,51)  AI4IAGH H-3; H-17

16 48,67 2,48 (dd, 5,1; 5,9) H-6b; H-143; H-20
17 77,90 4,94 (s) H-16 H-5; 2H-6

19 49,85 3,33 (m) 3H-18; H-20 H-21

20 56,27 2,17 (d) H-19; H-21 2H-14; H-16; 3H-18
21 201,52 9,84 (s) H-20 H-15; H-19
CH,

2.81(dd, 12,1: 5.2)
6 37,29 66 (0 121 H-5 H-17
1,76 (dd, 14.6; 9,2), H, _

14 22,51 160 (dd, 14.6: 5.1), H, H-3 H-16; H-20
CHs;

18 18,83 1,29 (d, 6.9) H-19 H-20
AcO 21,02 218 (s)
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4.1.10. Determinacdo estrutural do alcaldide 153

A substéncia 153 foi isolada como um sdélido amorfo, de cor castanha
claro, apresentando ponto de fusdo 118-120 °C, revelando um teste positivo para
alcaldéides com reagente de Dragendorff.

O espectro na regiao do infravermelho (Figura 188, v. 2) apresentou
absorcdes em 3328 (N-H), 1741 (C=0 conjugada de éster) e 821 -773 cm™ (C-H
de anel benzénico substituido) (Majumdar et al., 1973; Wolter-Filho, 1981).

A andlise dos dados de RMN "*C (APT) (Figura 194, v.2) mostrou que o
alcaléide 153 apresenta 21 atomos de carbono, sendo dois metilicos (um
OCOOMe e um ligado ao carbono sp?), trés metilénicos (todos sp®), dez metinicos
(sendo cinco sp? dois sp® ligados a um atomo de nitrogénio e um ligado a
oxigénio) e seis carbonos quaternarios (um sp° e cinco sp?, sendo um carbonilico)
(Tabela 74).

O espectro de RMN 'H (Figuras 188 e 189, v.2) apresenta quatro sinais
relativos a hidrogénios aromaticos a &4 7,48 ('"H, d, J=7,7 Hz), 7,23 ("H, t, 3= 7,7
Hz), 7,40 ("H, t, J = 7,7 Hz) e 7,63 (*H, d, J = 7,7 Hz) caracteristicos de um nticleo
inddlico, indicando que o anel A encontra-se livre de substituintes (Azoug et al.,
1995; Atta-Ur-Rahman, 1995), confirmado através das correlagées heteronuclear
(HMQC) (Figuras 195 a 198, v.2), onde se observam as correlacdes a 'Jcy entre
CH-9 (6¢ 123,75)/H-9 (dn 7,48), CH-10 (6¢c 125,59)/H-10 (64 7,23), CH-11 (¢
128,64)/H-11 (8 7,40) e CH-12 (¢ 120,98)/H-12 (64 7,63). Observa-se agora a
auséncia de um sinal simples referente a um grupo NH-1 ou de um grupo Me-N-1,

comum nos alcaldides discutidos até o presente momento, exceto o (166),
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indicando assim que o nucleo inddlico livre de substituintes encontra-se ausente
desses grupos (Atta-Ur-Rahman, 1995).

A presenca deste nucleo inddlico foi também corroborada pelas
correlagdes heteronucleares a longa distancia (HMBC) (Figuras 199 e 204, v. 2),
onde se observam as correlagbes entre CH-9 (6¢ 123,75)/H-10 (64 7,23)/H-11 (o1
7,40), CH-10 (3¢ 125,59)/H-12 (34 7,63), CH-11 (5¢ 128,64)/H-9 (81 7,48)/H-10 (81
7,23)/ H-12 (64 7,63), C-8 (8¢ 136,07)/ H-10 (8 7,23)/H-12 (84 7,63) e C-13 (8¢
156,14)/H-9 (dn 7,48)/H-11 (6n 7,40); as demais correlacdes estdo descritas na
tabela 74.

A presenca de um grupo aldeido ligado ao atomo de carbono C-17 pode
ser reconhecida pelo sinal simples a &4 9,84 no espectro de RMN (Figura 189, v.2)
e pelo sinal a 8¢ 201,52 no espectro de RMN "*C (Figura 193, v.2) referente ao
carbono carbonilico, caracteristico de uma funcéo aldeido. A presenga do grupo
aldeido ligado ao atomo de carbono C-20 foi corroborada ainda através das
correlagdes a longa distancia (HMBC, Figura 199, v.2), onde se observam as
correlagdes a %Jcy entre CH-21 (8¢ 201,52)/H-20 (84 2,17), € a *Jcy com H-15 (84
2,88) e H-19 (64 3,33) (Atta-Ur-Rahman, 1995).

