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RESUMO

Leal, N. L F. S. Alcal6ides de Erythrina velutina Willd: Estudo e Identificacdo por
Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas. 2018. 106 péag.
Dissertacao (Mestrado em Farmacoquimica de Produtos Naturas e Sintéticos
Bioativos) — Centro de Ciéncias da Saude. Universidade Federal da Paraiba,
Joao Pessoa, 2018.

O género Erythrina apresenta cerca de 110 espécies, das quais 70 sédo
nativas das Américas com disseminacao principalmente nas regides tropicais e
subtropicais. Este género pertence a familia Fabaceae. A espécie estudada
Erythrina velutina popularmente conhecida como suina, mulungu, canivete,
corticeira, eritrina-mulungu e bico-de-papagaio. Encontra-se distribuida no Brasil
do Nordeste até Minas Gerais. Na medicina popular é utilizada como calmante e
para outras desordens no sistema nervoso central como insénia e depressao.
Espécies do género sdo muito importantes na industria farmacéutica para
producdo de fitoterapicos ansioliticos. Os marcadores quimicos do género
Erythrina sé@o os alcaldides eritrinicos, a estes € atribuida a atividade ansiolitica.
Diante disto, este trabalho objetiva contribuir com a ampliacdo do conhecimento
quimico do género, por meio da caracterizacao de alcaloides das cascas do
caule de Erythrina velutina Willd. por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas. Para a realizacdo do estudo o material vegetal seco e triturado foi
submetido a extracdo por maceracdo com etanol 95% e concentrado em
evaporador rotativo, posteriormente por meio de extracdo acido-base foi obtido
a fracdo de alcaldides totais e em seguida a mesma foi analisada por
espectrometria de massas com ionizacdo por elétrons e espectrometria de
massas com ionizacao por eletrospray. Com os resultados foi possivel observar
a presenca de alcaloides eritrinicos no extrato etandlico das cascas do caule da
espécie em estudo, sendo eles: erisodina ou erisovina, eritrascina, eritralina,
eritraditina  ou seu epimero, erimelantina, erisotina ou erisosalvina,
Hidroxierisosalvina/hidroxierisotina, eritratina, erisotrina, eritrinina, eritroculina e
eritratina N- 6xido. Com excecao de eritralina, erisotrina, erisodina, eritratina e
erisovina as demais substancias sao relatadas pela primeira vez para Erythrina
velutina.

Palavras-chave: Erytrhina velutina, alcaléides, mulungu, espectrometria
de massas, cromatografia.



ABSTRACT

Leal, N. L F. S. Alcaldides de Erythrina Velutina Willd: Study and Identification by
Gas Chromatography Coupled with Mass Spectrometry. 2018. 106 pag.
Dissertation (Master in Pharmacochemistry of Natural and Synthetic Bioactive
Products) - Health Sciences Center, Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa,
2018.

The genus Erythrina presents about 110 species, of which 70 are native
to the Americas with dissemination mainly in the tropical and subtropical regions.
This genus belongs to the Fabaceae family. The species studied Erythrina
velutina popularly known as swine, mulungu, pocket knife, corticeira, eritrina-
mulungu and parrot beak. It is distributed in Brazil from the Northeast to Minas
Gerais. In folk medicine it is used as a tranquilizer and for other disorders in the
central nervous system such as insomnia and depression. Species of the genus
are very important in the pharmaceutical industry for the production of anxiolytic
herbal medicines. The chemical markers of the genus Erythrina are the erythrin
alkaloids, which are attributed to anxiolytic activity. In view of this, this work aims
to contribute to the expansion of chemical knowledge of the genus, through the
characterization of alkaloids from the stem bark of E. velutina Willd. by gas
chromatography coupled to mass spectrometry and high performance liquid
chromatography coupled to mass spectrometry. For the study, the dry and
crushed plant material was subjected to extraction by exhaustive maceration and
concentrated in a rotary evaporator, posteriorly by means of acid-base extraction
the fraction of total alkaloids was obtained and then the same was analyzed by
mass spectrometry with electron ionization and electrospray ionization mass
spectrometry. With the results it was possible to observe the presence of erythrin
alkaloids in the fraction of total alkaloids of the ethanolic extract of the stem bark
of the species in study, being them: erysodyne or erysovine, erythrascine,
erythraline, erytraditine or its epimer, erymelanthine, erysotina or erysosalvine,
Hidroxerisosalvina/  hidroxierisotina, erythratine, erysothrine, erythrinine,
eritroculin and erythratine N- oxide. With the exception of erytraline, erysothrine,
erysodine, erysovine e erythratine the other substances are first reported for E.
velutina.

Keywords: Erythrina velutina, alkaloids, mulungu, mass spectrometry,
chromatography.



AcOEt
CG-EM

CLAE-EM

DAP
DCM
EAB
EEB
EtOH
FAT
HCI
HEX

EM-IE

EM-IES
v
LMCA
MeOH
NH4OH
pH
RDA
RENISUS
RMN
SNC
SUS

Tr

uv

INDICE DE ABREVIATURAS

Acetato de Etila

Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas

Diamétro a Altura do Peito

Diclorometano

Extracéo Acido-Base

Extrato Etandlico Bruto

Etanol

Fracdo de Alcalbides Totais

Acido Cloridrico

Hexano

Espectrometria de Massas com ionizag&o por impacto de
elétrons

Espectrometria de Massas com ionizacéo por Eletrospray
Infravermelho

Laboratoério Multiusuério de Caracterizagcédo e Andlise
Metanol

Hidroxido de Amaonio

Potencial Hidrogenidnico

Retro Diels-Alder

Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do SUS
Ressonancia Magnética Nuclear

Sistema Nervoso Central

Sistema Unico de Satde

Tempo de Retencéo

Ultravioleta



INDICE DE FIGURAS
Figural. Distribuicdo do Género Erythrina pelo mundo .............cccooeinnee
Figura 2. Numero de publicacées com Erythrina na base de dados
SCIFINAEI® ... e raae e

Figura 3. Erythrina velutina Willd................ooii e,

Figura 4. Locais identificados com a presenga de Erythrina no Brasil .......
Figura 5 - Estrutura basica de alcaloides eritriniCos...............ciieiieieeennn.

Figura 6. Estrutura dos alcaloides eritrinicos das subclasses dienoide
(B), alcenoide (C) e lactinica (D)........ccceeeeeiiiiiieeeiiecrcee e

Figura 7. Formacédo do DOPA através da hidroxilacdo da tirosina e
formacao da dopamina (3) e do 3,4-diidroxifenil-acetadeido (4).................
Figura 8. Formacéao da base de Schiff, seguida de uma reacéo de

Mannich intramolecular para formacéo da (S)-(+)-Norprotosinomenina.....

Figura 9. Cromatograma obtido para fracdo de alcaloides totais................

Figura 10. Regido do perfil cromatografico (janela) da fracdo de
alcaloides totais no qual foram identificados os alcalbides
L2 11011 oo 1) PO ETRRPRRRP

Figura 11. Padrao de fragmentacéo IE-EM para alcalbides eritrinicos das
subclasses dienoides A e alcenoides B.........ccccoooeeeiiiiiiiieeeeeii

Figura 12. Alcal6ides eritrinicos identificados na frac@o de alcaloides do
extrato de E. VEIULING...........uuuiiiiiiiiiiiiie et

Figura 14. Espectro de massa da substancia D no tempo de retengéo
4,63 MIN ...ttt e e e e e e e e e e e eeeeeeaeeraane

Figura 15. Espectro de massa da substancia B no tempo de retencao
33,29
0] U PUPPPRUPPPPPPP

Figura 16. Espectro de massa da substancia C no tempo de retencéo
GG TR A A 1111 PSP

Figura 17. Espectro de massa da substancia E no tempo de retencao
1 0 I o o U PPUSURRPR

41

58

61



Figura 18. Espectro de massa da substéancia F no tempo de retencdo
10T 0 1C T 1 011 o PP PSUPURS

Figura 19. Espectro de massa da substancia G no tempo de retencao
0L 72 ¢ 11 U

Figura 20. Espectro de massa da substancia H no tempo de retencéo
A< 0 1.2 o T

Figura 21. Espectro de massa da substancia | no tempo de retencao

Figura 22. Mecanismo de fragmentacao de derivados eritrinicos
alcenoides com hidroxila ligada ao carbono 2. Iniciado pela reacéo

Figura 23. Mecanismo de fragmentacéo de derivados eritrinicos
alcenoides com hidroxila ligada ao carbono 2. Iniciado pela reacao
(o3 1772 To =1 o 1 o (S

Figura 24. Mecanismo de fragmentacao de derivados eritrinicos
[0 1T L0 {0 =S PP

Figura 25 A. Cromatograma de ions totais obtido por IES no modo
01027111V TSP PPPPUPPPPR

Figura 25 B. Regido do perfil cromatografico onde foram identificados os
alcaléides eritrinicos por CLAE-EM-ESI ...

Figura 26. Espectro de massas correspondente ao ion 318 no Tr de 17,8
MiN N0 MOAO IES POSILIVO........ccoiiiiiiiiiiieee e

Figura 27. Espectro de massas correspondente ao ion 334 no Tr de 19,5
MiN N0 MO0 IES POSItIVO......uiiiiiiceecciceeeeee e

Figura 28. Espectro de massas correspondente ao ion 316 no Tr de 23,8
MiN N0 MOO IES POSILIVO.......ccoeiiiiiiiiiii i

Figura 29. Espectro de massas correspondente ao ion 298 no Tr de 24,3
MIiN N0 MO0 IES POSITIVO ....covviiiiiiicii e

Figura 30. Espectro de massas correspondente ao ion 300 no Tr de 27,3
MIiN N0 MO0 IES POSIIVO......ccuiiiiiii i

Figura 31. Espectro de massas correspondente ao ion 372 no Tr de 33,7
MiN N0 MOO IES POSITIVO .....cooeeiiiiiiiiiii e

74



Figura 32. Espectro de massas correspondente ao ion 314 no Tr de 33,7
MiN N0 MOO IES POSILIVO.........ccoeiiiiiiiiiciiiiii e 81

Figura 33. Espectro de massas correspondente ao ion 296 no Tr de 36,5
MiN N0 MOAO IES POSILIVO .....ccooeiiiiiiiiii e 82

Figura 34. Espectro de massas correspondente ao ion 344 no Tr de 38,3
MiN N0 MOO IES POSILIVO .....coooiiiiiiiiiiie e 83

Figura 35. Espectro de massas correspondente ao ion 346 no Tr de 39,1
MiN N0 MO0 IES POSILIVO .....cooeeiiiiiiiiiii e 84

Figura 36. Alcalo6ides eritrinicos identificados na FAT de E. velutina por

CLAE-EM-IES. ... o ettt e e nnree e e eeas 85
Figura 37. Proposta de fragmentacéo do alcaléide eritrinico erisodina ..... 90
Figura 38. Proposta de fragmentacédo do alcaloide eritrinico 91

NIAFrOSIEIISOSAIVING ... e



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Padréao de fragmentacao alcaloides de Erythrina velutina

Tabela 2. Caracterizacao dos alcaldides identificados na FAT de E.

velutina por CLAE-IES-EM-EM.........ccoo s



INDICE DE QUADROS

Quadro 1. Principais constituintes quimicos do género Erythrina............... 28
Quadro 2. Algumas substancias isoladas do género Erythrina.................. 29
Quadro 3. Algumas substancias isoladas de E. velutina..................ccceee 37

Quadro 4. Alcaloides eritrinicos de maior ocorréncia no género Erythrina... 41
Quadro 5. Padrdes de fragmentacao de alcaldides eritrinicos em IE-EM, 59
SUDCIASSE dIENOIAE. .......ccoiiieeeeee e
Quadro 6. Padrdes de fragmentacédo de alcaldides eritrinicos em IE — EM,

SUDCIASSE AICENOIAC. ... e 59



INDICE DE ESQUEMAS
Esquema 1. Obtencé&o do extrato etandlico bruto das cascas do

caule de Erythrina velutina Willd ...........cccooeiiiiiiiiiiiiece

Esquema 2. Extracéo acido — base



Sumario

1. INTRODUGAO. .. ..ottt ettt ste e 16
2. OBUIETIVOS ..ottt ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e enes 19
2.1 ODJEtiVOS GEIAIS......ccciiiiiiiiiiiiieeeeee e 19
2.2 ObjetivOS ESPECITICOS .....uuuiiiiiiiieee e 19
3. REFERENCIAL TEORICO ...t 20
3.1 BIOMaA CAaAtiINGA.......cceiiiiieiiiiiiiiieeeeeee e 20
3.2 ProdutOS NATUFAIS .....ceevueiiiiieeee ettt e e e e e ee e e e e e e eeeeenes 21
3.3 Familia Fabaceae ...........cccccceeiiiiiii 23
3.4 GENEro Erythrina.......coovvieiiii e e e 26
3.5 Erythrina velutina Willd.............coooriiiii e 32
I A [or= 1 (o o (=TI =T 1 1o 1 39
3.6.1 Biossintese de alcalGides eritriniCoS ..........ccuveeeriiiiiiiiiiiieee e 43

3.7 Técnicas Hifenadas para Identificagdo de Substancias..............ccccceee.... 46
3.7.1 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas ........... 46
3.7.2 Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas............ 48
4. METODOLOGIA. ...ttt ettt e e e e e e e e eeeeeeeeeaanes 51
4.2 Coleta e desinfestacdo das cascas do caule ...........cccccccceeeeeeeeeeeeeiiinnnnnn. 51
4.3 Obtencéo do extrato etandlico bruto .............cccooeeeiiiiiiiiii e, 51
4.4 EXrac80 ACIAO - DASE ....ccoeeieeeeeici e 53
4.5 Desenvolvimento de métodos analiticos para identificacdo dos alcaloides
de Erythrina velutina Willd.............cccoie 54
4.5.1 Analise €M CG-EM ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 54
4.5.2 Andlise em CLAE-IES-EM/EM.........ccccoiiiiiiiiiiiiiiie e 54

5. RESULTADOS E DISCUSSAO.......c.coiiueiecececeeeeeee e, 56
5.1 Identificacdo dos alcalbides eritrinicos por CG-IE-EM ..................cooee. 56
5.1.1 Padréo de fragmentacdo dos alcalbides eritrinicos em IE-EM ......... 57

5.1.2 Identificagc&o dos alcaldides eritrinicos e analise do perfil alcaloidico
no extrato de Erythrina velutina por IE-EM ... 60

5.1.3 Identificacdo dos alcaldides eritrinicos e analise dos padrbes de
fragmentacao no extrato de Erythrina velutina por IE-EM .............cccceeeeee. 61

5.1.4 Mecanismo de fragmentacao proposto em IE-EM para alcaldides
eritrinicos das subclasses alcenoide e dienoide ........cccveuveeeeeiiiiiiceiieieen, 68

5.1.5 Mecanismo de fragmentacao de alcal6ides alcenoides com hidroxila
ligada a0 CarbONO 2 .........oiiiiiiii e 68



5.1.6 Mecanismo de fragmentacao de alcaldides dienoides...................... 72

5.2 Identificacdo dos alcaloides eritrinicos por CLAE-IES-EM...................... 74
5.2.1 Mecanismo de fragmentacéo de alcaldides eritrinicos por IES-EM ..... 89
5.2.1.1 Proposta de fragmentacao do alcaldide eritrinico erisodina .......... 89
5.2.1.2 Proposta de fragmentacéo do alcaldide eritrinico hidroxierisosalvina
................................................................................................................... 90

B. CONCLUSOES ..ottt 92

REFERENCIAS ... ettt 93



16

1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos vai desde a
identificacdo da espécie vegetal, a avaliacdo, analise das atividades
farmacoldgicas, toxicologicas, microbiolégicas e bioldgicas e determinacédo de
critérios de qualidade até chegar a sua producdo farmacéutica em maiores
escalas (CARVALHO, 2016).

No Brasil esse tipo de medicamento tem uma ampla importancia na
economia e no ponto de vista cultural, o pais tem uma estimativa de mais de
22% das espécies vegetais do planeta (NEWMAN; CRAGG, 2016), e em funcéo
da grande diversidade o potencial exploratério do pais para obtencdo de
medicamentos a base de produtos naturais vegetais é tdo elevada. A medicina
popular ja confirma esse direcionamento tendo em vista a grande utilizacdo de
espécies vegetais na cultura popular com eficiéncia consideravel em seus
resultados (FEITOSA, 2014).

Apesar dos avancos e instigacao a pesquisa com medicamentos oriundos
de produtos naturais vegetais, ainda existe diversas dificuldades com relacdo a
matéria prima de origem, pois muitas espécies utilizadas como fitoterapicos
direto ou indiretamente ainda nao possuem dados oficiais que comprovem a sua
autenticidade, onde muitas vezes inuameras espécies sao confundidas ou
adulteradas pelo fato de que em regides distintas sejam denominadas e
conhecidas de formas diferentes, ou seja, ha a falta de padronizacao (FEITOSA,
2014). O comercio de plantas nativas medicinais que sao encontradas em feiras
livres e mercados também apresentam riscos aos consumidores no que diz
respeito a comprovacdo da toxicidade e seus reais efeitos farmacoldgicos
(SCHENKEL et al, 2007b). O aumento no consumo de diferentes produtos a
base de plantas medicinais, fatores como a precariedade na fiscalizacdo da
producédo e da venda tém comprometido a qualidade dos mesmos (SILVA, 2012).

