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RESUMO

O amplo uso de espécies vegetais para fins terapéuticos deve-se ao fato de que as
plantas sédo fontes de fitoquimicos naturais e, para manter sua homeostase interna,
sintetizam e armazenam uma variedade de metabdlitos. Erythroxylum rimosum O. E.
Schulz € um subarbusto com registros nos Estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco e Sergipe. Estudos prévios com E. rimosum relataram a
presenca de triterpenos pentaciclicos, esteroides, alcaloides tropanicos e
flavonoides. Entretanto, os estudos acerca dessa espécie ainda sdo muito escassos.
Neste contexto, realizou-se um estudo fitoquimico do extrato etandlico bruto (EEB)
das partes aéreas de E. rimosum. O material vegetal 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).
Para obtencdo do EEB, o material foi seco em estufa, triturado e submetido a
maceracdo com etanol (EtOH) a 95%. O extrato etandlico bruto foi dissolvido em
uma solucdo de metanol:dgua (7:3 v/iv) e submetido a uma particdo com os
solventes hexano, diclorometano e acetato de etila. A fase acetato de etila foi
submetida a cromatografia em coluna, utilizando silica gel como fase estacionaria e
como fase movel, os solventes hexano, acetato de etila e metanol. Foram obtidas 30
fracOes que foram reunidas de acordo com 0s seus respectivos fatores de retencao
(Rfs). A reunido das fracGes de 6 a 7, codificada como Eri-1, foi submetida a andlise
por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)*H,*3C-apt e comparada com os dados
da literatura, sendo identificada como Catequina, ja isolada na espécie em estudo. A
fase Hexanica foi submetida a cromatografia de média presséo utilizando silica gel
como fase estacionaria e, como fase movel, os solventes hexano, cloroformio,
acetato de etila e metanol. Foram obtidas 86 fracdes que foram reunidas de acordo
com seus RFs. A reunido das fracbes 23 a 26, codificada como Eri-2, foi submetida
aos mesmos métodos de analise que Eri-1, sendo identificada como 3-oxo-

friedelano, relatado pela primeira vez nesta espécie.

Palavras-chave: Erythroxylaceae. Erythroxylum. Flavonoide. Triterpeno.



ABSTRACT

The wide use of plant species for therapeutic purposes is due to the fact that plants
are sources of natural phytochemicals and, in order to maintain their internal
homeostasis, they synthesize and store a variety of metabolites. Erythroxylum
rimosum O. E. Schulz is a sub-shrub with records in the States of Piaui, Ceard, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco and Sergipe. Previous studies with E.
rimosum reported the presence of pentacyclic triterpenes, steroids, tropic alkaloids
and flavonoids. However, studies about this species are still very scarce. In this
context, a phytochemical study of the crude ethanol extract (BSE) from the aerial
parts of E. rimosum was carried out. The plant material was collected in the
municipality of Pirambu, state of Sergipe and identified by Profa. Dr. Ana Paula do
Nascimento Prata, from the Department of Biology at the Federal University of
Sergipe (UFS). To obtain the BSE, the material was dried in an oven, crushed and
submitted to maceration with 95% ethanol (EtOH). The crude ethanol extract was
dissolved in a methanol:water (7:3 v/v) solution and partitioned with hexane,
dichloromethane and ethyl acetate solvents. The ethyl acetate phase was subjected
to column chromatography, using silica gel as stationary phase and as mobile phase,
the solvents hexane, ethyl acetate and methanol. Thirty fractions were obtained and
pooled according to their respective retention factors (Rfs). The pooling of fractions
from 6 to 7, coded as Eri-1, was analyzed by Nuclear Magnetic Resonance
(NMR)H,13C-apt and compared with literature data, being identified as Catechin,
already isolated in the species under study. . The Hexanic phase was subjected to
medium pressure chromatography using silica gel as stationary phase and, as mobile
phase, the solvents hexane, chloroform, ethyl acetate and methanol. 86 fractions
were obtained that were pooled according to their RFs. The pool of fractions 23 to
26, coded as Eri-2, was submitted to the same methods of analysis as Eri-1, being

identified as 3-oxo-friedelane, reported for the first time in this species.

Keywords: Erythroxylaceae. Erythroxylum. Flavonoid. Triterpene.
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1. INTRODUCAO

Um estudo realizado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) que avaliou
0 uso de fitoterapicos pela populacdo mundial revelou que cerca de 80% da
populacdo em paises em desenvolvimento aplicam os estudos empiricos milenares
das plantas para a cura e a prevencao de doencas (OLIVEIRA et al., 2014). Entre os
anos de 1981 e 2014, foi observado que entre as 1211 micromoléculas aprovadas
como farmacos pelo FDA (Food and Drug Administration), cerca de 65% possuem
uma profunda correlacdo com as estruturas encontradas nos produtos naturais ou
séo derivados diretos de alguma fonte biologica (NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M.; J.,
2016).

