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RESUMO

OLIVEIRA, STENO LACERDA. Fitoquimica de espécies de Erythroxylum do
semidrido: isolamento e determinagdo estrutural de alcaloides tropanicos,
flavonoides e diterpenos. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
— Area de Concentracdo: Farmacoquimica) — Laboratdrio de Tecnologia Farmacéutica
“Prof. Delby Fernandes Medeiros”, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa,
2012.

Este trabalho descreve os resultados dos estudos fitoquimicos de trés espécies do género
Erythroxylum: Erythroxylum caatingae Plowman, Erythroxylum subrotundum A. St.-
Hil e Erythroxylum revolutum Mart, identificadas pelo setor de botanica do Laborat6rio
de Tecnologia Farmacéutica da UFPB. As espécies foram submetidas a processos de
extracdo e posterior particionamento de seus extratos resultando nas fases hexanica,
cloroférmica e acetato de etila. Do estudo da fase cloroférmica de Erythroxylum
caatingae foram isolados, através de métodos cromatograficos, quatro alcaloides
tropanicos, sendo dois destes alcaloides [3a,6p3 dibenzoiloxitropano e 30-(3’,4°,5’-
trimetoxibenzoiloxi)-6p-benzoiloxitropano (Catuabina B)], ja isolados anteriormente e
dois alcaldides inéditos na literatura [3a-(3’,4’-dimetoxi)-6B-hidroxitropano e 3a-
(trans-3’,4°,5” trimetoxicinamoiloxi)-6B-benzoiloxitropano]. Da fase acetato de etila de
Erythroxylum subrotundum foram isolados dois flavonoides: a Quercetina-3-O-a-L-
raminosideo e 5,7,4’-trihidroxiflavona-3-O-a-L-raminosideo. Do estudo da fase
hexanica de Erythroxylum revolutum foram isolados seis diterpenos: ent-cauran-16-eno,
13-hidroxi-8(17),14-labdadieno  (Manool), ent-caur-16-en-3p-ol, 3-oxo-13-hidroxi-
8(17),14-labdadieno, 3,13,19-trihidroxi-8(17),14-labdadieno e ent-cauran-16f, 17-diol.
As espécies tiveram seus constituintes quimicos identificados através da analise de
dados obtidos por métodos espectroscopicos como Infravermelho e Ressonancia
Magnética Nuclear de *H e **C uni-bidimensional, além de comparacéo com dados
obtidos na literatura. Assim, os resultados obtidos neste trabalho contribuiram para o

estudo quimico de espécies da familia Erythroxylaceae.

Palavras-Chave: Erythroxylaceae, Erythroxylum, Alcaloides tropanicos, Flavonoides e

terpenoides.



ABSTRACT

OLIVEIRA, STENO LACERDA. Fitoquimica de espécies de Erythroxylum do
semiarido: isolamento e determinacdo estrutural de alcaloides tropanicos,
flavonoides e diterpenos. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
— Area de Concentragio: Farmacoquimica) — Laborat6rio de Tecnologia Farmacéutica
“Prof. Delby Fernandes Medeiros”, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa,

2012.

This work describes the results of phytochemical studies from three species of the
Erythroxylum genus: Erythroxylum caatingae Plowman, Erythroxylum subrotundum A.
St.-Hil and Erythroxylum revolutum Mart, which were identified by the botany sector of
the Laboratory of Pharmaceutical Technology, UFPB. The species were submitted to
extraction process, followed by partition with hexane, chloroform and ethyl acetate,
resulting in their respective phases. Four Tropane alkaloids were isolated by
chromatography methods from the chloroformic phase of Erythroxylum caatingae, in
which two were already isolated [3a, 6B dibenzoyloxytropane and 3o-(3°,4’,5’-
trimethoxybenzoiloxi)-6B-benzoyloxytropane (Catuabine B)] and the other two were
reported for the first time in the literature [3a-(3’°,4’-dimethoxy)-6p3-hydroxytropane
and 3o-(trans-3°,4’,5’ trimethoxycinnamoyloxy)-6pB-benzoyloxytropane]. From the
ethyl acetate phase of Erythroxylum subrotundum, two flavonoids were isolated:
Quercetin-3-O-a-L-rhamnoside and 5,7,4’-trihydroxyflavone-3-O-a-L-rhamnoside. The
study of the Erythroxylum revolutum hexanic phase resulted in the isolation of six
diterpenes: ent-kauran-16-ene, 13-hydroxy-8(17),14-labdadien (Manool), ent-kaur-16-
en-3p-ol, 3-oxo0-13-hydroxi-8(17),14-labdadien, 3,13,19-trihydroxy-8(17),14-labdadien
and ent-kauran-16p, 17-diol. All the species had their chemical constituents identified
through data analysis obtained from spectroscopic methods such as Infrared and
Nuclear Magnetic Resonance of *H and **C with uni-bidimensional techniques, besides
comparison with literature data. Therefore, the given results of this work contributed to

the chemical study of the species from Erythroxylaceae family.

Keywords: Erythroxylaceae, Erythroxylum, tropane alkaloids,flavonoids and terpenoids.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O tratamento de
enfermidades utilizando as plantas é tdo antigo quanto a espécie humana. Ainda hoje
nas regides mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas
medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em
quintais residenciais (MACIEL et al, 2002).

O reino vegetal constitui uma das fontes mais importantes de novas substancias
utilizadas diretamente como agentes medicinais. As plantas medicinais fornecem
substancias quimicas que sdo utilizadas como modelos para modificacdes estruturais e
otimizacdo das propriedades farmacoldgicas e bioquimicas, servindo, inclusive, para a
inspiracdo de quimicos organicos, estimulando-os para enfrentar desafios na construcéo
sintética de novas estruturas moleculares naturais (BRAZ-FILHO, 2010).

A medicina alopatica mundial utiliza 119 drogas, todas com estruturas definidas,
que séo extraidas de cerca de 90 espécies de plantas superiores. A utilizacdo de diversas
plantas na medicina popular representa uma investigacdo pré-clinica que ndo pode ser
ignorada ou desprezada. Cerca de 74% dos principais produtos medicinais obtidos de
vegetais foram descobertos através de orientacdo baseada em resultados revelados pela
medicina popular, sendo portanto, um dos artificios utilizados para iniciar um estudo
fitoquimico de alguma espécie vegetal. Dispomos, portanto, de um espléndido acervo
natural de vegetais nos ambientes aquaticos e terrestres; um potencial quimico
adormecido, de grandeza inteiramente desproporcional ao esfor¢o relativamente
pequeno das pesquisas desenvolvidas para seu conhecimento e utilizacdo (BRAZ-
FILHO, 2010).

Pesquisas etnobotanicas recentes da flora nordestina tém demonstrado o
constante uso de plantas medicinais, inclusive por usuarios de servi¢os publicos de areas
urbanas (AMORIM et al., 2003; SILVA e ANDRADE, 2005). A maior facilidade na
coleta e comercializagdo de plantas cultivaveis em areas urbanas, entretanto, tem
contribuido para o uso de plantas medicinais sem comprovacao cientifica, resultando em
automedicacgdo e elevagdo tanto do risco de saude quanto aos custos operacionais dos
servicos de saude publica (OLIVEIRA, 2006).

No Nordeste brasileiro os curandeiros que utilizam plantas medicinais séo

conhecidos como “raizeiros”, conhecedores louvaveis de plantas medicinais que
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crescem em torno de sua area (AGRA et al.,, 2007 b). A vegetacdo da caatinga
(semiérido) é uma parte integrante da cultura da populacdo que ali habita, abrangendo
uma vasta &rea no nordeste do Brasil, com uma fonte de recursos cada vez mais
explorada e ameacada devido a escassez de especies, causada principalmente pelo ser
humano juntamente com longos periodos de estiagem. O estudo da utilizacdo
tradicional de plantas na regido Nordeste do Brasil vem aumentando progressivamente
durante os ultimos anos (AGRA et al. (2007 a, b, c). Com isso, h4 uma necessidade
urgente de estudar essa vegetacdo, baseando-se na etnofarmacologia e etnobotéancia
(AGRA et al., 2007 a).

No Brasil, as pesquisas de descoberta de protdtipos de farmacos e/ou
fitofarmacos, além de propiciarem o avanco da pesquisa basica multidisciplinar, podem
contribuir também para o desenvolvimento tecnoldgico nacional, levando em conta que
a diversidade dos inimeros biomas brasileiros é ainda muito pouco explorada como
uma fonte de substancias de interesse farmacoldgico (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Assim, o isolamento e a determinagdo estrutural de substéncias organicas
produzidas pelo metabolismo secundario de organismos vivos representam importancia
fundamental para o desenvolvimento cientifico da propria quimica de produtos naturais
e contribuem para avango de outras atividades cientificas e tecnoldgicas no Pais
(BRAZ-FILHO, 2010).

Para a selecdo de espécies vegetais, muitas abordagens tém sido apresentadas na
literatura, dentre elas, trés tipos sdo alvos de maiores investigacbes: a) abordagem
randémica - escolha da planta sem qualquer critério, tendo como fator determinante a
disponibilidade da planta; b) abordagem quimiotaxonémica ou filogenética — selecédo da
espécie correlacionada com a ocorréncia de uma dada classe quimica de substancias em
um género ou familia; c) abordagem etnofarmacoldgica - selecdo da espécie de acordo
com o uso terapéutico evidenciado por um determinado grupo étnico (MACIEL et al,
2002).

Devido ao grande potencial farmacoldgico das substancias isoladas, a ocorréncia
de espécies ainda ndo devidamente exploradas do ponto de vista quimico e
farmacoldgico, e reconhecendo a importancia do género Erythroxylum, resolvemos
realizar o estudo das espécies Erythroxylum caatingae, E. revolutum e E. subrotundum,
coletadas na Paraiba, cujos estudos quimicos e farmacologicos ndo sdo conhecidos, o

gue podera conduzir a descoberta de novas substancias naturais.
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2 CONSIDERACOES SOBRE A FAMILIA ERYTHROXYLACEAE

A familia Erythroxylaceae compreende quatro géneros e cerca de 240 espécies
com distribuicdo pantropical, tendo seus principais centros de diversidade e endemismo
na Venezuela, Brasil e Madagascar (DALY, 2004). A maioria das espécies pertence ao
género Erythroxylum P. Browne, que apresenta distribuicdo ampla sendo encontrado
nos quatro continentes, principalmente na América tropical (PLOWMAN, 2001). Os
outros trés géneros, Aneulophus Benth., Nectaropetalum Engl. e Pinacopodium Exell &
Mendonca, possuem poucas espécies e apresentam distribuicdo exclusiva na Africa
(PLOWMAN; BERRY, 1999; DALY 2004).

O género Erythroxylum, com cerca de 230 espécies, € 0 Unico género
representado na regido Neotropical, onde aproximadamente 187 espécies sdo exclusivas
(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 possui cerca de 74 espécies com distribuicdo restrita, que
corresponde a 40% das espécies da regido Neotropical, encontradas nos mais diversos
tipos de vegetacdo do pais, ocorrendo desde as florestas Umidas da Amazénia e
Atlantica, até as matas secas do Cerrado e da Caatinga (PLOWMAN; HENSOLD,
2004).

Na Paraiba foram registradas 13 (treze) espécies: E. caatingae Plowman, E.
citrifolium A. St.-Hil, E. nummularia Peyr., E. pauferrense Plowman, E. passerinum
Mart., E. pulchrum A. St.-Hil., E. pungens O. E. Schulz, E revolutum Mart., E.
rimosum O.E. Schulz, E. simonis Plowman, E. suberosum var denudatum O.E. Schulz,
E. subrotundum A. St.-Hil. e E. squamatum Sw., encontradas nas diversas formacdes do
Estado, como as florestas Umidas da Mata Atlantica, Brejos de Altitude, Matas
Serranas, Restingas e areas mais secas da Caatinga, como a da microrregido do Cariri
Paraibano (LOIOLA et al., 2007).

2.1 CONSIDERACOES SOBRE O GENERO ERYTHROXYLUM

De acordo com Zuanazzi et al., (2001), o interesse pelo género intensificou-se no
século XIX, apos a descoberta das atividades farmacologicas apresentadas pelas folhas

de Erythroxylum coca Lam., que secularmente eram empregadas pelos indigenas da

31



regido andina da América do Sul. Quimicamente, 0 género caracteriza-se pela presenca
de alcaloides do grupo tropano, dentre os quais se destaca a cocaina, um alcaldide
natural produzido por E. coca Lam., que foi empregado como anestésico local em
pequenas cirurgias (BOHM et al., 1982; GRIFFIN, 2000). Entretanto, a cocaina ganhou
notoriedade por sua atividade psicoativa no Sistema Nervoso Central-SNC, tornando-se
um dos grandes problemas de salde publica da atualidade (ALAGILLE et al., 2005).
Trata-se do maior género da familia Erythroxylaceae, com ampla distribui¢do, nas
regides tropicais da Austréalia, Asia, Africa e Américas (Figura 1, pag. 32) (LOIOLA,
2007).

_"_.\_,_\_,_,-\_,-'-'_'_‘_‘:.5_#—'_”_'_”_‘_“"-"—\_-\,_\_'
Figura 1. Distribuigcdo do género Erythroxylum.

Fonte: http://www.mobot.org/MOBOT/Research/APweb/welcome.html. Acessado em
11 de agosto de 2011.

O levantamento bibliografico realizado no NAPRALERT (Natural PRoducts
ALERT, banco de dados da Universidade de lllindis) revelou que das 230 espécies
existentes no género Erythroxylum, apenas 61 foram estudadas no ambito da sua
composicao quimica, resultando no isolamento e caracterizacdo de 449 compostos. As
classes de maior ocorréncia no género sdo: alcaloides tropénicos, terpendides e

flavonoides (Figura 2, pag. 33).
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Principais constituintes do género Erythroxylum
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Figura 2. Principais constituintes do género Erythroxylum.
Fonte: NAPRALERT (Natural PRoducts ALERT)

Diversas espécies tém sido investigadas quanto as atividades farmacoldgicas: E.

vacciniifolium mostrou efeito anti-HIV e contra infec¢es oportunas em pacientes com
HIV, e forneceu alcaloides tropanicos da série catuabina (A, B e C) (ZANOLARI et al.,

2003 a); Pervilleinas A e B (Figura 3, pag. 34), isolados de E. pervillei, 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 apresentaram esta mesma atividade
(Figura 3, pag. 34) (CHAVEZ et al., 2002); E. moonii apresentou atividade

antimicrobiana frente a cepas de bactérias, fungos e leveduras, além de fornecer os

alcaloides tropanicos mooniina A e B, (RAHMAN et al., 1998). Outras classes de

compostos foram isoladas de espécies de Erythroxylum como diterpenos do tipo

kaurano, atisano e labdano (Figura 4, pag. 35) e flavonoides glicosilados (Figura 5, pag.

36).

33




Anidroecgoninato de metila (NISHYAMA et al., 2007)

3a0-(3,5’-dimetoxi-4’-hidroxibenzoiloxi)-64-benzoiloxitropano (OLIVEIRA, et al., 2011)

Pungencina (SENA-FILHO et al., 2010) Pervileina B (QIUWEN et al., 2002)

Figura 3. Alguns alcaloides tropanicos isolados de espécies do género Erythroxylum.
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ent- rosan-1-ona-5a,15, 16-triol
(SANTOS et al, 2006)

erytroxidiol X (SANTOS et al, 2006)

(+)-devadareno
(SOMAN et al, 1983)

17-Norcaur-15-eno, 13-metil-, (83,13p)
(ANSELL et al, 1993)

ent-11a -acetoxi-devadarano-15¢, 16-diol
(SANTOS et al, 2006)

(-)-atisireno (SOMAN et al, 1983)

ent-8(17),13(E)-labdadien-15-ol
(SOMAN et al, 1983)

14-O-metil rianodol
(BARREIROS et al, 2007)

Figura 4. Alguns diterpenos de espécies do género Erythroxylum.
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Taxifolina (BOHM et al, 1981)

Campferol 4’-O-(Ramnosil)-Glucosideo (JOHNSON et al, 2003)

Tax-3’, 3, 5-trihidroxi- 4°,7-di-Ramnosil (JOHNSON et al, 2002)

Figura 5. Alguns flavonoides de espécies do género Erythroxylum.
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2.2 CLASSIFICACAO BOTANICA

A classificacdo botanica das espécies Erythroxylum caatingae, Erythroxylum
revolutum e Erythroxylum subrotundum segundo CRONQUIST (1988).