O estudo dos componentes quimicos vegetais denomina-se fitoquimica,
gue com auxilio da purificagdo por métodos cromatograficos e identificacdo por
técnicas espectrais, tais como: ressonancia magnética nuclear (RMN),
infravermelho (IV), espectrometria de massas (EM) e espectroscopia has regides
do ultravioleta (UV), juntamente com técnicas como cromatografia em fase

gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) bem como, acoplamento
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da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com EM e RMN facilitou a
melhoria e otimiza¢c&o das analises visto que as informacdes e resultados obtidos
sobre a estrutura dos componentes da matriz vegetal sdo altamente confiaveis
(FEITOSA, 2014). Para isso, a utilizacédo de técnicas hifenadas é de grande valia,
pois fornece numerosas informacdes estruturais dos metabdlitos antes mesmo
do seu isolamento.

Dentre espécies com grande potencial para producdo de drogas de
origem vegetal, destacam-se as plantas do género Erythrina, estas sé&o
extensivamente conhecidas pelo seu potencial farmacolégico com base na
cultura popular que utiliza a mesma para diversos fins medicinais desde muito
tempo (ANHESINE, 2018). O género Erythrina é bastante notado devido a
producdo de alcaloides, flavonoides, triterpenos e esteroides que apresentam
uma elevada utilidade farmacolégica, plantas desse género sdo as principais
fontes de alcaloides tetraciclicos. Essa espécie apresenta atividade sedativa,
anticonvulsivante e anestésica (VIRTUOSO, 2005).

As plantas sdo uma importante fonte de substancias biologicamente
ativas, que apresentam constituintes quimicos conhecidos como metabdlitos que
exercem atividades sobre o metabolismo de outros organismos (MERLUGO,
2015). Estes podem ser primérios ou secundarios. Metabdlitos primarios séo
descritos como compostos necessariamente ligados a sobrevivéncia da planta,
como por exemplo: DNA, RNA, acucares, proteinas e aminoacidos (KERBAUY,
2004); os metabolitos secundarios sdo importantes com relacéo a sobrevivéncia
e propagacao das plantas, tanto pela defesa contra herbivoros ou competidores,
patdgenos como protecdo a radiacao solar; ou ainda como fator de contribuicdo
para a dispersdo de polen e sementes (MARTINS, 2012). Muitas vezes, as
substancias sintetizadas em um ou varios érgaos da planta podem atuar como

fitoterapicos, ou seja, expressar potencialidades terapéuticas.

O nordeste € uma area onde sdo encontradas arvores da espécie
Erythrina velutina, objeto de estudo desse trabalho. Por ser uma area de
escassez hidrica e temperaturas elevadas 0s organismos que nhesta regido
habita apresentam potencial excepcional de sobrevivéncia a adversidades

climaticas favorecendo a investigacao e estudo de espécies e metabolitos que
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estes produzem gerando um grande interesse para a descoberta de novas
substancias com atividade farmacologica.

Devido as poucas informacdes na literatura especializada sobre a
presenca, interferéncia ou alteracdes das caracteristicas, principalmente in
natura das plantas medicinais comumente utilizadas, tem se por justificativa
neste trabalho identificar os alcaloides da espécie medicinal Erythrina velutina
Wild. com sinonimia popular de mulungu a fim de se conhecer a abundéncia e a
diversidade dos metabolitos secundarios presentes na espécie para fins de

interesse farmacologico/biotecnoldgico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Este trabalho tem como objetivo geral caracterizar alcaloides das cascas
do caule de Erythrina velutina Willd (Fabaceae) por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas e cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver método extrativo para caracterizacdo dos alcaloides das
cascas do caule de Erythrina velutina Willd;

e Desenvolver o método analitico para caracterizacdo e identificacdo da
fracdo de alcaloides totais (FAT) desta espécie através dos dados de CG-
IE-EM;

e Desenvolver o método analitico para caracterizacao e identificacdo da
fracdo de alcaloides totais (FAT) desta espécie através dos dados de
CLAE-IES-EM- lon trap;

e Propor as fragmentacdes dos alcaldides encontrados na FAT do extrato

de E. velutina.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Bioma Caatinga
O bioma Caatinga (termo originario do tupi - guarani que significa mata

branca) é o principal ecossistema da Regido Nordeste que apresenta
caracteristicas peculiares devido ao seu clima quente e seco, tipico do semiérido.
O semiarido brasileiro apresenta uma area de extensdo de cerca de 900.000
Kmz, correspondente a 54% da regido nordeste, e cerca de 10% do territério
nacional (IBGE, 2016). Nesta regido o clima tem os mais elevados valores de
temperatura, taxa de evaporacdo escassa e irregulares precipitagdes pluviais,
com baixas percentagens de umidade relativa (SILVA JUNIOR, 2005).

A Caatinga € o principal ecossistema existente na Regido Nordeste,
estendendo - se pelo dominio de climas semiaridos, que compreende os estados
do Ceard, mais da metade da Bahia, Paraiba, Pernambuco, Piaui e Rio Grande
do Norte, quase metade de Alagoas e Sergipe, além de pequenas areas de
Minas Gerais e do Maranhdo, com um bioma, caracterizado por grande
variedade de paisagens, riqueza biolégica e endemismo (IBAMA, 2016). Esse
bioma possui espécies que apresentam adaptac6es a deficiéncia hidrica e as
elevadas temperaturas, entretanto existem poucos estudos sobre o potencial
biotecnoldgico de microrganismos desta regido de condi¢cdes extremas, havendo
a hipétese de que os microrganismos também desenvolvem mecanismos de
adaptacao para sobrevivéncia as condicfes adversas, assim como as plantas
dessa regido (FERREIRA, 2015).

A vegetacdo da Caatinga apresenta diferencas anatdbmicas e/ou
fisiolégicas comparadas a vegetacdo de outros biomas relacionada ao clima,
para adaptar-se as restritas condicfes de aridez, as espécies vegetais que
habitam a Caatinga desenvolveram mecanismos de sobrevivéncia os quais
permitem conviver com a condicfes que o meio oferece (SILVA JUNIOR, 2005).

Entre as principais adaptacdes, podemos destacar oOrgdos de
armazenamento de agua, auséncia de folhas, presenca de espinhos, caule
suculento nas cactaceas, tuberas aquiferas de Spondias tuberosa Arruda e a
perda de folhas de quase todas as espécies lenhosas da Caatinga (SILVA,
2002). Esta vegetacdo apresenta arvores e arbustos deciduais, constituindo-se
ainda do dominio das plantas suculentas espinhosas e das herbaceas

temporarias que se desenvolvem no periodo chuvoso caracterizando-a (SILVA,
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JUNIOR, 2005). A classificacdo da vegetacdo Caatinga ndo € homogénea do
ponto de vista fisionémico.

A heterogeneidade da vegetacdo é decorrente de variacdes do clima,
solo, relevo e altitude, que proporcionam diferentes formacdes vegetacionais. A
sobreposicdo de espécies nas diferentes fisionomias de Caatinga é grande,
comparada a preservacao e fisionomias de outros biomas (SCHISTEK;
SEYFFARTH et al.; 2012).

Visto a diversidade de formacdes fisiondmicas e a vasta concentracéo de
espécies endémicas encontradas neste bioma, € de grande valia um estudo bem
como agles e planos de manejo que sejam implementados para garantir a
existéncia de espécies ainda nao estudadas que apresentam potencial elevado
para diversas pesquisas e fins. Vale salientar que o uso e a potencialidade da

vegetacdo sdo bastante variados, dependendo da regido onde ocorre.

3.2 Produtos Naturais

Muitos estudos com plantas tém objetivado a prospeccdo de principios
ativos para as industrias cosmética, agricola e farmacéutica devido as
promissoras comercializacbes de seus produtos. Atualmente, a fitoterapia €
reconhecida, pela Organizacdo Mundial de Saude, como alternativa importante
e viavel, principalmente, para as populacdes de paises em desenvolvimento
devido aos custos de seus produtos serem mais acessiveis.

No Brasil apenas 2% das espécies catalogadas possuem uso medicinal
comprovado cientificamente (SA, 2013). Nesse contexto, estudos com as plantas
nativas devem ser priorizados, uma vez que o Brasil possui a maior diversidade
de espécies vegetais do mundo, mas pouco se conhece dos seus respectivos
potenciais bioativos.

Antigamente o uso de produtos naturais era frequentemente empregado
pelas populacdes carentes, tanto da area rural quanto na area urbana, em fungéo
da sua alta disponibilidade e baixos custos (DUARTE, 2006). No entanto, nos
dias atuais, 0 uso de plantas com fins medicamentosos € abundante e tem sido
considerada uma solucao alternativa para problemas de saude, além de estar
bem estabelecido em algumas culturas e tradicdes, especialmente na Asia,
Ameérica Latina e Africa (MERLUGO, 2015).
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Os produtos naturais séo utilizados pela humanidade desde a sua origem,
visto a procura da cura e do alivio de doencas, imagina-se que o consumo de
ervas e folhas talvez tenha sido uma das primeiras formas da utilizacdo dos
produtos naturais (YUNES, 2001). No entanto ndo sO para tratamento e
prevencado de doencas estes produtos séo utilizados, a uma grande utilizacdo
desde os primérdios também no controle de pragas e em mecanismos de defesa.

Muitos medicamentos até hoje usados foram descobertos por quimicos
que estudavam plantas consagradas pelo uso na medicina popular, porém
limitavam-se apenas ao isolamento e determinacao estrutural de substancias
ativas. As civilizagbes Oriental e Ocidental s&o ricas em exemplos de uso de
recursos naturais na medicina, e a cada dia novas tecnologias sédo empregadas
para o uso, descoberta e entendimento do mecanismo de acdo quando se
consegue isolar um metabdlito que apresente principio ativo de interesse.

Mesmo com grandes avancos alcancados pela medicina moderna os
produtos naturais ainda s&o abundantemente utilizados, estima-se que
aproximadamente 30% das drogas avaliadas como agentes terapéuticos sao
oriundos de metabdlitos secundarios (CALIXTO, 2005; VEIGA JUNIOR, 2008).

Entre os anos de 1981 a 2006, 1.184 (um mil cento e oitenta e quatro)
novas espécies quimicas foram aprovadas como farmacos, onde 47% destes
sdo produtos naturais ou derivados semissintéticos, 30% produtos totalmente
sintéticos, 18% produtos biolégicos e vacinas, todos sdo planejados a partir
conhecimentos de produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Porém nédo é tdo simples o caminho para o desenvolvimento de um
farmaco, no que compete a produtos naturais existe o envolvimento de diversos
campos e diversas técnicas (LORENZI & MATOS, 2002). Normalmente os
estudos tem inicio com técnicas botanicas devido a coleta e identificacdo da
planta, que geralmente ja tem um histérico de alguma atividade farmacoldgica
usada popularmente, em seguida testes fitoquimicos preparam extratos e
submetem o material a analises farmacolégicas, a auséncia ou presenca de
algum efeito farmacolégico direciona o estudo para processos de isolamento do
principio ativo através dos testes de atividades destinados para tal. Portanto o
envolvimento de diferentes areas e diferentes conhecimentos € fundamental
para o inesgotavel conhecimento e fonte medicinal de produtos naturais podendo

ser citados: botéanica, farmacologia e fitoquimica (YUNES, 2001).
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3.3 Familia Fabaceae
A familia Fabaceae (Leguminosae) representa uma das maiores familias

botanicas existentes, classificada como angiospermas dicotiledoneas, estédo
presentes nas regifes temperadas, frias e também nas tropicais (CABRAL,
2009), distribuidos em 770 géneros e 19.500 espécies (LEWIS et al.,2005).
Subdividia em trés subfamilias sendo elas: Caesalpinioideae, Mimosoideae e
Papilionoideae (GOMES, 2017). Dentre os géneros nativos mais frequentes,
destacam-se: Phaseolus, Crotalaria, Erytrhina, Andira, Sophora, Indigofera,
Mucuna, entre outros (CARVALHO, 2008).

O subgrupo Faboideae mostra-se como o maior apresentando cerca de
429 géneros e 12.615 espécies. A subfamilia Caesalpinioideae com
aproximadamente 150 géneros e 2.700 espécies e Mimosoideae com 40
géneros e aproximadamente 2.500 espécies. Nas regides temperadas a Unica
subfamilia encontrada € a Faboideae (CABRAL, 2009). Das trés subfamilias as
estruturas morfolégicas em comum sao ovario supero, unicarpelar, legume e a
capacidade de apresentar nodosidades nas raizes (LUCKOW, 2003).

As subfamilias Mimosoideae e Faboideae apresentam pequenas
alteracdes em relacdo a circunscricdo tradicional, ambas sao monofiléticas,
enquanto que a Caesalpinioideae é parafilética (SOUZA; LORENZI, 2008). No
entanto estudos filogenéticos ainda néo foram suficientes para a concepcéao de
uma classificacdo consideravel para as subfamilias de Fabaceae.

Os representantes de Fabaceae geralmente associam-se a bactérias
fixadoras de Nitrogénio, que fazem a conversao de Nitrogénio em Nitrato e com
fungos (micorrizos) que tem a capacidade de auxiliar na absorcao de nutrientes
e agua (SPRENT, J. I.; JAMES, 2007), devido a essas associacfes simbioticas
tem-se a grande adaptacdo de organismos desta familia em diferentes
ambientes.

Tradicionalmente denominada como Leguminosae a familia Fabaceae
era tratada como uma Unica familia contendo trés subfamilias Caesalpinioideae,
Mimosoideae e Papilionoideae. Em um outo momento Cronquist 1981le
Hutchinson 1964 sugeriram que estas subfamilias fossem reclassificadas como
familias distintas (GOMES, 2017). Em conformidade com APG IV (2016),
atualmente as subfamilias sdo consideradas integrantes de uma Unica familia

(Fabaceae). Na filogenia mais recente proposta para Fabaceae a subfamilia
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Mimosoideae por meio de estudos moleculares e taxonémicos, apresentou o
mesmo ancestral de diversificacdo da subfamilia Caesalpinioideae, em funcgéo
disso, agrupou-se a subfamilia como uma linhagem irm&, passando a formar o
clado mimosoide aninhado em Caesalpinioideae (LPWG, 2017).

Apresenta uma variada morfologia floral, as espécies da familia Fabaceae
possuem um amplo conjunto de polinizadores dentre eles abelhas, morcegos,
aves e insetos (MATEUS, 2013). A maioria das espécies apresentam frutos tipo
legumes composto por duas valvulas e quando alcancam a maturidade lancam
suas sementes no ambiente, as cores contrastantes das sementes de algumas
espécies facilitam a visualizagdo bem como identificagdo de alguns animais
dispersores (LEWIS et al., 2005; QUEIROZ, 2009).

Loiola et al. (2010) ressaltam o uso de Fabaceae como recurso medicinal,
rituais religiosos e importante influéncia desse grupo de plantas na cultura
sertaneja principalmente na regido da caatinga. Espécies desta familia sé&o
comumente utilizadas no tratamento de doencgas por apresentarem propriedades
terapéuticas e curativas, muitas espécies desta familia sédo utilizadas na
medicina popular e na farmacologia, sdo exemplos: L. ferrea (pau-ferro),
Anadenanthera peregrina (angico), Bauhinia forficata (morord), Poincianella
piramidalys (catingueira), Leucaena leucocephala (leucena) entre outras
(GOMES, 2008).

Espécies de Fabaceae sdo muito utilizadas na alimentacdo humana,
apresentando um elevado potencial econémico sendo elas: Phaseolus vulgaris
L. (feijao), Vicia faba L. (fava), Glycine max (soja), Cicer arietinum (grao-de-bico)
e Pisum sativum L. (ervilha) (MATEUS, 2013). Outras espécies também séo
usadas na fabricacéo de 6leos combustiveis, tintas, industria de madeira, resina,
ornamentacdo, reflorestamento de areas degradadas, recuperacdo de solos,
producéo de farmacos e arborizacdo de vias publicas (LEWIS et al., 2005).