No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais possui alguns facilitadores,
como a grande diversidade vegetal e o baixo custo associado a terapéutica, fatores
gue despertam a atencdo dos programas de assisténcia a saude e profissionais
(IANCK, 2017). Existem politicas nacionais que incentivam a implementacdo da
Fitoterapia: a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) e a
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC). Através
destas politicas, sdo incrementadas discussfes sobre a oportunidade, a importancia,
as dificuldades, facilidades e vantagens da implementacdo da Fitoterapia nos
Servicos de Saude do Sistema uUnico de Saude (SUS). Além destas, a Relacéo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) apresenta uma
lista com 71 espécies vegetais com potencial para gerar fitoterapicos ao SUS.
(BRASIL, 2006; BRASIL, 2009)

O amplo uso de espécies vegetais para fins terapéuticos deve-se ao fato de
gue as plantas sdo bancos fitoquimicos naturais e, para manter sua homeostase
interna, sintetizam e armazenam uma variedade de metabdlitos. Acredita-se que o
armazenamento e a sintese de metabdlitos sejam utilizados pelas plantas para
sobrevivéncia e para combater varios estresses bioticos e abidticos (WENG, 2014;
FURSTENBERG-HAGG et al., 2013). Estes metabolitos sido os verdadeiros
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responsaveis pelos efeitos terapéuticos, alelopaticos e pesticidas das espécies
vegetais. Com isso, 0 interesse cientifico e econémico na busca de novos
compostos (GODINHO et al., 2015).

Uma das estratégias mais comuns para a investigacdo de plantas medicinais
€ a abordagem etnofarmacolégica que consiste em combinar informacdes
adquiridas junto a comunidades locais que fazem uso da flora medicinal com
estudos fitoquimicos e farmacolégicos realizados em laboratérios especializados.
Esse tipo de selecdo de espécies vegetais constitui um valioso atalho para a
descoberta de novos farmacos (KOEHN et al.,, 2005; BRAZ-FILHO, 2010). No
desenvolvimento dessas pesquisas séo utilizados meétodos extrativos e
espectroscopicos que, promovem a extracao de constituintes quimicos, a realizacéo
da triagem fitoquimica qualitativa e/ou quantitativa, que direcionam os metodos
cromatograficos e espectroscopicos a um promissor isolamento, purificacdo e

caracterizacao estrutural dos metabdlitos secundarios (PICOLLI et al., 2015).

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Familia Erythroxylaceae

Erythroxylaceae € uma das 42 familias de Angiospermas incluidas
atualmente na ordem Malpighiales, juntamente com Euphorbiaceae,
Linaceae, Malpighiaceae, Passifloraceae e Rhizophoraceae, dentre outras (XI et
al. 2012). Erythroxylaceae apresenta grande afinidade com Rhizophoraceae, como
evidenciado em alguns estudos. As principais caracteristicas compartilhadas entre
as duas familias sdo a presenca de coléteres, gemas terminais protegidas por
estipulas e embrides verdes, além de alcaloides tropéanicos e pirrolidinicos (JUDD;
OLMSTEAD, 2004).

A familia Erythroxylaceae compreende quatro géneros e cerca de 250
espécies com distribuicdo pantropical, tendo seus principais centros de diversidade e

endemismo na Venezuela, Brasil e Madagascar. Os géneros que compdem a familia
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sdo: Erythroxylum P. Browne, Aneulophus Benth, Nectaropetalum Engl.,
Pinacopodium Excell & Mendonca. Dentre estes, o género Erythroxylum P. Browne
certamente € 0 que possui mais espécies ao redor do mundo (SILVA FILHA, E.,
2018).

No Brasil, sdo encontradas 129 espécies (FLORA DO BRASIL, 2019) das 187
registradas para a América tropical. Para o Nordeste brasileiro foram listadas 66 e
uma variedade, dentre as quais 25 (37%) foram registradas apenas para essa
regido. No estado da Paraiba, pertencente a regido Nordeste, foram registradas 13
espécies, sendo uma endémica (ALBUQUERQUE et al., 2014).

