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RESUMO

Erythroxylum rimosum O. E. Schulz é uma espécie restrita a regido Nordeste do
Brasil, encontrada nos estados do Ceara, Piaui, Sergipe e Bahia, ocorrendo
respectivamente em vegetacdo de Restinga, Cerrado e Carrasco. O estudo do
extrato etandlico bruto das folhas de E. rimosum reportou a identificacdo de
triterpenos pentaciclicos (a-amirina, p-amirina), esterdide (B-sitosterol), alcaloide
tropanico e flavonoides. Sendo assim, foi realizado um estudo fitoquimico do
extrato etandlico bruto das folhas e ramos de E. rimosum. O material botanico das
partes aéreas foi coletado no municipio de Pirambu, estado de Sergipe e
identificado pela Profa. Dra. Ana Paula do Nascimento Prata, do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Sergipe (UFS). Em seguida, foi seco em
estufa com ar circulante a temperatura média de 40 °C, triturado em moinho
mecanico e submetido a maceracdo com EtOH a 95%. O extrato etandlico bruto
(105 g) foi dissolvido em uma solucdo de metanol:agua (7:3 v/v) e submetido a
um processo de particgdo com 0s seguintes solventes: hexano, diclorometano e
acetato de etila. A fase acetato de etilafoi submetida a cromatografia em coluna,
utilizando silica gel 60, (70-230 mesh-ASTM, Merck) como fase estacionaria e
como fase movel, os solventes hexano, acetato de etila e metanol, puros e em
misturas binarias em ordem crescente de polaridade. Obtendo-se 30 fracdes que
apos analise por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foram
reunidas de acordo com 0s seus respectivos fatores de retencéo (Rfs). A reunido
das fracbes de 23 a 25o0bteve-se a substancia codificada como Er-1. A fase
diclorometano foi submetida ao mesmo processo cromatografico descrito
anteriormente. Obtendo-se 55 fracdes que apds analise por CCDA foram reunidas
de acordo com seus Rfs. A reunido das fracbes de 53 a 55 obteve-se a
substancia codificada como Er-2. Estas tiveram suas estruturas identificadas
através de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)'H,**C-APT, técnicas
bidimensionais e em comparacdo com os dados da literatura, sendo
denominadas:4’,7-di-O-metilquercetina-3-O-B-rutinosideo e 4-hidroxi-1-metil-2-
pirrolidina acido carboxilico. Foram realizadas as determinacdes do perfil
cromatografico de Er-1 e Er-2 por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Acoplada a detector de Arranjo de Diodo (CLAE-DAD) e separacdo em CLAE
preparativo e semi-preparativo respectivamente, obtendo-se as substancias Er-1
e Er-2 com indices de pureza de 99%.A partir do estudo fitoquimico do EEB de E.
rimosum, foram isolados: um flavonoide glicosilado (Er-1) e um alcaloide
pirrolidinico (Er-2), sendo estes relatados pela primeira vez na espécie em estudo.

Palavras-chave: Erythroxylaceae; Flavonoide; Alcaloide; cromatografia.



ABSTRACT

Erythroxylum rimosum O. E. Schulz is a species restricted to the northeastern
region of Brazil, found in the states of Ceara, Piaui, Sergipe and Bahia, occurring
respectively in Restinga, Cerrado and Carrasco vegetation. The study of the crude
ethanolic extract (CEE) from leaves of E. rimosum reported the identification of
pentacyclic triterpenes (a-amyrin, B-amirine), steroid (B-sitosterol), tropane alkaloid
and flavonoids. Thus, a phytochemical study of the crude ethanolic extract of
leaves and branches of E. rimosum was carried out. The botanical material of the
aerial parts was collected in the municipality of Pirambu, state of Sergipe and
identified by Profa. Dra. Ana Paula do Nascimento Prata, from Department of
Biologyat the Federal University of Sergipe (UFS). It was then oven dried with
circulating air at an average temperature of 40 ° C, ground in a mechanical mill
and submitted to maceration with 95% EtOH. The crude ethanolic extract (105 g)
was dissolved in a methanol: water (7:3 v/v) solution and partitioned with the
following solvents: hexane, dichloromethane and ethyl acetate. The ethyl acetate
phase was subjected to column chromatography using silica gel 60, (70-230
mesh-ASTM, Merck) as the stationary phase and as the mobile phase the hexane,
ethyl acetate and methanol solvents, pure and in binary mixtures in increasing
order of polarity. This yielded 30 fractions which, after analytical thin layer
chromatography (TLC), were pooled according to their respective retention factors
(Rfs). The reunion of the fractions from 23 to 25 provided the substance encoded
as Er-1. The dichloromethane phase was subjected to the same chromatographic
procedure described above. There were obtained 55 fractions which after TLC
analysis were pooled according to their Rfs. Fractions from 53 to 55 were reunited
and provided the substance encoded as Er-2. These substances had their
structures identified by !H, 13C-APTNuclear Magnetic Resonance(NMR), two-
dimensional techniques and in comparison with the literature data, being named:
4', 7-di-O-methylquercetin-3-O-B-rutinoside and 4-hydroxy-1 methyl-2-pyrrolidine
carboxylic acid. The Er-1 and Er-2 chromatographic profile determinations were
carried out by high performance liquid chromatography coupled to a diode array
detector (HPLC-DAD) and separation in preparative and semi-preparative HPLC
respectively, obtaining the Er-1 and Er-2 with purity indexes of 99%. From the
phytochemical study of CEE of E.rimosum, a glycosylated flavonoid (Er-1) and a
pyrrolidine alkaloid (Er-2) were isolated, and these were reported for the first time
in the study species.

Keywords: Erythroxylaceae; Flavonoid; Alkaloid; Chromatography.
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1 INTRODUCAO

A ligacdo do homem com o reino vegetal foi se tornando ao longo da
historia uma relacdo mais intima, isso ocorreu através das observacdes dos
fenbmenos naturais e experiéncias com 0s meios disponiveis, 0 que resultou em
um amplo conhecimento empirico sobre a utilizacdo das plantas (TORRES,
RIBEIRO e MORAES, 2010; SILVA, 2014).

Através dos milénios, o0 homem buscou a superacdo dos seus males
através das plantas medicinais, utilizando seus instintos, percebia a diferenca
entre as plantas comestiveis daquelas que poderiam proporcionar a curar, a
cicatrizacdo ou o alivio (BEZERRA, 2014). A humanidade convive com uma
grande variedade de espécies vegetais, desenvolvendo diversas maneiras de
explora-las para diferentes finalidades, usando-as como alternativa de
sobrevivéncia. Dentre estas, podemos destacar o conhecimento sobre o uso das
plantas para fins terapéuticos (OLIVEIRA; BARROS; MOITA NETO, 2010).

A utilizacdo de plantas medicinais € a principal alternativa terapéutica para
aproximadamente 80% da populacdo mundial de acordo com a organizacdo
mundial da saude (ALVES & SILVA, 2002; WHO, 2008). O extenso uso
terapéutico de plantas, principalmente nos paises em desenvolvimento, esta
relacionado ao alto custo a assisténcia médica e os medicamentos alopaticos
(OLIVEIRA & GONCALVES, 2006). Assim como os medicamentos alopaticos, as
plantas também possuem substancias ativas que, muitas vezes, o efeito tdéxico
sobre 0 organismo € desconhecido ou ignorado pelos usuarios. Mostrando assim
a importancia sobre o conhecimento do consumo de plantas para uso seguro,
consciente e eficaz na terapéutica (FARIA et al.,2004; BAKKE et al., 2008).