Quadro 1. Classificacdo das especies de Erythroxylum.

Reino Plantae
Diviséo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Malpighiales
Familia Erythroxylaceae
Género Erythroxylum

Erythroxylum caatingae
Espécies Erythroxylum revolutum

Erythroxylum subrotundum

2.2.1 Caracteristicas botanicas de Erythroxylum caatingae

Arbusto a arvoretas, até 3,0 m alt.; ramos ndo patentes, castanho-avermelhados e
com poucas lenticelas quando jovens, esparsas; ramos maduros enegrecidos, com maior
densidade de lenticelas. Catafilos menores que as estipulas, adensados na base dos
ramos jovens. Estipulas 3-4 mm comprimento, enérveas, estreitamente triangulares,
curtamente 2-setulosas, margem inteira, menores que o peciolo. Folha discolor; peciolo
6-8 mm comprimento, cilindricos, pouco maior que as estipulas; lamina 31-57x21-25
mm, membranacea, quando jovem, e cartdcea na maturidade, obovada a oblonga, apice
arredondado a retuso, base cuneada, margem plana; venacdo secundaria finamente
reticulada, proeminente na face adaxial, impressa abaxialmente. Flores 4,0-6,0 mm
comprimento, pediceladas; lobos do célice 1,0-1,5%0,9-1,0 mm, triangulares; pétala 1,7-
2,2 mm comprimento, esbranquicada (LOIOLA, et al., 2007).

Erythroxylum caatingae (Figura 6, pag. 38) possui distribuicdo restrita ao
Nordeste do Brasil, somente registrada para os Estados da Bahia, Ceard, Paraiba,
Pernambuco e Rio Grande do Norte (PLOWMAN; HENSOLD, 2004). Sua ocorréncia
na Paraiba estd restrita a coletas na caatinga, em area de afloramentos rochosos
(LOIOLA, et al., 2007).
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Figura 6. Arbustos de Erythroxylum caatingae (Foto: JOSEAN FECHINE TAVARES,
2006).

2.2.2 Caracteristicas botanicas de Erythroxylum revolutum

Arbusto a arvoreta, 0,8-3 m alt.; ramos ndo patentes, estriados
longitudinalmente, cinéreos, densamente revestidos por lenticelas amareladas ou alvas,
elipticas. Catafilos do mesmo tamanho das estipulas, aleatoriamente distribuidos nos
ramos. Estipulas 1,5-3,0 mm comprimento, estriado-nervadas, deltéides, curtamente 3-
setulosas, margem inteira, do mesmo tamanho do peciolo. Folha levemente discolor;
peciolo 2,5-3,5 mm comprimento; ld&mina 30-65x14-34 mm, coriacea, oblongo-eliptica
a oboval, discolor, apice agudo a obtuso, base aguda, margens freqlientemente

revolutas, venacgdo secundaria reticulada, proeminente em ambas as faces. Flores 3,4-4,0
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mm, subsesseis; lobos do célice 1,0-1,2x1,0-1,2 mm, deltdides; pétala 3,0-4,0x1,2-1,5
mm, amarelada a branca, oblonga, concava; tubo estaminal 1,0-1,2x1,2-1,5 mm, do
mesmo tamanho ou menor que os lobos do calice (LOIOLA, et al., 2007).

Espécie exclusiva do Brasil, com distribuicdo restrita a regido Nordeste
encontrada em areas do semi-arido (caatinga) nos Estados de Alagoas, Bahia, Ceard,
Pernambuco, Piaui e Sergipe. Na Paraiba E. revolutum esta registrada em apenas duas
coletas em é&reas de caatinga, constituindo-se em uma nova citacdo para o Estado.
Amostras com flores foram coletadas em fevereiro e mar¢o e com frutos em marco
(LOIOLA, et al., 2007).

2.2.3 Caracteristicas botanicas de Erythroxylum subrotundum

Arvoreta 2,5 m alt.; ramos ndo patentes, castanho-avermelhados quando jovens;
ramos maduros adultos cinéreos, densamente recobertos por lenticelas elipticas, brancas
a amareladas; ramos jovens castanho-avermelhados. Catafilos do mesmo tamanho das
estipulas, distribuidos densamente na base dos ramos jovens. Estipulas 2-2,5 mm
comprimento, semelhantes aos catafilos, enérveas, triangulares, apice truncado a
arredondado. Folha levemente discolor; peciolo 1,0-2,0 mm comprimento; [amina foliar
24-48x16-30 mm, membranacea, obovada, apice arredondado, base aguda, margem
plana; verde-claro em ambas as faces, lGcida na face adaxial e opaca na face abaxial;
nervura principal subimpressa na face adaxial, proeminente na face abaxial; venacao
secundaria impressa na face adaxial, proeminente na face abaxial. Flores 4,0-6,0 mm
comprimento, pediceladas; lobos do calice 1,0-1,2x 0,8-1,0 mm, triangulares, concavas;
pétala 3,5-4,0x 1,5-2,0 mm, creme a amarelada, eliptica a obovada, plana; tubo
estaminal 1,2-1,5x1-1,5 mm, menor que os lobos do calice (LOIOLA, et al., 2007).

Erythroxylum  subrotundum é facilmente reconhecida pelas folhas
membranaceas, obovadas a largamente elipticas, as vezes suborbiculares, com apice
arredondado, lucida na face adaxial e opaca na face abaxial. Tem ocorréncia em
Alagoas, Bahia, Ceara, Distrito Federal, Espirito Santo, Goids, Minas Gerais,
Pernambuco, Rio Grande do Norte e Rio de Janeiro. Espécie rara na Paraiba, somente
conhecida de uma coleta realizada em area de Floresta Serrana, sendo aqui sua primeira
citacdo para o Estado (LOIOLA, et al, 2007).
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3 CONSIDERACAO SOBRE ALCALOIDES

As plantas produzem uma grande variedade de metabdlitos secundérios, que
possuem um papel importante na sua sobrevivéncia em seus ecossistemas. Esses
metabolitos estdo envolvidos na resisténcia contra pestes e doencas, na atracdo dos
polinizadores e na interagdo com 0s microorganismos simbi6ticos. Aproximadamente
100.000 metabolitos secundarios de plantas j& sdo conhecidos e aproximadamente 4.000
novos estdo sendo descobertos a cada ano. O maior grupo de produtos naturais consiste
nos isoprendides, compreendendo mais de um terco de todos os compostos conhecidos.
O segundo maior grupo é o formado pelos alcaloides, que compreendem muitas drogas
e venenos. Alcaloides sdo isolados de diversos organismos como ras, formigas
(feromdnios), borboletas (defesa), bactérias, esponjas, fungos, aranhas (neurotoxina do
veneno), besouros (defesa), e organismos marinhos, embora ndo esteja ainda descrito se
o alcaldide em cada organismo tem origem de uma nova rota biosintética (KUTCHAN,
1995).

Os alcaloides constituem-se num vasto grupo de metabolitos com grande
diversidade estrutural, representando cerca de 20% das substancias naturais descritas. O
uso de extratos vegetais contendo alcaloides como medicamentos, venenos e em pogoes
magicas, pode ser tracada desde os primordios da civilizagdo (HENRIQUES, et al.,
1999). Historicamente, Socrates morreu em 399 d.C. pelo consumo de extratos
contendo coniina (Figura 7, pag. 43) (Conium maculatum), Cledpatra durante muito
tempo no século d.C. fez uso de extratos contendo atropina (Hyoscyamus muficus)
(Figura 7, pag. 43) para dilatar suas pupilas e desse modo parecer fascinante
(KUTCHAN, 1995).

A cocaina (Figura 7, pag. 43) foi isolada por Niemann em 1860. Foi introduzida
para uso clinico por Koller em 1884 como anestesicos oftalmico. Verificou-se logo que
a cocaina exercia agdes sobre o sistema nervoso central, causando acentuada
dependéncia, entretanto, apesar disso, foi amplamente utilizada durante 30 anos, por ser
a Unica droga anestésica local entdo disponivel (KATSUNG, 2006).

Além dos gregos e romanos, muitas outras culturas antigas usavam e ainda usam
alcaloides como venenos, principalmente para o envenenamento de flechas empregadas
em cacadas e guerras. Exemplos disso sdo 0s extratos seco do curare (Chondodendron

tomentosum), contendo o alcal6ide tubocurarina (Figura 7, pag. 43), utilizado pelos
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indios da Bacia Amazonica, e a famosa estricnina extraida de Strychnos nux-vomica por
nativos asiaticos (PERES, 2008).

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

Muitas atividades bioldgicas ja foram atribuidas aos alcaloides, mesmo assim,
tais metabodlitos continuam sendo objetos de estudos para muitos pesquisadores.
Atualmente, a funcéo natural de muitos metabdlitos secundarios tem sido reavaliada,
reconhecendo que estes sdo, de fato, essenciais para a existéncia dos vegetais. Tem sido
observado que muitas plantas que produzem alcaloides sdo evitadas por animais ou
insetos em sua dieta, isto certamente devido a sua toxicidade ou ao fato de a maioria dos
alcaloides terem gosto amargo (HENRIQUES et al., 1999).
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Figura 7. Alguns alcaloides fisiologicamente ativos e as plantas que a produzem
(KUTCHAN, 1995).
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3.1 ALCALOIDES TROPANICOS

Alcaloides tropanicos apresentam em comum uma estrutura biciclica,

denominada tropano [3,2,1] octano.

O anel tropano é formalmente constituido pelos anéis pirrolidina e piperidina.
Sdo conhecidos cerca de 150 alcaloides tropanicos, sendo em sua maioria derivados da
pirrolidina como: higrina, cuscohigrina e o0s principais atropina, hiosciamina,
escopolamina e cocaina. Os alcaloides tropanicos ocorrem na familia Solanaceae, mas
sdo encontrados também em familias como a Erythroxylaceae, Convolvulaceae,
Proteaceae, e Rhizophoraceae (BRUCE, 2007).

CH3 CHs

!

Z—_

OH OH

Atropina Escopolamina

Atropina e escopolamina sdo potentes agentes anticolinérgicos utilizados na
terapéutica na forma do sal sulfato de grande uso oftalmoldgico e relaxante

gastrointestinal.

3.2 IMPORTANCIA E BIOSSINTESE DE ALCALOIDES TROPANICOS

Medicamentos contendo alcaloides tropanicos sdo utilizados para diminuicdo de
colicas nos ureteres e célicas provocadas por célculos renais, em espasmos brénquicos,

nos casos de asma bronquica. Sdo também utilizados em espasmos do trato
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gastrintestinal, portanto contra célicas e em hipersecrecdo gastrica. Esse grupo de
substancias também tem uso como anestésico local, por atuar na dessensibilizacdo das
terminacgdes nervosas (BACCHI, 2007).

A biossintese dos alcaloides vem sendo extensivamente estudada e, atualmente,
pode-se tracar um esquema da rota de formacdo para varios deles. Contudo, essas rotas
metabolicas ndo foram ainda completamente delineadas em termos bioquimicos, pois
muitas das enzimas envolvidas em diversas etapas ndo foram ainda isoladas e
caracterizadas. A formacdo do sistema heterociclico dos alcaloides ocorre,
normalmente, através de reacdes inter/ou intramoleculares simples. Os alcaloides sdo
formados a partir de aminoécidos (alcaloides verdadeiros e protoalcaloides) (Quadro 2)
(HENRIQUES et al.,1999).

Quadro 2. Classificacdo de alcaloides de acordo com o precursor biogenético

Precursor biogenético Exemplo

L-ornitina

Retronecina Atropina

e

Ol
O N
)
o)
~

-

H 0
|
Tiloforina Higrina
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L-lisina

OH
/
N ....,"’/\
L N
Coniina Lupinina
L-histidina
\N’§ ----- N
&\N o’ Yo
Pilocarpina
L-triptofano
Quinina Reserpina

L-tirosina
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L-fenilalanina
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Dictamina Peganina
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~ N
|
™
O/
Valeriana Dendrobina

Atisina

Solasodina

A biossintese dos alcaloides tropanicos € originada através da formacgdo do ion
de N-metil-A'-pirrolineo derivado dos aminoacidos ornitina e arginina que também é
um intermediario na via de formac#o da nicotina. O cation sal N-metil A' — pirrolineo se
condensa com 0 acetoacetato para formar posteriormente a higrina que € um precursor
do anel tropénico (Figura 8, pag. 49).
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Figura 8. Biossintese do anel tropano (BACCHI, 2007).
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4 CONSIDERACOES SOBRE TERPENOIDES

Os terpendides apresentam funcbes variadas nos vegetais e de modo geral
possuem diversas atividades farmacoldgicas (NIERO; MALHEIRQOS, 2007).

Os monoterpenos e 0s sesquiterpenos sdo 0s principais constituintes dos 6leos
volateis, importantes comercialmente na fabricacdo de sabdes, detergentes, cosméticos e
perfumaria, aléem de serem atrativos dos polinizadores. Os sesquiterpenos, em geral,
apresentam funcgdes protetoras contra fungos e bactérias, enquanto muitos diterpenoides
dao origem aos hormdnios de crescimento vegetal. Os triterpenoides e seus derivados
esteroidais apresentam uma gama de fung¢fes como protecdo contra herbivoros, alguns
sdo antimitéticos, outros atuam na germinacdo das sementes e na inibicdo do
crescimento da raiz (NIERO; MALHEIROS, 2007).

4.1 BIOSSINTESE DE TERPENOS

Os terpenoides constituem uma grande classe de produtos naturais com uma
enorme variedade estrutural, presente em diversas familias, sendo este termo,
empregado para designar todas as substancias cuja origem biosintética deriva de

unidades de isopreno.

F

Isopreno

Isopreno é produzido naturalmente, mas ndo esta envolvido na formagéo destes
compostos, e as unidades bioquimicamente ativas do isopreno foram identificadas como

o dimetilalilpirofosfato (DMAPP) e o isopentenil pirofosfato (IPP).

OPP PP

IPP DMAPP



A unidade isoprénica, por sua vez, origina-se a partir do acido mevaldnico
(Figura 9, pédg. 51). Os esqueletos carbénicos dos terpenoides sdo formados pela
condensacdo de um numero variavel de unidades pentacarbonadas (= unidades
isoprénicas), atraves de ligacbes cabeca-cauda entre as moléculas de IPP e seu isdmero
DMAPP formando o tans-geranil-pirofosfato, a partir dos quais se formam os demais
terpenos (Figura 10, pag.52).

Acido mevalénico Deoxixilulose Fosfato

NS
)\AOW—’ )\AOPP

DMAPP

(MONOTERPENOS)
IRIDOIDES

Cpp —

IPP
Cis —— SESQUITERPENOS

~

IPP
Cy —— DITERPENOS

Figura 9. Biossintese geral dos terpendides (Adaptado de Dewick, 2002).
4.1.1 Biossintese dos Diterpenos
Os diterpenos sd@o biossintetizados a partir do geranilgeranilpirofosfato (GGPP)

que e formado pela adicdo de uma molécula de IPP ao farnesilpirofosfato (FPP) (Figura
10, pag. 52).
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IPP DMAPP
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OPP
(MONOTERPENOS)
‘ IRIDOIDES
Cio
Geranilpirofosfato
(GPP)
|Pﬂ
‘ IPP X
l / —> SESQUITERPENOS
X OPP ‘ Coe
OPP
Geranilgeranilpirofosfato Farnesilpirofosfato
(GGPP) (FPP)

Figura 10. Formacdo do Geranilgeranilpirofosfato (GGPP) (Adaptado de Dewick,
2002).