Erythroxylaceae €& uma importante familia que produz metabdlitos
secundarios ativos que vem demostrando excelentes resultados frente ao
sistema biologico (OLIVEIRA et al.,, 2012). Estudos farmacologicos com espécies
dessa familia demostraram excelentes resultados frente ao sistema bioldégico como
vasorelaxamento em células do musculo liso de ratos, atividade psicoativa,
antimicrobiana e antitumoral. (LOIOLA, M. I. B, 2011. AGUIAR, S. J, 2012)

2.2. Género Erythroxylum

Erythroxylum P. Browne é o principal género da Familia Erythroxylaceae,
apresenta cerca de 240 espécies com ampla distribuicio nas zonas
tropical e subtropical do planeta. No Brasil, 0 género €& 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 Amazodnia e Mata Atlantica, até as matas do Cerrado e Caatinga
(SILVA, G.L., et. al.,, 2001). As plantas deste género sdo largamente usadas na
medicina tradicional no tratamento de infec¢cBes bacterianas e/ou virais da pele,
amenorreia, hemorragia, distirbios renais e respiratorios, gripes, dores de
estbmago, para combater a fadiga e a sensacdo de fome e como estimulante;
RODEIRO, I., et. al., 2008).
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Quimicamente o género se caracteriza pela presenca de alcaloides do grupo
tropano, dentre 0s quais se destaca a cocaina, um alcaloide natural que € produzido,
principalmente por Eryhtroxylum coca e Erythroxylum novogranatense. As espécies
E. coca e E. novogranatense, conhecidas como “plantas de coca” ou simplesmente
‘coca”, sao as principais representantes do género por produzirem cocaina de
forma significativa em relacdo a outras que apresentam apenas tracos desse
alcaloide em sua composi¢cdao micromolecular (COSTA-LIMA e ALVES, 2015;
BIONDICH E JOSLIN, 2016; BROCK, A., 2021). Outros estudos com as espécies
do género Erythroxylum culminaram no isolamento de varios metabdlitos
secundarios, como flavonoides, esteroides, lactonas, cumarinas, acucares redutores
e taninos (GONZALEZ-GUEVARA et al., 2004).

A presenca de flavonoides e ésteres de acido graxo de triterpenos
demonstram uma caracteristica comum nas espeécies brasileiras de Erythroxylum.
Nas espécies deste género, ha relatos da presenca de compostos flavonoidicos
como por exemplo a quercetina-3-O-a-L-ramnosideo, ombuina-3-rutinosideo e
ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo em Erythroxylum pulchrum. (Albuquerque et al.,
2014), quercetina em E. Nummuluria (Barreiros et al., 2005), rutina em E. ovalifolium
(OLIVEIRA et al., 2016) e astilbina em E. gonocladum (LUCAS-FILHO et al., 2010);
bem como terpendides como o ent-caur-16-en-33-ol em E. Revolutum Oliveira et
al.(2012), pB-sitosterol, lupenona, friedelanol e friedelan-3-ona em E.daphinites
(ELIAS et al.,, 2016) , Ilupeol em E. ovalifolium e, friedelina nas folhas de E.
subsessile (OLIVEIRA et al., 2016).

Algumas plantas desse género sdo alvos de estudos que tentam
relacionar a atividade biolégica com a composicdo micromolecular de seus
extratos. O extrato etandlico das partes aéreas de E. gonocladum exibiu atividade
anti-hipertensiva por meio da inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA),
acao atribuida a presenca do composto astilbina na composicdo dos extratos dessa
espécie (FILHO, M.D.L., 2010). Outras espécies apresentaram atividades
farmacoldgicas, entre elas, E. vacciniifolium mostrou efeito anti HIV e contra
infecgbes oportunas em pacientes com HIV (ZANOLARI et al., 2003); Pervilleines A

e B, isolados de E. perville, inibiram o crescimento de carcinoma de pele em células
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KB-VI (Ml et al., 2002), e outros tipos de alcaloides extraidos de E. rotundifolium

também apresentam esta mesma atividade (CHAVEZ et al., 2002).

2.3. Erythroxylum rimosum O. E. Schulz

Com registros nos Estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco e Sergipe (LOIOLA ET AL. 2007, COSTA-LIMA et al. 2014, COSTA
LIMA e ALVES, 2015), Erythroxylum rimosum habita formagbes savanicas no
Nordeste do Brasil, em areas de carrasco e nos tabuleiros litorAneos (COSTA-LIMA
e ALVES, 2018).

Em estudos prévios do extrato etandlico bruto das folhas de Erythroxylum
rimosum realizados por RIBEIRO (2011), foram identificados triterpenos
pentaciclicos (a-amirina, B-amirina), esteroide (B-sitosterol), alcaloides tropanicos e

flavonoides.