De fato, as plantas possuem a capacidade de produzir substancias
guimicas que podem colaborar com a sua sobrevivéncia, tendo como exemplo
disto o desenvolvimento de mecanismos de defesa. Essas substancias sao
metabolitos bioativos oriundos de seu metabolismo secundario. Esses
componentes quimicos que as plantas produzem e estocam, apresentam funcdes
biologicas, desempenhando um papel ecolégico que pode ser utilizado para
diversos fins, tais como medicamentos, alimentos funcionais, inseticidas,

herbicidas, perfumes, entre outros, podendo também, receber, a denominacao de



19
LINS, J. S. Introducéo

produtos naturais (GARCIA; CARRIL, 2009). COZZOLINO (2009) referiu que
esses metabolitos podem ser encontrados em Varios vegetais que fazem parte da
alimentacdo humana. O autor ressalta, também, a importancia dos beneficios que
0s metabolitos secundarios podem trazer a satde humana, tais como a reducao
na incidéncia de certos tipos de cancer, estimulacdo do sistema imunolégico,
dentre outros.

O Brasil possui uma extensa biodiversidade, comportando
aproximadamente 55 mil espécies de plantas, sendo que muitas dessas sao
endémicas e desconhecidas. Entre os componentes que formam essa
biodiversidade, estas plantas medicinais, que sao bastante utilizadas pelas
comunidades tradicionais, como remédios caseiros, sendo considerada a matéria-
prima para fabricagcéo de fitoterapicos e outros medicamentos. Entretanto, dados
mostram que em torno de 5% destas plantas, tem sido estudada fitoquimicamente
e ainda uma menor porcentagem sado avaliadas sob o0s aspectos biolégicos
(BARREIRO; BOLZANI, 2009; FUMAGALI et al., 2008).
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2. REFERENCIALTEORICO

2.1. Consideracfes sobre a familia Erythroxyceae

Na flora brasileira, varias plantas se destacam, entre elas, as da familia
Erythroxylaceae, reconhecendo a riqueza de metabdlitos secundarios presentes
em espécies da familia, e que no levantamento bibliogréfico realizado foram
encontrados poucos relatos de estudos fitoquimicos e farmacolégicos para a
espécie Erythroxylum rimosum. Diante disto se faz necessario um estudo mais
profundo da referida espécie.

A familia Erythroxylaceae € composta por aproximadamente quatro
géneros e cerca de 240 espécies com distribuicdo pantropical, tendo seus
principais centros de diversidade e endemismo na Venezuela, Madagascar e
Brasil (ALBUQUERQUE, 2014). A maioria das espécies pertence ao género
Erythroxylum P. Browne, que apresenta distribuicdo ampla, sendo encontrado em
qguatro continentes, principalmente na América tropical (PLOWMAN, 2001). Os
demais géneros, Aneulophus Benth, Nectaropetalum Engl. E Pinacopodium Exell
& Mendonga, sdo compostas por poucas espécies e possuem distribuicao restrita
na Africa (PLOWMAN; BERRY, 1999; DALY 2004). E uma familia de plantas
angiospérmicas, apresentando controvérsias em relacdo a sua afinidade e
posicao sistematica. Estudos moleculares recentes (SALOVAINEN et al., 2000;
SCHWARZBACH E RICKLEFS, 2000; SOLTIS et al., 2000), baseado em varios
caracteres morfologicos e anatdomicos listados por DAHLGREN, (1998),
observaram a grande afinidade entre Erythroxilaceae e Rhizophoraceaee
propordo seu posicionamento na ordem Malpighiales, sensu APG (1998). Na
classificacdo sugerida pelo APG (2003), a enorme afinidade e o grupo de
caracteres compartilhados pelas duas familias fizeram com que Erythroxilaceae e
Rhizophoraceae fossem consideradas, como uma s6 familia, Rhizophoraceae.
Segundo os autores JUDD e OLMSTEAD (2004), os principais caracteres
partilhados pelas duas familias sédo a presenca de alcaloides dos grupos tropanos

e pirrolidinicos.
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2.2. Consideracdes sobre o género Erythroxylum

O género Erythroxylum, possui aproximadamente 230 espécies, sendo o
unico género encontrado na regido Neotropical, onde cerca, de 187 espécies sdo
exclusivas desta regido (PLOWMAN; HENSOLD, 2004), tendo como principal
centro de diversidade e endemismo a América do Sul, especialmente o Brasil e a
Venezuela (PLOWMAN; HENSOLD, 2004).

No Brasil, o género é composto por aproximadamente 74 espécies com
distribuicdo restrita, correspondendo a 40% de todas as espécies da regido
tropical, encontradas nos mais diversos tipos de vegetacdo do pais, possuindo
ocorréncia que se estende desde as florestas da Amazobnia e Atlantica, até as
matas do cerrado e caatinga (PLOWMAN; HENSOLD, 2004).

De acordo com ZUANAZZI et al., (2001), o interesse pelo género acentuou-
se no século XIX, devido a descoberta das atividades farmacoldgicas
apresentadas pelas folhas de Erythroxylum coca Lam, que secularmente eram
utilizadas pelos indigenas da regido andina da América do Sul. Quimicamente, o
género se configura pela presenca de alcaloides do grupo tropano, nas quais se
sobressai a cocaina, um alcaloide natural produzido por Erythroxylum coca Lam,
gue foi empregado como anestésico local em pequenas cirurgias (BOHM et al.,
1982; GRIFFIN & LIN, 2000). No entanto a cocaina ganhou destaque por sua
atividade psicoativa no Sistema Nervoso Central- SNC, sendo um dos grandes
problemas de saude publica da atualidade (ALAGILLE et al., 2005). Este género &
o maior da familia Erythroxylaceae, com vasta distribuicdo, nas regides tropicais
da Asia, Australia, Africa e Américas (Figura 1, p. 22), (LOIOLA, 2007).
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Figura 1 — Mapa de distribuicdo do género Erythroxylum no mundo, area representada em

vermelho.

Fonte: http://www.mobot.org/MOBOT/Research/APweb/welcome.html. Acesso em: 15 de
dezembro de 2017.

Varias espeécies de Erythroxylum séo utilizadas pela medicina popular para
diferentes fins terapéuticos, sendo usadas como ténicos, vermifugos, diuréticos,
antitérmicos, antidiarreicos e inalantes nos casos de asma (HEGNAUER, 1981,
RAHMAN, 1998). Algumas espécies sdo ainda usadas para o tratamento de
hemorragia, amenorreia, sinusite, gripe, desordens dos rins, estimulantes e
desarranjo do estbmago para combater cansaco e a sensacdo de fome
(PLOWMAN, 1984; AL-SAID et al., 1986; CHAVES et al., 1988). Sendo assim,
extratos de varias espécies do género Erythroxylum, vem sido testado
separadamente quanto ao seu potencial farmacoldgico. Foi observado em relatos
da literatura que espécies deste género sao caracterizados por possuirem
substancias com potencial farmacologico bastante interessante, principalmente
atividades antifungica, anti-inflamatéria, antimicrobiana, citotoxica e anti-HIV
(SILVA et al., 2001; PLOWMAN, 1984; AL-SAID et al., 1986; MANABE et al.,
1992; CHAVES et al., 1988).