A reacdo de ciclizacdo do (GGPP) é mediada pela formacgédo de carbocations,
seguindo os rearranjos de Wagner-Meerwin, que ird gerar as varias classes de
diterpenos. A formacdo de carbocations é iniciada por protonacdo da ligacdo dupla na
cabeca da cadeia levando a uma sequéncia de ciclizacédo inicial obtendo a formacéo do
copalil PP. A estereoquimica neste composto é controlada enzimaticamente podendo
levar a labdadienil PP, produto enantiomérico de configuracdo oposta nos centros

quirais recém-formados (Figura 11, pag. 53).
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OPP OPP
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H GGPP H LABDADIENIL PP

(+) - COPALYL PP

Figura 11. Biossintese de diterpenos da classe dos labdanos (copalil PP e ladadienil PP) (DEWICK, 2002).
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Apos formacédo do copalyl PP, este por sua vez sofre a perda do grupo difosfato
permitindo a formac&o de carbocétion através da ciclizacdo do sistema do terceiro anel,
e subseqiiente producdo do quarto anel com formacdo de um carbocéation
secundario. Entdo segue a migracdo de Wagner Meerwein, onde um grupamento metila
rearranja com mudanca de estereoquimica. A perda de um hidrogénios do grupo metila
gera a dupla exociclica de ent-caurano e propiciando a saida do carbocation do
sistema. O prefixo ent é usado para indicar enantiomerismo; a estereoquimica mais
comum que é encontrada em labdadienyl PP e derivados é denominada de série caurano

enantiomeérica (Figura 12, pag. 54).

Perda de difosfato gerando
a formacéo do terceiro anel

COPALIL PP

Ciclizacédo do alceno produzindo
um carbocation secundario

Perda do préton

gerando um alceno A

Conversdo do cation secundario
em terciario por migracdo 1,2 alquil

ent-caurano

Figura 12. Biossintese dos diterpenos da classe caurano (DEWICK, 2002).
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5 CONSIDERACAO SOBRE FLAVONOIDES

Existindo somente um relato de ocorréncia em fungos, quase ausentes em algas e
com alguns representantes identificados em briofitas, esta classe de compostos é
amplamente distribuida no reino vegetal. Em pteriddfitas, também foram encontradas,
mas a sua variabilidade estrutural é pequena. Todavia, estdo presentes em abundancia
em angiospermas, apresentando neste grupo uma enorme variedade estrutural (SIMOES
etal., 2007).

Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. S&o encontrados em frutas, vegetais,
sementes, cascas de arvores, raizes, talos, flores e em seus produtos de preparacéo, tais
como os chas e vinhos. Apresentam um nucleo caracteristico com 15 atomos de carbono
arranjados em trés anéis (C6-C3-C6), que sdao denominados A, B e C, como
conseqiiéncia da ligacdo de dois grupos fenila a uma cadeia de trés carbonos, ou seja,
sdo derivados difenilpropéanicos, sendo biossintetizados a partir das vias do &cido
chiguimico e via acetato (COUTINHO et al, 2009).

Esqueleto basico dos flavonoides

A diversidade estrutural dos flavonoides pode ser atribuida ao nivel de oxidagéo
e as variaces no esqueleto carbonico basico, promovidas por reacdes de alquilacdo,
glicosilagdo ou oligomerizacdo. Os flavonoides podem ser encontrados como agliconas
ou sob a forma de glicosideos e/ou derivados metilados e/ou acilados (COUTINHO et
al., 2009).

As modificacbes no anel central dessas substancias levam a diferenciacdo em
subclasses distintas, tais como: chalconas, flavanonas, flavanonois, flavonas, flavonadis,
isoflavonas, flavan-3-ols e antocianidinas (COUTINHO et al., 2009). As estruturas dos

esqueletos basicos de flavonoides sdo mostradas na Figura 13, pag. 56.
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Figura 13. Esqueletos basicos de flavonoides.

5.1 PAPEL BIOLOGICO E PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS DOS
FLAVONOIDES

A grande prevaléncia de flavonoides no reino vegetal ndo é acidental. Diversas
funcBes nas plantas sdo atribuidas aos compostos pertencentes a essa classe: protege 0s
vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel alem de agir como
antioxidantes; protege contra insetos, fungos, virus e bactérias por inibir enzimas e
precursores de substancias toxicas ou atuam como quelantes de metais nocivos; atrai
animais com finalidade de polinizagdo por atuar como pigmentos coloridos de flores;
estd envolvida na transferéncia de energia, na morfogénese, na acdo de hormdnios
vegetais de crescimento e na expressao de genes (SMITH; BANK, 1986; HARBORNE,
1989).

Animais e humanos ingerem plantas ricas em flavonoides, e ha muitos anos
estudos farmacologicos que apontam para um grande numero de atividades destes
compostos em humanos. Por exemplo, eles podem ser utilizados como protecéo para a
integridade vascular (BERETZ; CAZENAVE, 1988), como agentes antiosteoporéticos
(EVANS, 1994) e por suas atividades antihepatotoxicas (SOIKE; PESCHLOW, 1987).
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5.2 ASPECTOS BIOSSINTETICOS DOS FLAVONOIDES

Os flavonoides sdo biossintetizados via uma combinacdo das rotas do acido
chiquimico e acetato polimalonato (DI CARLO et al., 1999). Na primeira etapa da
biossintese total do acido chiquimico (Figura 14, pag. 58) — o fosfoenolpiruvato (PEP)
reage com a D-eritrose-4-fosfato, produzindo um aglcar ceto fosforilado com sete
carbonos, o 4&cido 3-desoxi-D-arabinose-heptulosénico-7-fosfato (DAHP). Este
composto, pela perda do grupo fosfato, sofre ciclizacdo e converte-se em acido 3-
desidroquinico, que pela perda de uma molécula de agua entdo convertido a seus
derivados, como por exemplo, &cido chiquimico. Apds fosforilagdo na posi¢do 3 do
acido chiquimico, origina-se o acido chiquimico-3-fosfato, que reage com o (PEP)
formando o &cido 5-enolpiruvil-chiquimico-3-fosfato (EPSF). Este, por sua vez, origina
0 acido corismico por eliminacdo de um grupo fosfato e um hidrogénios. O &cido
corismico sofre uma reordenacdo periciclica do tipo Claisen levando ao &cido
prefrénico, que por descarboxilacdo, origina o &cido piravico, precursor da fenilalanina
e tirosina. A fenilalanina, pela acdo da enzima fenilalanina amoénia liase (PAL), perde
uma molécula de aménia, originando o &cido cindmico, o precursor da maioria dos
compostos classificados como fenilpropandides (DEWICK, 2002).

Por intervencdo de uma enzima oxigenase, o &cido cindmico é hidroxilado
formando o acido p-cumarico (BRUNETON, 1991). Na segunda etapa da biossintese —
rota do acetato polimalonato (Figura 15, pag. 59) — ocorre condensacdo de trés
moléculas de acetato com um derivado do acido cindmico (p-cumaroil-CoA).
Provavelmente, cada molécula de acetilCoA é primeiramente convertida em malonil-
CoA, enquanto que a do &cido cinamico é convertida em p-cumaroil-CoA, ambas
intermediérias ativas transformadas por uma coenzima-A. Apos condensacdo, forma-se
um intermediario de 15 atomos de carbono, que catalisado pela anzima chalcona sintase,
sofre ciclizag&o originando a chalcona, o intermediario comum de todos os flavonoides
(DEWICK, 2002). A adicdo de substituintes ocorre posteriormente a ciclizacdo da
chalcona (BRUNETON, 1991).
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Figura 14. Representacdo esquematica da biossintese dos flavonoides segundo Dewick (2002)
(primeira etapa — rota do &cido chiquimico).
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Figura 15. Representacdo esquematica da biossintese dos flavonoides segundo Dewick (2002)
(segunda etapa — rota do acetato polimalonato).
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6 OBJETIVOS
6.1 OBJETIVO GERAL

» Contribuir para o estudo quimico e quimiotaxonémico do género Eythroxylum,

através do estudo das espécies Erythroxylum caatingae Plowman, Erythroxylum

subrotundum A. St.-Hil & Erythroxylum revolutum Mart.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» lsolar constituintes quimicos de Erythroxylum caatingae, Erythroxylum

subrotundum € Erythroxylum revolutum;

» Identificar ou elucidar a estrutura de seus constituintes quimicos através de técnicas
de IV, EM e RMN (uni e bidimensionais);

» Contribuir com a quimiotaxonomia das espécies em estudo;

» Disponibilizar extratos, fracdes e substancias isoladas para estudos farmacoldgicos;
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Parte Experimental
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7 EXPERIMENTAL

7.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

a) Cromatografias de adsorcdo em colunas foram realizadas em colunas de vidro de
comprimentos e didmetros variados, utilizando como adsorvente silica gel da Merck,

7734, com particulas 0,063-0,200 mm de diametros;

b) Cromatografias em Camada Delgada Analitica e Preparativa (CCDA e CCDP) foram
preparadas com silica gel 60 PF,s4 artigo 7749, Merck, suspensa em &gua destilada
(1:2), espalhada sobre placas de vidro por meio de um cursor “Quick fit” que conferia a
camada espessuras de 0,25 e 1,00 mm, respectivamente. As cromatoplacas obtidas eram

secas ao ar livre e, em seguida, ativadas em estufa a 110 °C durante duas horas;

c) As revelactes das cromatoplacas foram realizadas por exposicao por luz ultravioleta,
por meio do aparelho Mineralight, modelo UVGL-58 com dois comprimentos de onda
(254 e 366 nm), para os dois tipos de cromatografia, e reveladas com vapores de iodo e
reagente de Dragendorff (tetraiodobismutato de potassio) para as placas analiticas;

d) Os espectros de absorcdo na regido de infravermelho (IV) foram obtidos em
espectrometro, MODELO BOMEM SERIE 100MB, na faixa de 4000 a 400 cm™,
utilizando-se pastilhas de KBr (0,5 mg da amostra/ 100 mg de KBr);

e) Os pontos de fusdo das amostras foram determinadas em aparelho digital para ponto
de fusdo, marca Microquimica, modelo MQAPF-302, com bloco de platina em
microscopio optico tipo “Kopfle”, marca REICHERT, modelo R3279, com temperatura

que varia de 0 a 350° C. Os valores obtidos ndo foram corrigidos.

f) Os espectros de RMN foram registrados em espectrometros VARIAN-NMR
SYSTEM, operando a 500 MHz para hidrogénio (RMN *H) e a 125 MHz para carbono-
13 (RMN 13C). Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo
(ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz. As multiplicidades das RMN ‘H
foram indicadas segundo a convencéo: s (singleto), sl (singleto largo), d (dubleto), dd

(duplo dubleto), t (tripleto), tl (tripleto largo) q (quadrupleto) e m (multipleto);
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g) Os solventes utilizados foram hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, puro
ou em misturas binérias, segundo gradiente crescente de polaridade, utilizando para
andlises solventes da Merck, Vetec, solventes grau HPLC e solventes deuterados.

h) O Equipamento utilizado para o desenvolvimento cromatografico foi um CLAE-
DAD descrito no Quadro 3.

Quadro 3. Cromatografos e condicdes utilizadas nos experimentos.

Equipamento Modulos

CLAE-DAD Detector: SPD-M10A vp

2 Bombas: LC-6AD

Marca: SHIMADZU Modelo Injetor: Rheodyne

Interface (Comunicacao): SCL-10A vp
Serie 10A vp Coluna: C18 (150 mm X 4,6 mm e 5 uym
de

tamanho de particula) ShimPack -
Shimadzu

Fluxo: 1 mL/min

Temperatura: 40 °C

1) Aparelho de Média Pressdo BUCHI Pump Manager C-615/605

7.2 MATERIAL VEGETAL

7.2.1 Erythroxylum caatingae Plowman

O caule de Erythroxylum caatingae foi coletada no municipio de Picui, estado da
Paraiba. O material botanico foi identificado pela Prof. Dra. Maria de Fatima Agra, do
setor de botanica do Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica (LTF), uma exsicata da
planta esta depositada no herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) da Universidade
Federal da Paraiba sob o codigo AGRA 5666.

7.2.2 Erythroxylum revolutum Mart
As folhas de Erythroxylum revolutum foram coletadas no municipio de Serra

Branca, estado da Paraiba. O material boténico foi identificado pela Prof. Dra. Maria de

Fatima Agra, do setor de boténica do Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica (LTF),
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uma exsicata da planta esta depositada no herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) da
Universidade Federal da Paraiba sob o codigo AGRA 5695.

7.2.3 Erythroxylum subrotundum A. St.-Hil.

As folhas de Erythroxylum subrotundum foram coletadas no municipio de
Maturéia, estado da Paraiba. O material boténico foi identificado pela Prof. Dra. Maria
de Fatima Agra, do setor de botanica do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica
(LTF), uma exsicata da planta estd depositada no herbario Prof. Lauro Pires Xavier
(JPB) da Universidade Federal da Paraiba sob o codigo AGRA 4958.

7.3 PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

Os materiais vegetais foram dessecados em estufa com ar circulante a
temperatura de 40 °C durante 72 horas. Apds secagem, foi submetido a um processo de

pulverizacdo em moinho mecanico, obtendo-se o pé das plantas.

7.3.1 Obtencdo do extrato metandlico bruto do caule de Erythroxylum caatingae

Plowman.

O po6 obtido (4 Kg) foi submetido a maceragdo exaustiva com metanol durante 72
horas. Esse processo de maceracao foi repetido 3 vezes, obtendo-se a solugdo do extrato
metanolico bruto (EMB). Apds a extracdo, a solucdo extrativa foi concentrada em
rotaevaporador sob pressao reduzida e a uma temperatura de 40 °C obtendo-se o extrato
metanolico bruto (500 g). Parte deste extrato (200 g) foi suspenso em metanol-agua (7:3)
e, em seguida, submetido a sucessivas parti¢cbes liquido/liqguido com solventes de
diferentes polaridades, fornecendo as fracGes hexanica (10 g), cloroférmica (37 g) e

acetato de etila (14 g), respectivamente (Esquema 1, pag. 66).

7.3.2 Particionamento da Fase Cloroférmica do Extrato Metanélico Bruto do

Caule de Erythroxylum caatingae Plowman.

Uma aliquota da Fase Cloroférmica (5,0 g) foi submetida a uma coluna
cromatogréafica (CC) utilizando silica gel como adsorvente e como eluentes, hexano,
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cloroférmio e metanol, puros ou em misturas binarias em grau crescente de polaridade.
Foram obtidas 77 fragcdes de 100 mL cada. (Quadro 4, pag. 67).

PO (4,0 k)

Maceragdo com MeOH

Evaporador Rotativo

EXTRATO METANOLICO BRUTO (500 g)

—)

MeOH:H,O (7:3)

SOLUCAO HIDROALCOOLICA

Hexano

FASE HEXANICA (10 g)

SOLUCAO HIDROALCOOLICA I

CHClI,

FASE CLOROFORMICA (37 g)

SOLUGAO HIDROALCOOLICA II

AcOEt

FASE ACETATO DE ETILA (14 g)

SOLUCAO HIDROALCOOLICA III

Esquema 1. Obtengdo e particionamento do extrato metanolico bruto do caule de

Erytrhoxylum caatingae.
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Quadro 4. Fracionamento cromatografico da Fase Cloroférmica.