Figura 1: Erythroxylum rimosum
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2.4 Flavonoides

Os flavonoides sdo um grande grupo de metabdlitos secundérios da
classe dos polifendis, componentes de baixo peso molecular encontrados em
diversas espécies vegetais, sendo derivados da benzo-y-pirona. Consistem de
um esqueleto de difenil propano (CsCzCs) com dois anéis benzénicos (A e B)
ligados a um anel pirano (C). Podem ainda, se apresentar na forma de
agliconas, glicosideos ou ligados a outras classes de metabdlitos
secundarios, como por exemplo, as flavolignanas, entretanto, apresentam-se

com mais frequéncia na forma de glicosideos (BEHLING, 2004).

Figura 2: Esqueleto Flavonoidico Béasico

Esses compostos sdo biossintetizados pela via do acido
chiquimico, um intermediario essencial na sintese de substancias
aromaticas em plantas, tendo por utilidade originar o acido cinamico e seus
derivados fendlicos, como os acidos ferulico, caféico e sinaptico, que
apresentam nove atomos de carbono. E pela via do acetato que produz um
tricetideo com seis atomos de carbono. Posteriormente ocorre a condensacédo de
um derivado do acido cinamico com o tricetideo, gerando um precursor de
todas as classes dos flavonoides com quinze &tomos de carbono em sua
estrutura (RODRIGUES et al.,2015). Apresentam diversidades estruturais, sendo
subdivididos em classes principalmente de acordo com o grau de oxidacéo
e substituicdo do anel C. Diferentes classes compdem esse grupo, entre elas:
as chalconas, flavonas, flavanonas, flavondis, di-hidroflavondis (flavononais),

isoflavonas, antocianinas, entre outras (SFORCIN, J., 2016).



Figura 3: Rota Biosintética de Flavonoides
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Figura 4 : Classes Flavonoidicas e seus Percussores
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Os flavonoides sao de especial interesse na investigacao de produtos naturais
por apresentar atividade biologica, tais como antioxidante, anti-inflamatoria,
hepatoprotetora, antibacteriano e antiviral. S&do abundantes em frutas, vegetais
superiores e alimentos, e seu consumo estd consistentemente associado a
reducédo no risco de doencas cardiovasculares, cancer e outras doencgas cronicas.
A capacidade dessas substancias em sequestrar radicais livres e metais pré
oxidantes (acdo antioxidante) explica, em parte, esta associacdo. A capacidade
antioxidante de compostos fendlicos é determinada por sua estrutura, em
particular pelas hidroxilas que podem doar elétrons, e suportar como resultado a
deslocalizagdo em torno do sistema aromatico. (KATIYAR, S.K., 2001; KUMAR, S.,
2013).

2.5. Terpenos

Os terpenos sdo metabdlitos secundarios sintetizados por meio da rota do
mevalonato, na qual a acetil coenzima-A € convertida, apés algumas etapas, ao
difosfato de isopentenilo (IPP) e ao pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP) (MIZIORKO,
H.M., 2011). Além disso, se configuram como um grande grupo de compostos
ciclicos e néo ciclicos que possuem sua base constituida por hidrocarbonetos, com
a formula geral CsHg (unidade isoprénica) (AL-MOSAWI, A. J., 2010). O isopreno é
considerado o bloco de construcdo destas substancias e, portanto, a quantidade
de atomos de carbono presentes em sua composicdo € sempre multipla de
cinco. Neste contexto, os terpenos sao classificados de acordo com o ndumero
de unidades de isopreno (SELL, C. S., 2006)
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Figura 5: Rota do Malonil CoA
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Tabela 1: Classificacdo de terpenos de acordo com nimero de carbonos

Classificagfo do Isopreno Numero de carbonos Exemplo
Hemiterpenoides 5 Piretrinas
Monoterpenoides 10 Oleos essenciais
Sesquiterpenoides 15 Lactonas

Diterpenoides 20 Taxol
Triterpenoides 30 Saponinas
Carotencides 40 p-caroteno

Estes compostos podem ser definidos como “alcenos naturais”, isto €,
apresentam uma dupla ligacdo carbono-carbono sendo caracterizado como um
hidrocarboneto insaturado (MC MURRY, 2011). Por outro lado, se um terpeno
contém oxigénio, o mesmo € denominado de terpenoide, podendo apresentar
diferentes funcdes quimicas, entre as quais: acidos, alcoois, aldeidos, cetonas,
éteres, fendis ou epodxidos terpénicos. Os monoterpenos e sesquiterpenos, com
estruturas terpénicas de menor massa molecular, apresentam volatilidade
acentuada. Essa Ultima caracteristica, por sua vez, apresenta grande importancia
para o aroma dos produtos naturais, particularmente de frutas citricas, ervas
aromaticas, especiarias e condimentos (FARKAS e MOHACSI-FARKAS, 2014). Ja

os terpenoides com estruturas de maior massa molecular como os diterpenoides
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(C20) e triterpenoides pertencem ao grupo de compostos ndo volateis, dispondo
de uma diversidade de atividades distintas que abrangem o0s, hormonios,
acidos resinicos e agentes anticancerigenos (PERES, 2004. PADUCH, 2007).