Estudos fitoquimicos de espécies do género Erythroxylum, igualmente as
espécies da familia Rubiaceae, Rutaceae, Solanaceae, Papavaraceae e outras,
apresentam alcaloides em sua composicdo. Alcaloides como Deidrohigrina,
Higrina, Cuscohigrina, Higrolina, Deidrocuscohigrina e nicotina foram isolados em
espécies de Erythroxylum (Quadro 1, p. 24) (HEGNAUER, 1981; MOORE, 1994;
GRIFFIN, 2000; BRACHET, 1997; EL-IMAN, 1988). Entretanto, estudos
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fitoquimicos indicam que o género Erythroxylum é rico em alcaloides tropéanicos,
e, 0S mesmos, sdo encontrados nas folhas, frutos, caule e raizes. Os flavonoides
também estdo presentes neste género, especialmente Canferol e Quercetina,
bem como seus 3-O-glicosidios. Presumisse que estes dois compostos sao
caracteristicos do género Erythroxylum, portanto podem se tornar possiveis
marcadores quimiotaxonbmicos de espécies pertencentes a esse género
(GRIFFIN E LIN, 2000; ZUANAZZI et al., 2001; JOHNSON et al.,, 1998;
BARREIROS et al., 2005; CHAVEZ et al., 1996; INIGO, 1985). Também é
bastante comum a ocorréncia de triterpenos principalmente de esqueleto
oleanano (Quadro 2, p. 25) (BARREIROS, 2005; CHAVEZ, 1996; INIGO, 1985).
Na madeira de algumas espécies do género também foram isolados diterpenos
dos tipos Ent-labdano, Ent-devadarano, Ent-kaurano e Ent-beyerano (Quadro3, p.
25) (ANSELL, 1993; KAPADI, 1964; MARTIN, 1968; McCRINDLE, 1968; SOMAN,
1964).

Espécies do género Erythroxylum estdo sendo investigadas quanto as
atividades farmacoldgicas, E. vacciniifolium apresentou efeito anti-HIV e contra
infeccbes oportunistas em pacientes com HIV, e produziu alcaloides tropano da
série catuabine (A, B e C) (ZANOLARI et al., 2003 a); Pervilleines A e B, isolados
de E. perville, inibiram o crescimento de carcinoma de pele em células KB-VI (Ml
et al., 2002), e outros tipos de alcaloides extraidos de E. rotundifolium também
que possui esta mesma atividade (CHAVEZ et al., 2002); E. moonii mostrou
atividade antimicrobiana frente a cepas de bactérias, fungos e leveduras, além de
fornecer os alcaloides tropanicos mooniine A e B (Quadro 4, p. 26 ) (RAHMAN et
al., 1998). Outras classes de metabolitos secundarios foram, isolados de espécies
de Eythroxylum como diterpenos do tipo labdano, kaurano, atisano, e flavonoides

glicosilados (Quadro 3, p. 25).
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Quadro 1 — Alcaloides isolados de espécies do género Erythroxylum.
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Quadro 2 — Flavonoides e triterpenos isolados de espécies do género Erythroxylum.
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Quadro 3 — Série de diterpenos isolados de espécies do género Erythroxylum.
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Quadro 4 — Alcaloides isolados de espécies de Erythroxylum
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Consideracfes sobre a espécie Erythroxylum rimosum

E. rimosum O. E. Schulz é uma espécie restrita a regido Nordeste do Brasil,
encontrada nos estados do Ceard, Piaui, Sergipe e Bahia, ocorrendo
respectivamente em vegetacdo de Restinga, Cerrado e Carrasco (Figura 2, p.27)
(LOIOLA, 2007).

O estudo do extrato etanodlico bruto das folhas de Erythroxylum rimosum
realizado por RIBEIRO, (2011), reportou a identificacdo de triterpenos
pentaciclicos (a-amirina, p-amirina), esterdide (B-sitosterol), alcaloide tropanico e
flavonoides.

Figura 2 - Foto da espécie Erythroxylum rimosum O. E. Schulz.

Fonte: Marcelo cavalcante, 2012.

2.4. Consideracdes sobre os flavonoides

Os flavonoides sdo uma classe de compostos fendlicos, encontradas
principalmente em plantas, sendo derivados da benzo-y-pirona. Consistem de um
esqueleto de difenil propano (C6C3C6) com dois anéis benzénicos (A e B) ligados
a um anel pirano (C) (Figura 3, p. 28). Os flavonoides podem se apresentar na
forma de agliconas, glicosideos ou ligados a outras classes de metabdlitos

secundarios, como por exemplo, as flavolignanas, entretanto, apresentam-se com
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mais frequéncia na forma de glicosideos. Eles podem ser subdivididos em 13
classes, com mais de 5000 compostos descritos. As subclasses dos flavonoides
sdo: chalconas, dihidrochalconas, auronas, flavonas (luteolina, diosmetina),
flavonois (quercetina, canferol), dihidroflavonol, flavanonas (naringina), flavanol,
flavandiol, antocianidina, isoflavonoides (genisteina), bioflavonoides e
proantocianinas (BEHLING, 2004).

Figura 3 - Esqueleto basico dos flavonoides.

2.5. Biogénese dos flavonoides Quercetina e Canferol

Os flavonoides séao inicialmente formados pela unido de uma molécula de
cinamoil-CoA com trés unidades de malonil-CoA, produzindo um policetideo. Em
seguida apoés a acao da enzima chalcona sintase promovendo uma reacao do tipo
Claisen que une uma unidade cinamoil-CoA com trés unidades de malonil-CoA,
produzindo a naringenina chalcona, que sofre uma reacéo do tipo Michael com o
ataque nucleofilico da hidroxila (ligada ao carbono 9) a cetona a,B-insaturada
dando origem a naringenina. Esta reacado de isomerizacao ocorre em meio acido,
favorecendo a formacdo da flavanona, ou em meio basico favorecendo a
formacdo da chalcona, entretanto, na natureza esta reacao é catalisada por uma
enzima estereoespecifica, produzindo assim um unico enantidmero da flavanona.
A partir da flavanona ou diidroflavonol, iram ocorrer modificac6es nos padrées de
hidroxilacdo nos dois anéis aromaticos gerando flavonoides da série quercetina e
canferol. Reacdes de metilacdo, dimetilacdo e glicosilacdo também sdo comuns
de acontecer, gerando uma gama de compostos (Esquema 1, p. 29)(DEWICK,
2012).
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Esquema 1- Rota biossintética para a formacao dos flavonoides da série quercetina e canferol.
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2.6. Consideracdes sobre os alcaloides

Os alcaloides constituem um grupo heterogéneo de substancias
nitrogenadas, geralmente de origem vegetal, de carater basico e que possuem
intensa acao farmacoldgica em animais.

Esses compostos sdo encontrados nos vegetais mais prevalentemente na
forma combinada, com acidos organicos, e em concentragdo menor, na forma
livre. Na forma de sal, sdo sollveis em meio aquoso e insolaveis em solventes
organicos como cloroférmio, éter e benzeno na forma livre, a solubilidade é
inversa. O grau de alcalinidade que apresentam é variavel, dependendo da
disponibilidade do par de elétrons do nitrogénio, podendo apresentar carater acido
quando este é quaternario (SIMEQES et al., 2007).

De acordo com Pelletier, alcaloides sdo compostos organicos ciclicos
contendo nitrogénio em um estado de oxidag&o negativo e de distribuicao limitada
entre 0s seres vivos. Estima-se que esta classe contenha mais de 4000
compostos, que correspondem a aproximadamentel5% a 20% dos produtos
naturais conhecidos e que esta dividida em diferentes grupos, tropanico,
quinolinico, piperidinico, entre outros (BRANDAO HN. J.P. DAVID, et al., 2010;
QIU S, H. SUN, et al. 2014; PELLETIER SW., 2001; VERPOORTE R., 1986;
CORDELL GA, M. L. QUINN-BEATTIE, et al., 2001).