1 Hexano 100
2-3 Hexano— CHCl; 90: 10
4-8 CHCI;— MeOH 99:1
9-18 CHCI;— MeOH 98,5:1,5

19-20 CHCI3;— MeOH 98: 2
21-22 CHCI;— MeOH 97,5: 2,5
24-25 CHCI;— MeOH 96,5: 3,5
26-30 CHCI;— MeOH 95:5
31-35 CHCI;— MeOH 93:7
38-44 CHCI;— MeOH 91: 9
45 CHCI;— MeOH 88: 12
46-71 CHCI;— MeOH 85: 15
72-74 CHCI3— MeOH 83: 17
75-77 CHCI3;— MeOH 80: 20

7.3.3 Isolamento dos constituintes quimicos do caule de E. caatingae.

A fragdo 5 (82,3 mg) foi submetida a uma coluna cromatografica de média
pressdo, utilizando silica flash como adsorvente. Foram utilizados hexano e acetato de
etila como eluentes puros ou em misturas binarias em grau crescente de polaridade.
Obtiveram-se 94 fracOes que foram monitoradas por Cromatografia em Camada
Delgada Analitica (CCDA), eluidas em diversos sistemas de solventes, reveladas com
vapor de iodo e reagente de Dragendorff e reunidas de acordo com os seus Rfs. As
fracOes 49 e 68 foram analisadas em CCDA e ambas foram submetidas a Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono Treze (RMN *H e *C) para a identificacdo
e identificacdo estrutural.

A fragdo 26 (22 mg) apresentou-se na forma de cristais brancos, submetida a
recristalizacdo com acetona. Apds recristalizacdo a amostra foi submetida a
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono (RMN 'H e ¥C) para a
identificacéo estrutural.
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A fracdo 37 (46,1 mg) foi submetida a uma Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) obtendo-se 7 fracbes. A fracdo 1 (10 mg) foi submetida a
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono (RMN 'H e *3C) para

identificacdo estrutural (Esquema 2, pag. 68).

FASE CHCI; (5,09)
CC emssilica gel
Hexano / CHCI3;/ MeOH
CCDA
1 5 x 26 27 o=
CC Média presséao
Silica flash
Hexano / Acetato de etila EC 3 (21 mg)
CLAE
MeCN / H,O / Et;N
1 94
5-49 5-68 1 5 3 . .

EC 1 (25 mg) EC 2 (28 mg) EC 4 (10 mg)

*Recristalizacdo com Acetona

Esquema 2. Processo cromatografico da Fase Cloroférmica e Isolamento de seus
constituintes quimicos.

7.3.4 Desenvolvimento Cromatogréafico da Fragédo 37
Apols analise da fracdo 37 através de CCD borrifadas com reagente de
dragendorff e RMN *H, foi possivel identificar a presenca de uma mistura de alcaloides

na amostra, que posteriormente foi submetida & cromatografia liquida de alta eficiéncia
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— CLAE para purificacdo. Para o desenvolvimento cromatografico da fracdo dos
alcaloides tropanicos foi estudado duas formas de eluicdo: gradiente e isocratico
utilizando detector de arranjo de diodos com A =255 nm.

Na eluicdo por gradiente no CLAE-DAD foi utilizado um sistema de
bombeamento a baixa pressdo cuja fase movel foi resultante da mistura binaria de H,O |
ETsN 0,05% e MeCN.

Na eluicdo isocratica no CLAE-DAD foi utilizado um sistema de bombeamento
a baixa pressdo cuja fase movel foi resultante da mistura binaria de H,O | ET3N 0,05% e
MeCN. As corridas analiticas foram feitas nas seguintes proporcBes: (50:50 |
H,O:MeCN / ET3N), (40:60 | H,O:MeCN / ET3N), (30:70 | H,O:MeCN / ET3N), todas
com a mesma concentragdo de ET3N. As analises foram feitas em 30 min a temperatura
de 40°C, fluxo de 1 mL/min em uma Coluna C18 — ACE de 250 mm de comprimento
com 4,6 mm de diametro interno e 5 pm de tamanho de particula, pré-coluna C18 com
4,6 mm de didmetro interno e 5 um de tamanho de particula.

Os cromatogramas por sistema de eluicdo isocratico de solventes, da fracdo 37
apresentou as seguintes informacgdes: no método (50:50 | EtsN 0,05%:MeCN) houve o
aparecimento de 5 picos com tempo de retencdo de 3,8; 4,2; 4,6; 5,3 e 5,7 min; no
método (40:60 | EtsN 0,05%:MeCN) houve o aparecimento de 6 picos com tempo de
retencdo entre 25-30 min; no método (30:70 | EtsN 0,05%:MeCN) houve o
aparecimento de 5 picos com tempo de retencdo de 9,8; 12; 13,2; 16,8; 21 e 28 min
(Figura 16, pag. 70).

Os resultados mostrados na figura 16, pag. 70, mostrou a comparacdo entre 0s
cromatogramas e as proporcoes de solventes e os sistemas de eluicdo que apresentou

melhor resolucéo entre os picos foi 0 método (30:70 | EtsN 0,05%:MeCN).
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Time: 30,3502 hMnutes - Amplitude: 1,055 mald

— Detector 8-255 nm -
] —— E.zaztingae Ec 37 30% ALCH-7O0%HZ 0 0,05%0 ET2M Emg-rmlL S000L 23-04-10 [
] E.caatingae Ec 37 30% ACWR-70%HZ0 0,05%0 ETEM Grng-mbL S000L 23-04-10.dat

20 o Retention Time
1 Areg

20

2] PICO 1
10
: _/J

o 5 0 15 20 25 20 a5

hinutes
Figura 16. Cromatogramas da Fracdo 37 nas proporcbes de solventes (50:50 |
ET3N:MeCN), (40:60 | ET3N:MeCN), (30:70 | ET3N:MeCN), em pH = 10,0 da fase
aquosa.
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7.3.5 Substancias isoladas do caule de Erythroxylum caatingae

O estudo fitoquimico do caule de Erythroxylum caatingae resultou no
isolamento e identificacdo estrutural de quatro alcaloides tropanicos 3a, 6 dibenzoiloxi
(EC 1), catuabina B (EC 2), cloreto 30-(3’,4,5’ trimetoxicinamoiloxi)-6f3-
benzoiloxitropano (EC 3) e 3a-(3’,4’dimetoxi)- 6B-hidroxitropano (EC 4) (Quadro 5).

EC1 EC?2

EC3 EC4

Quadro 5. Alcaloides tropanicos isolados de Erythroxylum caatingae.
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7.4 Obtencdo do extrato etandlico bruto das partes aereas de Erythroxylum

revolutum.

O pb obtido (5 Kg) foi submetido a maceracdo exaustiva com etanol 95%
durante 72 horas. Esse processo de maceracdo foi repetido 3 vezes, obtendo-se a
solucdo do extrato etandlico bruto. Apds exaustiva extracdo, a solucdo extrativa foi
concentrada em rotaevaporador sob pressdo reduzida a uma temperatura de 40 °C
obtendo-se 650 g de extrato etanolico bruto (EEB).

7.4.1 Particionamento do extrato etandlico bruto das partes aéreas de

Erythroxylum revolutum.

Uma aliquota do extrato etanolico bruto (100 g) foi dissolvido em metanol-agua
(7:3) e, em seguida, submetido a sucessivas parti¢cGes liquido/liquido em ampola de
separagcdo com solventes em ordem crescente de polaridade, fornecendo as fases

hexanica (31 g), cloroférmica (20 g) e acetato de etila (18 g). (Esquema 3, pag. 73).
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PO (5,0 k)

Maceragdo com MeOH

Evaporador Rotativo

—

EXTRATO ETANOLICO BRUTO (100 g)

=

MeOH:H,O (7:3)

SOLUCAO HIDROALCOOLICA

Hexano

|

FASE HEXANICA (31 g)

SOLUCAO HIDROALCOOLICA I

|

FASE CLOROFORMICA (20 g)

CHCl,

SOLUGAO HIDROALCOOLICA II

FASE ACETATO DE ETILA (18 g)

AcOEt

SOLUCAO HIDROALCOOLICA 111

Esquema 3. Particdo liquido/liquido de extrato etandlico bruto das partes aéreas de E.

revolutum.
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7.4.2 Isolamento dos constituintes quimicos das partes aéreas de E. revolutum.

Uma aliquota da Fase Hexanica (4 g) foi submetida a uma coluna
cromatografica (CC) utilizando silica gel como adsorvente e, como eluentes, hexano e
acetato de etila, puros ou em misturas binarias em gradiente crescente de polaridade.
Foram obtidas 227 fragdes de 100 mL cada, que foram concentradas em rotaevaporador.
As fragBes foram analisadas comparativamente através de CCDA utilizando diferentes
sistemas de eluicdo e apds analise através de luz UV e impregnacdo com vapores de
iodo as fracBes forem reunidas de acordo com o padrdo de seus Rfs, (Esquema 4, pag.
74). As fragdes codificadas como ER 1, ER 13, ER 23, ER 83 e ER 84, se apresentaram
na forma de um precipitado branco e com um bom grau de pureza e submetidos a RMN
de 'H e **C uni-bidimensionais.

A fracdo ER 51 foi recromatografada em coluna com silica flash e eluida com
hexano e acetato de etila, puros em misturas binarias em gradiente crescente de
polaridade, obtendo-se 23 subfracdes que foram analisadas por CCDA e reunidas
segundo o padrdo de seus Rf. A subfracdo 4 apresentou-se na forma de cristais brancos
sendo entdo codificada como ER 4 e submetidos a RMN de *H e **C uni-bidimensionais

(Esquema 4, pag. 73).

| Fase Hexanica |

CC com Silica gel

227 Frac0es

Analisadas em CCDA
| |

| |
["ER13 M *ER23 W ER51 *ER 83 ER 84
i |

CC - Silica
Flash
Hex/ AcoET

* RECRISTALIZAGCAO 23 Fragdes
CCDA

Esquema 4. Fracionamento da Fase Hexanica das partes aéreas de E. revolutum.
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7.4.3 Substancias isoladas de Erythroxylum revolutum

O estudo fitoquimico do caule de Erythroxylum revolutum resultou no
isolamento e identificacdo estrutural dos diterpenos ent-cauran-16-eno (ER 1), 13-
hidroxi-8(17),14-labdadieno (ER 2), ent-cauran-16-en-3p-ol (ER 3), ent-3-0x0-13-
hidroxi-8(17),14-labdadieno (ER 4) e ent-cauran-16p, 17-diol (ER 5) (Quadro 6).

ER 3 ER 4

ERS

Quadro 6. Diterpenos isolados de Erythroxylum revolutum.

74




7.5 Obtencdo do extrato etandlico bruto das patres aereas de Erythroxylum

subrotundum.

O po obtido (6,5 kg) foi submetido & maceracdo exaustiva com etanol 95%
durante 72 horas. Esse processo de maceracdo foi repetido 3 vezes, obtendo-se a
solucdo do extrato etandlico bruto. Apds exaustiva extracdo, a solucdo extrativa foi
concentrada em rotaevaporador sob pressdo reduzida a uma temperatura de 40 °C
obtendo-se 800g do extrato etanolico bruto (EEB).

7.5.1 Particionamento do extrato etandlico bruto das partes aéreas de

Erythroxylum subrotundum.

O extrato etandlico bruto (200 g) foi dissolvido em metanol-agua (7:3) e, em
seguida, submetido a sucessivas parti¢ces liquido/liquido com solventes em ordem
crescente de polaridade, fornecendo as fases hexanica (13 g), cloroférmica (32 g) e

acetato de etila (47 g) (Esquema 5, pag. 75).

P6 de E. subrotundum (6,5 Kg)

Maceracao EtOH
Evaporador rotativo

Extrato Etandlico Bruto (200 g)

Solubilizacdo com MeOH:Agua (7:3)
Hexano; CHCI3; AcOEt

Fase Hexanica (13 g) Fase Cloroférmica (32 g) Acetato dFeaISE?cila )

Esquema 5. Particdo liquido/liquido de extrato etanolico bruto das partes aéreas de E.

subrotundum.
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7.5.2 Isolamento dos constituintes quimicos das partes aéreas de E. subrotundum

Uma aliquota da Fase Acetato de Etila (20 g) de E. subrotundum foi submetida a
uma cromatografia em coluna de suporte de vidro, usando, como adsorvente, silica gel e
como eluentes cloroférmio e metanol, puros ou em misturas binarias em grau crescente
de polaridade obtendo-se 109 fracdes. As 109 fragOes obtidas foram monitoradas por
Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA), eluidas em diversos sistemas de
solventes em cubas pré-saturadas, reunidas de acordo com os seus Rf's.

A reunido ES AC 9-11 foi purificada através de uma Cromatografia em Camada
Delgada Preparativa (CCDP) eluida em cloroférmio/metanol em grau crescente de
polaridade. Foram obtidas 7 subfracdes, onde a subfracdo 5 forneceu o composto
codificado como ES 1.

A fracdo 14, codificada como ES AC 14 foi cromatografada em coluna com
sephadex LH-20, eluida com metanol, obtendo-se 30 subfracfes de 10 mL cada
(Esquema 6, pag. 77), onde a fracdo ES AC 14-10 forneceu o composto codificado

como ES 2.
Fase Acetato (20 g)
CC em silica gel
CHCI3/ MeOH
CCDA
|| ESAC 1 ES AC 109 ||
ES AC9-11 ESAC 14
CCDP CC SEPHADEX

CHCI3/ MeOH MeOH

ES AC 14-10

E 2
(31 mg)

ES AC9-11.5

Esquema 6 - Fracionamento da Fase Acetato de etila do Extrato etanolico bruto das

Folhas de Erythroxylum subrotundum.
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7.5.3 Substancias isoladas de Erythroxylum subrotundum

O estudo fitoquimico das partes aéreas de Erythroxylum subrotundum resultou
no isolamento e identificacdo estrutural dos flavonoides Quercetina-3-O-a-L-
raminosideo (ES 1) e¢ 5,7,4’-trihidroxi flavona 3-O-a-L-raminosideo (ES 2).

ES1

ES 2

Quadro 7. Flavonoides isolados de Erythroxylum subrotundum.
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Erythroxylum caatingae
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8 RESULTADOS E DISCUSSOES

8.1 IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE
E. CAATINGAE

Do estudo fitoquimico do caule de E. caatingae foram isolados quatro alcaloides
tropanicos, sendo EC 1 e EC 2 (OLIVEIRA, 2008), compostos ja isolados

anteriormente e EC 3 e EC 4 identificados através de RMN H e *C.
8.1.1 Identificagdo Estrutural de EC-3

A substancia codificada como EC-3 foi isolada na forma de cristais brancos. O
espectro de RMN C — APT em CDCl; a 125 MHz (Figura 19 a 21, pag. 85 a 86)
apresentou 22 sinais. Os sinais em d¢c 56,2, 105,7, 128,8, 1294 e 153,5 ppm
correspondem a dois carbonos cada, totalizando 27 carbonos. Dos 22 sinais, 9 foram
atribuidos a carbonos metinicos sp? 4 metinicos sp®, 3 carbonos metilénicos sp®, 7
carbonos nédo-hidrogenados, além de um sinal em d¢ 40,16 ppm caracteristico de grupo
N-CHj3 e 3 carbonos metoxilicos. Os deslocamentos quimicos dos carbonos em ¢ 64,2
e 75,3 ppm (oximetinicos) e dc 63,0 e 68,0 ppm (metinicos, a a nitrogénio), além dos
deslocamentos quimicos dos carbonos metilénicos sp® em ¢ 32,8, 34,0 e 35,2 (Figura
21, pag. 86) sdo compativeis com os dados descritos na literatura para esqueleto
tropanico dioxigenados (CHAVEZ et al., 2002).

CHs;

!

RO OR
5

Anel tropanico

Os sinais em d¢ 165,0 e 166,5 no espectro APT, foram atribuidos aos carbonos

C-7’¢ C-7’. Os sinais na regido entre dc 105,7-153,5 no espectro APT sdo
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caracteristicos de carbonos de sistema aromatico (Figura 20, pag. 85). As absorcbes em
d¢ 56,2 e 60,9 atribuidos a carbonos metoxilicos juntamente com os sinais em ¢ 116,1 e
146,2 (Figura 20, pag. 85) e comparacao desses deslocamentos quimicos com dados da
literatura permitiu caracterizar os substituintes benzoiloxi e trimetoxicinamoiloxi
ligados ao anel tropanico (CHAVEZ et al, 2002).