A presenga de um grupo metila ligado a um atomo de carbono sp? pode
ser reconhecida pelo sinal duplo a 64 1,67 (3H, d, J = 6,0 Hz) e pelo sinal simples
largo a 845,73 ('H, sl), referentes aos hidrogénios 3H-18 e H-19, respectivamente.
A presenca da ligagao dupla e do grupo metila ligado a esta foi corroborada ainda
através das correlagbes a longa distancia (HMBC, Figura 201, v.2), onde se
observam as correlagdes a 2Jcy entre CH-19 (8¢ 120,89)/3H-18 (54 1,67), e pela
correlacdo a 3Jcy entre C-20 (8¢ 138,72)/3H-18 (54 1,67) (Kato, 2002; Libot, 1986;
Chatterjee et al., 1982; Atta-Ur-Rahman, 1995).

A presenga do grupo OAc na posigao 17 (Atta-Ur-Rahman, 1995; Kato,
2002; Libot, 1986) foi confirmada através das correlagdes heteronucleares
(HMBC, Figuras 199 e 200, v. 2), onde se observam as correlagdes entre CH-17
(8¢ 77,52)/H-16 (81 2,43)/ H-5 (8w 3,92)/ 2H-6 (34 1,66 e 2,77), e Ac O (8¢ 169,78)
com Me (dn 2,17) e H-17 (6n 4,99). As demais correlagdes estdo descritas na
Tabela 74.

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos e

metinicos restantes da cadeia alifatica (Tabela 74) foi feita com base nos



141

parametros conhecidos para deslocamentos quimicos de hidrogénio (Friebolim,
1993).

O espectro de massas do alcaléide 153 (Figura 207a, v. 2) apresenta
fragmentos a m/z 168, 196, 251, 180 (Esquema 06), que caracterizam a presenga
de um alcalodide inddlico do tipo sapargina (Budzikiewicz et al., 1964). Esses
dados, junto aos de RMN "C (Figuras 193 e 194, v. 2), permitiram propor a férmula
molecular C21H2N20, para o alcaldide 153.

O conjunto desses dados permitiu definir um esqueleto do tipo sapargina
(Atta-Ur-Rahman, 1995) e propor a estrutura 153 para o alcaldide isolado. A prova
final dessa estrutura adveio da comparacdo dos dados de RMN '*C com os da
literatura para o alcaldide vinorina (153) (Atta-Ur-Rahman, 1995; Kato, 2002;
Libot, 1986).

Os valores de 6y e d6¢c propostos foram confirmados por experimentos
bidimensionais ('H-"H-COSY, Figura 205 e HMQC e HMBC, Figuras 195 a 204, v.
2).

A estereoquimica relativa dos atomos de carbono assimétricos proposta
para 153 foi feita com base em dados biogenéticos (Danieli e Palmisano, 1986),
por comparagdes com dados de literatura de alcaléides com esqueleto do tipo
sapargina (Kato, 2002; Libot, 1986), e confirmadas pelo experimento de 'H-'H-
NOESY (Figuras 206 e 207, v.2).
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Tabela 74 - Dados de RMN "H (400 MHz), "*C (100 MHz) observados no espectro

de HMQC e constantes de acoplamento observadas no espectro de
HMBC do alcaloide (153), em CDCl;. Os deslocamentos quimicos (d)

estdo em ppm e as constantes de acoplamento (J) em Hz

HMQC HMBC Perakina
dc OH Jc JcH dc On
2 182,08 i H-3 2H-6; 2H-14; 1 105 60 ;
H-17
H-3; H-5:
64,97 ; H-6a s | 6473 ;
8 136,07 i H-10; H-12 | 136,03 -
13 156,14 ] H-9: H-11 | 156,30 ;
20 138,72 . H-15 3H-18; H14b : -
Ac 169,78 . CH, H-17 169,94 ]
CH
3 54,32 4.35 (sl) 56,68 4,19 (d, 9,2)
5 5001 3,92 (sl) 5147 3,63 (m)
9 12375 7.48(d,7.7) H-10 H-11 12373 7,48 (d, 7.7)
10 12559  7.23(t 7.7) H-12 12545 7,22 (t, 7.7)
11 128064 740(t7.7)  H-10; H-12 H-9 128,64 7.38(t 7.7)
12 12098 7,63 (d,7.7) 120,98 7,61 (d, 7.7)
15 28,05 3,29 H-16 H-17 26,01 2,87 (t)
16 49,06 2,43 (tl) 4856 2,48 (t, 5,8)
17 77.52 4,99 (s) H-16 OH-6;H-5 | 77.81 4,94 (sl)
19,014 573D 3H-18 201,46 9,83 (s)
20 - i ; ; 56,15 2.16
21 - ] . ) s076 3320
CH,
2,77 (dd, 12,1, 2,81
6 3627 4,8) H-17;H-16 | 37,20  (dd, 12,1: 5,1)
1,66 (dI) 1,67 (d, 12.1)
1,76
14 26,14 1,87 (dI) 2242 (dd 14661; 9.2)
(dd, 14,6, 5.2)
21 5333 3,28 - .
CHs
18 12,97  1,67(d, 6,0) 18,74 1,28 (d, 6,6)
Ac 2096 217 (s) 2096  2,18(s)