Os alcaloides apresentam um amplo espectro de atividades bioldgicas
mencionadas que pode estar relacionado com sua estrutura quimica. A existéncia
de alcaloides pode ser assinalada em diversos tipos de atividades biologicas
investigadas. Assim podemos citar atropina, hiosciamina e escopolamina
(anticolinérgico), emetina (amebicida e emético), castanospermina (antiviral),
cafeina (estimulante do SNC), colchicina (tratamento da gota), codeina e
noscapina (antitussigenos), efedrina (simpatomimético), camptotecina, vinblastina
e vincristina (antitumorais), morfina (hipnoanalgésico), reserpina e protoveratrina
A (antipertensivo), quinina (antimalarico), quinidina (depressor cardiaco),
teobromina e teofilina (diuréticos), tubocurarina (miorrelaxante), entre muitos
outros (HENRIQUES et al., 1999).

Alcaloides tropanicos possuem em comum uma estrutura biciclica,

denominada tropano 8-metil-8-azabiciclo (2,3,1loctano). O anel tropano é
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propriamente constituido pelos anéis piperidina e pirrolidina. Dependendo da
orientacdo alfa e beta de um grupamento hidroxila na posi¢cdo C-3, este fornece
dois isbmeros geométricos: tropanol (tropina) e pseudotropanol (pseudotropina)
(Figura 4, p.31) (SIMOES et al., 1999; BRUCE, 2007).

Figura 4 - Formacao do esqueleto basico dos alcaloides tropanicos

/ = HSC\
A AN 7
N-metilpiperidina N-metilpirrolidina
/CH3
N
CHs
/ Tropano CHgz
N /
N
H OH
ey \\‘\\\\
OH
H
) TrOpanOl Pseudo-tropanol
(is6émero trans) (isGbmero cis)

A esterificacdo do grupo hidroxila com acidos aromaticos produz os
alcaloides de maior importancia farmacéutica e podem ser encontrados nas
familias Solonaceae (tipo atropina) e Erythroxylaceae (tipo cocaina) (Figura 5, p.
32). Estes dois alcaloides possuem grande importancia na terapéutica atual e
consagradamente se tornaram 0s prototipos no qual posteriormente a partir
destes foram desenvolvidos andlogos sintéticos, principalmente das classes de
farmacos anticolinérgicos e anestésicos locais (SIMOES et al., 1999; BRUCE,
2007).



32
LINS, J. S. Referencial tedrico

Figura 5 - Principais alcaloides das familias Solonaceae e Erythroxylaceae.
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Cocaina Atropina

2.7. Biogénese dos alcaloides pirrolidinicos e tropanicos

A formacéo do anel pirrolidinico ocorre através dos aminoacidos arginina
ou ornitina. A L-ornitina é um aminoacido nao protéico que faz parte do ciclo da
uréia em animais, onde € produzido a partir d4 L-arginina, pela acdo da enzima
arginase. Nas plantas é formado principalmente de L-glutamato. A ornitina contém
ambos os grupoa e d-amino, sendo o nitrogénio do grupod-amino incorporado nas
estruturas dos alcaloides, juntamente com a cadeia de carbono (formada por 4
carbonos), exceto para o grupo carboxila. Assim, a ornitina fornece um bloco de
construcdo C4N ao alcaloide, principalmente na forma de um anel de pirrolidina,
mas também como parte dos alcaloides tropanicos. Entretanto, a maioria dos
outros precursores (aminoacidos) de alcaloides tipicamente fornece nitrogénio do
Seu grupo a-amino.

O sistema de anéis pirrolidina é formado inicialmente como um cation A?-
pirrolinio. A biossintese dos alcaloides pirrolidinicos se inicia com a
descarboxilacdo do aminoacido ornitina pela enzima PLP-dependente produzindo
a putrescina, a qual é entdo metilada pela enzima SAM para formar a N-
metilputrescina. A desaminacdo da N-metilputrescina pela acdo da enzima
diamina oxidase produz um aldeido, como consequéncia disto, ocorre a formacéo
de uma base de Schiff (imina) produzindo o cationN-metil-A'-pirrolinio. De fato, o

aminoaldeido em solugdo aquosa é conhecido como uma mistura em equilibrio
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com a base de Schiff. Outra rota biossintética para a formacdo de um anel
pirrolidinico se da a partir da L-arginina, envolvendo inicialmente uma reagéo de
descarboxilacdo, formando a agmatina, que apos duas reac¢des de hidrolise, cliva
a porcao de guanidina, produzindo assim a putrescina. Esta substancia vai seguir
a mesma rota biossintética, descrita anteriormente, até a formacéo do cation N-
metil-A'-pirrolinio (Esquema 2, p. 34).

A rota biossintética para a formacao dos alcaloides tropanicos se inicia com
o ataque nucleofilico do anion enolato do acetil-CoA em direcdo ao ion pirrdlico,
denominada de reacdo de Mannich. Esta reacdo pode formar produtos com
estereoquimica R ou S. A segunda adi¢cdo do anion enolato do acetil-CoA se da
pela reacdo de condensacgédo de Claisen, promovendo um aumento da cadeia
lateral, e o produto formado é um anel pirrolidinico ligado a duas moléculas de
acetil-CoA, retendo o grupo tioester na segunda porcéo de acetil-CoA. Como na
maioria dos alcaloides tropanicos, o carbono da carbonila que esta presente na
segunda porcdo de acetil-CoA € perdido pela reacdo de hidrolise, reacdo
intramolecular de Mannich e descarboxilacdo, produzindo a tropinona que apos
uma reacao de reducdo estereoespecifica da carbonila pela acdo da coenzima
NADPH produz a tropina. Em seguida a fenilalanina se converte no acido fenil-
latico que se esterifica com a tropina para forma a hiosciamina (Esquema 3, p. 35)
(DEWICK, 2012).
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Esquema 2 -Rota biossintética para a formacéo dos alcaloides pirrolidinicos.
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Esquema 3 - Rota biossintética para a formagédo dos alcaloides tropanicos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Contribuir com o estudo fitoquimico de plantas do Nordeste Brasileiro
através do isolamento e identificacdo dos constituintes quimicos das partes
aéreas de Erythroxylum rimosum O. E. Schulz da familia Erythroxylaceae.

3.2. Especificos

Isolar, purificar e identificar/determinar através de Cromatografia Classica e
Liquida de Alta Eficiéncia e Ressonancia Magnética Nuclear os constituintes

guimicos fixos das partes aéreas de Erythroxylum rimosum O. E. Schulz.

Caracterizar o derivado vegetal das partes aéreas de Erythroxylum rimosum.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta e identificacdo do material vegetal

As cromatografias de adsor¢do em colunas foram realizadas em colunas

de vidro cilindricas, com variagdes nas dimensdes, de acordo com a quantidade
de amostra a ser aplicada, utilizando como fase estacionaria, silica gel da Merck,
7734, com particulas de 0,063-0,200 mm de didmetro.
Também foram empregadas, cromatografias por exclusdo molecular em colunas
de vidro cilindricas, cujas dimensdes variaram de acordo com a quantidade de
amostra a ser cromatografada, utilizando como fase estacionaria, Sephadex da
Merck, com particulas de 0,063-0,200 de mm de diametro.

As Cromatografias em Camada Delgada Analitica (CCDA) foram realizadas
utilizando placas cromatograficas da Merck, contendo silica gel70com indicador
de fluorescéncia Fs4, didmetro de 20 x 20 cm e espessura de 0,25 mm.

Para a realizagcdo das técnicas cromatograficas foram utilizados os
solventes organicos: Hexano (Hex), diclorometano (DCM), acetato de etila
(AcOEt), cloroférmio (CHCI3) e metanol (MeOH), puros e em misturas binarias em
ordem crescente de polaridade, este ultimo (MeOH), ndo foi utilizado na forma
pura, mas em mistura binaria com o solvente acetato de etila até a proporcéo de
7:3 (AcOEt:MeOH), (Tabelas 1 e 2,p. 47).