O\ @)
N
O o
Z
HsC OCH,4
OCH3
Benzoiloxi Trimetoxicinamoiloxi

O espectro de RMN 'H a 500 MHz em CDCl; (Figura 22 a 24, pag. 86 e 87)
mostrou sinais em oy 4,03 e 4,00 ppm, compativeis com os hidrogénios H-1 e H-5 de
alcaloides tropanicos, esses deslocamentos quimicos sdo compativeis com aqueles do
cloreto de cocaina (MUHTADI, AL-BADR, 1986), um alcal6ide quaternério,
confirmado pela presenga do sinal em 6y 13,00 com integracdo para um hidrogénio
ligado a nitrogénio. Os deslocamentos quimicos de H-1 e H-5 mais desprotegidos
devido a formacdo do cloridrato em EC 3, foi confirmada ap6s comparacdo com dados
da literatura (OLIVEIRA, et al., 2011).

4,00
(OLIVEIRA, et al., 2011)
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A presenca do cloridrato foi suportada apds analise por cristalografia de raio-X
(Figuras 17 e 18, pdg. 81 e 82) corroborando as atribuicbes feitas para esses
hidrogénios.

Figura 17. Projecdo ORTEP3 de um modelo de alcaloide tropanicos confirmando a
presenca do cloridrato (OLIVEIRA, et al., 2011).
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Figura 18. Ligacdo de hidrogénio e interacdo entre moléculas de cristais (OLIVEIRA,
etal., 2011).

O espectro de correlagdo heteronuclear — HMQC (Figura 25, pag. 88),
confirmou esses assinalamentos pelas correlagbes com os carbonos em ¢ 63,0 (C-1) e
d¢ 68,0 (C-5) respectivamente. Absor¢des em oy 2,08, 3,22 ¢ oy 2,29, 3,27 ppm foram
atribuidos aos hidrogénios 2H-2 e 2H-4 respectivamente. Essas absorcdes foram
confirmadas pelo espectro HMBC (Figura 33 e 34, pag. 92) que mostrou correlacfes de
H-5 com C-3 a J*e H-4 com C-5 a J* e uma correlagéo de H-2 com C-4 a J°.

— HMBC
No espectro de RMN **C-APT (Figura 21, pag. 86), os deslocamentos quimicos
em d; 64,2 e 75,3 ppm sdo compativeis com alcaloides tropanicos oxigenados nas

posicOes C-3 e C-6 (ZANOLARI et al., 2003 b). A localizacdo desses substituintes foi
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confirmada pelo espectro HMBC (Figura 32, pag. 91), através das correlacdes de H-3
com C-7’ a J* e H-1 com C-6 a J°. Um dubleto em &y 6,85 (J = 16,0) acoplando com o
sinal em oy 7,68 (J = 16,0) foi atribuido aos hidrogénios vinilicos caracteristicos do
grupo cinamoiloxi. O espectro HMBC confirmou esses assinalamentos através da
correlacdo entre o sinal em 8y 6,29 (H-a) e 7,68 (H-b) a J*° com o sinal em &¢ 165,5 (C-
7°) (Figura 31, pag. 91). A localizacdo dos substituintes foi determinada através da
correlagdo entre o sinal em 8H 7,93 (H-2” ¢ H-6) a J* com o sinal em §. 165,5 (C-7")
(Figura 32, pag. 91).

No espectro de RMN *H, o tripleto largo (tl) referente ao sinal de H-3 em &y
5,33 ppm (J = 5,0 Hz), indicou orientacdo a do substituinte em C-3. Por outro lado, 0
duplo dubleto (dd) em 64 6,04 ppm (J = 3,0 e 8,4 Hz) foi atribuido ao hidrogénio H-6, a
auséncia de acoplamento desse hidrogénio com o hidrogénio vicinal H-5, justifica sua
multiplicidade e define a orientacdo £ do substituinte em C-6 (ZANOLARI et al., 2003
b). Na regido de hidrogénios aromaticos o duplo dubleto com deslocamento quimico em
oy 7,93 (J = 1,5 e 8,5 Hz) com integracdo para dois hidrogénios, foi atribuido aos
hidrogénios H-2’’ ¢ H-6’" e um singleto com integral para dois hidrogénios em dy 6,85
foi atribuido a H-2’ e H-6". Ja os tripletos em oy 7,47 (J = 8,0 Hz) e 6y 7,62 (J = 8,0 Hz)
com integral para trés hidrogénios foram atribuidos a H-3’/ H-5 e H-4”
respectivamente. Os dados de RMN de *H e *3C uni e bidimensionais de EC-3 est&o
compilados na Tabela 1 (pag. 84). A partir desses dados e comparacao com a literatura,
foi possivel identificar EC-3 como sendo o cloreto 30—(3°,4’,5” trimetoxicinamoiloxi)-
6p-benzoiloxitropano, alcaloide descrito pela primeira vez na literatura. (CHAVES et
al., 2002; MUHTADI, AL-BADR, 1986).

CH3 -
cl
H_ N/
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Tabela 1. Dados de RMN de H* e C*® uni e bidimensionais em CDClz a 500 MHz e 125

MHz de EC-3.

EC-3 MODELO
HMQC 'H X H MODELO

Posicdo & *C o'H HMBC COSY  CHAVES (2002)
1 63,0 4,03 (dl, J=5,5) N-CHs H-7 60,0
2 34,0 2,08 eq (dl, J = 16,0), 3,22 ax (sl) H-4, H-7 34,6
3 64,2 5,33 (tl, J = 5,0) H-1, H-5 67,0
4 328  2,29eq(dl, J=16,0), 3,27 ax (tl, J = 4,0) H-2 33,2
5 68,0 4,00 (sl) N-CHg, H-4, H-7 H-6 65,7
6 75,3 6,04 (dd, J=3,0e8,4) H-1 H-7 80,1
7 352 2,47 ax (dd, J=5,0 e 14,5), 3,15 eq (m) 36,5
N-CHs; 40,6 3,06 (5) 40,1

N-H 13,00
a 116,1 6,29 (d, J = 16,0) H-b H-b 117,4
b 146,2 7,68 (d, J=16,0) H-2’, H-6° H-a 145,3
ik 1286 e 129,8
2’e6 1057 6,85 (5) H-b 105,4
3es5 15835 H-b, H-2°, O-CHs 153,3
4 1406 H-2’, H-6° 140,0
7 1650 e H-a, H-b, H-3 165,9
1 129,3 H-2, H-6" H-3> 130,3
27e6” 1294 7,93 (t, J = 8,0) H-4" H-2> 129,5
37e5” 1288 7,47 (t, 3 =8,0) H-5" 128,3
47 134,0 7,62 (t, J = 8,0) H-2", H-6"’ 133,0
77 1655 H-2", H-6"’ 166,4
m- 56,2 3,90 (s) 56,2
OCHj

p-OCH; 60,9 3,86 (9) 60,9
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Figura 19. Espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CDCls) de EC 3.

Figura 20. Expansdo do espectro de RMN C-APT (125 MHz, CDCl;) de EC 3 na
regido entre o¢ 165,0-100,0 ppm.
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Figura 21. Expanséo do espectro de RMN **C-APT (125 MHz, CDCl;) de EC 3 na
regido entre o¢ 75,0-30,0 ppm.

Figura 22. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de EC 3.
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Figura 23. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de EC 3 na regi&o
entre &y 8,0-5,2 ppm.

Figura 24. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de EC 3 na regio
entre &y 4,2-2,0 ppm.
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Figura 25. Espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCl;3) de EC 3.

Figura 26. Expansdo do espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCl3) de EC 3 na regido
de (6,0 — 8,2 ppm) x (105,0 — 145,0 ppm).

88



Figura 27. Expanséo do espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCls;) de EC 3 na regido
de (7,3 - 8,1 ppm) x (126,0 — 148,0 ppm).

Figura 28. Expansdo do espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCl3) de EC 3 na regido
de (1,8 - 6,2 ppm) x (25,0 — 80,0 ppm).
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Figura 29. Espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCI;) de EC 3.

Figura 30. Expansdo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3,) de EC 3 na regido
de (5,2 - 8,2 ppm) x (105,0 — 170,0 ppm).
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Figura 31. Expansdo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3,) de EC 3 na regido
de (7,1 - 8,1 ppm) x (130,0 — 170,0 ppm).

Figura 32. Expansédo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCls,) de EC 3 na regido
de (3,5 - 8,0 ppm) x (100,0 — 170,0 ppm).
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Figura 33. Expansédo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCls3,) de EC 3 na regido
de (2,9 - 4,3 ppm) x (54,0 — 76,0 ppm).

Figura 34. Expanséo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCls,) de EC 3 na regido
de (2,0 — 5,4 ppm) x (30,0 — 75,0 ppm).
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Figura 35. Espectro COSY (500 MHz, CDCl3) de EC 3.
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Figura 36. Expansao do espectro COSY (500 MHz, CDCl3) de EC 3 na regido de (6,0 —
8,0 ppm) x (6,0 — 8,0 ppm).
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Figura 37. Expanséo do espectro COSY (500 MHz, CDCl3) de EC 3 na regido de (2,0 -
6,5 ppm) x (2,0 - 6,5 ppm).
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8.1.2 Identificacdo Estrutural de EC-4

No espectro de RMN **C — APT em DMSO a 125 MHz (Figura 38, pag. 99)
devido a pequena quantidade foi possivel observar 17 sinais. Destes, 2 sdo carbonos
metinicos sp?, 4 metinicos sp*, 2 metilénicos sp*, 4 ndo-hidrogenados, 2 sinais para
metoxilas de sistema aromatico. Os deslocamentos quimicos dos carbonos em ¢ 67,5 €
74,7 (oximetinicos) e 6¢c 59 e 67,4 (metinicos, ligado a nitrogénio) (Figura 40, pag.
100), além dos deslocamentos quimicos dos carbonos metilénicos sp® em ¢ 33,0 e 31,6
sdo compativeis, com os dados descritos na literatura para o esqueleto de alcaloides
tropanicos dioxigenados (CHAVEZ, et al, 2002).

CHs;

/
N

Anel tropanico

Absor¢des em d¢c 55,7 e 55,4 foram atribuidos a carbonos metoxilicos de anéis
aromaticos. Na regido de hidrogénios de sistema aromatico (Figura 42 pag. 101) o duplo
dubleto com deslocamento quimico em oy 7,57 ppm com um (J = 2,0 e 8,5) foi
atribuido a H-6" e dois dubletos em oy 7,44 (J = 2,0) e 7,12 ppm (J = 8,5), foram
atribuidos a H-2’ e H-5" respectivamente. Esse conjunto de sinais permitiram

caracterizar o substituinte 3’, 4’ dimetoxibenzoiloxi no anel tropano.
O _ 0

OCHj
OCH;

3.4’ dimetoxibenzoiloXi
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O espectro de RMN *H a 500 MHz em DMSO (Figura 41, pag. 100) mostrou
sinais em oy 3,39 e 3,42 ppm, compativeis com os hidrogénios H-1 e H-5 de alcaloides
tropanicos.

[ -

3,4
(CHAVEZ et al, 2002).

No espectro de RMN **C — APT (Figura 38, pag. 99), os deslocamentos
quimicos em ¢ 67 € 74,7 ppm sdo compativeis com alcaloides tropanicos oxigenados
nas posicdes C-3 e C-6 (ZANOLARI et al, 2003).

No espectro de RMN *H (Figura 42, pag. 101), o tripleto largo (tl) referente ao
sinal de H-3 em &y 5,05 ppm (J = 4,5 Hz), indicou a orientagdo o para o substituinte em
C-3. Por outro lado, o duplo dubleto (dd) em oy 4,52 ppm (J = 3,0 e 7,5 Hz) foi
atribuido ao hidrogénio H-6, a auséncia de acoplamento desse hidrogénio com o
hidrogénio vicinal H-5, justifica sua multiplicidade e define a orientagdo S do
substituinte em C-6 (ZANOLARI et al, 2003 b). Os dados de RMN *H e *C estdo
compilados na Tabela 2 (pag. 96).

A partir desses dados e comparacao com a literatura, foi possivel identificar EC—-

4 como sendo o alcaloide 3a- (3°,4° dimetoxi)-6[3-hidroxinortropano.

97



7
I
0]

&

EC 4 - 3a- (3°,4” dimetoxi)-6B-hidroxitropane

Modelo

Tabela 2. Dados de RMN de H* e C** em DMSO-Dg a 500 MHz e 125 MHz de EC 4.

EC 4 Modelo
(YAGUDAEYV, 1986)
Posicdo  8°°C o'H o°C
1 59,3 3,27 (sl) 59,1
2 330 1,68eq(dl, J=15,0),2,12 ax (m) 35,8
3 67,4 5,04 (tl, J = 4,5) 67,0
4 33,0 2,09eq(dl,J=15,0), 2,41 ax (m) 35,8
5 59,3 3,32 (sl) 59,1
6 74,7 4,53 (dd, J=3,0e7,5) 25,1
7 31,6 1,57 eq(dl, J=15,0),1,92 ax (m) 25,1
| 1223 - 122,7
2’ 111,6 7,44 (d,J=2,0) 1224
3 148,5 - 111,3
4 152,9 --- 152,2
5’ 7,12 (d, J = 8,5) 148,0
6’ 1113 7,57 (dd, J=2,0e 8,0) 109,8
K 164,7 - 164,3
m-OCH; 55,7 3,83 (5) 55,1
p-OCH; 554 3,81 (s) 55,0
N-H 8,25
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Figura 38. Espectro de RMN **C-APT (125 MHz, DMSO) de EC 4.

Figura 39. Expansdo do espectro de *C-APT (125 MHz, DMSO) de EC 4 na regio
entre 8y 170-100 ppm.
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Figura 40. Expansdo do espectro de *C-APT (125 MHz, DMSO) de EC 4 na regio
entre &4 80-20 ppm.

Figura 41. Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO) de EC 4.
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Figura 42. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO) de EC 4 na regio
entre dy 8,6-3,6 ppm.

Figura 43. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO) de EC 4 na regio
entre oy 4,0-1,2 ppm.
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Erythroxylum revolutum
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8.2 IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE
E. REVOLUTUM

8.2.1 ldentificacdo estrutural de ER-1

A substéancia codificada como ER-1 foi isolada na forma de um 6leo incolor,
soluvel em cloroférmio.

No espectro de RMN **C — APT (Fig. 44, P4g. 106) observou-se a presenca de
19 sinais correspondentes a 20 atomos de carbono. Destes, 4 foram atribuidos a
carbonos ndo hidrogenados, 3 a carbonos metinicos, 10 a carbonos metilénicos e 3 a
carbonos metilicos. Os sinais de carbonos metinicos em d. 56,0, 56,2 e 44,0 ppm, apos
comparacdo com a literatura (YANG et al, 2002) permitiu sugerir um esqueleto
carbénico para diterpenos tetraciclico do tipo caurano.

O deslocamento quimico em o&; 102,7 ppm (C-H;), juntamente com o
deslocamento quimico em d; 156,1 ppm (Fig. 45, P4g. 106) infere uma dupla terminal
em C-16 .

No espectro de RMN *H observou-se um envelope de sinais na regido de 80,72
a 2,1 ppm (Fig. 47, pag. 107) com multiplicidades resolvidas e ndo resolvidas.
Constatou-se a presenga de 3 singletos em 640,75, 0,95 e 1,00 ppm (Fig. 48, pag. 108),
correspondentes a trés metilas.