m/z 350

m/z 350

9 6 I
" / /N / /N
5 13\ 2 Za N
1

m/z 168 m/z 169

13 N/2 'Zl
1

12 3

m/z 167

Esquema 6. Interpretacdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro
de massas do alcaldide 153.
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4.2. Atividade antibacteriana dos extratos brutos e substancias isoladas de
R. mattfeldiana e R. grandiflora

E importante ressaltar que esses sdo os primeiros ensaios realizados com
os extratos brutos e substancias isoladas de R. mattfeldiana e R. grandiflora e as
bactérias do género Staphylococcus. O S. aureus € um patdégeno oportunista e
um dos maiores causadores de infecgdes hospitalares adquiridas por humanos, e
também de mastites em animais destinados a producao de leite (Balaban et al.,
2000).

Os extratos brutos em metanol e em diclorometano das duas espécies de
Rauvolfia foram avaliados em dois protocolos experimentais quanto a atividade
antimicrobiana-difusdo em agar ou método de Kirby-Bauer e diluicdo em meio

liquido- frente as cepas de S. aureus.

4.2.1. Avaliacao pelo método de difusdo em agar

Os extratos, quando submetidos ao teste pelo método de difusdo em
agar, promoveram a inibigdo do crescimento das cepas de S. aureus e S.
epidermidis apresentando os halos de inibicao significativos ao nivel de 5% de
probabilidade pelo Teste de Tukey, conforme descrito na Tabela 75.

Cada extrato foi considerado ativo quando apresentou halo de inibicao
comparavel ao promovido pelo padrdo gentamicina (10 ug/mL), que promoveu os
halos de inibicao variando de 0,0 a 17,0 mm, medidos a partir do centro do poco.

As substancias isoladas RMAD-4 (ajamlicina) e RMAD-6 (estrutura ainda
nao elucidada), assim como o solvente DMSO p.a. ndo apresentaram halo de
inibicdo para nenhuma das cepas testadas.
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Tabela 75 - Valores médios, em milimetros, do didametro do halo de inibigdo
provenientes dos tratamentos (RMAD-4 = Ajmalicina, RMAD-6 =
alcaldide nao identificado, RMAD = extrato em diclorometano
proveniente das folhas de R. mattfeldiana, EMAB = extrato em
metanol proveniente das folhas de R. mattfeldiana, RGM = extrato
em metanol proveniente das cascas das raizes de R. grandiflora, MR
= extrato em metanol proveniente das cascas das raizes de R.
mattfeldiana, RG = extrato em diclorometano das cascas das raizes
de R. grandiflora e DMSO = dimetilsulféxido e gentamicina)

Cepas de Staphylococcus

Extratos ATCC ATCC

108032 95923 LSA 88 CcoL SD SE RN
RMAD-4 0,0% 0,07 0,0% 0,00 0,00 0,0% 0,0
RMAD-6 0,0 0,0% 0,0 0,00 0,00 0,0 0,0°"
RMAD 17,88 215% 19,2%8 20,4%® 19,38 20,8%8 17,1%®
EMAB 13,3bBC 16,2bAB 15’2abABC 12’2bC 1 5’4abABC 17’6abA 14’2aABC
RGM 16,6"  15,2°8 17,4378 13,98 15,9%48 17,9°% 16,138
MR 0,0°¢ 8,5% 14,1°A 12,6°4 13,1°% 15,2 13,6*
RG 0,0 13,078 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0°®
DMSO 0,0* 0,0% 0,0% 0,0 0,0 0,0% 0,0°
Gentamicina 13,4 15,3 14,24 0,0°¢ 17,0%8 15,3°* 15,8

Médias seguidas de pelo menos uma letra na coluna (extrato) e na linha (microrganismo)
nao diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

5.2.1.1. Efeito dos extratos alcaloidicos e metabélitos isolados frente a cepa
padrédo ATCC 25923

Os resultados do teste biolégico indicaram que houve agao antimicrobiana
significativa com niveis variados contra a cepa ATCC25923, sendo que o extrato
em diclorometano (RMAD) apresentou atividade superior a dos demais, seguido
pelo EMAB, gentamicina, RGM e RG, que nao diferiram entre si, e pelo MR, que
foi inferior ao dos demais. Por outro lado, a ajmalicina e a substédncia RMAD-6,
isoladas do extrato RMAD, que foi o mais ativo, ndo apresentaram nenhuma
atividade antimicrobiana, semelhantemente ao solvente DMSO, conforme ilustra a
Figura 208. Isto pode ser atribuido ao fato de que alguns compostos s6 sao
bioativos quando juntos, ou entdo, o efeito inibitério pode ser atribuido a algum
outro componente do extrato RMAD, ainda nio isolado e/ou identificado.

