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RESUMO

Espécies do género Erythrina apresentam diversas propriedades farmacoldgicas, como
sedativa, anti-hipertensiva e hipnoética, atribuidas aos alcaloides. Entre essas espécies,
Erythrina mulungu, conhecida popularmente como mulungu, ¢ nativa do Cerrado e utilizada
na medicina tradicional para o tratamento da insonia, depressao e como calmante. Trabalhos
descritos na literatura com os extratos e metabolitos de E. mulungu relataram atividade
ansiolitica, analgésica, antibacteriana e anti-inflamatoria, o que nos motivou para um estudo
direcionado para os alcaloides presentes nas cascas do caule. Assim, foi preparado o extrato
etandlico que foi submetido a extragdo liquido-liquido com hexano, CH>Cl, e AcOEt. As
fragdes foram avaliadas por cromatografia em camada delgada e reveladas com
iodocloroplatinato, sendo possivel identificar que a fragdo CH2Cl, continha maior
concentragdo de alcaloides. Essa fracdo foi submetida a diferentes procedimentos
cromatograficos como a cromatografia em coluna (CC), cromatografia liquida de alta
eficiéncia e cromatografia em camada delgada preparativa, o que resultou no isolamento do
alcaloide erisotrina (II). Andlises por cromatografia a liquido de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas fandem em alta resolu¢do com ionizacdo por electrospray
permitiram a identificacdo da erisotramidina (I). O extrato etanolico foi ainda submetido a
extracdo acido-base, de onde foi obtida a fragdo AcOEt alcaloidica, submetida a CC de onde
foi isolada a erisotrina N-6xido (III). As estruturas dos alcaloides foram elucidadas através
das técnicas espectroscOpicas (ressonancia magnética nuclear uni- e bidimensionais, e
ultravioleta) e espectrométrica (espectrometria de massas). Desse modo o extrato etanoélico, a
fragdo CH2Cl», a fragdo AcOEt alcaloidica e os alcaloides IT e III foram submetidos ao ensaio
anticolinesterasico in vitro, sendo que II exibiu atividade inibitoria similar para AChE
(ICs0 1236.1 = 173,2 umol/L) e BChE (ICsp 1011.8 = 101,7 umol/L), assim como o alcaloide
I (ICso 1234,7 £ 192,4 e 1235,0 = 39,1 umol/L). Estes resultados demostraram que os
compostos isolados possuem baixa atividade inibitoria destas enzimas quando comparados
com o controle positivo galantamina (ICso 5,0 = 0,3 e 162,7 £ 28,8 umol/L). O extrato
etanolico e a fragdo CH>Cl, apresentaram baixo potencial de inibi¢ao das enzimas, enquanto a
fracdo AcOEt alcaloidica ndo apresentou atividade inibitéria para AChE e BChE dentro do

intervalo avaliado.

Palavras chave: Erythrina mulungu, alcaloides eritrinicos, atividade anticolinesterasica.



ABSTRACT

Species of the genus Erythrina have been shown alkaloids with diverse
pharmacological properties, including sedative, anti-hypertensive, hypnoti, bactericidal and
fungicidal. Erythrina mulungu, known as mulungu, is a native species of the Cerrado and
used in folk medicine for insomnia, depression and sedative. Reports in the literature about
extracts and metabolites of E. mulungu motivated us to a study towards the alkaloids present
in the stem bark. Thus, was prepared the ethanolic extract submitted to liquid-liquid extraction
with hexano, CH2Cl> and AcOEt. The fractions were evaluated by thin layer chromatography
and revealed with iodochloroplatinate to identify the higher concentration of alkaloids in the
fraction CH2Cl,. This fraction was submitted to different chromatographic procedures, such as
column chromatography (CC), hight performance liquid chromatography and preparative thin
layer chromatography, which resulted in the isolation of the alkaloid erysotrine (II). Analysis
by ultra-high-performance liquid chromatography—electrospray ionization high-resolution
tandem mass spectrometry allowed the identification of the erysotramidine (I). The ethanolic
extract was also subjected to acid-base extraction, from which the alkaloidal fraction AcOEt
was obtained. This fraction was subjected to CC from which erysotrine N-oxide (III) was
isolated. The structures were elucidated by the spectroscopic (mono- and bi-dimensional
nuclear magnetic resonances, and ultraviolet) and sprectrometric (mass spectrometry)
techniques. Thus, the ethanolic extract, fraction CH>Cl,, EtOAc alkaloidal fraction, and
alkaloids II and III were submitted to the in vifro anticholinesterase assay. Further,
compound II exhibited similar inhibitory activities for AChE (ICso 1236.1 + 173.2 uM) and
BChE (ICso 1011.8 = 101.7 puM), as well the alkaloid III (ICso 1234.7+ 192.4 and
1235.0+39.1 puM). These results demonstrated that the isolated compounds have low
inhibitory activity when compared with the positive control galantamine (ICso 5.0 £ 0.3 e
162.7 £28.8 uM). The ethanolic extract and the CH2Cl; fraction presented low inhibition
potential of the enzymes, whereas the AcOEt alkaloid fraction showed no inhibitory activity
for both AChE and BChE within the evaluated range of concentration.