Os triterpenos sao estruturalmente diversificados e uma das maiores classes
de produtos vegetais, com mais de 20.000 substancias. Podem ser classificados em
tetraciclicos ou pentaciclicos e divididos em grupos conforme seus esqueletos
estruturais (SILVA, F. C. O, 2010). Os triterpenos pentaciclicos sdo 0s mais
abundantes, podendo ser divididos em trés principais grupos: oleano, ursano e
lupano, 0s quais possuem como principais representantes os acidos oleandlico,
ursolico e betulinico, respectivamente. Estes compostos sdo encontrados em
diversas espécies vegetais, sendo que as folhas de oliveiras sdo a principal
fonte de acido oleandlico, o bagaco de macd Gala de acido ursdlico e as
cascas do Platanusa principal fonte de acido betulinico (JAGER et al., 2009)

Figura 6: Principais Classes de Triterpenos Pentaciclicos

Oleanano Ursano

Lupano




28

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, caracterizar e identificar constituintes quimicos das partes
aéreas de Erythroxylum rimosum O. E. Schulz., utilizando técnicas
cromatograficas convencionais e técnicas espectroscopicas através da

Ressonancia Magnética Nuclear.

4. METODOLOGIA

4.1. Materiais e Equipamentos

4.1.1 Cromatografia Classica

As cromatografias de adsor¢cdo em colunas foram realizadas em colunas de
vidro cilindricas, com dimens@es variadas, 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 diametro.

Também foram empregadas, cromatografias por exclusdo molecular em
colunas de vidro cilindricas, utilizando como fase estacionéaria, Sephadex da Merck,

com particulas de 0,063-0,200 de mm de diametro.

Como fase mével da coluna cromatografica, foram utilizados os solventes
comerciais Hexano (Hex), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt),
cloroférmio (CHCIl3) e metanol (MeOH), puros e em misturas binarias em ordem

crescente de polaridade, este ultimo (MeOH), nao foi utilizado na forma pura, mas
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em mistura bindria com o solvente acetato de etila até a proporcdo de 7:3
(AcOEt:MeOH)

4.1.2 Cromatografia em Camada Delgada Analitica

As cromatografias em Camada Delgada Analitica (CCDA) foram realizadas
utilizando placas cromatograficas da Merck, contendo silica gel com indicador de
fluorescéncia F254, diametro de 20 x 20 cm e espessura de 0,25 mm.

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

vapores de iodo.

4.1.3 Cromatografia Liquida sob Média Pressao

Para o fracionamento da fase hexanica do extrato etandlico bruto de
Erythroxylum rimosum foi utilizado um aparelho de Média Pressdo (BUCHI
Sepacore® Easy Purification Systems), utilizando como fase estacionaria silica gel
60 artigo 7734 (Merck), com particulas 63-200 um de diametro e como suporte uma
coluna de vidro cilindrica adequada. Como fase movel, foram utilizados os solventes
comerciais hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, em sistema gradiente e

isocratico, aumentando-se gradativamente a polaridade.

4.1.4 Andlises por ressonancia magnética nuclear de *H e 13C

Os espectros de RMN foram registrados em espectrometros VARIAN,
operando a 500 MHz para hidrogénio (RMN 'H) e 125 MHz para carbono-13 (RMN
13C). As amostras a serem analisadas foram preparadas dissolvendo-as em
solventes deuterados. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes
por milhdo (ppm). As multiplicidades da RMN !H foram indicadas segundo a
convencao: s (sinpleto), sl (sinpleto largo), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddd (duplo
duplo dupleto), dddd (duplo duplo duplo dupleto), t (tripleto), tl (tripleto largo), q

(quadrupleto) e m (multipleto).
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4.2. Coleta do material vegetal

As partes aéreas de Erythroxylum rimosum foram coletadas em 2016, em
Pirambu - SE. O material vegetal 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 UFS, sob o cédigo
AS37756. Cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbénio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob numero A9BBO1C.

4.3. Processamento do material vegetal de Erythroxylum rimosum O. E.
Schulz

As partes aéreas (1 Kg) foram secas em estufa com ar circulante a
temperatura media 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

po seco.