Dentro da familia Fabaceae sdo encontrados arvores, arbustos, ervas
perenes ou anuais e trepadeiras. O fruto tipico desta familia € do tipo legume ou
vagem, podendo ocorrer outros tipos como foliculo, lomento, samara, e aguénio
(LEWIS et al., 2005), normalmente é reconhecida com folhas compostas com
estipula, muitas vezes adaptadas em formas de espinhos, comumente
apresentam nectarios extraflorais, ocasionalmente com pontuacgdes translicidas

(CABRAL, 2009). Seu sistema radicular tem predominancia de raiz pivotante



25

podendo penetrar varios metros de profundidade no solo, as espécies herbaceas
por sua vez possuem raizes adventicias (LEWIS et al., 2005). As flores dessa
familia geralmente apresentam sépalas fundidas e cinco pétalas livres.
As flores podem ser zigomorfas ou actinomorfas (SOUZA; LORENZI, 2008). Sado
majoritariamente  diclamideas (raramente monoclamideas), bissexuadas
(hermafroditas); apresentam um Unico pistilo e um hipanto curto, que
normalmente apresenta um formato de taca. Fabaceae sdo em geral entomdfilas
(polinizadas por insetos), portanto, as flores sdo chamativas para a atracdo dos
polinizadores. O cdlice é gamossépalo ou raramente dialissépalo, com
preflorac@o aberta, valvar ou imbricada. Ja a corola apresenta pétalas livres ou
conatas, valvadas ou imbricadas. Além disso, o androceu conta tipicamente com
10 estames, alguns géneros apresentem essas estruturas maior ou menor
namero. Por fim, o gineceu apresenta ovario supero, unicarpelar, unilocular, as
vezes dividido por falsos septos, e em geral multiovulado (em geral apresenta 10
ovulos) com placentacéo parietal (JUDD, 2009).

Com relacao a quimica de metabdlitos secundarios a familia Fabaceae &
tradicionalmente lembrada pelo numero de ocorréncias de flavonoides com
destaque aos isoflavonoides antimicrobianos, alcaloides, taninos, alguns
glicosideos cianogénicos, cristais de proteinas e também grao de amido
(CABRAL, 2009). Por meio de estudos, nas décadas de 70 e 80 Harborne (1999)
apud Cabral (2009) listou 500 diferentes tipos de fitoalexinas, estas séo
produzidas pelo organismo vegetal em resposta a patégenos desta familia, este
estudo contribuiu para o conhecimento quimiotaxonémico da Fabaceae, em
funcao disso foram confirmados que apenas essa familia botanica possui essa
grande variedade de metabdlitos de defesa com uma vasta gama de variedade
estrutural, que sejam empregados como marcadores filogenéticos (SOUZA;
LORENZI, 2008).


https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9pala
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Entom%C3%B3fila
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1lice_(bot%C3%A2nica)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Androceu
https://pt.wikipedia.org/wiki/Estame
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Ov%C3%A1rio
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3.4 Género Erythrina

Entre os diversos géneros da familia Fabaceae, encontra-se, Erythrina
que possui cerca de 115 espécies, das quais 70 sdo nativas das Ameéricas
(SOBARZO-SANCHEZ, 2015) com disseminacdo principalmente nas regides
tropicais e subtropicais. Na América do Sul ocorrem no Brasil (11 espécies),
Argentina, Bolivia, Guianas, Paraguai, Peru, Panama e Colémbia (MELO, 2011).
Além das américas pode ser encontrado no sul da Asia, norte da Oceania e
Africa, (Figura 1) (SOBARZO-SANCHEZ, 2015). No Brasil essa espécie ocorre
em varios biomas sendo eles Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Floresta
Amazonica (NEILL, 1993), sendo as duas principais E. velutina no Nordeste e E.
verna no Sudeste (MELO, 2011).

Figural. Distribuicdo do Género Erythrina pelo mundo representado na cor
preto

Fonte: ANHESINE, 2018.

Informacdes botanicas como aspectos morfologicos e anatdmicos sao de
extrema importancia na caracterizacdo de espécies do género Erythrina, visto a
semelhanca destas, bem como, a denominagao popular que apresenta variagéo
de acordo com a regido de origem, cultura ou uso, podendo ocasionar equivocos
que comprometam estudos e/ou producédo de drogas vegetais (MARTINS-DA-
SILVA, 2002). Outra espécie do género Erythrina, a E. verna, apresenta mesma
indicacdo popular e grande semelhanca a E. velutina (objeto de estudo deste
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trabalho), porém ocorre em diferentes regides brasileiras. A E. verna esta
presente na relacdo Nacional de plantas de interesse do SUS (RENISUS) e é
empregada em associacdo a outros géneros durante a produgcdo de trés
medicamentos fitoterapicos ansioliticos pela industria brasileira sdo eles:
Maracugina Composta® (Hypermarcas), Calmapax® (Delta) e Passaneuro®
(Bunker). Os fitoterdpicos hipnoticos sedativos representam 63,73% das ventas
totais de medicamentos fitoterapicos no Brasil, desses 21,67% s&o o0s
medicamentos acima citados (FEITOSA, 2014).

E caracteristico de todas as espécies deste género possuir flores vistosas
de cor laranja ou vermelho que séo polinizadas por animais e ocorrem em uma
ampla variedade de habitats, desde bosques tropicais chuvosos de terras baixas
a desertos subtropicais muito aridos e até em bosques montanhosos de
coniferas acima de 3.000 m (NEILL, 1993; VASCONCELOS et al., 2003).

No Brasil, encontram-se 11 espécies: E. amazbnica, E. crista-galli, E.
dominguezzi, E. falcata, E. fusca, E. poeppigiana, E. similis, E. speciosa, E.ueli,
E. velutina e E. verna (REFLORA, 2018), estas sao muito utilizadas no
paisagismo, em funcdo das suas flores vermelho alaranjadas, visto que, sao
atraentes, vistosas e de longa duracdo (FEITOSA et al.,, 2012; GRATIERI-
SOSSELLA; PETRY; NIENOW, 2008; CARVALHO, 2003). Essas flores s&o uma
referéncia alusiva a denominacdo deste género, que vem do grego erythros, e
significa vermelho (NEILL, 1993; CARVALHO, 2008).

Estudos relacionados ao género Erythrina foram aumentando com o
passar dos anos, em funcgéo disso, tem-se mais de 3281 publica¢des (Figura 2),
nas quais 787 sao patentes. Na sua maioria oriundas da China, estas
publicacdes trazem aplicacdes na medicina tradicional da China (existente ha
mais de 2000 anos) e vem sendo reconhecida no mundo todo por meio da
confirmacéo de suas propriedades (AHNSINE, 2018).
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Figura 2. Numero de publicagcdes com Erythrina na base de dados
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Fonte: ANHESINE, 2018

Diversos estudos fitoquimicos de espécies do género demostraram a
presenca de alcaloides, flavonoides, pterocarpano, cumarinas, isoflavonéides,
triterpenoides (Quadro 1) e outras substancias, algumas substancias do género
sdo exemplificadas no quadro 2. (VIRTUOSO et al., 2005), sendo que muitos
destes apresentaram diferentes atividades como antibacteriana, antifingica e
antinflamatéria (VIRTUOSO et al., 2005; QUEIROZ et al, 2002).

Quadro 1. Principais constituintes quimicos do género Erythrina

Principais constituintes quimicos
_ Local na planta
presentes no género Erythrina
Alcal6ides Folhas, caule e flores
Saponina espumidica Folhas
Acucares redutores Folhas e flores
Fenois e taninos Folhas, caule e flores
Proteinas e aminoacidos Folhas, caule e flores
Flavonoides Folhas, caule e flores
Depsideos e depsidonas Folhas
Derivados de cumarina Folhas, caule e flores
Esteroides triterpenoides Folhas e caule
Glicosideos cardiotbnicos Flores
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Glicosideos antraquinbnicos Flores

Terpenoides Caule

Fonte: PALUMBO; GARDIN; NAKAMURA, 2016

Quadro 2. Algumas substancias isoladas do género Erythrina

Sustancias isoladas o
R , Estrutura quimica
do género Erythrina

Indicanina A

Ericristagalina

Daidzeina

Eritrinina B

Fonte: CABRAL, 2009

De acordo com a familia que este género pertence é comum a presenca
de flavonoides, visto que, indicagbes quimiotaxondmicas sao correspondentes
para Fabaceae na qual é conhecida pela abundancia de substancias dessa
classe (CABRAL, 2009).

O género é conhecido devido a sua grande producédo de alcaloides
eritrinicos, sendo que é a principal fonte de alcaloides tetraciclicos do tipo
Erythrina (Figura 5). O género Erythrina tem destague entre as plantas

medicinais, pelas respostas no sistema nervoso central e o0 uso como sedativo.
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Estudos farmacologicos realizados em diferentes laboratorios brasileiros tém
mostrado atividades antinociceptiva, ansiolitica/sedativa, relaxante muscular e
antibacteriana de extratos de Erythrina velutina (VIRTUOSO et al., 2005) e
(DANTAS, 2004).

VASCONCELOS et al., 2003 demostraram que E. velutina e E. mulungu
apresentam efeitos antinociceptivos relevantes em modelos experimentais
distintos e, que os efeitos analgésicos desta planta sdo independentes do
sistema opidide.

Os efeitos do tratamento oral utilizando o extrato hidroalcodlico das
inflorescéncias de E. mulungu em diversos padrfes para ansiedade foram
comparados com padrao benzodiazepinico e comprovaram que o extrato exerce
efeitos ansioliticos em tipos especificos de comportamento de defesa,
especialmente naqueles sensiveis ao tratamento com doses baixas de
benzodiazepinicos (CABRAL, 2009).

Os flavonoides também estdo muito presentes em espécies do género
Erythrina, essa classe apresenta diversas atividades biologicas. O estudo sobre
os compostos flavonoidicos de Erythrina € mais atual, Deshpande e
colaboradores (1977) reportaram trés novas isoflavonas: eritrininas A, B e C
(SILVA, 2012). Até janeiro de 2001, de um total de 350 ocorréncias no género
Erytrhina, foram isoladas e identificadas 177 substancias flavonoidicas
diferentes. Foi observado que a classe mais abundante é formada pelos
isoflavondides. Também se reporta o isolamento das seguintes isoflavonas:
osajina, alpinum isoflavona, oxiresveratrol estireno e diidroestilbeno
diidroxiresveratrol, warangalona, 5,7,4"-triidroxi-6,8-diprenilisoflavona, quatro
pterocarpanos ja conhecidos (ericristagalina, eritrabissina 1l, faseolina e
faseolidina), uma flavanona (isobavaquina) e um cinamilfenol (erivariestireno)
solados das cascas de E. variegata (VIRTUOSO, 2005).

Kumar et al. 2013 isolaram trés flavonoides das cascas do cale de E.
suberosa, sendo eles, 4’-Metoxilicoflavanone, Alpinumisoflavone e Wighteone, e
confirmaram gue 0s mesmos possuem resposta a atividade anti-cancerigena.
Por meio de estudos realizados por Yenesew et al. (2003) e Yenesew et al.
(2012), demostraram que a casca da raiz de E. abyssinica e E. burttii apresenta

flavonoides com atividade antiespasmadica.
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Yenesew et al. (2005), por meio de trabalhos demostraram atividades
distintas de flavonoides eritrinicos isolados das cascas do caule de E. burttii
apresenta resposta as atividades antimicrobianas frente a bactéria
Staphylococcus aureus.

Flavonoides E. latissima isolados das cascas do caule apresentaram
atividade antimicrobiana para 0s microrganismos Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Candida mycoderma (CHACHA et al.,
2005).

Além de alcaloides e flavonoides, outras classes metabdlitos secundarios
também ja foram identificadas no género, tais como, diversos pterocarpanos
isolados de E. crista-galli e E. fusca (INNOK et al., 2010), triterpendides isolados
de E. sigmoidea e E. eriotriocha (KOUAM et al., 2008, KOUAM et al. 2007) e
cumarinas isoladas de E. indica (NKENGFACK et al., 2000).

Os extratos metandlico e diclorometano de Erythrina vogelii mostraram
propriedades antifungicas contra Cladosporium cucumerinum (SILVA, 2012). A
sigmoidina B e o calopocarpano isolados das cascas do caule de Erythrina
burtti demostraram atividade contra fungos e Staphylococcus aureus
(YENESEW et al., 2005).

Com base nos estudos acima citados tem-se evidencias dos efeitos
exercidos por as classes de metabdlitos existentes no género Erythrina, em
funcdo disso, é gerado o interesse e a necessidade de investigacdes que
mostrem a confirmacdo de atividades bioldgicas distintas que possam ser
desempenhadas.

O género Erythrina também apresenta aspectos toxicoldgicos visto que,
sdo leguminosas que normalmente contém substancias toxicas aos seres
humanos. Ocorre a presenca de lectinas que levam a gastroenterites, diarreias
e nauseas. Alguns aminoacidos que ocorrem livremente em leguminosas
também trazem efeitos toxicos a seres humanos, sdo encontrados concentrados
nas sementes, podendo ocorrer em toda planta (CABRAL, 2009) causando a
limitacdo desse tipo de vegetal no uso como alimento. Dessas substancias
toxicas as mais relevantes sdo 0s compostos latirogénicos, que estao presentes
em sementes de algumas espécies de leguminosas, estes acarretam condi¢des
patolégicas (latirismo) que podem ocorrer de trés formas diferentes, sendo elas:

neurolatirismo (paralisia de membros inferiores, fraqueza, dificuldades
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respiratorias e tremores dos muasculos), angiolatirismo (ruptura da aorta) e
osteolatiismo (caracterizado por deformagbes esqueléticas que sé&o
relacionadas a desordens no crescimento em 0ssos e cartilagens devido ao
distarbio na sintese de compostos elasticos em tecidos mesenquimais e no
sistema esqueletal) (GRELA et al., 2001).

Fatores anutricionais como inibidores de proteases e inibidores de tripsina
também se fazem presentes no género Erythrina sendo estes a principal causa
de animais em experimentos alimentados com racdo crua. Homélogos do
inibidor de tripsina soja foram isolados em sementes de eritrinas, estes
compostos sédo capazes de causar depressao do crescimento em animais em
estudo, reducéo na absorgéo de enxofre e nitrogénio quando utilizado em ragdes
cruas, interferir na digestibilidade de proteinas de soja em roedores, impulsionar
hiperplasia e hipertrofia do pancreas (excessiva secrecdo de enzimas), bem
como impulsionar a sintese de tripsina e quimiotripsina no pancreas aumentando
a demanda de metionina e cisteina (CABRAL, 2009).

Erythrina cristgalli é considerada téxica devido os alcaloides pela via
administracdo parenteral, podendo levar a um quadro neurolégico de astenia,
paresia ou paralisia musculares. Essa paralisia é resposta dos alcal6ides sobre
a acetilcolina obedecendo a sequéncia seguinte: musculos enervados pelos
nervos cranianos, muasculos do tronco, e das extremidades e musculatura
respiratéria (MERGLUGO, 2015). Porém quando os alcaloides de Erythrina
cristgalli sdo absorvidos pelo tubo gastrointestinal, sdo excretados pelos rins de
maneira rapida, de modo que, por essa via ndo ocorre intoxicacdo (CABRAL,
2009).

3.5 Erythrina velutina Willd.
A espécie Erythrina velutina Willd (Figura 3) do género Erythrina

(Fabaceae) € uma Leguminosae (Papilionoideae), de porte arboreo, aculeada ou
espinhenta normalmente apresenta de 10 m - 15 m de altura e 80 cm de DAP
(diametro a altura do peito, medido a 1,30 m do solo) na idade adulta, tronco
reto, levemente tortuoso, apresenta ramificagdo dicotdmica com copa aberta e
arredondada, tem comportamento decidua, helidfila, ramos e troncos de 40-70
cm de diametro, a casca mede até 25 mm de espessura, folhas compostas

trifolioladas, flores vermelhas ou laranjas ocorrem em fasciculos axilares
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medindo de 12 cm a 20 cm de comprimento e com trés flores, fruto tipo legume
um tanto curvo, de épices e bases agudas, internamente ndo-septado, com 1 a
3 sementes de coloracdo vermelha, que tem sua dispersdo anemocorica (pelo
vento) e zoocodrica (por animais), plantulas do tipo fanerocotiledonar-epigeal-de-
reserva(CARVALHO, 2008; SILVA JUNIOR, 2005).

Figura 3. Erythrina velutina Willd

oy (7 ;

Fonte: APNE/CNIP

Presente na América Central e do Sul, no Brasil do Nordeste até Minas
Gerais, possui ampla ocorréncia em areas semi-aridas e secas (SILVA, 2012),
ocorre de forma natural nos seguintes estados: Bahia, Cear4, Maranh&o,
Paraiba, Pernambuco, Rio grande do Norte, Sergipe e Piaui (Figura 4)
representados por pontos verdes. A E. velutina é a Unica espécie do género
Erythrina que esta presente no Bioma Caatinga (QUEIROZ, 2009).

A etimologia do nome cientifico E. velutina, tem origem do grego erythros,
devido sua coloracdo avermelhada das inflorescéncias, e velutina, do latim,
devido a textura aveludada para o epiteto especifico oriundo dos indumentos
delicados e pelos macios das folhas. O nome vulgar mulungu tem origem
africana, que apresenta como significando pandeiro, acredita-se que € devido ao
som produzido pela batida do seu tronco oco (CARVALHO, 2008).

Popularmente denominada, suina, mulungu, canivete, corticeira, eritrina-
mulungu e bico-de-papagaio (LOREZI e MATOS, 2002). Apresenta sinonimia
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botanica com Chirocalyx velutinus Walp., Corallodendron velutinum (Willd.)
Kuntze, Erythrina aculeatissima Desf., Erythrina splendida Diels.