Keywords: Erythrina mulungu, erythrina alkaloids, anticholinesterase activity.
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1. INTRODUCAO

O uso das plantas esta presente na cultura dos povos desde séculos antes de Cristo. Ao
longo dos anos o homem na busca pela compreensdo do potencial medicinal das plantas
associa ao vitalismo dos seres vivos a capacidade de producdo dos compostos organicos
responsaveis pela cura das enfermidades. No entanto, foi somente no século XIX, com a
consolidagdo da quimica como ciéncia, que surgem os primeiros trabalhos cientificos de
isolamento dos metabolitos secundarios, associando as propriedades bioldgicas afirmadas pela
cultura popular, com as estruturas quimicas do que chamamos de produtos naturais (PN). O
interesse pela investigacdo das propriedades medicinais das plantas aumentou ao longo dos
anos e com essa expansdo surgiram os primeiros medicamentos baseados em PN (DAVID;
WOLFENDER; DIAS, 2014, DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012; OLIVEIRA;
SZCZERBOWSKI, 2009; VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005; VIEGAS; BOLZANI;
BARREIRO, 2006).

No periodo pré-cristdo, chineses (3000 a.C.) e civilizagdes que se formaram as
margens dos rios Tigres e Eufrates (2300 a.C.) cultivavam ervas medicinais que foram
popularizadas através das expedi¢des exploratdrias dos europeus. Com as novas rotas
comerciais estabelecidas entre Oriente e Europa, especiarias ¢ medicamentos chegaram a
parte ocidental. Os europeus, buscando novos caminhos que levassem as Indias, acabaram por
chegar no “Novo Mundo”, e de 14 levaram consigo os conhecimentos sobre as plantas
medicinais (MARTINS et al., 2003; PHILLIPSON; ANDERSON, 1989).

No Brasil, os indigenas também faziam uso das plantas para fins medicinais, o que foi
relatado pelos médicos e naturalistas portugueses. Os portugueses ao se depararem com a falta
dos medicamentos utilizados na Europa, € que ndo chegavam a coldnia, reconheceram a
importancia e eficacia dos remédios indigenas (PINTO et al., 2002).

O isolamento dos primeiros compostos ativos a partir de plantas medicinais foram
importantes marcos na historia dos PN. Em 1820, Pelletier e Caventou isolaram do p6 das
cascas da Cinchona, o principio ativo contra a malaria, que nomearam de quinina (1), que
serviu de inspiracdo para a sintese da primaquina (2) e cloroquina (3), dois importantes
antimalédricos sintéticos utilizados na terapéutica atual (Figura 1) (OLIVEIRA;
SZCZERBOWSKI, 2009; VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006). Outro relato importante
do ponto de vista histérico estd relacionado ao estudo dos analgésicos presentes em

Papaver somniferum, cujo principal componente ¢ a morfina (4), isolada em 1803 e que teve a
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estrutura quimica determinada somente em 1923 por Gulland e Robinson (Figura 1). A partir
da morfina foi possivel sintetizar a codeina (5), que também estd presente na planta, e a
heroina (6), que foram utilizadas inicialmente como antitussigeno e sedativo, respectivamente
(BARREIRO, 1990; CONCHEIRO et al., 2014; GULLAND; ROBINSON, 1923; VIEGAS;
BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Figura 1 — Quinina, morfina e seus derivados semissintéticos.

H>C
N CH,
CH3 CH3 (
HO /'\/\/NHz /‘\/\/N CH
N HN HN ~ 3
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- D [jij\ D
= Z =
N OCHg Cl N
)

cloroquina (3)

quinina (1) primaquina (2

morfina (4) codeina (5) heroina (6)

Fonte: a autora.