4.4. Obtencédo 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 maior extracado dos constituintes quimicos. A solucdo etandlica obtida
foi filtrada, fazendo-se, em seguida, a evaporacao do solvente com o auxilio de um
rotaevaporador a uma temperatura meédia de 40°C. ApOs esse processo de

evaporacao do solvente, obteve-se o0 extrato etandlico bruto (EEB), que pesou 105

g.
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4.5. Fracionamento do extrato etandlico bruto (EEB) do material vegetal de

Erythroxylum rimosum O. E. Schulz

Para obtencdo 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 solugdo aquosa. Esta solugcéo foi submetida a um processo de
particio em ampola de separagéo, utilizando os solventes hexano, diclorometano e
acetato de etila. As respectivas fases foram tratadas com sulfato de sodio anidro
para secagem, posteriormente foram concentradas em rotaevaporador sob presséo
reduzida a uma temperatura média de 40°C. Fornecendo as fases, hexanica (4,0 g),
diclorometano (2,6 g) e acetato de etila (4,6 g) (Esquema 1).

Esquema 1 - Obtencdo 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

P6 da planta (480 g) ‘

l Maceracéo com EtOH 95% (12 L)

EEB (105 g) ‘

|

(70 ) EEB ‘

l Dissolugdo MeOH:H20 (7:3) com agitagéo

mecanica por 60 min

Solucéo Hidroalcodlica ‘

Particéo: hexano, diclorometano e acetato de etila

Fase hexanica (4,0 g) Fase DCM (2,6 g) | Fase AcOEt (4,6 g)
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4.6. Fracionamento cromatografico da fase acetato de etila 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 mével hexano, acetato de
etila e metanol, puros ou em misturas binarias, em ordem crescente de polaridade.
Obtendo-se assim um total de 30 fragdes. Essas fracbes foram monitoradas por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) e reunidas de acordo com seus
fatores de retencdo (Rfs), apds visualizacdo na luz ultravioleta e revelacdo em
camara saturada com vapores de iodo. As fragbes foram reunidas em grupos. A
reunido das fragbes de 6 a 7 foi submetida a analise de Ressonancia magnética
nuclear (RMN) de 'H e 13C-APT resultando na substancia codificada como Eri-1
(Esquema 2).

Esquema 2 - Fracionamento cromatografico da fase acetato de etila das folhas de

Erythroxylum rimosum O. E. Schulz.

Fase AcOEt (4,6)
ccC

CCDA
1 06-07 30 |
(7 mg)
1 RMN 1H e 8C

Eri-1
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4.7. Fracionamento cromatografico da fase hexénica das folhas de

Erythroxylum rimosum O. E. Schulz

A fase hexanica (3 g) foi submetida a uma cromatografia em coluna de média
pressao, utilizando como fase estacionaria silica gel, e como fase mdével hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas binarias, em ordem
crescente de polaridade. Obtendo-se assim um total de 86 fracOes. Essas fracdes
foram monitoradas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) e
reunidas de acordo com seus fatores de retencdo (Rfs), apGs visualizagdo na luz
ultravioleta e revelagdo em camara saturada com vapores de iodo. As fracoes foram
reunidas em grupos. A reunido das fracOes de 23 a 26 foi submetida a analise de
Ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e 3C-APT resultando na substancia
codificada como Eri-2 (Esquema 3).

Esquema 3 - Fracionamento cromatografico da fase hexanica das folhas de Erythroxylum

rimosum O. E. Schulz.

Fase Hex (3,0 0)

Cromatografia em Média Pressao

1 23-26 86 |

(5 mg)

RMN H e 3C

Eri-2
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

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

5.1.1. Identificagc&o estrutural de Eri-1

A substancia codificada com Eri-1 foi obtida da reunido das fracdes 6 e 7,
resultante do fracionamento da fase AcOEt do extrato etandlico das folhas de E.

rimosum, e apresentou-se como um sélido de cor castanho (7 mg).

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CD30OD) (figura 7) mostrou 5 sinais na
regido de hidrogénios aromaticos: dois dupletos em &n 5,65 e 5,93, caracteristicos
de hidrogénios H-8 e H-6 de flavonas oxigenadas nas posi¢coes 5 e 7 e trés dupletos
em 6,83; 6,6 e 6,72 atribuidos aos hidrogénios H-6"; H-5" e H-2', respectivamente,
do anel B de flavona em um sistema ABX, esses sinais evidenciam os aneis A e B
di-oxigenados de um flavonol. Os duplos dupletos em 251 e 2,84 séo
caracteristicos de hidrogénios de grupo metilénico ligados a carbonos oximetinicos e
sdo atribuidos aos hidrogénios da posicdo 4 do anel C em flavandis. O
deslocamento em &1 3,97 se apresentou como um duplo duplo dupleto, acoplando
com os hidrogénios em &4 2,51 (dd, H-43), com o hidrogénio em dn 2,84 (dd, H-4a) e
com o hidrogénio em 64 4,57 (d, H2). Esses dados sugerem a presenga do esqueleto

flavan-3-ol.