O sinal em 6y 2,61 (1H, sl) (Fig. 48, pag. 108) foi atribuido ao hidrogénio H-13

de esqueleto do tipo caurano.
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Comparagdo dos dados de RMN *H e *3C de ER-1 com a literatura, possibilitou
identificad-la como ent-cauran-16-eno. Os demais dados estdo compilados na Tabela 3
(Pég. 105).
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Tabela 3. Dados de RMN de **C em CDCIl; a 500 MHz de ER-1.

ER 1 MODELO
ER 1 MODELO
PACHECO (2009)

C 6 3C 6 °C

1 41,2 41,3

2 18,6 18,7

3 42,0 42,0

4 33,2 33,3

5 56,2 56,1

6 20,2 20,3

7 40,4 40,4

8 44,2 44,2

9 56,0 56,1

10 39,3 39,3

11 18,1 18,1

12 31,9 33,3

13 44,0 44,2

14 39,8 39,9
15 49,1 49,2
16 156,1 156,0
17 102,7 102,8
18 33,6 33,7
19 21,6 21,7
20 14,1 17,6

105



Figura 44. Espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CDCl5) de ER 1.

Figura 45. Expanséo do espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CDCl;) de ER 1 na
regido entre dy 155,0-45,0 ppm.
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Figura 46. Expanséo do espectro de RMN **C-APT (125 MHz, CDCls) de ER 1 na
regido entre oy 42,0-14,0 ppm.

Figura 47. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de ER 1.
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Figura 48. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de ER 1 na regi&o
entre d4 2,9-0,3 ppm.
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8.2.2. Identificacéo estrutural de ER-2

A substéancia codificada como ER-2 foi isolada na forma de um 6leo incolor,
soluvel em cloroformio.

No espectro de RMN *3C — APT (Fig. 49, pag. 111) observou-se a presenca de
20 sinais correspondentes a 20 atomos de carbono. Destes, 4 foram atribuidos a
carbonos ndo hidrogenados, 3 a carbonos metinicos, 9 a carbonos metilénicos e 4 a
carbonos metilicos. Os sinais de carbonos metinicos em & 55,5, 57,2 e 145,1 ppm, ap6s
comparagdo com a literatura (ONO et al.,, 2002) permitiu sugerir um esqueleto
carbonico para diterpenos biciclicos do tipo labdano.

No espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) (Fig. 52, pag. 112) observou-se um
envelope de sinais na regido de 6y 2,40 a 0,65 ppm com multiplicidade ndo resolvidas.
Observou-se a presenca de 4 singletos em 6y 1,25, 0,84, 0,77 e 0,65 ppm correspondente
a quatro metilas (Fig. 54, pag. 113). A analise do espectro de RMN *H permitiu
indificar a existéncia de hidrogénios ligados a carbonos olefinicos em 6y 5,89 (1H, dd, J
=17,5¢e 11,0 Hz), 5,20 (1H, dd, J =1,0 e 17,5 Hz) € 5,04 (1H, dd, J = 1,0 e 10,5 Hz),
sinais de hidrogénios ligados a carbonos olefinicos em dy 4,78 (1H, d, J = 1,5 Hz) e
4,45 (1H, d, J = 1,5 Hz) (Fig. 53, pag. 113).

A determinacdo da série normal foi estabelecida por comparacdo com dados da
literatura do deslocamento quimico da metila C-20 (ONO, et al., 2002;
BUCKWALTER, et al., 1975), a qual foi atribuido a ER 2 deslocamento ¢ 14,4 ppm.

(BUCKWALTER, et al., 1975) (ONO, et al., 2002)

As demais multiplicidades e deslocamentos quimicos estdo compilados na
Tabela 4 (pag. 110). Apos analise dos dados espectrais, determinou-se ER-2 como um
diterpenos da série labdano 13-hidroxi-8(17),14-labdadieno (Manool).
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Tabela 4. Dados de RMN de **C em CDCI; a 500 MHz de ER-2.

ER 2 MANOOL
ER 2 Manool (BUCKWALTER, 1975)
C 8 °C 8 °C
1 39,1 39,0
2 19,3 19,3
3 42,2 421
4 335 33,5
5 55,5 55,5
6 24.4 24,4
7 38,3 38,3
8 148,7 148,4
9 57,2 57,2
10 39,8 39,8
11 17.6 17,6
12 41,3 41,3
13 73,6 73,4
14 1451 1449
15 1115 111,3
16 28,0 27,9
17 106,2 106,2
18 21,7 21,7
19 33,6 33,5
20 14,4 14,4
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Figura 49. Espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CDCls) de ER 2.

Figura 50. Expanséo do espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CDCl;) de ER 2 na
regido entre oy 150,0-55,0 ppm.
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Figura 51. Expanséo do espectro de RMN **C-APT (125 MHz, CDCls) de ER 2 na
regido entre oy 42,0-14,0 ppm.

Figura 52. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl5) de ER 2.
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Figura 53. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de ER 2 na regio
entre d4 6,0-4,4 ppm.

Figura 54. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de ER 2 na regido
entre dy 2,4-0,3 ppm.
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8.2.3 ldentificacdo estrutural de ER-3

A substéncia codificada como ER-3 foi isolada na forma de um p6 amorfo
branco, [a]p + 0,174, soltvel em cloroférmio e com ponto de fusdo 138-140 °C.

O espectro de IV obtido em KBr (Fig. 55, Pag. 117) mostrou absorcdo em 3446
cm e 3023 cm ™ caracteristico de estiramento de hidroxila.

No espectro de RMN **C APT (125 MHz, CDCls), (Fig. 56, Pag. 117) observou-
se a presenca de 20 sinais correspondentes a 20 atomos de carbono. Destes, 4 foram
atribuidos a carbonos ndo hidrogenados, 4 a carbonos metinicos, 9 a carbonos
metilénicos e 3 a carbonos metilicos. Os sinais de carbonos metinicos em d¢ 55,2, 55,9 e
43,9 ppm, ap6s comparacdo com a literatura (P10ZZ1,1980) permitiu sugerir um
esqueleto carbénico de diterpenos tetraciclicos do tipo caurano.

Comparando os deslocamentos quimicos de ER-3 com ER-1, observou-se a
presenga do sinal em d¢ 79,0 ppm indicando a presenca de carbono oximetinico em C-3.
A insercdo de um grupo hidroxila em C-3 foi confirmada através da correlagdo
heteronuclear — HMBC (Fig. 69, pag. 124) a trés ligacGes de C-3 com os hidrogénios
metilicos H-18 e H-19. Isso é corroborado pelo efeito de protecdo sobre as metilas C-
18 e C-19 que em ER-1 absorve em d¢ 21,6 e 33,6 ppm e em ER-3 absorve em 6¢c 17,5
e 28,3 ppm (Fig. 58, pag. 118) respectivamente. O deslocamento quimico em &¢ 79,0

ppm (C-3) infere a orientacdo alfa axial do grupo hidroxila.

ER-3 ent-cauran-15-en-3g,17-diol
(BANDARA, 1988)

No espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) (Fig. 59, pag. 119) observou-se um
envelope de sinais na regido de oy 2,03 a 0,75 ppm com multiplicidade ndo resolvidas.

Observou-se a presenga de 3 singletos em oy 1,00, 0,95 e 0,75 ppm correspondente a
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trés metilas, e um singleto largo em 2,62 que foi atribuido a H-13, corroborando com a
proposicao de caurano 16-en. As demais multiplicidades e deslocamentos quimicos dos
hidrogénios estdo compilados na Tabela 5 (pag. 116).

No espectro de correlagdo *H x *C — HMQC (500 e 125 MHz, CDCls) (Fig. 62,
pag. 120) e suas expansdes, pode-se verificar correlacbes diretas entre os hidrogénios
em oy 0,75 com d¢ 55,2, 64 1,02 com 6¢ 55,9 e oy 2,62 com d¢ 43,9 (Fig. 63, pag. 121),
atribuindo-os a C-5, C-9 e C-13, respectivamente. Deslocamentos quimicos em dy 3,13,
1,00, 0,95 e 0,75, ppm mostraram correlagdes com d¢ 79,0, 15,4, 28,3, ¢ 17,5 ppm (Fig.
63 e 64, pag. 121) sendo atribuidos a C-3, C-18, C-19 e C-20. As demais correlacdes
estdo compiladas na Tabela 5 (pag. 116).

No espectro de correlagdo *H x **C — HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) (Fig. 65,
pag. 122) e suas expansdes observamos correlacbes dos hidrogénios em 6y 1,00 (s),
CH3-20, com o carbono em &c 55,9, ppm (Fig. 70, pdg. 124), atribuindo-o a C-9.
Correlagdes dos hidrogénios em 6y 1,02 (s), CH-9 com os carbonos em &¢ 38,6, 38,8 e
49,0 ppm (Fig. 70, pag. 124), atribuindo-os a C-7, C-8 e C-15 respectivamente. Uma
correlag@o do sinal em 6y 2,03 ppm (H-15) com 8¢ 155,8 ¢ 103,0 ppm ¢ 6y 4,72 (H-17)
com d¢ 43,9 (C-13), confirmaram as atribuigdes feitas para estes carbonos. A posic¢éo da
hidroxila em C-3 foi confirmada através da correlagdo oy 3,13 ppm com d¢ 15,4 (C-18)
e 28,3 (C-19) respectivamente (Fig. 71, pag. 125).

No espectro de correlagdo *H x 'H gCOSY (500 MHz, CDCls) (Fig. 73 a 74,
pag. 126 a 127) o sinal em éy 3,13 ppm (H-3) mostrou relagdo com o sinal em oy 1,62
ppm (Fig. 75, pag. 128), sendo portanto esse ultimo atribuido a H-2.

Apols analise dos dados espectrais e comparagdo com dados da literatura

determinou-se ER-3 como sendo ent-caur-16-en-3-ol.
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Tabela 5. Dados de RMN de *H e *3C uni e bidimensionais em CDCl; a 500 MHz e 125
MHz de ER-3.

ER 3 P10ZZI (1980)
HMQC HMBC | COsYy | P1OZZI (1980)
cC &°C o ™H Sc X 8n S X Sy 6 °C
1 411 1,48 (m) 38,7
2 273 1,62 (m) C-3, C-10 H-3 27,6
3 79,0 3,13(dd,J=50¢€11,0) C-18, C-19 H-2 80,6
4 440 0 42,7
5 55,2 0,75 (sl) C-18, C-19, C-20 55,8
6 18,2 1,68 (m) H-7 20,1
1,54 (m)

7 386 1,82 (m) H-6 41,3
1,84 (m)

8 388 - 43,9

9 559 1,02 (sl) C-7, C-8, C-15, C-20 H-11 55,8

10 390 - 39,6

11 20,0 1,58 (m) C-13 18,3
1,54 (m)

12 332 1,56 (m) 33,0
1,43 (m)

13 439 2,62 (sl) 43,9

14 397 1,94 (d, J=10,0) C-8, C-15, C-16 38,5
1,10 (m)

15 49,0 2,03 (sl) C-9, C-16, C-17 48,8

16 1558 - 155,4

17 1030 4.72 (sl) C-13,C-15 103,1
4,73 (sl)

18 154 0,75 (s) C-3,C-4 22,8

19 283 0,95 (s) C-3,C-4 64,3

20 175 1,00 (1) C-9 18,3
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Figura 55. Espectro de IV em pastilhas de KBR de ER 3.

Figura 56. Espectro de RMN **C-APT (125 MHz, CDCl5) de ER 3.
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Figura 57. Expansdo do espectro de RMN ~C-APT (125 MHz, CDCls) de ER 3 na
regido entre oy 160,0-45,0 ppm.

Figura 58. Expanséo do espectro de RMN C-APT (125 MHz, CDCls) de ER 3 na
regido entre dy 45,0-15,0 ppm.
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Figura 59. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl5) de ER 3.

Figura 60. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de ER 3 na regido
entre &y 4,8-1,8 ppm.
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Figura 61. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de ER 3 na regio
entre oy 1,7 — 0,6 ppm.

Figura 62. Espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCI;) de ER 3.
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Figura 63. Expansdo do espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCl3) de ER 3 na regido
de (0,5 - 2,8 ppm) x (35,0 — 60,0 ppm)

Figura 64. Expansdo do espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCl3) de ER 3 na regido
de (0,5-2,0 ppm) x (12,0 — 34,0 ppm).
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Figura 65. Espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCI;) de ER 3.

Figura 66. Expansao do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDClI3) de ER 3 na regiao
de (0,5-5,4 ppm) x (10,0 — 110,0 ppm).
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Figura 67. Expansao do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) de ER 3 na regido
de (0,5 - 2,2 ppm) x (150,0 — 70,0 ppm).

Figura 68. Expansao do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCI3) de ER 3 na regido
de (0,7 - 1,9 ppm) x (76,0 — 82,0 ppm).
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Figura 69. Expansdo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCls3) de ER 3 na regido
de (0,6 — 4,8 ppm) x (15,0 — 60,0 ppm).

Figura 70. Expansao do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) de ER 3 na regido
de (0,5 - 2,3 ppm) x (15,0 — 60,0 ppm).
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Figura 71. Expanséo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de ER 3 na regido
de (3,1 - 3,2 ppm) x (13,0 — 30,0 ppm).

Figura 72. Expansao do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) de ER 3 na regiao
de (0,7 — 2,1 ppm) x (14,0 — 36,0 ppm).
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Figura 73. Espectro COSY (500 MHz, CDCI;) de ER 3.
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Figura 74. Expansao do espectro COSY (500 MHz, CDCl3) de ER 3 na regido de (0,5 —
5,0 ppm) x (0,5 5,0 ppm).
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Figura 75. Expansao do espectro COSY (500 MHz, CDCl3) de ER 3 na regido de (0,5 -
3,2 ppm) x (0,5 - 3,2 ppm).
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8.2.4 ldentificacdo estrutural de ER-4

A substéncia codificada como ER-4 foi isolada na forma de um p6 amorfo
branco, [a]p - 0,023, soltvel em cloroférmio e com ponto de fusdo 238-240 °C.

O espectro de IV obtido em KBr (Fig. 76, pag. 132) mostrou absorcdo em 3479
cm " caracteristico de estiramento de hidroxila.

No espectro de RMN **C APT (125 MHz, CDCly), (Fig. 77, pag. 132) observou-
se a presenca de 20 sinais correspondentes a 20 atomos de carbono. Destes, 5 foram
atribuidos a carbonos ndo hidrogenados, 3 a carbonos metinicos, 8 a carbonos
metilénicos e 4 a carbonos metilicos. Os sinais de carbonos metinicos em ¢ 55,2, 56,1 e
144,9 ppm, apds comparacdo com a literatura (ANSELL et al., 1993) permitiu sugerir
um esqueleto carbdnico de diterpenos biciclicos do tipo labdano.

No espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) (Fig. 81, pag. 134) observou-se um
envelope de sinais na regido de 6y 2,60 a 0,82 ppm com multiplicidade ndo resolvidas.
Observou-se a presenga de 4 singletos em oy 1,25, 1,07, 0,99 e 0,83 ppm correspondente
a quatro metilas (Fig. 84, pag. 136). A anélise do espectro de RMN *H indicou a
existéncia de hidrogénios ligados a carbono monosubstituidos em &y 5,89 (1H, dd, J =
17,5 e 11,0 Hz), 5,21 (1H, d, J = 17,0 Hz) e 5,06 (1H, d, J = 11,5 Hz), sinais de
hidrogénios ligados a carbono olefinicos em 6y 4,86 (S) e 4,55 (s) (Fig. 82, pag. 135).
As demais multiplicidades e deslocamentos quimicos estdo compilados na Tabela 6
(pag. 131).