Em 1828 Johann A. Buchner isolou a salicilina (7) (Figura 2), principio ativo da
Salix alba. Entretanto, a extragdo fornecia uma pequena quantidade do composto ativo, o que
motivou os pesquisadores a tentar produzi-la em laboratério. Trés décadas depois, a sintese do
acido salicilico (8) e de seu sal sodico a partir do fenol foi conseguida por Hermann Kolbe.
No entanto, foi em 1898 que Felix Hoffmann produziu o acido acetilsalicilico (9) por meio de
uma reacdo de acetilagdo. Este composto se tornou o principio ativo de um dos analgésicos

mais vendidos no mundo, a Aspirina® (VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006).
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Figura 2 — Salicilina e seus derivados.
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Fonte: a autora.

A quimica de Produtos Naturais no Brasil teve inicio com os estudos do farmacéutico
e pesquisador alemdo Theodoro Peckolt (1822-1912), que ¢é considerado por alguns
pesquisadores como o pai da fitoquimica brasileira (PINTO et al., 2002). Convencido por von
Martius, Peckolt desembarcou no Brasil em 1847 com o intuito de estudar a flora Brasileira.
Explorou provincias da atual regido sudeste e se instalou em Cantagalo (RJ) onde permaneceu
até 1868. Estudou aproximadamente quinhentos extratos de plantas, entre elas, o guarana da
Amazonia (SANTOS; PINTO; ALENCASTRO, 1998).

Em 1918, Mario Saraiva transforma o Laboratorio de Fiscalizacdo de Defesa da
Manteiga no Rio de Janeiro, responsavel pelas analises de laticinios que o pais importava, em
Instituto de Quimica que passa a realizar estudos de solos e vegetais a partir de 1921. Dentre
0os novos objetos de pesquisa estavam as “plantas nativas ou cultivadas, toxicas,
entorpecentes, medicinais e de valor industrial’. Nomeado como Instituto de Quimica
Agricola (IQA) em 1934, e com um novo regulamento, uma se¢do dedicada apenas ao estudo
de plantas medicinais foi criada. No periodo de 1946 a 1956, o instituto se tornou referéncia
na area de quimica vegetal e a se¢do coordenada por Walter Mors e Oscar Ribeiro se destacou
pelos estudos dos produtos naturais, que em grande parte pode ser atribuido a uma politica do
Ministério da Agricultura de apoio as pesquisas. No entanto, mesmo reconhecido
internacionalmente, o Ministério da Agricultura, por meio do decreto n® 1477 de 26 de
outubro de 1962, determinou o fechamento do IQA com a justificativa da necessidade de uma
reforma estrutural (FARIA, 1997).

No ano seguinte, Mors e pesquisadores do extinto IQA fundaram o Centro de
Pesquisas em Produtos Naturais na Faculdade de Farmacia da Universidade do Brasil, atual
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Otto Gottlieb, que também fazia parte do

IQA, percorreu grupos de quase todo o pais auxiliando na estruturagdo das pesquisas em
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Quimica de Produtos Naturais, passando depois a integrar o Instituto de Quimica da

Universidade de Sao Paulo (PINTO et al., 2002).

1.1 Produtos Naturais e os metabolitos secundarios

Segundo Dewick (2009), metabodlitos secundarios sdo encontrados apenas em
organismos especificos ou grupos de organismos e sdo uma expressao da individualidade das
espécies, sejam plantas, microorganismos ou organismos marinhos. No reino vegetal, os
metabolitos primarios desempenham fungdes essenciais (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS,
2000). Ja os metabolitos secundarios também denominados de especiais, ndo possuem
influéncia direta no crescimento e desenvolvimento; sdo biossintetizados apenas em
determinadas condi¢des dependendo da sua fungdo e da necessidade do espécime, por
exemplo, compostos téxicos produzidos quando o organismo ¢ atacado por predadores.
Portanto, ¢ possivel considerar que a maioria dos PNs farmacologicamente ativos tem origem
nos metabdlitos secundarios (BERLINCK et al., 2017; DEWICK, 2009).

Dentro deste contexto, espécies do género Citrus sao ricas em diosmina (10) e
hesperidina (11) (Figura 3), dois flavonoides utilizados de forma combinada em
medicamentos como Daflon® e Diosmin®, ambos indicados para o tratamento da insuficiéncia
venosa cronica como varizes, sintomas de insuficiéncia venosa do plexo hemorroidério e
periodos pos-operatorios (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA
(ANVISA), 2015a, 2016a; DEWICK, 2009; VENDRUSCOLO; RATES; MENTZ, 2005).