No espectro de C-apt obtido a 125 MHz em CD30OD (Figura 9) observou-se
a presenca de 15 sinais. Sendo 7 deles atribuidos a carbonos ndo hidrogenados, 7 a
carbonos metinicos e 1 carbono metilénico. Os sinais em dc 157,7; 96,3; 157,4 e
95,5 foram atribuidos aos carbonos aromaticos C-5; C-6; C-7 e C-8 respectivamente,
sugerindo tratar-se do padréo de substituicdo do anel A de flavonas oxigenadas em
C-5 e C-7. Os deslocamentos quimicos em &c 115,2; 116,1 e 120,0 correspondentes
aos carbonos C-2°; C-5'e C-6’ respectivamente, sdo caracteristicos do anel B de
flavonas. Os sinais em oc 82,7; 68,7 e 28,4 foram atribuidos aos carbonos C-2; C-3

e C-4 respectivamente, sendo condizente com um flavanol oxigenado em C-3.
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As atribuicbes de 'H e 3C foram comparadas com dados espectrais dos
deslocamentos quimicos encontrados para a molécula de catequina na literatura (QI
et al, 2012). Para distingui-la de seu epimero, a epicatequina, foram comparados os
deslocamentos quimicos em Cz e Hz, e de Cs e Hs de ambas, segundo dados da
literatura (RIBEIRO, E. M. O, 2011). Dessa forma, observou-se que a catequina
apresenta deslocamentos iguais a 82,3 para &c (C-2) e 4,57 para o4 (H-2), e 68,3
para 6c (C-3) e 4,01 para o4 (H-3), ao passo que a epicatequina possui
deslocamento quimico em &c 78,1 (C-2) e em on 4,74 (H-2), 64,9 para 6c (C-3) e
4,01 para dn (H-3) (figura 13). Portanto, através da andlise dos espectros de RMN
'H e 3C e da comparacdo com dados na literatura (tabela 2) foi possivel identificar
Eri-1 como (2R,3S)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-2H-chromene-3,5,7-triol
(catequina).

Figura 7: Espectro de RMN de H (CDs;0D, 500 MHz) de Eri-1
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Figura 8: Espectro de RMN de H (CD3;0OD, 500 MHz) de Eri-1 (Expansao)
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Figura 9: Espectro de RMN de *¥C (CD3;0OD, 125 MHz) de Eri-1
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Figura 10: Espectro de RMN de *3C (CD3;OD, 125 MHz) de Eri-1 (Expanséo 1)
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Figura 11: Espectro de RMN de *3C (CD3;0D, 125 MHz) de Eri-1 (Expanséo 2)
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Figura 12: Espectro de RMN de *3C (CD3;OD, 125 MHz) de Eri-1 (Expanséo 3)
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Figura 13: Dados de RMN!H e *C-APT para o carbono na posicdo 2 e 3 de Eri-1 e de seu

epimero epicatequina

5xc (C-2) 82,3
S (H-2) 4,57

dsc (C-2) 78,1
o (H-2) 4,74

5 (C-3) 68,3
&4 (H-3) 4,01

Catequina

5uc (C-3) 64,9
54 (H-3) 4,01

Epicatequina
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Tabela 2 - Dados de RMN *H e *C-APT de Eri-1 (500 x 125 MHz em CD3;0D) e da catequina na
literatura (400 x 100 MHz em CDs0OD)

Eri-1 (Ol et al, 2012)

C Oisc Oy Oisc Oy
2 827 4,57 (d) 82,3 4,57 (1H, d)
3 68,7 3,97 (ddd) 68,3 4,01 (ddd)
4 28,4 2,51 (dd) anti 28,2 2,52 (dd)

2,84 (dd) syn 2,88 (dd)
5 157,7 - 156,9 -
6 96,3 5,93 (d) 96,2 5,95 (d)
7 157,4 - 157,0 -
8 955 5,85 (d) 95,4 5,88 (d)
9 156,8 - 156,3 -
10 100,8 - 100,7
1’ 132,2 - 131,6 -
2 11572 6,83 (d) 115,0 6,83 (d)
3 146,0 - 145,6 -
4 146,0 - 1457 -
5  116,1 6,76 (d) 116,0 6,77 (d)
6 1200 6,72 (d) 119,9 6,72 (d)

5.1.2. Identificacéo estrutural de Eri-2

A substancia codificada com Eri-2 foi obtida da reunido das fracbes 23 a 26,

resultante do fracionamento da fase Hexanica do extrato etandlico das folhas de E.

rimosum, e apresentou-se como cristais de cor alaranjada (5 mg).