No espectro de correlacdo *H x *C — gHMQC (500 e 125 MHz, CDCl3) (Fig.
85-89, pag. 136-138) e suas expansdes, pode-se verificar correlacdes diretas entre os
hidrogénios em 6y 1,55, 1,58 e 5,89 ppm com os carbonos em d¢ 55,2; 56,1 e 144,9 ppm
(Fig. 86, pag. 137), atribuindo-os a C-5, C-9 e C-14, respectivamente. Deslocamentos
quimicos em 6y 1,25, 0,93, 1,07 ¢ 0,83 ppm mostraram correlagdes com dc 28,2, 21,6,
26,0 e 13,9 ppm (Fig. 87, pag. 137) sendo atribuidos a C-16, C-18, C-19 e C-20. As
demais correlagcfes estdo compiladas na Tabela 6 (pag. 131).

No espectro de correlagdo *H x *C — gHMBC (500 e 125 MHz, CDCls) e suas
expansdes (Fig. 90-94, pdg. 139-141) observamos correlagdes dos hidrogénios em oy
0,83 (s), CH3-20, com os carbonos em o¢ 37,6, 55,2, 56,1 e 40,0 ppm (Fig. 94, pag.
141), atribuindo-os a C-1, C-5, C-9 e C-10, correlagdes do hidrogénio em oy 1,25 (S),
CH3-16 com os carbonos em &¢c 41,1, 73,5 e 144,6 ppm (Fig. 90 e 92, pag 139 e 140),
atribuindo-os a C-12, C-13 e C-14 respectivamente, juntamente com a correlagcdo dos
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sinais em oy 4,86 e 4,55 ppm (Fig. 92, pag. 140), CH2-17 com o carbono em &¢c 37,8
ppm atribuindo-o a C-7, confirmaram as atribui¢bes feitas para estes carbonos. A
posicdo da carbonila em C-3 foi confirmada através da correlagdo dos sinais em 6y 0,93
e 1,07 ppm com ¢ 217,0 (Fig. 91, pag. 139).

No espectro de correlagdo ‘H x *H gCOSY (500 MHz, CDCls) (Fig. 95, pag.
142) o sinal em dy 5,21 e 5,06 ppm (H-15) mostrou correlagao com o sinal em 6y 5,89
ppm (Fig. 97, pag. 144), sendo portanto esse ultimo atribuido a H-14.

Apds analise dos dados espectrais e comparacdo com a literatura determinou-se
ER-4 como sendo o ent-3-0x0-13-hidroxi-8(17),14-labdadieno.
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Tabela 6. Dados de RMN de *H e *3C uni e bidimensionais em CDCl; a 500 MHz e 125
MHz de ER-4.

3-0OXO (-)-MANOOL

ANSELL
HMQC HMBC COSY (1993)
C 6 13C 6 1H 8CX 8H 8H X 8H 6 13C
2,01 (m)
1 37,6 2.07 (m) - 37,6
2,34 (m)
2 347 237 (m) - 34,7
3 2170 - 216,8
4 4717 ] 477
5 552 1,55 (m) - 55,3
1,68 (m)
6 250 160 (m) - 25,1
2,37 (m)
7 378 242 (m) - 37,9
8 1473 - 147,3
9 561 1,58 (m) - 56,2
10 40,0 - 39,5
11 18,2 - 18,2
1,71 (m)
12 411 1.72 (m) - 41,2
13 735 2,62 (sl) - 734
14 1449 5,89 (dd, J;=11,0; J,=17,5 Hz) - H-15 145,1
5,21 (d, J=17,0 Hz)
15 1118 5,06 (d. J=11.5 Hz) C-13 H-14 111,7
16 282 1,25 () C-12, C-13, C-14 28,2
4.86 (s)
17 107,6 455 (9 C-7,C-9 107,6
18 26,0 1,07 (s) C-3,C-4,C-5,C-19 26,0
19 21,6 0,93 (s) C-3,C+4,C-5,C-18 21,7
20 13,9 0,83 (s) C-1, C-5, C-9, C-10 14,0
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Figura 76. Espectro de IV em pastilhas de KBR de ER 4.

Figura 77. Espectro de RMN **C-APT (125 MHz, CDCl5) de ER 4.
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Figura 78. Expansdo do espectro de RMN C-APT (125 MHz, CDCls) de ER 4 na
regido entre &y 220-105 ppm.

Figura 79. Expansdo do espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CDCl;) de ER 4 na
regido entre oy 75-30 ppm.
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Figura 80. Expanséo do espectro de RMN C-APT (125 MHz, CDCls) de ER 4 na

regido entre oy 32-13 ppm.

Figura 81. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl5) de ER 4.
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Figura 82. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de ER 4 na regio
entre &y 6,0-3,5 ppm.

Figura 83. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de ER 4 na regio
entre dy 2,6-1,3 ppm.
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Figura 84. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de ER 4 na regio
entre oy 1,3-0,7 ppm.
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Figura 85. Espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCI;) de ER 4.
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Figura 86. Expansdo do espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCl3) de ER 4 na regido
de (0,5 - 6,0 ppm) x (10,0 — 150,0 ppm).

Figura 87. Expansédo do espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCI;) de ER 4 na regido
de (0,7 — 1,6 ppm) x (13,0 — 30,0 ppm).
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Figura 88. Expansdo do espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCl3) de ER 4 na regido
de (1,4 - 3,8 ppm) x (32,0 — 58,0 ppm).

Figura 89. Expansdo do espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCls) de ER 4 na regido
de (4,3 5,4 ppm) x (110,0 — 120,0 ppm).
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Figura 90. Espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCI;) de ER 4.

Figura 91. Expansdo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCls;) de ER 4 na regido
de (0,7 — 1,3 ppm) x (211,0 — 222,0 ppm).
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Figura 92. Expansdo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCls3) de ER 4 na regido
de (0,8 — 4,8 ppm) x (10,0 — 75,0 ppm).

Figura 93. Expansdo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCls3) de ER 4 na regido
de (2,6 — 5,3 ppm) x (75,0 — 35,0 ppm).
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Figura 94. Expansdo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCls3) de ER 4 na regido
de (0,7 — 1,7 ppm) x (55,0 — 15,0 ppm).
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Figura 95. Espectro COSY (500 MHz, CDCI;) de ER 4.
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Figura 96. Expansao do espectro COSY (500 MHz, CDCls) de ER 4 na regido de (0,5 —
7,0 ppm) x (0,5 — 7,0 ppm).

143



Figura 97. Expanséo do espectro COSY (500 MHz, CDCl3) de ER 4 na regido de (4,5 —
7,5 ppm) x (4,5 7,5 ppm).
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Figura 98. Expansao do espectro COSY (500 MHz, CDCl3) de ER 4 na regido de (0,0 —
3,0 ppm) x (0,0 — 3,0 ppm).
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8.2.5 Identificacdo estrutural de ER-5

A substéncia codificada como ER-5 foi isolada na forma de um p6 amorfo
branco, [a]p - 0,025, soltvel em cloroférmio e com ponto de fusdo 177-179 °C.

O espectro de IV obtido em KBr mostrou absor¢do em 3396 cm ™ caracteristico
de estiramento de hidroxila e deformacao axial C-O em 1064 cm ™ (Fig. 99, pag. 149).

No espectro de RMN **C - APT (125 MHz, CDCls), (Fig. 100, pag. 149)
observou-se a presenca de 20 sinais correspondentes a 20 atomos de carbono. Destes, 4
foram atribuidos a carbonos ndo hidrogenados, 3 a carbonos metinicos, 10 a carbonos
metilénicos e 3 a carbonos metilicos. Os sinais de carbonos metinicos em d. 56,1, 56,7 e
45,5 ppm em comparacdo com a literatura (PACHECO et al., 2009) sugerem um
esqueleto carbénico para diterpenos tetraciclicos do tipo caurano.

Comparando os deslocamentos quimicos de ER-5 com ER-1, observa-se
auséncia dos sinais em d¢ 155,8 e 103,0 ppm e a presenca dos sinais em ¢ 81,8 e 66,3
sugerindo uma hidroxila e hidrogénio metilénico (CH,-OH) em C-16 (Fig. 101, péag.
150).

A estereoquimica relativa do centro quiral em C-16 foi determinada por
comparacao com a literatura dos deslocamentos quimicos de C-16 e C-17 (KATAJIMA,
1982), a qual foi atribuido a ER-5 deslocamento &c 81,8 e 66,3 ppm, conferindo

orientagdo f3 para a hidroxila.

No espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) (Fig. 102, pag. 150) observou-se
um envelope de sinais na regido de oy 2,03 a 0,75 ppm com multiplicidade néo
resolvidas. Observou-se a presenga de 3 singletos em oy 0,99, 0,82 e 0,78 ppm
correspondente a trés metilas e um dubleto largo em 2,01 que foi atribuido a H-13 (Fig.
103 e 104, pag. 151). Dois dubletos em 6y 3,76 e 3,65 confirmaram a presenca de um
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grupo CH,-OH em C-16 gerando um ent-cauran-16B, 17-diol. As demais
multiplicidades e deslocamentos quimicos estdo compilados na Tabela 7 (pag. 148).

No espectro de correlagdo *H x *C — gHMQC (500 e 125 MHz, CDCls) (Fig.
105 a 110, pag. 152 a 120) e suas expansdes, pode-se verificar correlacbes diretas entre
0s hidrogénios em 6y 0,82, 0,99 ¢ 2,01 ppm com os carbonos em &¢ 56,1, 56,7 e 45,5
ppm (Fig. 107 e 108, pag 153), atribuindo-os a C-5, C-9 e C-13, respectivamente.
Deslocamentos quimicos em &y 0,78, 0,82 ¢ 0,99 ppm mostraram correlagdes com 3¢
21,5, 33,5 e 17,7 ppm (Fig. 109, pag. 154) sendo atribuidos a C-18, C-19 e C-20. As
demais correlac@es estdo compiladas na Tabela 7 (pag. 148).

No espectro de correlagdo *H x *C — gHMBC (500 e 125 MHz, CDCls) e suas
expansdes (Fig. 111 a 117, pag. 155 a 158) observamos correlacdes do hidrogénio em
31 0,99 (s), CH3-20, com os carbonos em ¢ 56,7 e 44,7 ppm (Fig. 113 e 114, pag. 156),
atribuindo-o a C-8 e C-10. Observou-se uma correlacdo do hidrogénio em 6y 1,58 (s),
CH-7 com o carbono em 8¢ 44,7 ppm (Fig. 114, pag. 156), atribuindo este deslocamento
quimico a C-8. As correlacao dos sinais em &y 2,01 ppm (H-13) e 3,75, 3,76 (H-17) com
d¢c 81,8 ppm, confirmaram a posi¢do do grupo CH,-OH e a atribuigdo feita para o
carbono C-16 (Fig. 112 e 113, pag. 155 e 156).

No espectro de correlacdo *H x *H gCOSY (500 MHz, CDCls) (Fig. 118, pag.
159) o sinal em 6y 1,96 ppm (H-7) mostrou correlagdo com o sinal em 6y 1,56 ppm,
sendo portanto esse ultimo atribuido a H-6 ¢ &4 2,01 ppm (H-12) com &y 1,56, sendo
portanto esse ultimo atribuido a H-13 (Fig. 119, pag. 160).

Apos analise dos dados espectrais e comparagdo com a literatura determinou-se
ER-5 como sendo ent-cauran-16p, 17-diol.
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Tabela 7. Dados de RMN de *H e *3C uni e bidimensionais em CDCl3 a 500 MHz e 125

MHz de ER-5.

ER-5 ENT-KAURAN-168,17-DIOL (MODELO)
MODELO
HMQC HMBC COSY | KATAJIMA (1982)
C 5 °C o ™H Sc X 8n S X Sy 6 °C
1 41,9 1,38 (m) 42,0
1,61 (m)
2 18,2 (m) H-3 18,2
1,60 (m)
3 42,0 1,13 (d, J=5,0 Hz) H-2 42,0
1,49 (d, J=5,0 Hz)
4 332 - 33,4
5 56,1 0,82 (5) C-10 56,1
6 20,4 1,57 (m) H-7 20,5
7 37,2 1,96 (d, J=11,5 Hz) C-8 H-6 37,2
1,58 (m)
8 447 44,0
9 56,7 0,99 (s) C-10 56,7
10 393 0 - 39,4
11 18,5 1,40 (m) 18,3
12 26,3 1,56 (m) H-13 26,3
13 45,5 2,01 (d, J=2,0 Hz) C-15,C-16 H-12 45,5
14 40,3  1,75(d, J=13,0 Hz) 40,4
15 53,4 1,52 (m) C-17 53,4
1,48 (m)
16 81,8 - 81,6
17 66,3 3,76 (d, J=11,0Hz) C-15, C-16, C-13 66,2
3,65 (d, J=11,0 Hz)
18 215 0,78 (5) C-3,C-5 21,5
19 33,5 0,82 (s) C-3,C-5 33,4
20 17,7 0,99 () C-9, C-10 17,7
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Figura 99. Espectro de IV em pastilhas de KBR de ER 5.

Figura 100. Espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CDCls) de ER 5.
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Figura 101. Expansédo do espectro de RMN **C-APT (125 MHz, CDCl5) de ER 5 na
regido entre oy 90-10 ppm.

Figura 102. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de ER 5.
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Figura 103. Expansao do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de ER 5 na regio

entre &y 3,8-1,7 ppm.

Figura 104. Expansédo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl5) de ER 5 na regido

entre oy 1,7-0,5 ppm.
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Figura 105. Espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCI;) de ER 5.

Figura 106. Expansédo do espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCl3) de ER 5 na regido
de (0,5 - 8,0 ppm) x (50,0 — 85,0 ppm).
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Figura 107. Expansédo do espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCls3) de ER 5 na regido
de (0,6 — 3,8 ppm) x (48,0 — 68,0 ppm).

Figura 108. Expansédo do espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCl3) de ER 5 na regido
de (0,7 — 2,0 ppm) x (16,0 — 46,0 ppm).
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Figura 109. Expansédo do espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCls3) de ER 5 na regido
de (0,5-2,1 ppm) x (16,0 — 35,0 ppm).

Figura 110. Expansédo do espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCl3) de ER 5 na regido
de (1,0 — 2,2 ppm) x (35,0 — 47,0 ppm).
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Figura 111. Espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) de ER 5.

Figura 112. Expansédo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCI;) de ER 5 na regido
de (0,5 - 4,0 ppm) x (10,0 — 90,0 ppm).
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Figura 113. Expansédo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCIs;) de ER 5 na regido
de (0,6 — 2,0 ppm) x (50,0 — 85,0 ppm).

Figura 114. Expansédo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDClIs) de ER 5 na regido
de (0,7 — 2,0 ppm) x (32,0 — 47,0 ppm).
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Figura 115. Expansédo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCI;) de ER 5 na regido
de (0,6 — 2,1 ppm) x (15,0 — 50,0 ppm).

Figura 116. Expansédo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDClIs) de ER 5 na regido
de (0,6 — 1,6 ppm) x (30,0 — 48,0 ppm).
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Figura 117. Expansdo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) de ER 5 na regido
de (0,6 — 1,6 ppm) x (17,0 — 28,0 ppm).
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Figura 118. Espectro COSY (500 MHz, CDCl3) de ER 5.
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Figura 119. Expansao do espectro COSY (500 MHz, CDCl3) de ER 5 na regiéo de (0,6
—2,6 ppm) x (0,6 — 2,6 ppm).
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Figura 120. Expanséo do espectro COSY (500 MHz, CDCl3) de ER 5 na regido de (0,5
—4,0 ppm) X (0,5 - 4,0 ppm).
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Erythroxylum subrotundum
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8.3 IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE
E. SUBROTUNDUM

8.3.1 Identificacdo estrutural de ES 1

O espectro de RMN *C-APT (50 MHz, CD;0D) (Fig. 121, pag. 166) de ES 1
apresentou 21 sinais, sendo dez para carbonos nao hidrogenados e cinco metinicos. Sete
sinais referentes a carbonos ndo hidrogenados que sustentam grupos oxigenados, em ¢
179,5, 165,7, 163,1, 159,2, 158,4, 149,7 e 146,3, em conjunto com a presenca de cinco
sinais para carbonos metinicos de sistema aromatico em o¢ 122,9, 116,9, 116,3, 99,7,
94,7, (Fig. 122 e 123, pag. 166 e 167), sugeriram esqueletos de flavona pentasubstituida
para ES 1. A auséncia do sinal em 6C 107,53 (C-3), sugeriu a presenca de substituinte
no carbono 3 de ES 1. O conjunto de sinais em 71,8-73,2 sugere a presenca de unidade
osidica.