Séo utilizadas economicamente na construgao de caibros, ripas e cercas
vivas, na ornamentacdo de pragas e ruas e por apresentarem madeira leve
também é utilizado na fabricacdo de tamancos, jangadas e palitos de fésforo.
(SCHISTEK, 2012) A madeira € leve e macia pouco resistente a agentes
decompositores (CABRAL, 2009).

O periodo de floracdo tem variacdo de julho até fevereiro e os frutos
maduros sdo encontrados entre 0s meses de setembro a marco, independente
da regido onde encontra-se. (CARVALHO, 2008).

Figura 4. Locais identificados com a presenca do género

Erythrina no Brasil, representado em verde.
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Fonte: Embrapa, circulat técnica, 2008.

Na medicina popular a Erythrina velutina tem destaque pelo uso de suas
folhas, cascas e frutos. A infusdo das cascas € utilizada como calmante natural
sedativo indicado para problemas no sistema nervoso como depresséao,
ansiedade, insbnia, epilepsia, estresse (VASCONCELOS, 2003) tosses,

bronquite, tratamento de verminoses e hemorroidas (CARVALHO, 2008)
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também possuem efeito hipotbnico além de estabilizar altos niveis de enzimas
do figado, o efeito calmante da planta pode ser benéfico a pessoas que sofrem
pela abstinéncia de nicotina ou drogas, (LOREZI; MATOS, 2002), bem como, a
decoccdo das cascas € usada para precipitar a maturacdo de abcessos
gengivais (MELO, 2011) embora a eficacia e seguranca de seu uso ainda néo
tenham sido confirmadas cientificamente (LORENZI; MATOS, 2002). As folhas
sédo utilizadas em infusos ou através de decocgdo como tranquilizantes, também
indicado no tratamento de sonoléncia e convulsdes (VASCONCELOS et al.,
2003). Ao fruto seco € atribuida a capacidade de acéo anestésica local utilizado
na forma de cigarro (MELO, 2011).

Algumas espécies do género Erythrina sdo utilizadas popularmente no
tratamento da hipertensédo arterial desde os primordios até os dias atuais,
possuindo relatos em estudos etnobotanicos (SILVA, 2012; CABRAL; MACIEL,
2011). A espécie E. falcata € usada popularmente por possuir atividade
hipotensiva (MERLUGO, 2015). Um estudo realizado por Silva (2012), onde
foram entrevistados raizeiros do municipio de Campina Grande-PB, descreveu
a utilizacdo da espécie E. mulungu, muito encontrada no Brasil, para o
tratamento de distarbios cardiacos. Ja Albuquerque, Figueredo e Cerqueira
(2011) e Cabral e Maciel (2011) atribuem essa atividade hipotensiva a espécie
E. velutina.

Estudos farmacolégicos realizados em animais de laboratério mostram
gue o extrato de E. velutina apresenta atividades espamolitica, curarizante,
antimuscarinica e depressora do sistema nervoso central, de modo, ocorre
compatibilidade com a utilizacdo na medicina popular (LORENZI; MATOS 2008).

Os extratos das hidroalcodlicos das cascas do caule de E. velutina e E.
mulungu apresentaram atividade anticonvulsivante como resposta a um
aumento consideravel na laténcia da convulsdo no modelo induzido por
estricnina, sendo Erythrina velutina mais potente que E. mulungu neste aspecto
(VASCONCELOS et. al., 2007).

O extrato aquoso das folhas de E. velutina ampliou o tempo de sono
induzido pelo pentobarbital, ndo havendo distingéo entre as doses utilizadas, de
maneira dose-dependente, levando a um efeito sedativo e hipnoético, porém
doses elevadas reduziram a atividade motora no campo aberto (DANTAS et al.,

2004). Esses resultados em geral sdo analogos ao Diazepam, que em doses
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baixas atua como ansiolitico e em doses mais elevadas age como relaxante
muscular e sedativo.

Na avaliacdo do alcaloide hipaporfina proveniente de E. velutina diante
atividade indutora do sono foi evidenciado este alcaldide aumentou
significativamente os movimentos oculares nao rapidos (NREM) na primeira hora
de tempo de sono apds a sua administracdo. O tempo de sono foi aumentado
em 33% em camundongo experimentais em comparagdo com o do controle
(OZAWA et al., 2008). Este estudo confirmou a propriedade que esta espécie
vegetal tem em promover o0 sono.

No teste de formalina caracterizado por duas fases, onde a primeira é
resultado da atividade quimica direta de fibras aferentes nociceptivas,
mielinizadas ou nao, e a segunda é resultado de mudancas de longa duracao
provocadas por estimulos danosos nos neurdnios do colo dorsal da medula, com
isso foi possivel constatar que a inibigéo foi superior na segunda fase (resposta
inflamatdria), portanto os autores sugeriram que o extrato pode produzir uma
atuacdo modulatéria no nivel espinhas, que por sua vez possui efeitos
antinociceptivos (VASCONCELOS et al., 2003).

Erythrina velutina apresentou atividade anestésica no extrato aquoso das
folhas em que foi demostrado efeito analgésico, no qual, a eficicia foi
correspondente a morfina em um dos modelos de inducdo de dor (MARCHIORO
et al., 2005). Santos e colaboradores (2007) demonstraram a agao relaxante em
ducto deferente de ratos do extrato aguoso de folhas de E. velutina.

Das sementes de E. velutina foi extraido uma lectina que incentivou a
migracdo de neutrofilos no peritbnio e bolsa de ar dorsal em ratos, levando a
possibilidade de desenvolvimento de medicamentos antiinflamatérios com base
na estrutura de lectinas desse tipo (CABRAL, 2009). Também das sementes
varios alcaldides, como hipaforina, um alcaldide inddlico (OZAWA et al., 2008),
além de eritralina, 8-oxoeritralina, erisotrina, erisodina, erisovina e glicoerisodina
(OZAWA et al., 2009) (Quadro 3).

De Erythrina velutina foram isolados os alcaloides (+)-eritralina e a (+)-
eritratina (AMER et al.,1991) e a segmenta¢do quimica das cascas de Erythrina
velutina apresentou aos flavonéides faseolidina e homoesperetina, sendo que a
tltima ainda ndo havia sido relatada para espécies de Fabaceae (RABELO et

al., 2001), também a erivelutinona (2',4’-dihydroxy-6-prenyl-7-



37

methoxyisoflavanone) como uma goma marrom-amarelada e a 3’- O-
etilsigmoidina (DA-CUNHA et al., 1996) (Quadro 3).

Quadro 3. Algumas substancias isoladas de E. velutina

Substancias

isoladas de Estrutura quimica Referéncia
E.velutina
Faseolidina SILVA, 2012
o L
Homoesperetina OCH; SILVA, 2012

Erivelutinona

Eritralina

Eritratina

Erisovina

DA-CUNHA, 1996

AMER et al., 1991;
SILVA, 2012

AMER et al., 1991;
SILVA, 2012

OZAWA, 2009




38

Erisotrina SILVA, 2012

Erisodina
OZAWA, 2009

Utilizando o método de difusdo em disco e concentracao inibitéria minima
para o extrato etandlico bruto e difusdo em disco para a fracdo hexéanica
utilizando as cascas do caule de Erythrina velutina, demostraram resposta a
atividade contra Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes.
(VIRTUOSDO, et al., 2005)

O objeto de estudo, a Erythrina velutina Wild. tem mostrado que o
interesse farmacoldgico de pesquisadores pela mesma nao € em vao, visto que
esta ja é muito utilizada e apresenta resultados benéficos e eficazes na medicina
popular, com este embasamento da cultura popular a ciéncia alia suas
tecnologias para que novos farmacos possam ser desenvolvidos a partir da
utilizacdo dessa matéria prima rica e abundante em nossa regido. Com bases
nos estudos acima citados pode-se considerar a E. velutina como uma espécie
vegetal que tem relevancia farmacoldgica, visto que, € provavel que esta tenha
efeito tanto sobre a ansiedade quanto sobre a dor. O interesse torna-se ainda
maior quando é levado em consideracdo que os tratamentos atuais para estas
patologias apresentam efeitos colaterais como dependéncia e crise de
abstinéncia (benzodiasepinicos) para as drogas ansioliticas. Enquanto que, os
analgésicos e antiinflamatérios podem ocasionar Ulceras gastricas, intolerancia
gastrointestinal, bloqueio da agregacdo plquetaria e reacfes de
hipersensibilidade (CABRAL, 2009). Em funcdo desses efeitos indesejados
acima citados que ha a necessidade da investigacdo e producdo de drogas
novas que possam reduzir esses efeitos adversos e tratar as enfermidades de

forma mais efetiva e segura.
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3.6 Alcaloides eritrinicos

Os alcaloides sdo uma classe de metabdlitos secundérios nitrogenados
com grande diversidade estrutural. Tal caracteristica permite a estes compostos
uma vasta aplicacdo farmacoldgica podendo ser utilizados no tratamento de
cancer, do mal Alzheimer, hipertenséo, gota, malaria, depressor/estimulante do
Sistema Nervoso Central (SNC) entre outras (SIMOES et al., 2007).

Os alcalodides eritrinicos sdo os marcadores quimicos do género Erythrina,
estes ocorrem amplamente nas espécies do género. No entanto também sé&o
encontrados em algumas espécies do género Cocculus (Menispermaceae)
(AMER, et al., 1991).

Os estudos fitoquimicos das espécies do género Erythrina foram iniciados
por Folkers e Major 1973 quando ocorreu o isolamento do alcaloide Eritroidina
de sementes de E. americana (SOTO-HERNANDEZ et a., 2012) que demostrou
por sua vez bloqueio neuromuscular semelhante a curare (um poderoso veneno)
(DANTAS, 2004). Varios estudos sobre os mesmos foram realizados devido a
uma importante diferenca que os alcaloides eritrinicos apresentam, pois estes
sdo de base terciaria, enquanto que, outros alcaloides com atividades
semelhantes sdo sais quaternarios (SOTO-HERNANDEZ; JACKSON, 1994),

A estrutura bésica dos alcaloides eritrinicos é formada por uma
espiroamina tetraciclica, podendo estd livre ou conjugada com carboidrato
(FEITOSA, 2012). A estrutura também apresenta um espirocentro C-5. A
nomenclatura dos tipos de alcaloides eritrinicos se deve ao prefixo “eryso-" que
denota a presenca de uma funcéo fendlica, ao prefixo “erythroi-” que indica que
o anel D do esqueleto é lactbnico, e ao prefixo “erythra-” que demonstra que o

anel D do esqueleto € o classico (Figura 5) (AMER et al.,1991).
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Figura 5 - Estrutura basica de alcaloides eritrinicos

Fonte: MELO, 2011

Alguns alcaloides do género Erythrina séo: erisovina, erisotrina, erisodina,
erisonina, eritralina, erisopina, erisonina, erisopitina, eritratina e hipaforina, estes
foram isolados de Erythrina verigata (CABRAL, 2009).

Os derivados de Erythrina sdo geralmente classificados em trés grupos
distintos: dienoides (Figura 6 B), alcenoides (Figura 6 C) e lactonicos (Figura 6
D). Os alcaloides dienoides apresentam dupla ligacdo entre os carbonos 1-2 e
6-7 respectivamente. Enquanto que a subclasse alcenoide possuem dupla
ligacdo entre os carbonos 1 e 6. Os alcaloides pertencentes as classes dienoides
e alcenoides em funcéo, do anel D na sua estrutura sdo classificados como
aromaticos. Os alcaloides da subclasse lactonica apresentam o anel D lactbnico.
Presentes em maior quantidade no género Erythrina estdo as subclasses
dienoide e alcenoide, enquanto que a subclasse lactbnica esta em menor
ocorréncia, no entanto, as estruturas da subclasse lactdnica normalmente
apresentam o sistema dienoide (AMER, et al., 1991). Os alcaloides eritrinicos
apresentam substituintes oxigenados diversos, porem a maioria destes possuem

a presenca de grupo metoxila na posicao 3.
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Figura 6. Estrutura dos alcaloides eritrinicos das subclasses dienoide (B),
alcenoide (C) e lactonica (D)
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Fonte: FEITOSA, 2014

Dentre a composicao alcaloidica de espécies do género Erythrina os

alcaloides de maior ocorréncia estao os dienoides erisovina, erisotrina,

eritralina, e erisodina, como mostra a quadro 4.

Quadro 4. Alcaloides eritrinicos de maior ocorréncia no género Erythrina

Alcaloide Estrutura Espécies
o E. caffra, E. zeyberi, E. senegalenis, E.
e livingstoniana, E. suberosa, E. arborenses, E.
variegata, E. fucosa, E. poeppigiana, E.
. . flabelliformis, E. coraloides, E. goldmanii, E.
Erisotrina \o folkersi, E. atitlanensis, E. macrophylla, E.
steyermarkii, E. oliviae, E. verna. E. blakei, E.
cristagalli, E. cobeleata, E. lysistemon, E.
velutina
E. caffra, E. zeyberi, E. senegalenis, E.
livingstoniana, E. abyssinica, E. arborenses, E.
variegata, E. fucosa, E. poeppigiana, E.
. . flabelliformis, E. coraloides, E. goldmanii, E.
Erisovina folkersi, E. atitlanensis, E. macrophylla, E.
tajumulcensis, E. guatemalesnsis, E. steyermarki,i
E. oliviae, E. verna. E. blakei, E. cristagalli, E.
cobeleata, E. lysistemon, E. velutina
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E. caffra, E. zeyberi, E. senegalenis,
livingstoniana, E. abyssinica, E. arborenses,
variegata, E. fucosa, E. poeppigiana,
flabelliformis, E. coraloides, E. goldmanii,
folkersi, E. atitlanensis, E. macrophylla, E.
tajumulcensis, E. guatemalesnsis, E. steyermarki,i
E. oliviae, E. verna. E. blakei, E. cristagalli, E.

cobeleata, E. lysistemon, E. velutina.

mmmm

Erisodina

E. fusca, E. coralloides, E. tajumulcensis, E.
macrophylla, E. guatemalesnsis, E. globcalyx, E.

0
< oliviae, E. steyermarkuii, E. buebuetanengensis, E.
lanceolata, E. barqueroana, E. folkersii,E.
Eritralina 0 velutina, E. stricta, E. lysistemon,E. zeyberi, E.
senegalenis,E. excelsa, E. latissima, E. abyssinica,
E. tabitensis, E. vespertilio, E. burana, E. perrieri,

E. suberosa, E. arborenses, E. variegata, E.
glauca, E. cristagalli, E. milbraedii, E. caffra.

~

(¢]

FONTE: FEITOSA, 2014

Estudos sobre a estrutura dos alcaloides erisodina, erisovina e erisopina
tem explicado os grupos funcionais e 0 nimero de anéis de cada um destes
alcaloides e mostrado que ambos tém o mesmo sistema de anéis. Esses
alcaloides citados apresentam uma interessante agdo farmacoldgica. Erisovina
e Erisodina apresentam a mesma formula molecular (CisH2:NO3s), ambos
apresentam dois grupos metoxil e um grupo hidroxil fenélico. De modo que, os
grupos funcionais que contém os atomos de oxigénio de erisovina e erisodina
sao conhecidos. Erisopina apresenta a formula molecular C17H19NOs, com um
grupo metoxila e dois grupos hidroxil fendlicos em posicédo “orto” como sao
indicados por coloracdo na reacao com cloreto de ferro. Ambos os trés alcaloides
nao apresentaram nenhum grupo N-metil ou C-metil. A presenca de grupos
metoxilicos, e particularmente os grupos de hidroxilas fendlicas, leva a presenca
de pelo menos um nucleo benzénico em todos os trés alcléides (CABRAL, 2009).

Alguns alcaloides que ndo apresentam o esqueleto tipico de derivados
eritrinicos também foram isolados sendo eles: N- noorientalina, orientalina,
coreximina, protosinomenina, isoboldina, norprotosinomenina,
hipaforina,eribidina e colina (FLAUSINO-JUNIOR, 2007).

A investigacdo para o uso medicinal de espécies do género Erythrina

sobre os efeitos dos alcaloides eritrinicos envolvendo o sistema nervoso central
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tem sido amplamente estudado. Estudos mostraram que os alcaloides (+)-
eritravinae (+)- 11-a-hidroxieritravina isolados nas flores de E. verna
apresentaram efeito anticonvulsivante, da mesma forma que o extrato
hidroalcodlico das cascas de Erythrina verna (VASCONCELOS et al., 2007).

Erisodina, um alcaloide do género Erythrina foi estudado e demostrou
uma maior seletividade do que diidro-(3- eritroidina para os receptores neuronais
em relacdo aos receptores musculares (CABRAL, 2009).

Estudos atuais confirmaram a eficacia farmacologica de alcaloides
isolados de espécies de Erythrina. Rosa et al. (2012) isolaram o erisotrina
derivadas das flores de E. mulungu e mostraram que 0 mesmo possui um grande
potencial ansiolitico e anticonvulsivante. Esse potencial ansiolitico também foi
atestado por Serrano et al. (2011) através da analise de alcaloides de E.
suberosa. Juma e Majinda (2004) isolaram alcaloides de E. lysistemon e Estrada
et al. (2011) de E. americana, e certificaram que 0s mesmos possuem atividade
antioxidante.