Os halos de inibicao resultantes das atividades dos extratos RMAD,
EMAB e RGM contra esta cepa foram bem mais intensos dos que os
apresentados pelos extratos de Achyrocline satureioides, descritos por Lemos
(1997).
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Figura 208. Avaliacdo da atividade antimicrobiana da Ajmalicina (RMAD-4) (1),
RMAD-6 (2), RMAD (3), EMAB (4), gentamicina com concentragao
10 ug/mL(G) e DMSO (D) frente a cepa ATCC25923.

4.2.1.2. Efeito dos extratos alcaloidicos e metabdlitos isolados frente a cepa
Wood 46 ATCC 10832

A Figura 209 mostra que o extrato RMAD apresentou maior atividade do
que os extratos RGM, EMAB e a gentamicina, e que estes diferiram
significativamente entre si, conforme mostra a Tabela 75. As substancias
isoladas, o solvente e os extratos MR e RG nao apresentaram nenhuma atividade
frente a esta cepa.

A cepa Wood 46 (ATCC 10832), ao contrario da cepa Smith Diffuse
(ATCC 13709), é reconhecida por sua pouca produgao de capsula (O’'Riordan e
Lee, 2004). Além disso, trata-se de uma cepa sensivel a meticilina (Salgado et al.,
2004) e de menor poder patogénico. Embora a cepa nao tenha sido testada frente
a meticilina no presente estudo, os testes realizados frente a gentamicina
mostraram que os halos de inibicdo s6 se diferiram significativamente para as
cepas COL e SD. Este resultado também foi observado nos tratamentos com os
extratos e alcaldides testados, onde os didmetros dos halos ndo diferiram

significativamente das demais cepas estudas neste trabalho.
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Figura 209. Avaliagdo da atividade antimicrobiana da ajmalicina (RMAD-4) (1),
RMAD-6 (2), RMAD (3), EMAB (4), RGM (5), MR (6), RG (7),
gentamicina na concentragdo10 ug/mL (G) e DMSO (D) frente a
cepa ATCC10832.

4.2.1.3. Efeito dos extratos alcaloidicos e metabdlitos isolados frente a Cepa

enterotoxinogénica LSA 88

Em relagcéo a cepa LSA-88 (Figura 210), observou-se que o extrato RMAD
também apresentou maior atividade do que os extratos RGM e EMAB, porém
estes nao diferiram entre si e foram significativamente superiores a gentamicina e
ao extrato MR, que também n&o diferiram entre si, conforme descrito na Tabela
75.

Esta cepa isolada de amostra de leite de vaca com mastite subclinica
apresenta resisténcia a outras drogas, porém trata-se de uma cepa sensivel a
meticilina (Vieira-da-Motta et al., 2000a). Contudo, a enterotoxigenicidade da cepa
foi demonstrada recentemente pela técnica molecular de PCR, e a producéao de
enterotoxina C (SEC) e D (SED) denotam maior patogenicidade de LSA 88
(Vieira-da-Motta et al., 2001). Assim, os resultados observados pelas zonas de
inibicdo, relativa aos extratos RMAD, RGM e EMAB, séo relevantes e justificam
estudos posteriores envolvento a influéncia dos mesmos sobre a produgao de

enterotoxinas.
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Figura 210. Avaliagdo da atividade antimicrobiana da ajmalicina (RMAD-4) (3),
gentamicina na concentragdo 30 ug/mL(G), DMSO (D) e dos
extratos RMAD (1), EMAB(2), RGM (4), RG (5), MR (6), frente a
cepa LSA-88.

4.2.1.4. Efeito dos extratos alcaloidicos e metabdélitos isolados frente a cepa

COL (meticilina-resistente)

O extrato RMAD apresentou atividade superior aos extratos RGM, MR e
EMAB, que nao diferiram entre si, conforme pode ser observado na Tabela 75. O
antibidtico gentamicina, nas concentragbes 10 ug/mL e 30 pug/mL, ndo apresentou
nenhuma atividade contra esta cepa, nao se diferindo do extrato RG, do solvente
DMSO e das substancias isoladas RMAD-4 e RMAD-6, conforme ilustra a Figura
211.