As substancias nas CCDA foram reveladas através da exposicao a luz
ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm e em camara saturada
com vapores de iodo.

Os espectros de RMN foram registrados em espectrometros VARIAN
SYSTEM, operando a 500 MHz para hidrogénio (RMN *H) e 125 MHz para carbono-
13 (RMN *3C). As amostras a serem analisadas foram preparadas dissolvendo-as
em solventes deuterados. Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em
partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz. As
multiplicidades da RMN *H foram indicadas segundo a convencdo: s (sinpleto), sl
(sinpleto largo), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddd (duplo duplo dupleto), dddd
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(duplo duplo duplo dupleto), t (tripleto), tl (tripleto largo), q (quadrupleto) e m
(multipleto).

Para a caracterizacao do perfil cromatogréafico das fragcdes foram utilizados
os solventes metanol grau HPLC (Tédia®, Brasil) e agua ultra-pura obtida por
sistema de purificacdo Milli-Q Millipore®. As andlises cromatogréficas foram
realizadas utilizando um sistema de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia(CLAE) da Shimadzu (Prominence) equipado com moddulo de
bombeamento de solvente binario LC-20AT, autoinjetor SIL-20A, um sistema de
desgaseificacdo DGU-20A5, detectorSPD-M20A arranjo de diodo (DAD). A coluna
utilizada foi Kromasil® C18 (250 mm x 4.6 mm d.i. preenchido com particulas 5
um), com pré-coluna Security GuardGemini® C18 (4 mm x 4.6 mm d.i. preenchido
com particulas 5 pm).

As partes aéreas de Erythroxylum rimosum foram coletadas no municipio
de Pirambu, estado de Sergipe no ano de 2016. E em seguida foi identificado pela
Profa. Dra. Ana Paula do Nascimento Prata, do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Sergipe (UFS). Uma exsicata encontra-se depositada no
Herbario da botanica do centro de ciéncias Biologicas da saude da UFS sob
identificacdo AS 37756.

4.2. Obtencéo da droga vegetal de Erythroxylum rimosum O. E. Schulz

As partes aéreas (1 Kg) foram secas em estufa com ar circulante a
temperatura média de 40 °C durante 72 horas. Ap0s secagem, o material vegetal
foi submetido a um processo de trituracdo em moinho mecanico, obtendo-se 480

g de p6 seco (Esquema 4, p. 42).

4.3. Procedimento para obtencdo do extrato etandlico bruto (EEB) das

folhas de Erythroxylum rimosum O. E. Schulz

O material vegetal seco e triturado foi submetido a maceracdo com etanol
(EtOH) a 95%, em um recipiente de aco inoxidavel denominado percolador.
Foram feitos quatro processos de extracdo num intervalo de 72 horas entre eles,

para garantir uma maxima extracdo dos constituintes quimicos. A solucao



39
LINS, J. S. Material e métodos

etanodlica obtida foi filtrada, fazendo-se, em seguida, a evaporacdo do solvente
com o auxilio de um rotaevaporador a uma temperatura média de 40°C. Apés
esse processo de evaporacdo do solvente, obteve-se o0 extrato etandlico bruto
(EEB), que pesou 105 g (Esquema 4, p. 42).

4.4. Fracionamento do extrato etandlico bruto (EEB) do material vegetal de
Erythroxylum rimosum O. E. Schulz

Para obtencao das fases, foram utilizadas (70 g) do extrato etandlico bruto,
este foi dissolvido numa mistura de metanol:agua (7:3 v/v) e homogeneizado,
obtendo-se uma solucdo aquosa. Esta solugédo foi submetida a um processo de
particdo em ampola de separagéo, utilizando os solventes hexano, diclorometano
e acetato de etila. As respectivas fases foram tratadas com sulfato de sédio anidro
para secagem, posteriormente foram concentradas em rotaevaporador sob
pressdo reduzida a uma temperatura media de 40°C. Fornecendo as fases,
hexanica (4,0 g), diclorometano (2,6 g) e acetato de etila (4,6 g), (Esquema 4, p.
42).

4.4.1. Fracionamento cromatografico das fases acetato de etila e

diclorometano das folhas de Erythroxylum rimosum O. E. Schulz

A fase acetato de etila foi submetida a uma cromatografia em coluna,
utilizando como fase estacionaria silica gel, e como fase movel hexano, acetato
de etila e metanol, puros ou em misturas binarias (Tabela 1, p. 44), em ordem
crescente de polaridade. Obtendo-se assim um total de 30 fracbes. Essas fracdes
foram monitoradas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)e
reunidas de acordo com seus fatores de retencédo (Rfs), apés visualizacdo na luz
ultravioleta e revelacdo em camara saturada com vapores de iodo. As fracdes
foram reunidas em grupos. A reunido das fracbes de 23 a 25 foi submetida a
analise de Ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e 13C-APT resultando na
substancia codificada como Er-1 (Esquema 5, p. 46). A fase diclorometano foi
submetida & mesma condicdo cromatogréafica descrita anteriormente (Tabela 2, p.

44). Obtendo-se assim um total de 55 fracOes. Essas fragbes foram monitoradas
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por CCDA e reunidas de acordo com seus Rfs, apds visualizacdo na luz
ultravioleta e revelacdo em camara saturada com vapores de iodo. As fracOes
foram reunidas em grupos. A reunido das fracdes de 53 a 55 foi submetida a
andlise de RMN de 'H e 3C-APT resultando na substancia codificada como Er-2
(Esquema 6, p. 43).

4.5. Determinacao do perfil cromatogréafico por CLAE-DAD e separacdo em
CLAE Semi-preparativo de Er-2 da fase diclorometano.

Para a preparagcao da amostra, pesou-se em um tubo de eppendorf, 1 mg
de Er-2, em seguida foi adicionado no eppendorf 500 puL de agua e 500 pL de
metanol e posteriormente sonicado por 20 minutos para a completa dissolucao. A
fase mével foi composta por 500 ml de 4gua Milli-QMillipore® acidificada com 500
pl de acido férmico com concentragdo de 0,1 %. Em seguida foi desenvolvido o
método analitico com o objetivo de obter o melhor perfil cromatografico. A eluicéo
foi realizada em modo gradiente, sendo o método composto por MeOH: H,O
acidificada (0,1% de acido férmico) na proporcao de 20 a 60% MeOH em 60 min,
60 a 75 % em 10 min, 75 a 100% em 20 min, 100 a 20% em 5 min,
permanecendo em modo isocratico até 120 min. O fluxo da fase movel foi de 0,6
ml/min. Posteriormente foi realizado a transposicdo do método analitico para o
CLAE semi-preparativo com o objetivo de separar e coletar os analitos da
amostra.

Preparacdo da amostra para a separacdo na CLAE semi-preparativa: a
fracdo Er-2 com 17,8 mg foi transferida para um tubo de eppendorf e sem seguida
foi adicionado 1 ml de metanol, sonicado por 40 min e centrifugado por 5 min
em15000 RPM. Apds a centrifugacéo foi retirado o sobrenadante e realizados as
injecbes. O fluxo utilizado na Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
semi-preparativa foi de 2,8 ml/min, sendo realizado ao todo 10 inje¢des de 100 pL
cada. Ao final da décima corrida cromatografica foram coletados 3 picos (Figuras
21 e 22, p. ),que foram concentrados em rotaevaporador e submetidos a analise

em Ressonancia Magnética Nuclear H, 33C-APT.
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4.6. Determinacdo do perfil cromatogréfico por CLAE-DAD e separacdo em
CLAE Preparativo de Er-1 da fase acetato de etila.