O alcaloide Erisovina, também apresentou resultados como agente
microbiano. Estrada et al, (2011) verificaram que o alcaloide erisovina isolado de
sementes de E. americana mostrou atividade inibitéria para o crescimento dos
fungos A. solani, B. cinérea, F. oxysporum, Penicillium sp e T. harzianum. Porém
em Penicillium sp o efeito de erisovina foi 0 menor. Os autores sugerem mais
estudos na utilizacdo de erisovina contra outros tipos de microrganismos como
parasitas de seres humanos (MELO, 2011). Cornelius et al., (2009) recomenda
estudos para efeito inseticida dos alcaloides eritrinicos isolado de sementes e
flores de E. latissima.

Alcaloides glucodiendides estdo sendo isolados das espécies de
Erythrina, a exemplo, (+)-16B-D-glucoerisopina e (+)-15B-D-glucoerisopina das
sementes de E. latissima (WANJALA & MAJINDA, 2000).

3.6.1 Biossintese de alcaléides eritrinicos

De acordo com a biossintese, os building blocks responsaveis pela
construcdo/formacéao dos alcaloides, sdo os aminoacidos, estes por sua vez séo
metabdlitos primarios envolvidos principalmente na biossintese de proteinas
(DEWICK, 2002).
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Basicamente, a biossintese de alcaloides é a combinacdo de duas
reacoes: a formacdo de uma imina (base de Schiff) e uma condensacao de
Mannich (DEWICK, 2002).

Na geracdo da base de Schiff, duas moléculas de aminoacidos sofreréo
descarboxilacdo, no entanto apenas uma delas sofrera transaminacéo (Figura
7). Como resultado obtém-se uma amina e um aldeido, respectivamente, 0s
quais irdo reagir entre si formando a base de Schiff com a eliminacdo de uma
molécula de agua. Posteriormente, o alcaloide € formado por meio de uma
reacdo de Mannich intra ou inter-molecular na qual o ion iminio (base de Schiff
protonada) pode reagir com um nucledfilo, como um enolato, por exemplo
(ANHESINE, 2018) (Figura 8).

Figura 7. Formacédo do DOPA através da hidroxilacao da tirosina e formacao

da dopamina (3) e do 3,4-diidroxifenil-acetadeido (4). (3)
HO
2 S
(2) ] 089@

Q Tirosina
MOH hidroxilase OH o
E—— S
NH NH C
HO i HO 2 (4)

Fonte: ANHESINE, 2018
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Figura 8. Formacgéao da base de Schiff, seguida de uma reacdo de Mannich
intramolecular para formagéo da (S)-(+)-Norprotosinomenina.

) HO o
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Fonte: ANHESINE, 2018

O esqueleto basico dos alcaldides eritrinicos é proveniente da rota
biossintética do aminoacido tirosina (1). Como a maior parte dos alcaloides
benziltetraidroisoquinolinicos apresenta dois anéis aromaticos orto di-
oxigenados, propde-se que este padrao evidencia de que duas moléculas de 3,4-
diidroxifenilalanina (DOPA) (2) foram utilizadas na rota biossintética. As
moléculas de DOPA, resultantes da hidroxilacdo da tirosina pela enzima tirosina
hidroxilase, podem sofrer descarboxilagdo e transaminagédo resultando na
dopamina (amina) (3) e no 3,4-diidroxifenil-acetaldeido (aldeido) (4) (Figura 7).
Estas podem sofrer O-alquilagdo com o auxilio da S-adenosilmetionina (SAM)
(DEWICK, 2002) para formar 4-metoxitiramina (5) e homoisovanilina (6).

Finalmente, pode ocorrer uma reagao entre estas para formar uma base de Schiff
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a qual, em uma condensacdo de Mannich intramolecular, pode resultar na
benzilisoquinolina (S)-(+)-norprotosinomenina (7) (Figura 8), o alcaloide
precursor dos eritrinicos (ANHESINE, 2018).

Outros estudos afirmam que os alcaldides sdo biossintetizados em

regides crescentes da planta, como por exemplo o caule.

3.7 Técnicas Hifenadas para ldentificacdo de Substancias
O progresso de técnicas analiticas, sobretudo técnicas hifenadas tém
favorecido o esclarecimento de composi¢des quimicas complexas dos produtos
oriundos de vegetais, com elevada seletividade e sensibilidade (MELO, 2011).
A combinacéo de tais técnicas permite a analise do extrato vegetal bruto,
sem a necessidade do exaustivo trabalho de isolamento que, podem levar a
compostos ja conhecidos. Sendo assim, estratégias de triagem quimica tém sido

desenvolvidas através do uso de técnicas hifenadas (OLIVEIRA et al., 2015).

3.7.1 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

Muito utilizada para caracterizacdo de produtos naturais a cromatografia
gasosa € uma técnica analitica, qualitativa e quantitativa, que possibilita a
separacdo de componentes de uma amostra por meio da particdo dos
compostos da mesma entre uma fase liquida (estacionaria) e uma fase gasosa
(mével). Ocorre uma particdo gas-liquido entre os componentes da amostra e as
duas fases, onde a fase estacionaria € um liquido ndo-volatil ligado a parede
interna de um tubo capilar de silica fundida, e a fase mével € um gés inerte,
chamado gas carreador, H2, N2 ou He (SOUZA, 2007).

A espectrometria de massas € uma técnica analitica fundamentado na
determinacao da massa atdbmica ou molecular de uma substancia numa amostra.
Foi a partir da década de 70 que essa técnica foi amplamente desenvolvida e
aplicada, devido ao acoplamento as técnicas cromatograficas, ao surgimento de
novas formas de ionizacdo, bem como o desenvolvimento de softwares. A
relevancia do seu acoplamento com técnicas cromatograficas € em funcao do
tipo de informacdo que se obtém, como identificacdo de compostos,
quantificacdo de compostos conhecidos e elucidacdo estrutura e de

propriedades quimicas de moléculas (SA, 2013).
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FEITOSA (2012) analisou a fracdo de alcaléide (FAT) da casca de
Erythrina verna por CG-EM e HRESI-EM onde cinco alcaldides eritrinicos foram
identificados:  erisotrina,  eritriadina,  eritramidona, epero e 11-
hidroxieritratidinona. No trabalho 11-hydroxieritratidinone foi relatado pela
primeira vez como um produto natural.

TELES (2016) analisou a FAT do extrato etandlico de Ocotea duckei por
cromatografia gasosa acoplada a espectometria de massas e realizou a
identificacdo dos alcaloides metilreticulina e metilcoclaurina.

Valentim (2016) identificou cinco compostos do alburno de Hymenaeae
stigonocarpa através da cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de
massas (CG/EM) sendo eles: N-N dietil-decanamida, Hexadecanoato de metila,
Acido hexadecanoico, Acido 9-octadecendico e Acido octadecandico.

Peixoto Filho (2015) por meio de analises em CG-EM do 6leo essencial
de Adenocalymma imperatoris-maximilianii, elucidou trinta e nove (39)
compostos, sendo o fitol identificado como composto majoritario.

Através das anadlises por cromatografia gasosa, acoplada com
espectrometro de massas (CG/EM) OLIVEIRA et al., (2015), obtiveram um perfil
quimico dos Oleos extraidos, encontrando os compostos a — terpineno, y-
terpineno, p — cimeno, terpinen - 4-ol, 1,8 — cineol como majoritarios.

Para o trabalho de Xavier et al. (2016) também foi utilizado CG/EM
durante andlise quimica do 6leo essencial de Cardiopetalum calophyllum, e
foram identificados 23 compostos no 6leo essencial das folhas, sendo que o
composto majoritario foi o sesquiterpeno oxigenado espatulenol (28,78%); nas
flores, foram identificados 31 compostos com abundancia dos sesquiterpenos
hidrocarbonados germacreno-D (37,03%) e germacreno-B (13,72%); e, nos
frutos, 17 compostos com predominancia dos sesquiterpenos hidrocarbonados
germareno-D (28,19%), germacreno-B (20,90%) e do sesquiterpeno oxigenado
espatulenol (11,53%). Sendo que para folhas e flores foi a primeira vez relatado
a composicao quimica do 6leo essencial.

Em pesquisa Sa (2013) com o objetivo de conhecer a composi¢ao quimica
do 6leo essencial das folhas de Chenopodium ambrosioides L. utilizou a técnica
de CG-EM. Como resultado obteve como componentes marjoritarios a-terpineno
(42,14%), a-terpinenil-acetato (31,57%) e timol (7,90%). Concluindo também que
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a diferenca na composic¢ao quimica do 6leo essencial desta espécie depende do
local onde o vegetal esta inserido.

As espécies Ricinus communis, Citrus limonum e Senna occidentalis,
tiverem seus extratos submetidas a CG-EM, sendo identificado a presenca dos
compostos, derivados de terpenoides e cumarinas, que em estudos anteriores
sdo citados com a atividade anticolinesterasica (CASTRO, 2016).

A cromatografia gasosa em especial acoplada a um espectrometro de
massas é atualmente, uma das técnicas de analise de maior uso que produz
dados quantitativos, bem como a identificacdo de compostos de uma amostra
sem a necessidade de isola-los. Os recentes e grandes avan¢os nessa area
fazem da cromatografia gasosa uma técnica altamente estimulante, empregada
nas mais diversas areas, como a analise ambiental, nas inddstrias quimicas,

farmacéuticas, de alimentos, de produtos petroquimicos e outras.

3.7.2 Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas

De acordo com Niero et al.,, (2003), em termos de caracterizacdo,
deteccao, separacdao e controle final de pureza de compostos umas das técnicas
gue apresenta mais vantagens é a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) ou High Performance Liquid Chromatography (HPLC), essa técnica
possibilita a separacdo de substancias que estdo em baixas quantidades no
vegetal e em tempo reduzido de analise.

A hifenacdo de um método eficaz de separacdo com detector
espectrométrico € uma ferramenta essencial utilizada no estudo de plantas
medicinais, de modo que, a cromatografia liquida ocupa um lugar de destaque
entre os métodos de separacao.

Yang et al., (2012) analisaram por CLAE-EM com fonte de ionizag&o por
eletrospray os extratos brutos e fragbes cromatograficas de frutos e flores de
Phyllanthus emblica L. Nos extratos brutos dos frutos, foram identificados como
compostos mais abudantes: Galato de acido muco, lactona galato de acido
mucilico, monogoloylglucose, acido galico, digalloylglucose, putranjivain A,
galloyl-HHDP-glicose, elaeocarpusin, e o acido chebulagico. Nas fra¢ces foram

tentativamente identificados principalmente elagitaninos, flavonoides e acido



49

galico simples. Enquanto que nas frutas os resultados indicaram a presenca de
acido neocobuldico, isbmeros de neo-estroboyl galloylglucose,

ruminolilo, neocarboilgluilglucose, glicosideos do acido elagico, glicosideos da
quercetina e eriodictilol glicosideos de coumaroila.

Peixoto Filho (2015) por meio de analises foi capaz de evidenciar quatorze
(14) compostos derivados flavonoidicos por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas com modo de ionizagao por eletrospray, presentes
nos extratos aquoso, metandlico e acetdnico.

De acordo com TELES (2016) por meio de CLAE — EM foi realizado a
identificacdo de alcaloides: reticulina, discretamina, tetrahidrocolumbamina,
coclaurina e N-Oxido de reticulina. Dentre os alcaloides citados, apenas a
reticulina foi identificada na FAT das folhas em estudos anteriores.

Leite (2010), apresentou resultados na caracterizagcdo dos compostos
orgéanicos existentes em efluentes brutos e tratados de sistemas combinados de
tratamento de esgoto, por meio de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas de alta resolucdo com ionizacdo por electrospray,
possibilitou a discriminacdo dos ions mais abundantes sendo estes: homdlogos
do surfactante alquilbenzeno sulfonado de cadeia linear e de acidos graxos de
cadeia longa presentes nas amostras.

A fim de elucidar fungBes bioldgicas a nivel molecular dos compostos
presentes no arroz colorido como estratégia dietética para melhoria na saude,
Minatel et al., (2014), com auxilio da cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas identificou a abundancia de tocoferdis e carotendis no
arroz negro, tocotriendis no arroz vermelho e y-orizanol no arroz integral
acucarado. Em ambas amostras de arroz integral colorido por meio de CLAE-
EM foram encontrados acidos graxos: palmitico, oleico e linoleico. A analise dos
componentes de y-orizanol por espectrometria de massa permitiu identificar 3,
10, 8, e 8 alcoois triterpendides ou esteril ferulatos nas amostras integral, integral
acucarado, vermelho e negro, respectivamente.

Orostachys japonicus cultivado na Republica da Coréia foi analisado em
funcdo do conteudo de flavonoides pela técnica CLAE-MS / MS. Foram
caracterizados 16 compostos, oito flavondides e um alcaléide foram
caracterizados pela primeira vez: dois isbmeros de galato de procianidina,

epigalocatequina-3-galato, dois isbmeros digalato de procianidina, quercetina 3-
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O-ramnosil-7-0O-glucésido, miricetina 3-O-glucésido, kaempferol e N1, N°, N0-tri-
p- (E, E, E) —coumaroilspermidina (LEE et al., 2011).

O Petasites japonicus € uma planta coreana perene utilizada na
medicina popular como remédio para varias doencas. Dez polifenodis foram
caracterizados das folhas, caules e raizes desta planta por cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplado a espectrometria de massa (CHOI, 2017).

No estudo de produtos naturais, quase que predominantemente, ha a
necessidade do uso de técnicas complementares para a identificacdo dos
componentes ativos, como 0 caso da associacdo entre CG-EM (Cromatografia
Gasosa acoplada a espectrometro de massas) e CL-EM (cromatografia liquida
acoplada a espectrometro de massas), devido a complexidade do trabalho com
esse tipo de substancia. Com o0s recentes avancos da tecnologia, 0s
pesquisadores podem contar com ferramentas poderosas na busca de novos

compostos bioativos.
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4. METODOLOGIA

O material botanico utilizado no presente estudo foi coletado no estado da
Paraiba, regido do Cariri que estad situado na superficie do planalto da
Borborema, de clima semiarido acentuado, onde contempla 29 municipios,
ocupa uma area de 11.233 km2 (ALVES, 2009). As cascas do caule de Erythrina
velutina Willd foram coletadas, em maio de 2017 na zona rural do municipio de
Serra Branca, estado da Paraiba. A identificacdo botanica foi realizada e uma
exsicata foi depositada no herbéario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) do Centro de
Ciéncias Exatas e da Natureza - UFPB apresentando-se como codigo AGRA et
al. 2554,

A pesquisa ocorreu em duas etapas, na primeira etapa foram realizadas
a coleta, desinfestacéo, secagem e trituracdo do material coletado. A fase inicial
ocorreu nos laboratérios do Centro de Desenvolvimento Sustentavel do
Semiarido (CDSA/UFCG). Laboratorios de Ecologia e Botanica | (Laebinho) e |l
(LaeBi).

Enquanto que no segundo momento da pesquisa ocorreu a obtencédo do
extrato etandlico, concentracdo e analises CG-IE-EM e CLAE-IES-EM, estas
foram realizadas nos laboratérios da Universidade Federal da Paraiba (UFPB)

campus Jodo Pessoa (Laborat6rio de fitoquimica e LMCA).

4.2 Coleta e desinfestacdo das cascas do caule

As cascas coletadas na regidao do Cariri foram higienizadas para que
microrganismos que vivem nas superficies (epifitos) sejam eliminados de modo
gue nao haja nenhuma contaminacao por estes. A lavagem das cascas do caule
foi realizada com alcool 70% por 1 minuto, seguida de banho com hipoclorito de
sodio 3% por 2 minutos, alcool 70% novamente por 1 minuto e para finalizar foi
realizado um banho com agua destilada estéril para remover resquicios dos
agentes de desinfestacéo (ARAUJO, 2005).

4.3 Obtencao do extrato etandlico bruto

O material botanico foi desidratado em estufa com ar circulante a
temperatura média de 45° C durante 72 h. Em seguida o material foi triturado em
forrageira obtendo-se 2,72 kg de po. Posteriormente o po foi submetido a
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maceracao com etanol (EtOH) a 95%, em percolador de aco inoxidavel por 72 h,
sendo este processo repetido por trés vezes. A solugdo extrativa obtida foi
concentrada em evaporador rotativo sob presséo reduzida a temperatura de
40°C com objetivo de eliminacao do solvente para obtencéo do extrato etandlico

bruto (EEB) (Esquema 1).

Esquema 1. Obtencao do extrato etandlico bruto das cascas do caule de Erythrina
velutina Willd.