Figura 211. Avaliagdo da atividade antimicrobiana da ajmalicina (RMAD-4) (1),
RMAD-6 (2), RMAD (3), EMAB (4), RGM (5), MR (6), RG (7),
gentamicina na concentragdo10 ug/mL (G) e DMSO (D) frente a
cepa COL.
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Observou-se ainda que os limites da zona de inibicdo dos halos resultantes
da mistura 1:1 do extrato que apresentou maior atividade (RMAD) com as
substancias isoladas (RMAD-4 e RMAD-6), com o extrato EMAB e com a
gentamicina (10 pg/mL) foram inferiores aos do halo formado pelo RMAD quando
avaliado isoladamente, conforme podem ser observados na Figura 212. A
gentamicina, em ambas as concentragdes (10 e 30 ug/mL), ndo apresentou halo
de inibicdo, e o cloranfenicol (40 ug/mL) também n&o foi efetivo na concentragéo
avaliada, apresentando apenas um pequeno halo (12,0 mm) quando comparado
ao RMAD (24,0 mm). A Tabela 76 sumariza os valores médios de trés repeticbes

das medidas dos halos formados pelos tratamentos acima descritos.

Tabela 76 - Valores médios, em milimetros, do didmetro do halo de inibigao
provenientes dos tratamentos RMAD-4=1, RMAD-6=2, RMAD=3
EMAB=4, cloranfenicol 40 ug/mL (C), gentamicina 10 ug/mL (G) e 30

ug/mL (G30)
Tratamento  Média Tratamento Média

1 0,0 2+G 0,0
1+G 0,0 3 24,0
1+2 0,0 3+4 17,0
1+3 19,0 4 8,0
1+4 13,5 Cloranfenicol 40 ug/mL (C) 12,0

2 0,0 Gentamicina 10 pg/mL (G) 0,0
2+3 19,0 Gentamicina 30 pg/mL (G) 0,0
2+4 16,7

Figura 212. Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos antibi6ticos gentamicina 30
ug/mL (G30) e cloranfenicol (C) 40 ug/mL; da ajmalicina ou RMAD-4
(1), RMAD-6 (2), RMAD (3), EMAB (4), gentamicina 10 pg/mL (G)
isoladamente e em conjunto na proporgéo 1:1 frente a cepa COL.
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Segundo Sabath et al. (1974) e Shafer e landolo (1979), a cepa S. aureus
COL apresenta visual resisténcia frente a meticilina e outras drogas
antibacterianas, entre elas o0s betalactdmicos penicilina, oxacilina e
cefalosporinas, e outras drogas como a tetraciclina. Além disso, esta cepa é
capaz de secretar a enterotoxina B (Shafer e landolo, 1979), o que a torna ainda
mais patogénica.

Os resultados obtidos demonstram a atividade dos extratos quando
comparados com os obtidos frente a droga gentamicina, contra a qual a bactéria
nao apresentou susceptibilidade inerente ao seu perfil de resisténcia frente a
drogas antimicrobianas. Este efeito representa uma perspectiva no tratamento de
infecgbes estafilococcicas causadas por cepas MRSA, especialmente pelo fato de
serem de cepas multirresistentes e causadoras de infecgbes hospitalares entre

humanos.

4.2.1.5. Efeito dos extratos alcaloidicos e metabdlitos isolados frente a cepa

Smith Diffuse (encapsulado)

O extrato RMAD apresentou visualmente maior atividade antimicrobiana,
contudo nao diferiu significativamente (oo = 5%) da gentamicina e dos extratos
RGM e EMAB. A atividade antimicrobiana do extrato MR foi superior a das
substancias isoladas, ao extrato RG e ao solvente, que nao apresentaram

nenhuma atividade frente a esta cepa, conforme ilustra a Figura 213.

Figura 213. Avaliagdo da atividade antimicrobiana da ajmalicina (RMAD-4) (1),
RMAD-6 (2), RMAD (3), EMAB (4), RGM (5), MR (6), RG (7),
gentamicina 10 ug/mL (G) e DMSO (D) frente a cepa Smith Difuse.



151

4.2.1.6. Efeito dos extratos alcaloidicos e metabdélitos isolados frente a cepa
S. epidermidis ATCC12228

A atividade do extrato RMAD né&o diferiu estatisticamente dos extratos
RGM e EMAB, sendo, contudo, superior a agdo da gentamicina, que nao diferiu
do extrato MR, conforme pode se observar na Tabela 75. As substancias isoladas
bem como o extrato RG e o solvente ndo apresentaram nenhuma atividade
(Figura 214).