De Papaver somniferum (Papaveraceae) foi isolada a papaverina (12) (Figura 3), que ¢
estruturalmente diferente dos alcaloides 4 e 5 encontrados no opio, e apresenta atividade
hipnoética e analgésica. Na forma de cloridrato € o principio ativo do Hypoverin®, indicado
para o tratamento de espasmos intestinais, gastricos e bronquiais, como vasodilatador para
embolia arterial, periférica e pulmonar (ANVISA, 2018a; DEWICK, 2009). De
Taxus brevifolia foi isolado o paclitaxel (13) (Figura 3), que é o principio ativo do Taxol®,
medicamento anticancerigeno indicado para o tratamento de carcinoma de ovario, cancer de
mama e pacientes com cancer de pulmdo ndo indicados a procedimentos cirurgicos e/ou
radioterapia, mas que apresentam potencial de cura (ANVISA, 2016b; DEWICK, 2009;
PINTO et al., 2002). Diversas metodologias foram avaliadas para a sintese de 13 visando sua
producdo em larga escala, porém, devido a complexidade estrutural a sintese total ndo ¢ viavel

e atualmente ele ¢ obtido por semissintese. A partir da obtengdo em maiores quantidades de
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13 foi possivel realizar estudos sobre o seu mecanismo de agdo, o que permitiu o preparo de
derivados que auxiliaram na identificacdo dos grupos farmacofoéricos. Dessa forma, foi
desenvolvido o docetaxel (21) (Figura 4), indicado para o tratamento de diversos tipos de
cancer, como de mama, prostata, ovario e estomago (ANVISA, 2018b; VIEGAS JUNIOR;
BOLZANI; BARREIRO, 2006).

A partir do 6leo de Cordia verbendacea foi obtido o sesquiterpeno a-humuleno (14)
(Figura 3), atualmente comercializado como Acheflan®, que é um medicamento fitoterapico
de acdo anti-inflamatéria (ANVISA, 2004; ERENO, 2005; GILBERT; FAVORETO, 2012).
Medicamentos fitoterapicos sdo necessariamente obtidos a partir de matérias-primas ativas
vegetais com eficacia e riscos conhecidos (ANVISA, 2019a).

Dos vinte e dois antibioticos aprovados entre 2000 e 2012, dois sao PNs, entre eles a
fidaxomicina (15) (Figura 3), que ¢ obtida da bactéria Dactylosporangium aurantiacum. Este
medicamento ¢ o primeiro membro de uma nova classe de antibidticos aprovados para
humanos que atua contra infec¢cdes causadas pelo bacilo Clostridium difficile (BUTLER;
BLASKOVICH; COOPER, 2013; ZHANEL; WALKTY; KARLOWSKY, 2015). Desta
forma € possivel constatar que os PNs sdo uma alternativa promissora para o tratamento de
doencgas causadas por parasitas resistentes (BARREIRO; BOLZANI, 2009; FIORAVANTE,
2016; VALLI et al., 2012).
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Tabela 1 — Produtos naturais utilizados como medicamentos.

Encontrado na

PN? Classe L . Medicamento Indicacao
espécie
Diosmina (10) e [ . . ®d Doengia .Vel.losa
Hesperidina Flavonoides Espécies de Diosmin cronica;
b Citrus®© Daflon®® sintomas do plexo
(11) do plex
hemorroidario®
Papaverina . . b . ®f Antiespasmodico;
(12)° Alcaloide P. somniferum Hypoverin vasodilatador’
Paclitaxel (13)? Terpeno T. brevifolia® Taxol®"¢ Carcm,om}? de
OVario
a_hl(lﬁl)ﬂieno Terpeno C. verbenacea' Acheflan®™ Anti-inflamatorio™
. .. Infeccdes por
Flda)((f ;n)lwma Lactona D. aurantiacum™  Dificlir® Clostridium

difficile®™

“Estruturas na Figura 3. Fonte: "DEWICK, 2009; *“VENDRUSCOLO; RATES; MENTZ, 2005; ‘ANVISA,
2015a; CANVISA, 2016a; FANVISA, 2018a; tPINTO et al., 2002; "ANVISA, 2016b; ‘GILBERT; FAVORETO,
2012; JANVISA, 2004; kERENO, 2005; 'BUTLER; BLASKOVICH.; COOPER, 2013; "ZHANEL; WALKTY;

KARLOWSKY, 2015.