Cascas do caule de Erythrina velutina
willd

Desidratadas em estufa com ar circulante
e trituradas em forrageira

P6 (2,72kg)

Maceracdo com EtOH 95%, concentracdo
sob pressao reduzida

Extrato Etandlico Bruto (EEB)
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4.4 Extracao acido - base

A extracdo acido-base (EAB) foi utilizada para obtencdo de fracdes
enriquecidas com alcaloides do extrato etandlico de Erythrina velutina conforme
ilustrado no esquema 2. Em solucdo DCM:MeOH (8:2) foi realizada a
solubilizac&o do extrato etandlico com auxilio de banho de ultrassom por 20 mim.
Posteriormente, a fragéo organica (F1) foi extraida com solucao de HCL 5% (v/v).
Em seguida, a fragdo aquosa acida foi alcalinizada com NH4OH em volume
suficiente para atingir pH = 10. Por fim, a fracdo aquosa foi extraida com DCM
(F2). ApGs essa marcha quimica a fracdo diclorometanica enriquecida com
alcaloides obtidas foi utilizada nos testes (FEITOSA, 2014).

Esquema 2. Extragéo acido — base (EAB)

EEB solubilizado em DCM:MeOH

Extragéo com solugéo de HCl a 5% v/v
r (pPH=2) 1
\

\
Fracéo Fracdo aquosa
organica (F1) alcalinizada com NH4,OH
J

P { Extracdo com DCM ]
[ Frac&do aquosa ]
[ FAT ]
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4.5 Desenvolvimento de métodos analiticos para identificacdo dos

alcaloides de Erythrina velutina Willd

4.5.1 Analise em CG-EM
As fracdes obtidas foram analisadas em CG-EM (Cromatografia em fase

gasosa acoplada a espectrometria de massas) em sistema Shimadzu GCMS-
QP2010 Ultra, operando em energia de ionizacdo de 70 eV. Equipado com
coluna capilar de silica fundida (30m x 0,25mm d.i.) com fase estacionaria RT-
SMS (0,25um de espessura do filme). O método cromatografico em fase gasosa
empregado foi desenvolvido utilizando injecdo no modo Split (1/10), temperatura
de injecao 250 °C, o gas carreador usado foi o hélio ao fluxo de 1,1 mL/min e o
gradiente de temperatura empregado foi o seguinte: de 100 a 200 °C a 6°C/min,
220 °C por 10 min, de 220 a 290 °C a 6 °C/min e, por fim, 290 °C por 11 min
(FEITOSA,2014). O filtro quadrupolo com varredura de m/z de 40 a 400 Da. Com
volume de injecdo de 1pL.

As amostras foram preparadas diluindo-as em MeOH (3mg /mL), seguidas
de banho de ultrassom, no aparelho USC-1600 da marca Unique, para favorecer
a solubilizacéo, e por fim filtradas em filtro de PVDF com poro de 0,45 pym de
diametro.

A identificacdo das substancias foi efetuada de acordo com a comparacéo
dos espectros de massas (massa molecular e o padréo de fragmentag&o) com o
banco de dados do sistema CG-EM (Nist. 2008) e com espectros e padrdes de
fragmentacao existentes na literatura (FEITOSA, 2014; AMER et al., 1991).

4.5.2 Analise em CLAE-IES-EM/EM
Para as analises na CLAE foram utilizados agua ultrapura (purificada em

sistema Milli-Q®) acidificada com &cido férmico (0,1%) (solvente A) e Metanol
grau de pureza CLAE (Tedia®) (Solvente B). As amostras foram solubilizadas em
MeOH (1mg/mL) com auxilio de banho de ultrassom (USC-1600 Unique). Por
fim a amostra foi filtrada em filtro de PVDF com poro de 0,45 um de diametro.

O equipamento utilizado para as analises de CLAE-IES-EM/EM foi da
marca Shimadzu®, composto por duas bombas de solvente LC20AD, auto-
injetor SIL-20A w71, detector de arranjo de diodo (DAD) SPD-M20A,

desgaseificador DGU-20A sr e controlador sistema CBM20A acoplado a um
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espectrometro de massas com analisador tipo lon-Trap modelo AmazonX-
Bruker® em modo positivo. A coluna utilizada na separag¢do cromatografica foi
uma C18 de fase reversa (Kromasil; 250 mm x 4,6 mm x 5 micrémetros).

O método analitico desenvolvido para FAT consistiu em um sistema
gradiente com os eluentes agua acidificada (0,1% acido formico) (A) e MeOH (B)
com deteccdo em 245 nm. Assim, o gradiente foi iniciado 0 — 35 min (5-35%B);
35 — 75 min (35-50%B); 75-140 min (50-90%B); 140 — 141 min (90-100% B)
finalizando a corrida com uma eluicao isocratica de 100% de B a 100% de B de
141 até 160 min. O volume de injecédo foi de 20 puL com fluxo de 0,6 mL/min.

Os parametros de aquisi¢cao de lon Trap foram: voltagem do capilar - 4,5
kV, voltagem da placa offset - 500V, pressao do gas nebulizador - 20 psi, vazao
e temperatura do gas de secagem - 8 L/min e 300°C, respectivamente e modo
de ionizacao positivo. A fragmentacao na célula de colisédo (CID) foi obtida no
modo auto-EM/EM com resolucao aprimorada para obtencao dos espectros EM
e EM/EM. Os espectros foram registrados com um intervalo entre m/z 100-1000

a cada 2 segundos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificagc&o dos alcaloides eritrinicos por CG-IE-EM

Na andlise do Cromatograma da FAT de E. velutina foi observado a
presenca de 48 picos (Figura 9), dos quais 9 (Figura 10) séo putativos alcaldides
eritrinicos no intervalo de tempo de 31 a 38 min, também observado por
FEITOSA, 2014 por CG-EM utilizando a mesma metodologia. Sendo os
possiveis alcalbides erisodina ou erisovina e seu isbmero, eritrascina, eritralina,
eritratidina ou epiertratidina e seu isOmero, erisotina ou erisosalvina e seu

isbmero e erimelantina.

Figura 9. Cromatograma obtido para fragdo de alcaldides totais.
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Com base no tempo de retencdo dos constituintes quimicos do género,
esse estudo foi realizado em uma janela do Cromatograma da fracdo de
alcaldides totais (Figura 10), e de acordo com dados do padrdo de fragmentacéao
bem como a intensidade destes fragmentos foi possivel sugerir a caracterizacao

dos alcaloides presentes na FAT e o padrao de fragmentacdo dos mesmos.
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Figura 10. Perfil cromatografico (janela) da fracédo de alcaloides totais no qual
foram identificados os alcaléides eritrinicos. Erisodina ou erisovina (A),
eritrascina (B), dienoide ou eritralina (C), erisodina ou erisovina (D), eritraditina
ou seu epimero (E), eritratidina ou seu epimero (F), erimelantina (G), erisotina
ou erisosalvina (H) e erisotina ou erisosalvina (1).
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5.1.1 Padréo de fragmentacéo dos alcaldides eritrinicos em IE-EM

De acordo com os fundamentos da espectrometria de massas € possivel
prevé padrbes de fragmentacédo de substancias de acordo com seus analogos,
com base nisso foi possivel propor a analise dos perfis de fragmentacao dos
possiveis alcaldides encontrados na fracédo de alcalbides totais de acordo com
os padrbes de fragmentacdo para as subclasses dienoides e alcenoides
reportados por Amer et al. (1991).

Deste modo, foi possivel perceber que em sistemas dienoides (ligacdes
duplas entre os carbonos 1 e 2, 6 e 7 respectivamente) ha uma facilidade para
ejecdo de um elétron, sendo assim a fragmentacao para este tipo de subclasse
ocorre por clivagem a-alilica (Figura 11 A) dando origem a um ion di-alilico
estavel, normalmente este é o fragmento majoritario do espectro (FEITOSA,
2014; MILLINGTON et al., 1974). Assim para ocorrer a formacgéo do pico base
em um espectro de alcaloides eritrinicos da subclasse dienoide que apresentam
metoxila na posicédo 3 (Rs = OCHs) ocorre uma clivagem a-alilica [M** - 31] do
ion molecular com perda do radical metoxi nesta posicdo, isso pode ser
observado na figura 11 A, que mostram o padréo de fragmentacédo de derivados
eritrinicos da subclasse dienoide de acordo com Amer et al., 1991. Enquanto que

para alcaldides eritrinicos da subclasse dienoide que apresentam hidroxila na
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posicdo 3 (R3=OH), o pico base do espectro de massas se da devido a
fragmentacao do ion molecular a partir de clivagem a-alilica [M** - 17] perdendo
o radical hidroxi, isto pode ser observado na figura 11 B (FEITOSA, 2014).

Figura 11. Padrao de fragmentacao IE-EM para alcalbides eritrinicos das
subclasses dienoides A e alcenoides B

Subclasse dienoide (A)

+-

Clivagem
alilica

M
.

RDA

Para a subclasse alcenoide (ligacdo dupla entre os carbonos 1 e 6) a
ocorréncia da reacdo retro Diels-Alder (RDA) [M** - 58] é caracteristica para
esses derivados eritrinicos (figura 11 B). Barton et al., (1968) e Millington et al.,
(1974) também apresentaram a proposta de fragmentacao por reacdo de RDA
em alcalbides eritrinicos alcenoides. Alguns derivados eritrinicos alcenoides por
meio da reacdo de RDA geram o pico base do espectro (Quadro 6), séo
exemplos: dihidroerisotrina, eritroculina, eritroculinol e eritraulina, enquanto que
outros geram ions de elevada intensidade, porém néo o pico base do espectro
como por exemplo erisotina, erisosalvina e eritatidina. O padrao de fragmentacéo
€ essencial para distingdo das subclasses dos alcaldides eritrinicos, visto que

ocorre de forma diferente para ambas as classes.
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Quadro 5. Padrdes de fragmentacao de alcalbides eritrinicos em IE-EM,
subclasse dienoide

Alcaloide : .

eritrinico R1 R2 R3 m/z (intensidade)
Erisotrina OCHs OCHs OCH; 313 (84), 298 (81), 282 (100)
Eritravina OCHs; OCHs OH 299 (94), 282 (100), 280 (17), 266 (23)
Erisovina OCHs OH OCHs3 299 (39), 284 (41), 268 (100)
Eritralina -O-CH3-O- OCHs 29, 282, 266 (100), 264, 239, 225, 212
Erisonina OH OCHs; OH 285(100), 268 (89), 266 (21), 254 (11)
Erisolina OCHs; OH OH 285 (100), 268 (89), 266 (21), 254 (11)

Fonte: AMER et al., 1991

Quadro 6. Padrbes de fragmentacao de alcalbides eritrinicos em IE — EM,

subclasse alcenoide

Alcaloide . .
o R1 R2 R3 R4 R7 m/z (intensidade)
eritrinico

L 331, 300, 257 (100),
Eritratidina OCHsz OCHs OCHs; OH

244
. _ 317 (8), 286 (14), 259
Erisosalvina OCH3s OH OCHs; OH OCHs;
(93), 258
317 (8), 286 (14), 259
Erisotina OH OCH3 OCHs; OH H (93), 258 (23), 243

(100), 242 (26)
315, 284, 257 (100),
256 (30)

Dihidroerisotrina  OCHsz; OCHs3 OCHs H




60

343 (7), 328 (0,5), 312
(13), 285 (100)
299 (20), 268 (15), 241
(74), 240 (100)
Eritlaurina OCHs CO2CHs OCHs; H OH 359, 328, 301 (100)
315 (3), 284, 257 (100),
238, 226
331, 300, 273, 257
(100), 256 (30)
315 (3), 257 (75),256
Erisotinona OH OCHz3; OCHs OH H (11), 229 (70), 228
(100), 242 (15)
329, 301, 298, 286,
272, 271 (100), 243,
242, 228, 215, 214, 197

Eritroculina OCHs CO2CHs OCHs H

Eritramina -O-CH,-O- OCHs H

Eritroculinol OCHs CO.CHs OCHs H

Eritratina -O-CH,-O- OCHs H

Eritratidinona OCHs OCHs OCHs @)

T

Fonte: AMER et al., 1991

De acordo com dados da literatura e com as informacdes obtidas nos
padrées de fragmentacdo dos constituintes da fracdo de alcaldides totais na
analise em CG- IE- EM juntamente com os dados resultantes da CLAE- ESI —
EM, foi possivel sugerir a caracterizacdo dos alcal6ides eritrinicos presentes no

extrato de Erythrina velutina.

5.1.2 Identificagé@o dos alcal6ides eritrinicos e analise do perfil alcaloidico no
extrato de Erythrina velutina por IE-EM

A analise dos dados de CG-EM da fracdo de alcaldides de Erythrina
velutina, por meio de comparacéo dos padrdes de fragmentacao da fracdo de
alcaldides juntamente com os padrées de fragmentacdo descritos para este
género na literatura sugerem a presenca de nove alcaldides no extrato das
cascas do caule do mulungu: erisodina ou erisovina (A), eritrascina (B), eritralina
(C), erisodina ou erisovina (D), eritraditina ou seu epimero (E), eritratidina ou seu
epimero (F), erimelantina (G), erisotina ou erisosalvina (H) e erisotina ou
erisosalvina (1) (Figura 10). De modo que, os picos (A) e (D), (E) e (F) e (G) e (H)

sdo isdmeros. O constituinte que se apresenta de forma majoritaria pode ser
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erisodina ou erisovina representado no pico D, com tempo de retencao de 34, 63
minutos. As estruturas desses alcaldides estdo expressas na figura 12.

Em estudo Feitosa (2014) por meio de IE-EM e IES-EM em alta resolucéao,
caracterizou alcaldides eritrinicos das cascas de Erythrina verna de origens
diferentes (nativa e produtores comerciais) e identificou treze possiveis
alcaloides eritrinicos nos extratos de E. verna, onde erisodina, erisovina,
eritratidina e seu epimero, também estdo presentes na andlise da fracdo de
alcaléides do extrato de E. velutina. Sendo possivel destacar que a erisovina
também foi o constituinte majoritario no extrato de E. verna, bem como em E.

velutina.

Figura 12. Alcaldides eritrinicos identificados na fracédo de alcaloides do
extrato de E(.)velutina

(A/D) Erisodina (R1=OH, R2= OCH5) ] . L
(A/D) Erisovina (Ri= OCHs, Rs=OH) (B) Eritrascina (C) Eritralina

(E/F) Eritratidina ou

epi-eritratidina (G) Erimelantina (R2=MeO:C) (H/) Erisotina (R1=0OH, R2= OCHa)

(HN) Erisosalvina (R1= OCHs, R2=0H)

5.1.3 Identificagdo dos alcalbdides eritrinicos e analise dos padrbes de
fragmentacao no extrato de Erythrina velutina por IE-EM

O pico da substancia A presente no tempo de retencdo 31,92 min (Figura
10. Apds andlise do espectro de massa do constituinte A (Figura 13) foi possivel

perceber que o ion molecular de m/z 299 fragmenta-se por clivagem a-alilica
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[M** - 31] dando origem ao pico base do espectro m/z 268 (Quadro 5). Essa
fragmentacao com perda de 31 u é caracteristico para alcalbides dienoides com
grupo metoxila na posicao 3. Isbmeros de erisodina e erisovina, diferem entre si
apenas com alteracdo na posicdo do grupo metoxila e hidroxila em R1 e R2
(Figura 12), isso foi comprovado por Singh et al (1981) por meio de dados de
IES-EM, IV e RMN H. Também foi possivel observar que o pico D apresentou
fragmentacdes idénticas as presentes no perfil de fragmentacdo da substancia
A (Figura 14), bem como a intensidade dos ions nos perfis das substancias A e
D também sdo semelhantes (Quadro 5), diferindo apenas no tempo de retencao
destes constituintes. Logo, esses dados sugerem a presenca dos isomeros
erisovina e erisodina na fracdo de alcaloides do extrato de E. velutina. Para
ambas as substancias os ions majoritarios dos espectros de massas ocorrem
em m/z 299, 284, 269, 268 (100) e estdo em conformidade com os padrdes de
fragmentacao descritos para estes isomeros (FEITOSA, 2014; AMER et al.,
1991). Porém os dados referentes a espectrometria de massas ndo sao

suficientes para distingdo dos isémeros.

Figura 13. Espectro de massa da substancia A no tempo de retengéo 31, 92 min.
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Figura 14. Espectro de massa da substancia D no tempo de retengéo 34,63 min.
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Na analise do perfil de fragmentacdo da substancia B com tempo de
retencdo 33,29 min, observou-se a fragmentacédo do ion molecular de m/z 371
por meio de clivagem a-alilica [M** - 31] dando origem ao ion majoritario no
espectro em m/z 340 e classifica essa substancia como dienoide com grupo
metoxila na posicdo 3. E ainda possivel sugerir com base no perfil de
fragmentacdo deste constituinte que o mesmo seja o alcaldide eritrinico
eritrascina (Figura 12) de acordo com a semelhanca dos fragmentos e
intensidade destes, bem como os ions majoritarios do espectro de massas em
m/z 371, 356 e 340 (100) (Figura 15) descritos por AMER et al., 1991.