O género Staphylococcus, com predominancia de S. aureus e S.
epidermidis, esta fortemente relacionado as infecgbes hospitalares ou
nosocomiais que envolvem pacientes internados, e representam grandes perdas

econdmicas (Wisplinghoff et al., 2003).

Figura 214. Avaliagdo da atividade antimicrobiana da ajmalicina (RMAD-4) (1),
RMAD-6 (2), RMAD (3), EMAB (4), RGM (5), MR (6), RG (7),
gentamicina 10 ug/mL (G) e DMSO (D), frente a cepa S. epidermidis
ATCC12228.

4.2.1.7. Efeito dos extratos alcaloidicos e metabdlitos isolados frente a cepa
RN6390B (mutante)

Os extratos RMAD, EMAB, RGM, MR e a gentamicina apresentaram
atividade antimicrobiana e néo diferiram significativamente entre si, enquanto que
as substancias isoladas bem como o extrato RG ndo apresentaram nenhuma
atividade, conforme pode se observar na Tabela 75 e na Figura 215.

A cepa RN6390, caracterizada por possuir o locus genético agr, cuja

principal caracteristica esta relacionada a producéo de fatores de viruléncia por S.
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aureus (Recsei et al., 1986), como resisténcia a drogas. A inativagao do locus agr
resultou em diminui¢ao de resisténcia desta cepa frente a oxacilina (Piriz-Duran et
al., 1996).

Figura 215. Avaliagdo da atividade antimicrobiana da ajmalicina (RMAD-4) (1),
RMAD-6 (2), RMAD (3), EMAB (4), RGM (5), MR (6), RG (7),
gentamicina 10 ug/mL (G) e DMSO (D), frente a cepa RN6390B.

Analisando os resultados observados na Tabela 75, pode-se sugerir que
todos os extratos testados, exceto o MR para a cepa ATCC25923, apresentaram
atividade frente as cepas testadas, uma vez que os halos de inibicdo formados
foram expressivos quando comparados com os halos formados frente a
gentamicina. A atividade do extrato RMAD foi a mais expressiva quando
comparada aos demais extratos e ndo se diferenciou entre os microrganismos
testados.

Os halos de inibicdo resultantes da atividade do extrato RMAD sobre as
cepas avaliadas destacaram-se dos demais extratos por apresentarem forte
nitidez dos limites da zona de inibicado e também os maiores valores, que variaram
ente 17,1 mm para a cepa RN6390B e 21,5 mm para a cepa ATCC25923,
conforme pode se observar na Tabela 75.

O antibidtico gentamicina, utilizado como padrao, nas condi¢des em que
foi testado (10 uL/mL e 40 ulL/mL), apresentou halos de inibigdo com valores que
variaram de 0,0 a 17,0 mm para as cepas avaliadas. Para a cepa COL, n&ao houve
formagao de halo. Houve maior atividade para a cepa Smith Difuse, seguida pelas
cepas ATCC108032, ATCC25923, LSA-88, S. epidermidis e RN6390B, que nao
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diferiram entre si e apresentaram halos de inibicao variando entre 13,4 e 15,8
mm.

Apesar da concentragdo do extrato RMAD (2,12 mg/50uL) ter sido muito
superior a concentragdo da gentamicina (0,5 ug/50uL), esses resultados séo
promissores e apontam para um possivel uso de principios ativos de Rauvolfia
mattfeldiana, podendo estes serem substancias puras ou até mesmo fragdes do
extrato RMAD. Estes resultados poder vir a contribuir nos estudos que buscam
novas drogas para o tratamento de doencas causadas pelo S.aureus nas areas
de medicina humana e veterinaria, tendo em vista a crescente resisténcia aos
antibidticos por este tipo de bactéria, cujo potencial patogénico esta associado a
diferenciada capacidade de mutagdo para formas resistentes, exigindo
reavaliagbes periddicas de seu perfil de susceptibilidade (Ferreira et al., 2004).

Um outro fator de viruléncia do S.aureus esta relacionado a produgao de
enterotoxinas, que podem comprometer o organismo humano levando a infec¢des
sistémicas, ocasionando septicemia, endocardite, choque toxico e outras
complicacdes, independente da faixa etaria e do ambiente em que foi adquirida a

infeccao (Barraviera, 1994).

4.2.2. Avaliacéo pelo método de diluicdo em meio liquido

A atividade antimicrobiana dos extratos RGM, RMAD, MR e do alcalbide
ajmalicina (RMAD-4) também foi avaliada pelo método da diluigdo em meio
liquido, frente a cepa LSA-88.