No espectro de RMN de 'H, obtido a 400 MHz em CDCls (figura 14), foram
registrados seis singletos: o1 0,69; 6 0,84; dn 0,86; dx 0,93; dn 1,02; &1 1,16 que
indicaram a presenca de 7 metilas; e um dupleto em &4 0,98 atribuido a metila C-23
caracteristica do esqueleto friedelano (JEFFREYS e NUNEZ, 2016). Também foi

observado um sinal caracteristico de hidrogénio oximetilénico em 61 3,61 além de

sinais entre dn 2,34 e 2,40 ppm, indicando a presenga hidrogénios a-carbonilicos.
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O espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDCIs) (figura 15) revelou a
presenca de 30 sinais, dos quais sete referentes a carbonos quaternarios, quatro a
carbonos metinicos, onze a carbonos metilénicos e oito a carbonos metilicos,
sugerindo tratar-se de um esqueleto triterpénico pentaciclico. Este espectro mostrou
um sinal em &¢c 213,3 que indica a presenca de um carbono carbonilico em C-3,
além de um sinal em &c 6,8, referente & metila C-23. Estes dois sinais sao
norteadores para triterpenos da série dos friedelanos substituidos por uma carbonila
no anel A. O deslocamento em &c 58,2 que, de acordo com a literatura (DUARTE, M.
C., 2013), é atribuido ao carbono metinico C-4, indica a presenca de grupos metil
vicinal em C-4 e C-5 no anel A (MAHATO; KANDU, 1994), o que caracteriza mais
uma vez o esqueleto friedelano, tendo em vista que as seéries oleanano, ursano e
lupano possuem um grupo geminal dimetii em C-4 que absorve em regides

diferentes do espectro (figura 18).

As atribuicdes de 'H e 3C foram comparadas com os deslocamentos
guimicos encontrados para o esqueleto triterpénico 3-oxo-friedelando na literatura

(tabela 3), permitindo a identificacdo da substancia Eri-2.



Figura 15: Espectro de RMN de 3C (CDCl3, 100 MHz) de Eri-2

Figura 14: Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) de Eri-2
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Figura 16: Espectro de RMN de *3C (CDCls, 100 MHz) de Eri-2 (Expanséo)
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Figura 18: Anel A do esqueleto triterpénico das classes Lupano, Ursano, Oleanano e
Friedelano
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Tabela 3 - Dados de RMN!H e *C-APT de Eri-2 (400 x 100 MHz em CDClIs) e do 3-oxo-friedelano
na literatura (400 x 100 MHz em CDCl53)

Eri-2 (DUARTE, M. C., 2013)

C uc Bic

1 22,3 22,3
2 41,5 41,5
3 213,3 213,3
4 58,2 58,2
5 42,1 42,1
6 41,2 41,3
7 18,2 18,2
8 53,1 53,1
9 37,4 37,4
10 59,4 59,5
11 35,6 35,0
12 30,5 30,5
13 38,3 38,3
14 39,7 39,7
15 32,4 32,4
16 35,9 36,0
17 30,5 30,1
18 42,7 42,8
19 35,3 35,3
20 28,1 28,1
21 32,4 32,7
22 39,2 39,2
23 6,8 6,8

24 14,6 14,6
25 17,9 17,9
26 20,2 20,2
27 18,6 18,6
28 32,7 32,1
29 34,9 35,0
30 31,8 31,7
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6. CONCLUSAO

Diante da investigacao fitoquimica do extrato etandlico bruto (EEB) das partes
aéreas de E. rimosum e, de suas fases acetato e hexanica foi possivel o isolamento
de duas substancias que, segundo as andlises de seus espectros de H e 13C e a
comparacdo com os dados da literatura, foram identificadas como o flavonoide
catequina, ja relatado nesta espécie em estudos anteriores; e o triterpeno
pentaciclico 3-oxo-friedelano, substancia encontrada pela primeira vez na espécie
estudada. Estes resultados contribuem para a analise quimiotaxonémica desta
espécie cujos estudos sao tao escassos e, para a caracterizacao do género e familia
a qual ela pertence. Através deste, sera possivel a aplicagdo dos metabdlitos
identificados em futuros estudos farmacolégicos e o0 isolamento de outros

metabodlitos secundarios.
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