Para a preparacdo das amostras, pesou-se em tubos de eppendorf 1 mg
da reunido das fracoes de 14 a 16 (Amostra 1), 17 a 19 (Amostra 2) e 23 a 25
(Amostra 3), sendo estas fracOes selecionadas para a separacdao na CLAE por
terem as maiores massas. Emseguida, foram adicionados 1 ml de MeOH nas trés
amostras separadamente e solubilizado por 20 minutos no sonicador, ap0s esse
tempo o contetdo de cada eppendorf foi filtrado em um filtro com porosidade de
0,2 um. Ap6s a preparacdo das amostras, as mesmas foram injetadas no
equipamento de CLAE-DAD analitico. Sendo a fase moével composta por
MeOH:H,0 acidificada (ac. formico 0,1 %) com fluxo da fase mével de 0,6 ml/min
e um volume de injecdo de 20 pl. A primeira inje¢éo foi realizada no método
exploratorio composto por MeOH:H,O acidificada (0,1% de acido formico) em
modo gradiente de 5 a 95% de MeOH. Apods analise do cromatograma foi
proposto que o método descrito anteriormente deveria passar por modificacdes
para se obter um melhor perfil cromatogréafico. Sendo assim, o novo método foi
composto por MeOH:H,0O acidificada (0,1% de acido formico) na proporcéo de 40
a 80% de MeOH em 60 min, 80 a 100 % em 10 min, permanecendo em modo
isocratico 100% em 20 min, 100 a 40% em 5 min, permanecendo em modo
isocratico por 20 min, totalizando 115 min de corrida cromatografica. Apos o
desenvolvimento do método analitico a fracdo escolhida para a separacdo na
CLAE preparativo foi 23 a 25 por ter a melhor separacao e resolucéo dos picos na
fase de desenvolvimento do método. Para a preparacdo da amostra, pesou-se
600 mg da fracdo 23 a 25 que foi dividida igualmente em 4 eppendorfs, sendo
assim cada eppendorf comportou 150 mg. Em seguida foi adicionado em cada
tubo 1000 ul de MeOH, ficando na concentracdo de 150 mg/ml. Foi sonicado por
40 min, centrifugado e o sobrenadante foi transferido para outros eppendorfs.O
volume de injecédo feito no HPLC preparativo foi de 200 pl com fluxo da fase
mével de8 mil/min. Foram realizadas 12 injecbes de 200 pl. Ao final foram
coletados 9 picos (Figura 22, p. 61). Posteriormente foram concentradas em rota
evaporador e submetidas a analises de RMN 'H, 33C-APT para

identificacéo/determinacao estrutural.
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Esquema 4 - Obtencéo e fracionamento do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Erythroxylum

rimosum O. E. Schulz.

Partes aéreas (1 Kg) |

Secas em estufa com ar circulante a 40°C
por 72h e moidas em moinho mecanico

Pé da planta (480 g) ‘

l Maceragao com EtOH 95% (12 L)

EEB (105 g)

Particdo: hexano, diclorometano
e acetato de etila

(70 g) EEB

Fase hexanica (4,0 g) Fase DCM (2,6 g) Fase AcOEt (4,6 g)

Esquema 5 - Fracionamento cromatografico da fase acetato de etila das folhas de Erythroxylum

rimosum O. E. Schulz.

Fase AcOEt (4,6 g)
cc
CCDA
1 23-25 30
(5 mg)
RMN 1H e 33C

Er-1
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Esquema 6 - Fracionamento cromatografico da fase diclorometano das folhas de Erythroxylum

rimosum O. E. Schulz.

Fase DCM (2,6 g)

CcC
CCDA
1 53-55
(12,7 mg)

RMN tH e 3C

Er-2
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Tabela 1 - Fracionamento cromatografico da fase acetato de etila de Erythroxylum rimosum O. E.

Schulz.

FracGes Solventes Proporgéo (%)

Desengordurar Hexano 100
1 Hexano:CHCl; 50:50

2 CHCl; 100
3-4 CHCI3:AcOEt 50:50

5-13 AcOEt 100
14-16 AcOEt:MeOH 95:5
17-20 AcOEt:MeOH 90:10
21-22 AcOEt:MeOH 85:15
23-24 AcOEt:MeOH 80:20
25-30 AcOEt:MeOH 70:30

Tabela 2 - Fracionamento cromatografico da fase diclorometano de Erythroxylum rimosum O. E.

Schulz.

Fracdes Solventes Proporcéao (%)
Desengordurar Hexano 100
1 Hexano:AcOEt 90:10
2-13 Hexano: AcOEt 80:20
14-16 Hexano: AcOEt 70:30
17-20 Hexano: AcOEt 60:40
21-28 Hexano: AcOEt 50:50
29 Hexano: AcOEt 40:60
30-33 AcOEt 100
34-35 AcOEt:MeOH 95:5
36-41 AcOEt:MeOH 90:10
42-43 AcOEt:MeOH 80:20
44-45 AcOEt:MeOH 75:25
46-49 AcOEt:MeOH 65:35
50-51 AcOEt:MeOH 60:40
52-55 AcOEt:MeOH 50:50
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo Fitoquimico das partes aéreas de Erythroxylum rimosum O. E.
Schulz.

5.1.1. Identificac&o estrutural de Er-1

A substéancia codificada como Er-1 foi isolada como um sélido marrom com
5 mg. O espectro de *C-APT obtido al25 MHz em CDs;OD (Figura 6, p. 48)
mostrou a presenca de 29 sinais. Destes 10 foram atribuidos a carbonos néo
hidrogenados, 15 a carbonos metinicos, 1 a carbono metilénico,1 carbono metilico
e 2 carbonos metoxilicos. Os deslocamentos quimicos sem &.162,8; 99,2; 167,5
e 93,3 foram atribuidos aos carbonos aromaticos C-5; C-6; C-7 e C-8
respectivamente, sugerindo-se tratar do padrédo de substituicdo do anel A de
flavonas oxigenada sem C-5 e C-7. Os sinais em &, 117,4; 111,9 e 123,3
correspondentes aos carbonos C-2°; C-5 e C-6° respectivamente, séo
caracteristicos do anel B de flavonas. Os sinais em &, 158,4; 136,0 e 179,5 foram
atribuidos aos carbonos C-2; C-3 e C-4 respectivamente, sendo condizente com
uma flavona oxigenada em C-3. De acordo com os dados de 13C foi possivel
também sugerir a presenca de duas unidades osidicas, sendo uma glicose e uma
ramnose, isto foi devido aos sinais dos carbonos anomeéricos em 8. 102,4 e 101,4
e ainda para o carbono metilénico em 68,6 e carbono metilico em 6. 17,9, e, além
do conjunto de sinais entre . 69,7 e 78,2 sugeriram a presenca da rutinose. Os
deslocamentos quimicos em &. 56,5 e 54,4 foram atribuidos a duas metoxilas
(Tabela 3, p. 47).

No espectro de *H (Figura 7, p. 48) observou-se dois dupletos em &4 6,60 e
6,35 (J = 2,0 Hz), caracteristicos de hidrogénios H-8 e H-6 de flavonas
oxigenadas nas posicoes 5 e 7, além de um duplo dupleto em 647,78 (J= 8,0 e
2,0 Hz), um dupleto em &y 7,03 (J= 9,6 Hz) e um dupleto em &y 7,70 (J= 2,0 Hz)
gue foram atribuidos aos hidrogénios H-6"; H-5 e H-2", respectivamente do anel
B de flavona sem um sistema ABX. Complementarmente, foi observado no

espectro um dupleto em d4 5,19 (J = 7,5 Hz) e um sinpleto largo em on
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4,57,correspondente aos hidrogénios anoméricos da glicose e rhamnose
respectivamente. A presenca de um dupleto em &4 3,80 (d, J = 9,6 Hz) e outro em
1,09 (d, J = 6,0 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos e metilicos
respectivamente. Esses dados corroboram com uma unidade osidica glicose
ligada aramnose. A constante de acoplamento J = 7,5 Hz foi condizente com uma
unidade B-rutinosideo (Tabela 3, p. 47).