Figura 3 — Produtos naturais utilizados como medicamentos (Tabela 1).
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Segundo levantamento feito por Newman e Cragg (2016), dos trezentos e vinte e seis
farmacos utilizados para o tratamento de infec¢des, usados no periodo de 1981 a 2014, treze
sao PNs, sendo onze antibacterianos e dois antiparasitarios. Oitenta e trés sao derivados de
PNs, sendo setenta e um antibacterianos, trés antifingios, cinco antiparasitarios e quatro
antivirais. Considerando apenas farmacos anticancer no mesmo periodo, dos cento e sessenta
e trés usados, dezesseis sdo PNs e trinta e oito sdo derivados de PNss.

Os produtos naturais podem ainda servir de inspiragao no desenvolvimento de novos
farmacos, sendo modelos para medicamentos sintéticos (PINTO et al., 2002) como os
exemplos mostrados na Tabela 2. Em 1945 e em 1947 foram isoladas pela primeira vez as
tetracilinas clorotetraciclina (16) e oxitetraciclina (17) (Figura 4) de Streptomyces
aureofaciens e S. rimosus, respectivamente, que fizeram parte de um novo arsenal de
antibioticos. Embora as tetraciclinas tenham sido utilizadas por décadas, sua prescrigao tem
sido restringida devido a diminui¢do da sua eficacia principalmente para o tratamento de
microorganismos resistentes. No entanto, a tigeciclina (18) (Figura 4) foi aprovada pela Food
and Drug Administration (FDA) em 2005. Modificacdes estruturais no nucleo tetraciclico
(substituinte no anel aromatico), levaram ao aumento do espectro de atividade e diminui¢ao
da suscetibilidade a resisténcia, mantendo as tetraciclinas no mercado farmacéutico
(ANVISA, 2014a; BORGHI; PALMA, 2014; GREER, 2006).

Na busca por substancias para o tratamento da angina foi descoberto o sildenafila (19),
cuja sintese foi inspirada na estrutura da cafeina (20) (Figura 4). No entanto, os resultados dos
ensaios clinicos mostraram que o novo composto poderia ser indicado tanto para hipertensao
como para disfuncao erétil (ANVISA, 2015b; BARREIRO; BOLZANI, 2009).

A partir de Podophyllum emodi foi obtida a podofilotoxina (22) (Figura 4), lignana a
partir da qual foram obtidos os derivados semissintéticos etoposideo (23) e teniposideo (24)
(Figura 4) que sdo os principios ativos do Tevaetopo® e Vumon® respectivamente, ambos
utilizados como antitumorais (ANVISA, 2016c; BRANDAO et al., 2010; MANN, 2002;
SANTOS et al., 2011).

De Camptotheca acuminata foi isolada a camptotecina (25) (Figura 4), que apesar de
ser citotoxica e apresentar baixa solubilidade, o que a torna inadequada para ser utilizada
como farmaco, levou ao desenvolvimento dos analogos topotecan (26) e irinotecan (27)
(Figura 4) que apresentam a mesma sub-unidade farmacoforica (anel lactonico hidroxilado) e
que na forma de sal, sdo mais soliveis e consequentemente, mais adequados que seu

precursor. O Topotacx®, cujo principio ativo é o 26, ¢ indicado como alternativa no
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tratamento do cancer de ovario e de pulmao de pequenas células, ap6s falha da quimioterapia.

J4 o Camptosar®, cujo principio ativo ¢ o 27, ¢ indicado para o tratamento de diferentes tipos

de cancer (ANVISA, 2014b, 2017; MANN, 2002; VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Tabela 2 — Produtos naturais e derivados utilizados como medicamentos.