Os extratos RMAD e MR tiveram efeito bactericida quando as cepas
bacterianas foram cultivadas em meio liquido contendo 62,4 g/mL de extrato
RMAD e 47,94 g/mL de extrato MR. Concentragdes até 3,9 mg/mL do extrato
RMAD e 2,99 mg/mL do extrato MR nao foram consideradas bactericidas, mas
promoveram diminui¢do significativa do numero de unidades formadoras de
colénias —UFC- (presenga de inibicdo), quando comparadas ao controle,
conforme pode ser observado nas Tabelas 77 e 78. Concentragbes iguais ou
superiores a 1,95 mg/mL do extrato RMAD e 1,50 mg/mL do extrato MR néo
promoveram inibicdo, sendo similares ao controle (Figura 216).
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Tabela 77 - Avaliagao da atividade do extrato RMAD frente a cepa LSA-88

S. aureus Concentracao do extrato RMAD (mg/mL)
62,4 31,2 15,6 7,8 3,9 1,95 0,98
CepaLSA-88 A I P P P C C
Controle 1 A A A A A A A
Controle 2 C C C C C C C

A: ufc <1 (auséncia de crescimento bacteriano: efeito bactericida).

I: 1 <ufc > 10 (inibicdo de crescimento bacteriano: efeito bacteriostatico).
P: ufc < 300.

C: ufc > 300 (confluéncia de coldnias).

Controle 1: meio de crescimento com extrato e sem inéculo.

Controle 2: meio de crescimento sem extrato e com inéculo.

RAMAD 12

Ry d:32

Figura 216. Atividade antimicrobiana do extrato RMAD frente a cepa LSA-88:
efeito bactericida na concentragdo de 62,4 mg/mL (A); efeito
inibitério (bacteriostatico) na concentragcdo de 3,9 mg/mL (B) e
crescimento bacteriano similar ao controle 2 na concentracdo de
1,95 mg/mL (C).

Tabela 78 - Avaliagédo da atividade do extrato MR frente a cepa LSA-88

S. aureus Concentracao do extrato MR (mg/mL)
4794 23,97 11,99 5,99 2,99 1,50 0,75
Cepa LSA-88 A I I P P C C
Controle 1 A A A A A A A
Controle 2 C C C C C C C

A: ufc <1 (auséncia de crescimento bacteriano: efeito bactericida).

I: 1 <ufc > 10 (inibicdo de crescimento bacteriano: efeito bacteriostatico).
P: ufc < 300.

C: ufc > 300 (confluéncia de coldnias).

Controle 1: meio de crescimento com extrato e sem inéculo.

Controle 2: meio de crescimento sem extrato e com inéculo.
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O extrato RGM né&o apresentou efeito bactericida em nenhuma das
concentragdes investigadas, contudo observou-se presencga de inibigdo quando
as cepas foram cultivadas nos meios contendo de 36,33 a 4,54 mg de extrato/mL
(Figura 217). As concentracdes de 2,27 a 0,57 mg de extrato/mL né&o interferiram
no crescimento das bactérias e foram similares ao controle 2, conforme mostra a
Tabela 79.

Tabela 79 - Avaliacido da atividade do extrato RGM frente a cepa LSA-88

S. aureus Concentracao do extrato RGM (mg/mL)
36,33 18,17 9,08 4,54 2,27 1,14 0,57
Cepa LSA-88 P P P P C C C
Controle 1 A A A A A A A
Controle 2 C C C C C C C

A: ufc <1 (auséncia de crescimento bacteriano: efeito bactericida).

I: 1 <ufc > 10 (inibicdo de crescimento bacteriano: efeito bacteriostéatico).
P: ufc < 300.

C: ufc > 300 (confluéncia de colbnias).

Controle 1: meio de crescimento com extrato e sem indculo.

Controle 2: meio de crescimento sem extrato e com indculo.

Figura 217. Efeito inibitorio (bacteriostatico) do extrato RGM frente a cepa LSA-88
na concentracdao de 4,54 mg/mL (A). Crescimento bacteriano do
controle 2 (B).

O alcaldide ajmalicina ndo apresentou atividade em nenhuma das
concentracdes testadas frente a cepa LSA-88, uma vez que o numero de UFC foi
similar aos dos resultados apresentados pelo controle 2, cujo meio de diluigao foi
testado nas mesmas condi¢des, diferenciando-se apenas pela auséncia do

alcaloide, conforme ilustra a Tabela 80.
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Tabela 80 - Avaliacao da atividade da substancia RMAD-4 frente a cepa LSA-88

S. aureus Concentracao da substancia RMAD-4 — ajmalicina (mg/mL)
1,62 0,81 0,41 0,20 0,10 0,05 0,03

Cepa LSA-88 C C C C C C C
Controle 1 A A A A A A A
Controle 2 C C C C C C C

A: ufc <1 (Auséncia de crescimento bacteriano: efeito bactericida).
C: ufc > 300 (confluéncia de coldnias).