Figura 15. Espectro de massa da substancia B no tempo de retencao 33,29 min.
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A substancia presente no pico C (Figura 10) com tempo de retencao de
33,77 min também apresentou clivagem a-alilica [M** - 31] do ion molecular em
m/z 297 para formar o pico base do espectro em m/z 266 (Quadro 5) o que
sugere a presenca de metoxila na posicdo do carbono 3, com estrutura de
alcaldide eritrinico dienoide. Os ions majoritarios do espectro de massas m/z
297, 282, 266 e 264 (Figura 16) estdo em concordancia com a fragmentacao da
eritralina (AMER et al.,, 1991; FEITOSA 2014), sugerindo que a substancia
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anteriormente descrita seja a eritralina. A estrutura desse alcaloide esta presente

na figura 12.

Figura 16. Espectro de massa da substancia C no tempo de retengéo 33,77 min.
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As substancias E e F apresentaram as mesmas fragmentacfes em m/z
331, 300, 273, 257 (100) e 244 (Figura 17 e 18), entretanto é possivel perceber
a diferenca na intensidade dos ions em seus espectros de massas, bem como o
diferente tempo de retencédo que estas foram detectadas 35,70 min e 36,33
minutos respectivamente, o que sugere a presenca de isbmeros no extrato. Além
do que, essas substancias, mostraram em comum reacédo de RDA [M** - 58] no
ion molecular m/z 331 para originar o ion em m/z 273 (Quadro 6), 0 que sugere
um alcal6ide do tipo alcenoide com metoxila na posi¢cédo 3. Os dados de |IE-EM
das substancias E e F estdo de acordo com o perfil de fragmentacéo e a baixa
intensidade do sinal do ion molecular reportado nos trabalhos de MILLINGTON
et al., 1974 e FEITOSA, 2014 para a eritratidina um alcaléide alcenoide com
hidroxila na posicdo 2, o que sugere que esses dois constituintes sejam a

eritratidina. Sua estrutura esta presente na figura 12.

Figura 17. Espectro de massa da substancia E no tempo de retencao 35,70 min.
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Figura 18. Espectro de massa da substancia F no tempo de retencdo 36,33 min.
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A substancia referente ao pico G (Figura 10) com tempo de retencao de
36,72 min também apresentou clivagem a-alilica [M** - 31] do ion molecular em
m/z 312 para formar o pico base do espectro em m/z 281 o que sugere a
presenca de metoxila ligada ao carbono 3, com estrutura de alcal6ide eritrinico
dienoide. Os ions majoritarios do espectro de massas m/z 312, 297, 281, 279
(Figura 19) estdo em concordancia com a fragmentacéo da erimelantina (AMER
et al., 1991), apresentando apenas diferencas na intensidade dos picos, sendo
gue o majoritario € o mesmo, dessa forma propde-se que o constituinte G seja a

eritralina. A estrutura da eritralina esté presente na figura 12.

Figura 19. Espectro de massa da substancia G no tempo de retencdo 36,72 min.
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Para as substancias H e | que foram detectadas no tempo de retencao
37,58 min e 37,88min respectivamente, a fragmentacéo do ion molecular de m/z
317 nado gera o pico base do espectro por reagdo RDA. Logo, foi realizado um
levantamento para que fosse possivel um estudo mais detalhado destes
alcaloides alcenoides. De modo, foi observado que nas fragmentacdes descritas
na literatura para alcaloides eritrinicos alcenoides com hidroxila na posigéo 2,
como por exemplo eritratidina, erisosalvina e erisotina (BARTON et al., 1973;
MILLINGTON et al., 1974, FEITOSA 2014) que a reacdo de RDA néo dé& origem
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ao pico base do espectro de massas. Verificou-se também que no perfil de
fragmentacdo dessas substancias a intensidade do pico do ion molecular foi
reduzida, MILLINGTON et al., 1974 e FEITOSA, 2014 também observaram a
reducdo nas intensidades dos ions moleculares de alcaldides eritrinicos da
subclasse alcenoide com substituinte oxigenado na posi¢do 2. Feitosa, 2014
sugere que a presenca da hidroxila ligada ao carbono 2 seja um outro ponto para
inicio de fragmentac@o dos alcalGides eritrinicos alcenoides, visto que, essa
clivagem origina uma via de fragmentacéo distinta da fragmentacéo iniciada pela
reacdo de RDA. Essa hidroxila no Carbono 2 também pode estar ligada as
fragmentacdes seguintes ao ion formado pela RDA para a formacgéo do pico base
do espectro. Mecanismo de fragmentag¢édo mais elucidado no préximo item deste
trabalho.

No perfil de fragmentacdo das substancias H e | através de reacao de
RDA o ion molecular de m/z 317 perde 58 u para a formacgéo o ion em m/z 259
um dos majoritarios no espectro de massas (Tabela 1) (Figuras 20 e 21), fato,
gue é caracteristico para eritrinicos alcenoides com metoxila ligada ao carbono
3. As substancias H e | apresentam perfil de fragmentacao correspondente as
fragmentacdes descritas por Feitosa, 2014 e Millington et al., 1974 para isbmeros
alcenoides com hidroxila na posicdo C-2 erisotina e erisosalvina, com énfase
para a baixa intensidade dos ions moleculares nesses alcaldides, é possivel que
0s constituintes H e | sejam os isdmeros erisotina e erisosalvina. As estruturas
de erisotina e erisosalvina sdo mostradas na figura 12. Entretanto s6 os dados
espectrométricos ndo sao suficientes para distingdo dos isébmeros presentes na

FAT do extrato de E. velutina.

Figura 20. Espectro de massa da substancia H no tempo de retengéo 37,58 min.
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Figura 21. Espectro de massa da substancia | no tempo de retengéo 37,88 min.
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Tabela 1. Padrédo de fragmentacao alcaldides de Erythrina velutina

Pico Alcaléide Tr (min) m/z (IE-EM) (intensidade)

A Erisodina/Erisovina 31,92 299 (37), 284 (36), 269 (27), 268 (100), 266 (19), 253

(C18H21NO3) (12), 241 (11), 228 (13), 215 (23)
B Eritrascina (C21Hz2s0sN) 33,29 371 (42), 356 (42), 340 (100), 329 (12)

o 297 (31), 282 (32), 266 (100), 264 (24), 239 (10), 226
C Eritralina (C1sH19NO3) 33,77
(16)

D Erisovina ou Erisodina 34,63 299 (37), 284 (36), 268 (100), 253 (12), 241 (11), 228

(C18H21NO3) (13), 215 (23)

Eritratidina ou
E S 35,70 331 (2), 300 (13), 273 (50), 272 (15), 257 (100), 256

epieritratidina

(54), 244 (60), 242 (15)

(C19H21NO3)
F Eritratidina ou 36,33 331 (2), 300 (13), 273 (50), 272 (15), 257 (100), 256

epieritratidina (54), 244 (60), 242 (15)

(C19H21NOg)
G ] . 36,72

Erimelantina 312 (50), 297 (36), 281 (100), 279 (28), 221 (49)

(C18H2003N2)

Erisotina ou
H Erisosalvina 37,58 317 (10), 286 (11), 259 (46), 258 (10), 243 (100), 242

(C18H23NO4)

(40)
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Erisotina ou
I Erisosalvina 37,88 317 (7), 286 (11), 259 (66), 258 (10), 243 (100), 242
(C18H23NOg4) (40)

5.1.4 Mecanismo de fragmentacao proposto em IE-EM para alcaldides
eritrinicos das subclasses alcenoide e dienoide

Baseado nos estudos de fragmentacdo de FEITOSA (2014),
MILLINGTON et al., (1974) e BOAR et al.,(1970) em IE-EM para alcaloides
eritrinicos e nos padrdes de fragmentagdo com ionizacao por elétrons discutidas
anteriormente neste estudo foram propostos os mecanismos de fragmentacéo
de alguns ions das vias que envolvem reacdo de RDA e clivagem a nas
subclasses alcenoides e dienoides de acordo com os substituintes ligados ao
carbono 2 (para alcenoides), o que contribuiu para identificacdo destes
alcaléides na fracéo alcaloidica do extrato etandlico de Erythrina velutina.

5.1.5 Mecanismo de fragmentacéo de alcalbdides alcenoides com hidroxila
ligada ao carbono 2

Para falar sobre esse mecanismo de fragmentacgéo foram selecionados os
alcaldides alcenoides encontrados no extrato de E. velutina, ambos apresentam
hidroxila ligada ao carbono 2, os ions formados da fragmentacédo de eritratidina
e seu possivel epimero (E e F) e os isbmeros erisotina e erisosalvina (H e |).

Os ions moleculares das substancias E, F, H e | fragmentam-se por
reacao de RDA [M** - 58] perdendo uma molécula neutra (- 58 u), originando o
cation radical em m/z 273 (E e F) e m/z 259 (H e I) (Figura 22). Posteriormente
o cation radical resultante da fragmentacédo do ion molecular fragmenta-se por
meio de clivagem guiada pelo radical com perda de um ion hidrogénio radicalar
originando os ions em m/z 272 (E e F) e m/z 258 (H e I) (Figura 22). Esses ions
ainda sofrem fragmentacao por meio da perda de uma metila radicalar em funcéo
do aumento do comprimento da ligacdo de C-O (FEITOSA, 2014). Essa
fragmentacdo da origem aos ions majoritarios nos espectros de massas doas
alcaloides encontrados em m/z 257 (Ee F) e m/z 243 (He I).

Outra proposta de fragmentacdo ocorre com 0s ions originados pela
reacdo de RDA em m/z 273 (E e F) e m/z 259 (H e I), estes também podem

perder uma metila radicalar originando os ions de m/z 258 (E e F) e m/z 244 (H
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e |) (Figura 22). Para os isbmeros erisotina e erisosalvina, a perda da metila
radicalar é a da metoxila, R1 (erisosalvina) ou Rz (erisotina).

Para a clivagem a a fragmentagao das substancias E e F ou H e | tem
inicio com a ejecao de um elétron do oxigénio da hidroxila que esta ligada ao
carbono 2, caracterizando uma outra via de fragmentacao (Figura 23). A baixa
intensidade dos ions moleculares de eritratidina e seu epimero, erisosalvina e
erisotina podem ser justificados pela presenca dessa via de fragmentacéo. A
clivagem a dos ion moleculares de m/z 331 (E e F) e m/z 317 (H e |) da origem
os céation radicais em m/z 273 (E e F) e 259 (H e ) por meio da perda de uma
molécula neutra de 58 u. Posteriormente esses ions radicais podem fragmenta-
se por clivagem guiada pelo radical com a perda de um hidrogénio radicalar, em
funcao disso tem—se a formacao dos ions de m/z 272 (E e F) e m/z 258 (H e I),
ou fragmentar-se pela perda uma metila radicalar (-15 u) e formar os ions
majoritarios dos espectros em m/z 257 (E e F) e m/z 243 (H e | ). Ambos os
mecanismos citados anteriormente sugerem que tanto na via iniciada por reacéo
de RDA quando por clivagem a originam os mesmos ions do espectro de massas

dessas substancias.
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Figura 22. Mecanismo de fragmentacao de derivados eritrinicos alcenoides
com hidroxila ligada ao carbono 2. Iniciado pela reacdo RDA
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Figura 23. Mecanismo de fragmentacao de derivados eritrinicos alcenoides
com hidroxila ligada ao carbono 2. Iniciado pela reacéo clivagem a

+ OH
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5.1.6 Mecanismo de fragmentacéo de alcalbides dienoides

Para falar dos alcaldides dienoides utilizamos um dos alcalbides
encontrados na fracdo de alcaloidica de E. velutina no pico majoritario do
Cromatograma, referente a substancia presente no pico D, sugerido como sendo
erisodina ou erisovina de acordo com o padrdao de fragmentacdo destas
substancias neste trabalho bem como Feitosa 2014 e Amer 1991. Os alcaloides
dienoides deste estudo possuem metoxila ligada ao carbono 3, em funcao disso
sugere-se que os mesmos sofrem fragmentacao via clivagem a-alilica [M** - 31],
visto que estes tendem a ejetar elétrons, gerando o pico base do espectro de
massas (BOAR et al., 1970; PELLETIER, 1983; PHILLIPSON, 1985) (Figura 7A).

Para o derivado eritrinico referente ao pico base do Cromatograma (D) e
também ao pico A (Figura 10) foi sugerido que o ion molecular em m/z 299
fragmenta-se por clivagem a- alilica [M** - 31] com perda do radical metoxi
gerando o ion di-alilico estavel em m/z 268 referente ao pico majoritario do
espectro de massas. O ion molecular também sofre fragmentacéo de [M** - 15]
com perda de metila radicalar para formar o ion em m/z 284 com elevada

intensidade no espectro de massas (Figura 24).
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Figura 24. Mecanismo de fragmentacao de derivados eritrinicos dienoides
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5.2 Identificacdo dos alcal6ides eritrinicos por CLAE-IES-EM

A caracterizacdo dos possiveis alcaléides encontrados na fracdo de
alcaldides totais do extrato etandlico de E. velutina realizada por CLAE-IES-EM
€ apresentada na figura 25 A onde tem-se o Cromatograma de ions totais no
modo de ionizacao por eletrospray positivo (IES*). Os constituintes da FAT foram
identificados com base no padréo de fragmentagcdo dos mesmos comparados
com os obtidos na literatura, assim foi possivel sugerir a presenca de vinte e trés
possiveis alcaldides eritrinicos, estes foram encontrados num intervalo de tempo
de 17 a 39 minutos (Figura 25 B).

Figura 25 A. Cromatograma de ions totais obtido por IES no modo positivo
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Figura 25 B. Regido do perfil cromatografico onde foram identificados os
alcalbides eritrinicos por CLAE-EM-IES
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O composto 1 localizado no pico 1 em Tr de 17,8 min foi caracterizado de
acordo com o ion obtido em [M+H]* em m/z 318 (Figura 26). Dados da literatura
baseados em Amer et al., (1991) e Feitosa (2014) sugerem que este composto
seja erisosalvina/erisotina (Figura 36) (diferem entre si nos seus substituintes
para R1 e Rz, figura 36) de acordo com m/z 317 + 1 resultante da ionizag&o no
modo positivo pela fonte idnica IES. Os principais fragmentos gerados a partir do
ion molecular em m/z 318 foram m/z 300, 286 e 268 que correspondem a perda
de uma molécula de agua por meio de rearranjo de hidrogénio (DEMARQUE et
al., 2016), uma molécula de metanol que segundo Stévigny et al., (2004)
compostos que contém hidroxila e metoxila vicinais no anel aromatico tendem a
perder uma molécula de metanol correspondente a 32 u e para formar o
fragmento em m/z 268 outra molécula de agua é perdida. Isbmeros deste
composto estdo presentes na FAT de E. velutina nos seguintes tempos de
retencdo 19,5 min (pico 2), 20,5 min (pico 3), 21,3 min (pico 4), 22,3 min (pico 5)
(Tabela 2). O composto é relatado pela primeira vez em E. velutina.

Figura 26. Espectro de massas correspondente ao ion 318 no Tr de 17,8
min no modo IES positivo
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O composto 2 localizado no pico 2 no Tr de 19,5 min apresentou um pico
em m/z 334 no espectro de massas (Figura 27) baseado na literatura de Amer
et al., (1991) é possivel propor que seja o alcaldide eritrinico hidroxierisosalvina/
hidroxierisotina diferem entre si nos seus substituintes para R1 e Rz, figura 36)
de acordo com m/z 333 + 1 resultante da ionizagdo no modo positivo pela fonte
ibnica IES. Os principais fragmentos gerados a partir do ion molecular m/z 334
foram m/z 316, 284, 256 e 302 esses sédo resultantes da perda de H20 (18 u) por
rearranjo de hidrogénio de acordo com Demarque et al., (2016), CH3OH (32 u)
gue segundo Stévigny et al., (2004) compostos que contém hidroxila e metoxila
vicinais no anel aromatico tendem a perder uma molécula de metanol seguido
de CO (28 u) durante o processo de fragmentacéo. Isbmeros deste composto
estdo presentes na FAT de E. velutina nos seguintes tempos de retencéo 20,5
min (pico 3), 21,3 min (pico 4), 22,3 min (pico 5). O composto é descrito pela
primeira vez em E. velutina.

Figura 27. Espectro de massas do ion 334 no Tr de 19,5 min no modo IES
positivo.
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O composto 10 presente no pico 6 em Tr 23,8 min apresentou um espectro
de massas com pico do ion molecular [M+H]* em m/z 316 (Figura 28), onde essa
relacdo massa carga obtida sugere que a substancia encontrada sejam um dos
alcaldides eritrinicos a seguir: erisotinona, erisosalvinona, eritroculinol, eritratina
e epieritratina (Figura 36) de acordo com m/z 315 + 1 resultante da ionizagc&o no
modo positivo pela fonte i6nica IES baseado em Feitosa (2014). Os principais
fragmentos gerados para m/z 316 fora m/z 298, 284, 266 e sdo formados a partir
da perda de uma molécula de agua, uma molécula de metanol e outra molécula
de agua respectivamente. A perda de CH3OH é descrita no trabalho de Stévigny
et al., (2004) e a perda de &gua ocorre por rearranjo de hidrogénio. Isbmeros
deste composto estdo presentes na FAT de E. velutina nos seguintes tempos de
retencdo 24,3 min (pico 7), 25,5 min (pico 8), 30,5 min (pico 10) e 31,4 min (pico

11) (Tabela 2), com mesma massa e padrao de fragmentacéao.