O espectro de RMN 'H (200 MHz, CDs;OD) (Fig. 124, pag. 167) de ES 1
mostrou dois dubletos na regido de hidrogénios de sistema aromatico em campo mais
alto, em 6y 6,34 (J=2,0 Hz) e 6,17 (J=2,0 Hz), caracteristicos de hidrogénios H-6 e H-8
de flavonas oxigenadas na posi¢cdo 5 e 7 (HARBORNE, 1994). Dois dubletos em oy
7,32 (1H, J=1,8 Hz) e 6,91 (1H, J=8,2 Hz) e um duplo dubleto em 6y 7,29 (1H, J=9,4 ¢
1,8 Hz) (Fig. 125, pag. 168), poder ser atribuido a um sistema ABX no anel B da
flavona. A auséncia do singleto referente ao H-3 (o4 6,75) em ES 1 reforcou a proposta
de existéncia de substituinte nesta posicdo, sugerindo para ES 1 como sendo uma
flavona 3,5,7,3”,4’-pentasubstituida. O singleto largo em oy 5,32, o duplo dubleto em
3,74 (J=9,0 e 3,6 Hz), os multipletos em &H 3,32 e 3,41, bem como o dubleto em &y
0,94 (J=5,6) (Fig. 126, pag. 168), permitiram identificar a ramnose ligada a C3 da
flavona.

No espectro HMQC (Figuras 133 a 136, pag. 172 a 173), observou-se
correlagdes dos sinais em oy 6,17 (H-6) com &¢ 99,8 ¢ de oy 6,33 (H-8) com 6¢c 94,7
ppm confirmando as atribuicbes de C-6 e C-8 do anel A da flavona. Observaram-se
correlagdes de oy 6,90 (H-5%) com 6¢ 116,3, de 6y 7,29 (H-6") com d¢c 122,9 ¢ oy 7,32
(H-2”) com 116,9 confirmando as atribuigdes. Observou-se ainda correlagao do sinal em
oy 0,93 (H-6”) com ¢ 17,6 e de oy 5,33 (H-17) com &c 103,4 confirmando
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respectivamente a metila e o carbono anomérico da raminose (BELTRAME et al.,
2001). As demais correlacdes estdo compiladas na Tabela 8 (pag. 165).

No espectro HMBC (Figuras 128 a 132, pag. 169 a 171), foi possivel determinar
as correlagdes de oy 6,17ppm (H-6) e 6,33 (H-8) com 165,7 que foi atribuida ao C-7.
Observou-se as correlacdes de 6,17 (H-6) com 163,0 sendo atribuido a C-5. Observou-
se ainda correlacdo de 6,33 (H-8) com 158,4 que foi atribuido a C-9, assinalando todos
os carbonos do anel A da flavona. Ainda nesse espectro as correlagdes de 7,32 (H-2") e
7,29 (H-6’) com d¢ 159,2 que foram atribuidas a C-2. A correlagdo de 6y 7,29 com ¢
149,6 que foi atribuido a C-4’. A correlagdo observada em &y 5,33 com oc 136,1
confirma a unidade osidica em C-3. As demais correlagGes estdo compiladas na Tabela
8 (pag. 165) (BELTRAME et al., 2001).

No espectro COSY (Figuras 137 e 138, pag. 174 e 175), foi possivel observar
correlagdes dos sinais em oy 6,17 (H-6) com 6,33 (H-8), confirmando o anel A 5,7
substituido. Correlagdes de oy 7,32 (H-2’) com 6y 7,28 (H-6"), 6,92 (H-5") com 7,28
(H-6) e de 7,28 (H-6") com 7,32 (H-2") e 6,92 (H-5") confirmou o sistema ABX para o
anel B da flavona.

Apds analise dos dados de RMN 1D e 2D e comparacdo com a literatura, foi

possivel identificar ES 1 como sendo Quercetina-3-O-a-L-raminosideo.
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Tabela 8. Dados de RMN de *H e **C uni e bidimensionais em CDs;0D a 500 MHz e 50

MHz de ES-1.

OH

OH

ES1 MODELO (BELTRAME et al., 2001)
ES1 MODELO
HMQC HMBC CosY

C & 3 8c X 8n 81X 3n 3¢

2 1592 H-2", H-6’ 158,8
3 1361 H-17 136,4
4 1795 179.9
5 1630 163,5
6 998  6,17(d, J=20Hz) 99,9
7 1657 166,1
8 947  6,34(d,J=20Hz) 94,8
9 1584 H-8 158,0
10 1058 H-6, H-8 106,0
I’ 1229 123,1
2 1169  7,32(d,J=2,0Hz) 117,0
3 1462 H-2’, H-5’ 1446
4 1496 150,0
5° 1163  6,91(d, J= 8,5 Hz) H-6’ 116,5
6" 1229 729 (dd, J=2,0; 8,5 Hz) H-5’ 123,1
1” 1034  533(d, J=15Hz) H-2” 103,7
27 719 422(dd, J=15; 3,0 Hz) H-17, H-3” 72,1
37 720 374(dd,J=30;95Hz) H-2", H-5" H-2 72,2
47 732 3,35(m) e
57 718 3,41 (m) H-6 72,0
6” 176  094(d,J=65Hz) 17,6
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Figura 121. Espectro de RMN de **C-APT (125 MHz, CD;0D) de ES 1.
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Figura 122. Expansdo do espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, CD3;0D) de ES 1
na regido de 180 a 115 ppm.
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Figura 123. Expansdo do espectro de RMN de *C (125 MHz, CDsOD) de ES 1 na
regido de 105 a 70 ppm.
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Figura 124. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CD;0D) de ES 1.
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Figura 125. Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDsOD) de ES 1 na
regido de 7,8 a 5,3 ppm.
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Figura 126. Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDsOD) de ES 1 na
regido de 4,5 a 0,5 ppm.
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Figura 127. Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CD;OD) de ES 1 na
regido de 4,3 a 3,2 ppm.
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Figura 128. Espectro HMBC (500 e 125 MHz, CD3;0D) de ES 1.
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Figura 129. Expanséo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CD30D) de ES 1 na regido
de (5,0 — 7,8 ppm) x (135,0 — 165,0 ppm).

. . .
o ™ o ‘- ~ o « -
0
6

~ o o o -3 o w w
. . . . .

i
poe

R ‘ -
3 o

124 122 120 118 116 114 112 110 108 106 104 102 100 958 96 5954

F1 (ppm)

Figura 130. Expansao do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CD3;0D) de ES 1 na regido
de (5,3 7,6 ppm) x (94,0 — 124,0 ppm).
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Figura 131. Expanséo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CD30D) de ES 1 na regido
de (5,0 - 7,5 ppm) x (90,0 — 170,0 ppm).
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Figura 132. Expansdo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CD3;0D) de ES 1 na regiao
de (1,0 - 5,5 ppm) x (10,0 — 75,0 ppm).
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Figura 133. Espectro HMQC (500 e 125 MHz, CD30D) de ES 1 na regido de (1,0 —
10,0 ppm) x (20,0 — 160,0 ppm).
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Figura 134. Expansao do espectro HMQC (500 e 125 MHz, CD3;0D) de ES 1 na regido
de (0,5 - 5,0 ppm) x (20,0 — 75,0 ppm).
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Figura 135. Expansao do espectro HMQC (500 e 125 MHz, CD3;0D) de ES 1 na regido
de (6,8 — 7,9 ppm) x (116,0 — 132,0 ppm).
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Figura 136. Expansao do espectro HMQC (500 e 125 MHz, CD3;0D) de ES 1 na regido
de (5,0 — 8,5 ppm) x (95,0 — 135,0 ppm).
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Figura 137. Espectro COSY (500 MHz, CD3;0D) de ES 1.
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Figura 138. Expansdo do espectro COSY (500 MHz, CD3;0OD) de ES 1 na regido de
(6,9-7,8 ppm) x (6,9 — 7,8 ppm).
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8.3.2 Identificagdo estrutural de ES 2

O espectro de RMN *C-APT (50 MHz, CD;0D) (Fig. 142, pag. 179) de ES 2
apresentou 21 sinais, sendo nove para carbonos ndo hidrogenados e seis metinicos. Seis
sinais referentes a carbonos ndo hidrogenados que sustentam grupos oxigenados, em d¢
179,5, 166,2, 163,1, 161,5, 158,6, 159,2 e 136,1, em conjunto com a presenca de quatro
sinais metinicos de sistema aromatico correspondentes a seis carbonos em &¢c 131,8,
116,5, 100,1 e 94,9, (Fig. 143, pag. 180), sugeriram esqueletos de flavona
tetrasubstituida para ES 2. A auséncia do sinal em 8¢ 107,53 (C-3), sugeriu a presencga
de substituinte no carbono 3 de ES 2. O conjunto de sinais em 8¢ 71,8-73,2, sugere a
presenca de unidade osidica raminose.

O espectro de RMN *H (200 MHz, CD;0D) (Fig. 139, pag. 178) de ES 2
mostrou dois dubletos na regido de hidrogénios aroméaticos em campo mais alto, em 6H
6,18 (sl) e 6,35 (sl), atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-8 de flavonas oxigenadas na
posicdo 5 e 7. Na regido de hidrogénios de sistema aromaticos, 0s sinais em oy 7,78 (d,
J=9,0 Hz) e 6,95 (J=8,6 Hz) com integracdo para dois hidrogénios cada. As constantes
de acoplamento observadas (8-9 Hz) indicam uma relacéo orto entre esses hidrogénios.
Estes sinais foram atribuidos aos hidrogénios H-2’, H-6’ ¢ H-3’, H-5’do anel B,
respectivamente, caracteristico de anel aromatico substituido na posicdo 4, formando o
sistema AA’BB’. A auséncia do singleto referente ao H-3 (64 6,75) em ES 2 reforcou a
proposta de existéncia de substituinte nesta posicao, sugerindo para ES 2 como sendo
uma flavona 3,5,4’-tetrasubstituida.

O singleto largo em 6y 5,35, o duplo dubleto em 3,72 (J=8,6 e 2,6 Hz), os
multipletos em oy 3,32 e 3,33, bem como o dubleto em 64 0,92 (J=5,4) (Fig. 141, péag.
179), permitiram identificar a raminose ligada a C3 da flavona. As demais
multiplicidades e deslocamentos quimicos estdo compilados na Tabela 9 (Pag. 177).
Apos analise desses dados e comparacdo com a literatura (BELTRAME et al. 2001), foi

possivel identificar ES 2 como sendo o 5, 7, 4’-trihidroxi flavona 3-O-aL-rhaminosideo.

OH
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Tabela 9. Dados de RMN de *H e **C em CD5;0D a 500 MHz e 50 MHz de ES-2.

OH

ES 2 (BELTRAME et al. 2001)
Posicao 6C o6H 6C oH
2 159,2 158,8
3 136,1 136,4
4 179,5 179.9
5 163,1 163,5
6 99,7 6,18 (sl) 99,9 6,27 (d, J = 1,8 Hz)
7 165,7 166,1
8 94,7 6,35 (sl) 94,8 6,48 (d, J = 1,8 Hz)
9 158,4 158,0
10 105,8 106,0
I 122,8 123,1
2’e6’ 116,9 7,78 (d, J =9,0 Hz) 117,0 7,50 (d, J=2,4 Hz)
4 149,7 150,0
3’e5’ 116,3 6,95 (d, J= 8,5 Hz) 116,5 6,99 (d, J =8,4 Hz)
17 103,4 5,33 (sl) 103,7 551(d,J=15Hz)
27 71,9 4,22 (dd, J=1,8; 1,3 Hz) 72,1 4,21 (dd, J = 3,3; 8,0 Hz)
3”7 72,0 3,74 (dd, J=9,0; 3,6 Hz) 72,2 3,73 (dd, J =9,0; 3,0 Hz)
4 73,2 3,32 (m) 73,3 3,35 (m)
5”7 71,8 3,41 (m) 72,0 3,42 (m)
6’ 17,6 0,94 (d, J =5,6Hz) 17,6 0,91 (d, J=1,5Hz)
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Figura 139. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CD3;0D) de ES 2.

Figura 140. Expansdo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDsOD) de ES 2 na
regido de 8,0 a 5,4 ppm.
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Figura 141. Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CD;OD) de ES 2 na
regido de 5,5a 1,0 ppm.

Figura 142. Espectro de RMN de **C-APT (125 MHz, CD;0D) de ES 2.
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Figura 143. Expansdo do espectro de RMN de **C (125 MHz, CD3;0D) de ES 2 na
regido de 180 a 70 ppm.

73.316
72,156
0
1.9

74.5 74.0 73.5 73.0 72.5 72.0 71.5 71.0 pom

Figura 144. Expansdo do espectro de RMN de **C (125 MHz, CD3;0D) de ES 2 na
regido de 74 a 70 ppm.
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9 CONCLUSAO

O estudo fitoquimico das espécies do género Erythroxylum levou ao isolamento
de dez compostos de trés classes de metabdlitos, dentre eles, terpendides, flavonoides e
alcaloides tropanicos.

Até o momento, o estudo do extrato metandlico bruto, fase cloroférmica, do
caule de Erythroxylum caatingae levou ao isolamento de quatro alcaloides tropanicos.
Sendo os alcaloides 3a, 6B dibenzoiloxitropano e o 30—(3’,4°,5” trimetoxibenzoiloxi)-
6B-benzoiloxitropano (Catuabina B), alcaloides ja isolados anteriormente pelo mesmo
grupo porém em quantidade suficiente para disponibilizar essas substancias para testes
farmacoldgicos.
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EC 1. 3a, 6p dibenzoiloxitropano EC 2. (Catuabina B)
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OCHs

EC 3. cloreto 3a—(3’,4°,5’ trimetoxicinamoiloxi)-6B-benzoiloxitropano
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O método cromatografico por CLAE-DAD mais adequado para isolamento dos
consituintes quimicos da fracdo 37 foi eluigdo por sistema isocratico de solventes (30:70
| H,O:MeCN / ET3N), onde foi possivel isolar o e o alcaldide EC-4 que através de
técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono Treze (RMN *H e
3C) foi possivel identificar o alcaldide como sendo o 3o- (3’4" dimetoxi)-6-

hidroxinortropano.

7
|
EC 4. 3a- (3,4 dimetoxi)-6p-hidroxinortropano

O estudo fitoquimico das folhas de Erythroxylum revolutum resultou no
isolamento e identificacdo estrutural dos seguintes diterpenos: ent-cauran-16-eno, 13-
hidroxi-8(17),14-labdadieno  (Manool), ent-caur-16-en-3p-ol,  3-0x0-13-hidroxi-
8(17),14-labdadien e ent-cauran-16p, 17-diol.

No que se refere ao processo de isolamento e identificacdo de constituintes
quimicos de Erythroxylum subrotundum, o uso de técnicas cromatograficas mostrou-se
adequada para separacdo de compostos de grau de polaridade semelhante, assim como
as técnicas de RMN *H e *3C e comparacdo com dados da literatura para a identificacéo
inequivoca desses compostos. Através dessas técnicas foi possivel isolar e identificar
das folhas de Erythroxylum subrotundum os flavonoides Quercetina 3-O-a-L-
raminosideo e 5, 7, 4’-trihidroxi flavona 3-O-a-L-rhaminosideo.

O isolamento e identificacdo destes compostos contribuem para o conhecimento

da quimiotaxonomia do género Erythroxulum.
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