Controle 1: meio de crescimento com extrato e sem indculo.
Controle 2: meio de crescimento sem extrato e com indculo.

4.2.3. Avaliacdo da inibicdo da producdo de enterotoxinas (SE) apoés

tratamento com extratos de Rauvolfia

A producao de enterotoxinas (SE) de S.aureus LSA-88 foi bastante inibida
pelos extratos adicionados ao meio de cultura durante o seu periodo de
incubacdo, conforme pode-se observar no grafico (Figura 218). A Figura 218
ilustra a atividade inibitoria dos extratos sobre a produgao de SE pela populagao
de células de S. aureus cepa LSA-88, apos 12 h de incubacdo a 37 °C. A
producao de SE pela populagdo de células do controle foi muito superior a
producdo de SE oriundas da populacdo de células dos meios que receberam os
tratamentos - isto, ressaltando-se que a populagdo de células do controle e dos
dois tratamentos com extratos eram similares, ou seja, 10® McFarland. O método
utilizado neste ensaio € quantitativo e, portanto, representa a real inibicdo da
producado de enterotoxina estafilococica, enquanto que outros métodos, como por
exemplo, o que emprega o teste de aglutinagdo (Nostro et. al., 2003) onde a
interpretacao € apenas visual (positivo ou negativo), podendo mais facilmente ser
susceptivel a erros.

Estes resultados mostraram que os extratos de R. mattfeldiana e R.
grandiflora inibiram significativamente tanto o crescimento das cepas de S. aureus
estudadas como a producido de enterotoxina, assim, os dados apresentados
sinalizam para o uso em potencial desses derivados no tratamento de mastite em

ruminantes, bem como em infecgdes estafilocécicas na medicina humana.
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Figura 218. Inibigdo da produgao de enterotoxinas produzidas por Staphylococcus
aureus bovino cepa LSA-88 cultivada em meio liquido na presencga do
extrato metandlico de Rauvolfia grandiflora (RGM). A populacéo de
células foi a mesma (DO 550 nm) no tratamento (Trt Ext) e no controle
(Cont DMSO). CPKit: controle positivo do Kit e Cnkit: controle
negativo do Kit.
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5. CONCLUSAO

Este estudo, com as folhas de R. mattfeldiana e as cascas das raizes de
R. mattfeldiana e Rauvolfia grandiflora , resultou no isolamento de onze alcaldides
indolicos monoterpénicos: isoreserpilina (92), Np-Oxido-isoreserpilina (2’),
darcyribeirina (27), p-ioimbina (4’), ajmalicina (97), reserpina (138), rescinamina
(143), 10-metoxireserpina (8’), Ny-metilrauflorina (9’), perakina (166) e vinorina
(153). O alcaldide Ny-metilrauflorina (9’), isolado do extrato em diclorometano das
cascas das raizes de R. mattfeldiana , ainda ndao havia sido descrito na literatura.

A composigao do extrato metandlico de R. grandiflora € similar a do
extrato diclorometénico, também estudado por Cancelieri (2001).

A composicao alcaloidica dos extratos metandlico e diclorometéanico das
cascas das raizes e das folhas de R. mattfeldiana também foram similares, dentro
do mesmo objeto de estudo.

Os extratos RMAD, MR e RGM apresentaram atividade antimicrobiana
frente ao S. epidermidis (ATCC 12228) e as cepas de S.aureus: LSA-88 bovina
toxigénica; ATCC 25923; Wood 46 capsula negativa (ATCC 10832); COL -
Meticilina resistente; Smith Diffuse (ATCC13709 capsula-positiva) e RN6390B
(55620 — agr positiva).
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Os alcaldides ajmalicina (RMAD-4) e o RMAD-6, isolados a partir do
extrato RMAD, n&o apresentaram atividade antimicrobiana frente as cepas
testadas. Esses resultados permitem sugerir que o efeito bactericida e/ou
bacteriostatico do extrato RMAD pode estar associado ao efeito conjunto de seus
componentes ou a algum outro componente nao identificado até o presente
momento.

O efeito in vitro dos extratos diclorometanico e metandlico das plantas R.
grandiflora e R. mattfeldiana, observado neste trabalho, indica o potencial para
obtencdo de principios ativos presentes no material que possam combater
bactérias do género Staphylococcus, responsaveis por graves infecgcbes em
animais e no homem.

Os extratos RMAD e RGM apresentaram inibicao tanto do crescimento do

S. aureus cepa LSA-88 como da sua producao de enterotoxina.
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