As correlacdes observadas no mapa de contornos HMBC de Er-1 (Figura 8,
p. 49) dos hidrogénios em &y 6,35 (H-6), 6,60 (H-8) e o sinal dos hidrogénios da
metoxila em &y 3,94 com o carbono em &, 167,5 confirmou a posicdo de uma
Metoxila em C-7. As correlacdes entre os hidrogénios em &y 7,77 (H-6’); &4 7,70
(H-2°); d4 7,04 (H-5’) e os hidrogénios da metila em &4 3,88 com o carbono em &¢
151,8 confirmaram a posi¢cdo de outra Metoxila em C-4’. Foi possivel também
observar no espectro uma correlagdo dos hidrogénios em &4 3,80 (H-6") com o
carbono em &¢ 101,4 (C-1""), corroborou com a ligagdo do carbono C-1"" da
ramnose com o carbono C-6” da glicose. A correlagéo do hidrogénio oy 5,19 (H-
1”) com o carbono C-3 em &y 136,0 a trés ligacbes confirmou a insercdo da
unidade glicosidica em C-3. Apés estas analises, foi possivel concluir que Er-1
trata-se da 4’,7-di-O-metilquercetina-3-O-p-rutinosideo, um flavonoide glicosilado

gue esta sendo relatado pela primeira vez na espécie em estudo.
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Tabela 3 - Dados de RMN'H e *C-APT de Er-1 e da literatura (500 x 125 MHz em CD;OD).

Er-1 Albuquerque et al., 2014

c Buc [ Bc B

2 158,44 - 156,30 -

3 136,00 - 134,00 -

4 179,53 - 177,40 -

5 162,80 - 160,80 -

6 99,20 6,35 (d, J = 2,0 Hz) 97,90 6,36 (d, J = 2,0 Hz)

7 167,46 - 165,10 -

8 93,27 6,60 (d, J = 2,0 Hz) 92,20 6,67 (d, J = 2,0 Hz)

9 159,28 - 156,50 -

10 104,26 - 104,80 -

1 124,24 - 122,30 -

2 117,44 7,70 (d, J = 2,0 Hz) 115,70 7,55 (d, J = 2,0 Hz)

3 146,27 - 145,70 -

4 151,78 - 150,00 -

5 111,93 7,04 (d, J = 8,5 Hz) 111,10 7,04 (d, J = 8,5 Hz)

6 123,27 | 7,77(dd,J=2,585Hz) | 121,50 | 7,72 (dd, J = 2,5; 8,5 Hz)

1” 102,39 5,19 (d, J = 7,5 Hz) 101,10 5,38 (d, J = 7,5 Hz)

2” 75,73 3,40 (m) 74,00 3,22m

3” 77,26 3,45 (m) 75,70 3,25m

4” 72,09 3,59 (m) 70,30 3,39 (m)

5” 78,15 3,42 (m) 76,40 3,24 (m)

6” 68,58 3,80 (d, J = 9,6 Hz) 66,80 3,70 (d, J =11,0 Hz)

1 101,40 4,57 sl 100,70 4,39sl

2” 72,27 3,51 (m) 70,50 3,29m

3” 71,48 3,70 (m) 69,80 3,08m

4 73,87 3,26 (m) 71,80 3,07 (m)

5” 69,73 3,47 (m) 68,10 3,26 (m)

6" 17,88 1,09 (d, J = 6,0 Hz) 17,60 0,97 (d, J = 6,0 Hz)
O-CHs | 54,40 3,89s 55,60 3,88s
O-CHsz | 56,50 3,95s 56,10 3,88s

4’ 7-di-O-metilquercetina-3-O-B-rutinosideo
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Figura 6 - Espectro de RMN de 3C-APT (CD;0D, 125 MHz) de Er-1.
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Figura 8 - Mapa de contorno HMBC da substancia Er-1 (CD3;OD, 500 x 125 MHz).
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5.1.2. Identificag&o estrutural de Er-2

A substancia codificada como Er-2 foi isolada como um sélido marrom com
12,7 mg. O espectro de RMN**C-APT (Figura 9, p. 53) mostrou a presenca de 6
sinais. Destes 2 foram atribuidos a carbonos metinicos, 2 a carbonos metilénicos,
1 a carbono metilico e 1 carbono nao hidrogenado. Os sinais em &¢ 71,9 e 70,9
foram atribuidos aos carbonos metinicos2 e 4 respectivamente. Também foi
observado os sinais em &c 40,3 e 64,2 que foram atribuidos aos carbonos
metilénicos 3 e 5, e um sinal em &¢ 44,0 que foi atribuido a metila ligada ao
nitrogénio. Todos esses deslocamentos quimicos de 13C foram comparados com a
literatura (Winkler T., 2006) sugerindo-se tratar de um esqueleto pirrolidinico
(Tabela 4, p. 55).

No espectro de RMN *H (Figura 11, p. 54) foi possivel observar um sinpleto
em Oy 2,98 (3H) e sinais de protons alifaticos acoplados geminalmente em &y
2,43, 2,19, 3,06 e 3,80, atribuidos aos hidrogénios 3a, 3b, 5a e 5b
respectivamente, sugerindo-se tratar de um grupo N-metil e dois metilenos
alifaticos. Observou-se também os sinais em 644,04 (H-2) e 4,48 (H-4) atribuidos
aos hidrogénios metinicos, estes deslocamentos quimicos foram devidos a
ligacdo do H-2 ao nitrogénio e H-4 ao oxigénio (Tabela 4, p. 52).

No espectro de HMBC (Figura 13, p. 55) foi possivel observar no mapa de
contorno correlagdes do H-2 (64 4,04) e Hb-3 (64 2,19) com o carbono do acido
(COOH) confirmando que a substancia contém um grupamento acido carboxilico.
A correlacao do Hb-3 com o C-2 (6¢ 71,9), juntamente com a correlacdo direta no
HSQC do H-2 com o C-2, corroborou com a insercédo do grupo acido no carbono
dois (Figura 15, p. 56). As correlacdes do Ha-3 (2,43) e Ha-5 (3,06) com C-4
(70,9) e 0 H-2 e Hb-5 (3,80) com o N-metil (44,0) confirmaram a insercdo da
hidroxila no carbono 4 e do grupo N-metil ligado aos carbonos 2 e 5,
respectivamente.

No cosy (Figura 16, p. 56) foram observados correlacdes vicinais do H-2
com Ha-3 e Hb-3, e H-4 com Ha-3, Hb-3, Ha-5 e Hb-5, podendo-se inferir que C-2
e C-4 sao carbonos metinicos. As correlacdes geminais do Ha-3 com Hb-3 e Ha-5

com Hb-5, foram compativeis com os carbonos metilénicos (C-3 e C-5).
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A estereoquimica de Er-2 foi definida pelo valor das constantes de
acoplamento. A configuracdo espacial do grupo &cido foi confirmada pelos
acoplamentos do, Ha-3 com H-2 (Equatorial-Axial, J = 7,6 Hz) e Hb-3 com H-2
(Axial-Axial, J = 10,5 Hz), assim, foi definido que o grupamento acido se encontra
na configuragdo Beta. Os acoplamentos entre Ha-5 com H-4 (Equatorial-
Equatorial, J = 2,0 Hz) e Hb-5 com H-4 (Axial-Equatorial, J = 4,5 Hz) definiu a
configuracdo da hidroxila em beta (Tabela 4, p. 52 e Figura 19, p. 59). Esta
estereoquimica foi corroborada pela comparacdo dos valores da constante de
acoplamento com os dados da literatura, (SCIUTO et al., 1983; HARAGUCHI et
al., 2003; NAKAYAMA et al., 2003) onde pode se observar que a configuracéo
espacial dos grupos acido carboxilico e hidroxila sdo beta (Figura 18, p. 58). Apés
estas analises, foi possivel concluir que Er-2 trata-se da 4-hidroxi-1-metil-2-
pirrolidina acido carboxilico, um alcaloide pirrolidinico que esta sendo relatado

pela primeira vez na espécie em estudo.
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Tabela 4 - Dados de RMN 'H e **C-APT de Er-2 e da literatura (500 x 125 MHz em CD;OD).