Figura 28. Espectro de massas correspondente ao ion 316 no Tr de 23,8
min no modo IES positivo
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O composto 12 presente no pico 7 em Tr 24,3 min apresentou um espectro
de massas com pico do ion molecular [M+H]* em m/z 298 (Figura 29), onde essa
relacdo massa carga obtida sugere que a substancia encontrada seja o alcaloide
eritrinico eritralina (Figura 36) m/z 297 + 1 resultante da ionizacdo no modo
positivo pela fonte idnica IES de acordo com Feitosa (2014). Os principais
fragmentos gerados para m/z 298 fora m/z 266, 251 e sao formados a partir da
perda de uma molécula de metanol e uma metila. A perda de CH3OH é descrita
no trabalho de Guaratini et al., (2017). Isbmeros deste composto estdo presentes
na FAT de E. velutina nos seguintes tempos de retencéo 23,8 min (pico 7), 25,5

min (pico 8) (Tabela 2), com mesma massa e padréao de fragmentagao.

Figura 29. Espectro de massas correspondente ao ion 298 no Tr de 24,3 min
no modo IES positivo
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O composto 16 em presente no pico 9 em Tr de 27,3 min foi caracterizado

de acordo com o ion obtido em [M+H]* em m/z 300 (Figura 30). Dados da

literatura baseados em Amer et al., (1991) e Feitosa (2014) sugerem que este

composto seja erisovina ou erisodina ou eritramina (Figura 36) de acordo com

m/z 299 + 1 resultante da ionizagdo no modo positivo pela fonte idnica IES. Os

principais fragmentos gerados a partir do ion molecular em m/z 300 foram m/z

268, 253, 225 que correspondem a perda de uma de CH3OH (32 u) de acordo

com Stévigny et al., (2004) pela presenca de hidroxila e metoxila vicinais no anel

aromatico resultando na perda de uma molécula de metanol para formar o ion

em m/z 268, seguido de uma metila radicalar (SILVA et al., 2017) para formar o

ion em 253, e uma molécula de CO (28 u) baseado em Stévigny et al., (2004)

formando o ion em m/z 225.

Figura 30. Espectro de massas correspondente ao ion 300 no Tr de 27,3
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O composto 19 no Tr de 33,7 min e pico 12 apresentou pico do ion

molecular em m/z 372 no espectro de massas (Figura 31) de acordo com a

literatura de Amer et al., (1991) é possivel propor que seja o alcalbide eritrinico

eritrascina (Figura 36) de acordo com m/z 371 + 1 resultante da ionizacao no

modo positivo pela fonte idnica IES. O principal fragmento gerado a partir do ion

molecular m/z 372 foi m/z 340 esse é resultantes da perda de CH3OH (32 u) pelo

mecanismo de elimina¢cdo com carga remota baseado em Guaratini et al., (2017),

onde a presenca de metoxila no anel A sugere a eliminacdo neutra de CH3OH

durante o processo de fragmentacdo. O composto é descrito pela primeira vez

em E. velutina.

Figura 31. Espectro de massas correspondente ao ion 372 no Tr de 33,7

Tntens, ¥ 5, 33.7nin 21311]

X105} 314,17 n

1.5]

10]
= B = 261;123??.21 2+

126,18 756 19405 2718 2351328, B4 WA
nns ST ~ Sy Nl s/ TN | B ok o)
x10 vy WSS, 38T 4303
107 ¢
081
061
0.41
0.21 i+
%6.20 .
nn da
0¥ n HIS3(372.25-5340. 1), 33.8mn #1315
%715
3.
2
4 20.13
1+
1 w o B 8,10
w52
0 | N , [ 4

min no modo IES positivo

10y

150

W o= ®m ®m 40



81

A substancia 20 presente no pico 12 em tempo de retencdo 33,7 min

apresentou um espectro de massas com pico do ion molecular [M+H]* em m/z

314 (Figura 32), onde essa relacdo massa carga obtida sugere que a substancia

encontrada seja o alcaldide eritrinico erisotrina (Figura 36) de acordo com m/z

313 + 1 resultante da ionizacdo no modo positivo pela fonte ibnica IES baseado

em Feitosa (2014). Os principais fragmentos gerados para m/z 314 fora m/z 282,

267 e sédo formados a partir da perda de uma molécula de metanol (32 u) gerando

o fragmento em m/z 282 e uma metila radicalar (SILVA et al., 2017) eliminando

15 u gerando o ion em m/z 267. A perda de CH3OH é descrita no trabalho de

Guaratini et al., (2017) pelo mecanismo de eliminagdo com carga remota.

Figura 32. Espectro de massas correspondente ao ion 2314 no Tr de 33,7

min no modo IES positivo
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A substancia 21 em Tr de 36,5 min e pico 13 foi caracterizado de acordo
com o ion obtido em [M+H]* em m/z 296 (Figura 33). Dados da literatura
baseados em Amer et al., (1991) e Feitosa (2014) sugerem que este composto
seja eritrinina (Figura 36) de acordo com m/z 295 + 1 resultante da ioniza¢éo no
modo positivo pela fonte idnica IES. Os principais fragmentos gerados a partir do
ion molecular em m/z 295 foram m/z 281 e 264, que correspondem a perda de
uma molécula de metanol (32 u) pela presenca de hidroxila e metoxila vicinais
no anel aromatico resultando na formacéao de um epoxido baseado em Stévigny
et al., (2004) formando o fragmento em m/z 264, ocorrendo também a perda de
uma metila radicalar (15u) (SILVA et al., 2017) formando o fragmento em m/z

281. Esta substancia € descrita pela primeira vez em E. velutina.

Figura 33. Espectro de massas correspondente ao ion 296 no Tr de 36,5
min no modo IES positivo
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A substancia 22 presente no pico 14 em Tr de 38,3 min foi caracterizado
de acordo com o ion obtido em [M+H]* em m/z 344 (Figura 34). Dados da
literatura baseados em Amer et al., (1991) e Feitosa (2014) propdem que este
composto seja eritroculina ou eritristemina (Figura 36) de acordo com m/z 343 +
1 em funcéo da ionizacdo no modo positivo pela fonte iénica IES. Os principais
fragmentos gerados a partir do ion molecular em m/z 344 foram m/z 329 e 312,
que correspondem a perda de uma molécula de metanol que corresponde a 32
u pelo mecanismo de eliminagdo com carga remota baseado em Guaratini et al.,
(2017), para formar o fragmento em m/z 312 e também ocorre a perda de uma
metila radicalar (SILVA et al., 2017) para formar o ion em m/z 329. O composto

€ descrito pela primeira vez em E. velutina.

Figura 34. Espectro de massas correspondente ao ion 344 no Tr de 38,3
min no modo IES positivo.
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O composto 23 presente no pico 15 em Tr de 39,1 min foi caracterizado
de acordo com o ion obtido em [M+H]* em m/z 346 (Figura 35). Dados da
literatura baseados em Amer et al., (1991) propde que este composto seja
Eritratina N-Oxido (Figura 36) de acordo com m/z 345 + 1 em func¢éo da ionizacao
no modo positivo pela fonte i6nica IES. O principal fragmento gerado a partir do
ion molecular em m/z 346 foram m/z 331, que correspondem a perda de uma
metila (15 u) de acordo com trabalho de Silva et al., (2017), para formar o

fragmento em m/z 331. O composto € descrito pela primeira vez em E. velutina.

Figura 35. Espectro de massas correspondente ao ion 346 no Tr de 39,1
min no modo IES positivo
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Os alcaldides eritrinicos da FAT do extrato etandlico caraterizados por
meio de CLAE-IES-EM deste estudo estdo em resumo, na figura 36 e tabela 2

respectivamente.
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Figura 36. Alcaloides eritrinicos identificados na FAT de E. velutina por
CLAE-IES-EM.

(1) Erisosalvina (R1= OH; R2= OCH3) 5y Hidroxierisosalvina/ o
(1) Erisotina (R1= OCH3; R2= OH) I(-|i21roxierisotinona (10) Eritratina (12) Eritralina

(16) Erisovina (R1= OH; R2= OCHs) (19) Eritratina (20) Erisotrina (21) Eritrinina
(16) Erisodina (R1= OCH3; R2= OH)

(23) Eritratina N- Oxido

(22) Eritroculina



Tabela 2. Caracterizacao dos alcaldides identificados na FAT de E. velutina
por CLAE-IES-EM-EM

Quant.De o inyipicoy  FOrmula g MS" (m/z) Substancia  pocorancia
substancias molecular+ putativa
Erisotina ou
1 17,8(1)  CisHuNOs 318 300, 286, 268 Erisosalvina FEg)?fA’
Erisotina ou
2 19,5 (2) C18H24NO4 318 300, 286, 268 Erisosalvina FE;‘(I;Cl)fA,
Hidroxierisosalvina AMER et
3 19,5 (2) C18H24NOs 334 316, 284, 256, 302 ou hidroxierisotina al. 1991
Erisotina ou
4 20,5 (3) C18H24NO4 318 300, 286, 268 Erisosalvina FE;‘(I;Cl)fA,
Hidroxierisosalvina AMER et
5 20,5 (3) C18H24NOs 334 316, 284, 256, 302 ou hidroxierisotina al. 1991
Erisotina ou
6 21,3 (4) C18H24NO4 318 300, 286, 268 Erisosalvina FE;B?A?A'
Hidroxierisosalvina AMER et
7 21,3 (4) C18H24NOs 334 316, 284, 256, 302 ou hidroxierisotina al. 1991
Erisotina ou
8 22,3 (5) C18H24NO4 318 300, 286, 268 Erisosalvina FE;B?A?A’
Hidroxierisosalvina AMER et
9 22,3 (5) C18H24NOs 334 316, 284, 256, 302 ou hidroxietisotina  al., 1991
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10

11

12

13

14

15

16

23,8 (6)

23,8 (6)

24,3 (7)

24,3 (7)

25,5(8)

25,5 (8)

27,3 (9)

C18H22NO4

C1sH20NO3

C1sH20NO3

C18H22NO4

C1sH20NO3

C18H22NO4

C1sH22NO3

316

298

298

316

298

316

300

erisotinona,
erisosalvinona,
eritroculinol,
eritratina e
epieritratina

298, 284, 266

266, 251 Eritralina

266, 251 Eritralina
erisotinona,
erisosalvinona,
eritroculinol,
eritratina e
epieritratina

298, 284, 266

266, 251 Eritralina
erisotinona,
erisosalvinona,
eritroculinol,
eritratina e
epieritratina

298, 284, 266

Erisovina ou
erisodina ou

268, 253, 225 : .
eritramina

FEITOSA,
2014

FEITOSA,
2014
FEITOSA,
2014

FEITOSA,
2014

FEITOSA,
2014

FEITOSA,
2014

FEITOSA,
2014
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17

18

19

20

21

22

23

30,5 (10)

31,4 (11)

33,7 (12)
33,7 (12)
36,5 (13)
38,3 (14)

39,1 (15)

C18H22NO4

C18H22NO4

C21H26NOs

C18H20NO4

C18H19NO4

C20H26NO4

C19H24NOs

316

316

372

314

296

344

346**

298, 284, 266

298, 284, 266

340
282, 267
281, 264
329, 312

331

erisotinona,
erisosalvinona,
eritroculinol,
eritratina e
epieritratina

erisotinona,
erisosalvinona,
eritroculinol,
eritratina e
epieritratina

Eritrascina

Erisotrina ou 8-
oxoerisodina

Eritrinina

Eritroculina ou
eristemina

Eritratina N-Oxido

FEITOSA,
2014

FEITOSA,
2014

AMER et
al., 1991
FEITOSA,
2014
FEITOSA,
2014
FEITOSA,
2014
AMER et
al., 1991
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5.2.1 Mecanismo de fragmentacao de alcaloides eritrinicos por IES-EM

Como proposta para as fragmentacdes sofridas pelos alcaldides
eritrinicos presentes na FAT de E. velutina tem-se um padrédo de mecanismos
gue ocorre de forma intensa para estas substancias, visto que as perdas de H20,
CHsOH, CHs* e CO acontecem em todos alcaldides estudados, né&o
necessariamente na ordem citada. Com base nos estudos de fragmentacéo de
Guaratini et al., (2017), Stévigny et al., (2004), Feitosa (2014) e Demarque et al.,
(2016) foi possivel propor as fragmentacfes mais comuns para as substancias
estudadas. Para isso serdo utilizados como exemplos a fragmentacdo dos
alcaldides hidroxierisosalvina e erisodina estes foram selecionados pois em suas
fragmentacdes é possivel demostrar as perdas mais frequentes em alcaloides
do género Erythrina.

5.2.1.1 Proposta de fragmentacéo do alcal6ide eritrinico erisodina

Para o alcal6ide erisodina ocorre a perda de uma molécula de CH3OH (32
u) de acordo com o mecanismo proposto por Stévigny et al., (2004) com a
formacdo de um epodxido formando o ion em m/z 268, seguido da de perda de
metila radicalar proposto por Silva et al., (2017) para formacao do ion em m/z
253 e por fim ocorre a perda de um CO também proposto por Stévigny et al.,
(2004) gerando o ion em m/z 225. Estes sdo mecanismos comuns para
alcaloides aporfinicos. Essas etapas da fragmentacdo da erisodina estédo
descritas na figura 37.
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Figura 37. Proposta de fragmentacédo do alcaloide eritrinico erisodina
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5.2.1.2 Proposta de fragmentacgédo do alcaldide eritrinico hidroxierisosalvina

A fragmentac&o proposta para o alcaldide hidroxierisosalvina tem inicio
com a perda de uma molécula de H20 (18 u) gerando o ion em m/z 316 por meio
de rearranjo remoto de hidrogénio (DEMARQUE et al., 2016), seguido da perda
de uma molécula de CH3OH (32 u) de acordo com estudos de Stévigny et al.,
(2004), formando o ion em m/z 284, seguido da perda de CO também proposto
por Stévigny et al., (2004) com a formacao do ion em m/z 256. Outra via de
fragmentacdo do ion molecular em m/z 334 ocorre para geracao do fragmento
em m/z 302 a partir da perda de uma molécula de CH3OH (32 u). Estes séo
mecanismos comuns para alcaloides aporfinicos. As etapas da fragmentacéo

descritas para o alcal6ide hidroxierisosalvina estao ilustradas na figura 38.
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Figura 38. Proposta de fragmentacao do alcal6ide eritrinico
hidrosierisosalvina
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6. CONCLUSOES
A combinacdo da ionizagcdo por impacto de elétrons e a ionizagdo por

eletrospray juntamente com os dados de espectrometria de massas permitiu a
identificacdo de nove possiveis alcaldides eritrinicos por meio CG-1E-EM e vinte
trés possiveis alcaldides nas analises por CLAE-IES-EM presentes na fracao de
alcaloides totais do extrato das cascas do caule de E. velutina. Os resultados
obtidos pela combinacédo dos dados cromatograficos unidos a espectrometria de
massas permitiram a identificacdo das substancias citadas neste trabalho sem a
necessidade do isolamento das mesmas, de acordo com os padrbes de
fragmentacdes previamente descritos na literatura, bem como o mecanismo de
fragmentacao sofrido pelos alcalbides eritrinicos.

Dentre os alcaloides identificados nas analises de CG-EM estéo: erisodina
ou erisovina e um isémero, eritrascina, eritralina, eritraditina ou seu epimero e
um isdmero, erimelantina, erisotina ou erisosalvina e um isdbmero.

A caracterizacao da FAT de E. velutina por cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas forneceu como resultado a identificacao de vinte e
trés substancias putativas derivadas de E. velutina sendo elas erisosalvina ou
erisotina e quatro isémeros, Hidroxierisosalvina/ hidroxierisotina e trés isémeros,
eritratina e quatro isébmeros, eritralina e dois isbmeros, erisovina/erisodina,
eritrascina, eritratina, erisotrina, eritrinina, eritroculina N- 6xido. Com excecao de
eritralina, erisotrina, erisodina, eritratina e erisovina as demais substancias sao
relatadas pela primeira vez para Erythrina velutina.

Dessa forma o presente estudo foi de grande valia para o conhecimento
do arsenal de constituintes desta espécies e obtencdo de dados quimicos de
marcadores do género Erythrina uma espécie muito utilizada na medicina
popular pelas suas atividades no SNC porém pouco estudada. Apesar das
substancias mencionadas neste trabalho ja serem descritas na literatura este
estudo contribuiu evidenciando que esta espécie apresenta alcaléides com
potencial ansiolitico, antinociceptivo e anticonvulsivante, visando estudos mais
detalhados para trabalhos posteriores.

Diante disso, este estudo cumpriu com o objetivo que fundamentou na
ampliacdo sobre o conhecimento quimico do género Erythrina, por meio de

estudo fitoquimico de Erythrina velutina.
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