Er-2 Winkler., 2006
C Oc Oy mult. (J em Hz) Oc Oy mult. (J em Hz)
COOH - 170,2 -
NCH; | 44,0 2,98 (s) 43,4 2,96 (s)
4,04 4,05
71,9
2 (dd, J=17,5; 10,5 Hz) 69,7 (dd, J = 7,5; 10,5)
3 40,3 - 38,7 -
4 70,9 4,48 (m) 69,1 4,48 (dddd, J = 1,8; 2,1; 4,8; 4,8;)
5 64,2 - 62,4 -
2,43 2,43
Ha-3 - -
(ddt, J = 2,0; 7,6; 14 Hz) (ddt, J=1,8; 7,5; 13,5 Hz)
2,19 2,20
Hb-3 - R
(ddd, J = 4,8; 10,8; 14 Hz) (ddd, J = 4,8; 10,5; 13,5 Hz)
3,06 3,10
Ha-5 - -
(dt, J=2,0; 12,5 Hz) (dd, J=2,1; 12,6 Hz)
3,80 3,82
Hb-5 - -
(dd, J=4,5; 12,5 Hz) (dd, J=4,8; 12,6 Hz)

4-hidroxi-1-metil-2-pirrolidina acido carboxilico
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Figura 9 - Espectro de RMN de 3C-APT (CD50D, 125 MHz) de Er-2.
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Figura 10 — Expanséo do espectro de RMN de 13C-APT (CDsOD, 125 MHz) de Er-2 na regido de
36-78 ppm.
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Figura 11 - Espectro de RMN de *H (CD;0OD, 500 MHz) de Er-2.
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Figura 12 — Expanséo do espectro de RMN de tH (CDs;OD, 500 MHz) de Er-2 na regido de 2,0-4,5
ppm.
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Figura 13 — Mapa de contorno HMBC da substéncia Er-2 (CD3;0D, 500 x 125 MHz).

Figura 14 — Expansédo do Mapa de contorno HMBC da substancia Er-2 (CDsOD, 500 x 125 MHz)
na regido de 1,5-9,5 ppm x 10-200 ppm.
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Figura 15 - Mapa de contorno HSQC da substéancia Er-2 (CD;0D, 500 x 125 MHz).

Figura 16 - Mapa de contorno COSY da substancia Er-2 (CDsOD, 500 MHz).
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Figura 17 — Expansdo do mapa de contorno COSY da substancia Er-2 (CD;OD, 500 MHz) na
regido de 1,5-6,0 ppm x 2,0-5,2 ppm.
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Figura 18 - Possiveis configura¢des espaciais dos grupos hidroxila e 4cido carboxilico.

Ha-3 (ddd, J =; 13,5; 7,5; 1,8 Hz); Hb-3 (ddd, J =; 13,5; 10,5; 4,8 Hz); Ha-5 (dd, J = 12,6; 2,1 Hz)
Hb-5 (dd, J = 12,6; 4,8 Hz); H-2 (dd, J = 10,5; 7,5 Hz); H-4 (dddd, J = 4,8; 4,8: 2,1; 1,8 Hz)

Ha-3 (ddd, J =; 14,2; 11,0; 4,6 Hz); Hb-3 (dddd, J =; 14,2; 7,3; 2,3; 1,8 Hz);
Ha-5 (dd, J = 12,8; 4,6 Hz); Hb-5 (ddd, J = 12,8; 2,3; 1,8 Hz); H-2 (dd, J = 11,0; 7,3 Hz);H-4 (m)

N COOH

Ha-3 (ddl, J =; 14,0; 7,4; Hz); Hb-3 (ddd, J =; 14,0; 10,9; 4,8 Hz); Ha-5 (dI, J = 12,7; Hz)
Hb-5 (dd, J = 12,7; 4,7 Hz); H-2 (dd, J = 10,9; 7,4 Hz);H-4 (m)

COOH

N&o foram encontrados valores da constante de acoplamento
desta estereoquimica na literatura
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Figura 19 - Conformagéo envelope e os principais acoplamentos entre os hidrogénios de Er-2.
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5.2. Determinacao do perfil cromatografico por CLAE-DAD e separacao em

CLAE Semi-preparativo de Er-2 da fase diclorometano.

Apés a analise da fracdo Er-2 em CLAE-DAD, foi obtido o perfil
cromatografico (Figura 20 e 21, p. 60 e 61) que possibilitou observar dois picos
com tempos de retengcdo em 5 min 08 s e 10 min 07 s, com indices de purezas:
99 %. O método analitico em CLAE-DAD foi transposto para a CLAE semi-
preparativo, sendo injetado 17,8 mg de Er-2 dividido em 10 injecbes de 100 pl
cada. Os dois picos foram coletados, concentrados em rotaevaporador e
analisados por RMN de 1H, 13C, sendo possivel identificar o pico com tempo de
retencdo em 5 min 08 s como sendo a substancia Er-2. O pico com tempo de

retencdo de 10min 07s ainda esta em fase de elucidacao estrutural.



60
LINS, J. S. Resultados e discussao

5.2.1. Determinacédo do perfil cromatografico por CLAE-DAD e separagao em

CLAE Preparativo de Er-1 da fase acetato de etila.

Ap6s a analise da fracdo Er-1 em CLAE-DAD, foi obtido o perfil
cromatografico (Figura 22, p. 62) que possibilitou observar oito picos com
tempos de retencdo entre 7 min 04 s e 59 min 02 s, com indices de purezas:
99 %. O método analitico em CLAE-DAD foi transposto para a CLAE
preparativo, sendo injetado 600 mg de Er-1 dividido em 12 injecdes de 200 pl
cada. Os oito picos foram coletados, concentrados em rotaevaporador e
analisados por RMN de !H, 13C, sendo possivel identificar o pico com tempo
de retengdo em 53 min 57 s como sendo a substancia Er-1. Os sete picos

restantes estdo em fase de elucidacéo estrutural.

Figura 20 — Cromatogramada fracdo Er-2 da fase diclorometano de E. rimosum.

Er-2 TR =5,8 min
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Figura 21 - Expansdo do cromatograma de 0 a 13 min da fracdo Er-2 da fase diclorometano de E.
rimosum.
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6. CONCLUSOES

A partir do estudo fitoquimico dos constituintes do extrato etandlico bruto
de Erythroxylum rimosum O. E. Schulz. Foram isoladas duas substancias.
Estas tiveram suas estruturas identificadas através de RMN 'H,**C, técnicas
bidimensionais e em comparagdo com os dados da literatura, sendo
denominadas: 4’,7-di-O-metilquercetina-3-O-B-rutinosideoe4-hidroxi-1-metil-2-
pirrolidina acido carboxilico, sendo estes relatados pela primeira vez na
espécie em estudo, contribuindo para o estudo quimiotaxondmico desta

espécie. A fase hexanica nao foi estudada, ficando para estudos posteriores.
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