PN . Derivado? Medicamento Indicacao
(Espécie)
Clorotetraciclina (16)°
(S. aureofaciens)® T - ®d Antibiético de amplo
Oxitetraciclina (17)° (18) Tigeciclina Tygacil espectro®
(S. rimosus)°
Cafeina (20)° . . . ®g . X o
(Espécies de Coffea)’ (19) Sildenafila Viagra Disfuncao erétil
Paclitaxel (13)" hi ®i . ;
(T brevifolia)' (21) Docetaxel Taxotere Antitumoral
Podofilotoxina (22) (23) Etoposideo’ Tevaetopo®™ . il
(P. emodii)® (24) Teniposideo’ Vumon®/ Antitumorais
Camptotecina (25)™  (26) Topotecan™™ Topotacx™" . .
(C. accuminata)™™ (27) Irinotecan ™™ Camptosar™ Antitumorais

“Estruturas na Figura 4. Fontes: "BORGHI; PALMA, 2014; ‘GREER, 2006; ‘ANVISA, 2014a; SBARREIRO;
BOLZANI, 2009; ‘IDEWICK, 2009; SANVISA, 2015b; "VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006; '‘ANVISA,
2018b; IBRANDAO et al., 2010; KSSANTOS et al., 2006; 'ANVISA, 2016¢c; ™ANN, 2002; "ANVISA, 2017;

°ANVISA, 2014b.
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Figura 4 — Produtos naturais e derivados utilizados como medicamentos (Tabela 2).
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Dentro deste contexto podemos afirmar que os PNs tém impacto direto na historia da
humanidade, uma vez que a expectativa de vida média no século XX foi dobrada devido aos
novos medicamentos, que atuam na cura de doengas graves e proporcionam melhora na

qualidade de vida (PINTO et al., 2002).

1.2 Alcaloides

Os metabolitos secundarios das plantas desempenham diversas fungdes como protegao
contra herbivoros e infeccdo por microrganismos patogénicos; podem agir como atratores
(odor, cor ou sabor) para animais ou insetos polinizadores e dispersores de sementes; podem
atuar como agentes na competicdo planta-planta e na simbiose entre planta e microrganismo
(DEMALIN, 2009). A produgao destes compostos esta diretamente relacionada com o processo
evolutivo, sendo variavel de acordo com as necessidades do organismo que os produz, como
resposta a situagdes adversas provocadas pelo meio externo (DEWICK, 2009;
GOBBO-NETO; LOPES, 2007; HUSSAIN et al., 2018). Podem ser divididos em trés classes
principais: terpenos, compostos fendlicos e alcaloides. Dentre estes, os alcaloides sdo
compostos nitrogenados de baixo peso molecular, farmacologicamente ativos, encontrados
principalmente em plantas angiospermas € com menor ocorréncia em microorganismos e
animais. A diversidade estrutural dessa classe pode ser explicada por sua ampla distribuicao
no reino vegetal. As familias contendo alcaloides consideradas mais importantes sdo
Amaryllidaceae, Annonaceae, Apocynaceae, Asteraceae, Berberidaceae, Boraginaceae,
Buxaceae, Celastraceae, Fabaceae, Lauraceae, Liliaceae, Loganiaceae, Menispermaceae,
Papaveraceae, Piperaceae, Poaceae, Ranunculaceae, Rubiaceae, Rutaceae e Solanaceae, sendo
que de cada uma delas, mais de duzentos e quarenta compostos nitrogenados ja foram
isolados (CORDELL; QUINN-BEATTIE; FARNSWORTH, 2001).

Nas plantas, os alcaloides podem estar distribuidos em diferentes érgaos, como casca,
folhas, raizes e frutos, entretanto, ¢ possivel observar com frequéncia que o acimulo se da
preferencialmente em um 6rgao que geralmente ¢ diferente do local em que foi sintetizado. A
auséncia desses compostos em folhas jovens pode ser explicada pela biossintese que so
acontece no reticulo endoplasmatico das folhas em estdgio de desenvolvimento mais
avangado, e em seguida sdo translocados para os vactolos onde sdo acumulados (CORDELL;

QUINN-BEATTIE; FARNSWORTH, 2001).
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Os alcaloides s3o classificados como verdadeiros, pseudoalcaloides ou
protoalcaloides. Alcaloides denominados verdadeiros sdo aqueles em que o atomo de
nitrogénio faz parte de um heterociclo cuja biossintese ¢ proveniente de um aminoacido como
precursor, mantido durante as etapas biossintéticas. Assim o sistema ciclico presente na
estrutura do metabolito ¢ geralmente utilizado para sua classificagdio em subclasses
(DEWICK, 2009; HENRIQUES et al., 2007). Nos pseudoalcaloides, apenas o atomo de
nitrogénio ¢ proveniente do aminoacido, incorporado por reagdes de transaminagdo, sendo
que o esqueleto de carbono deriva de outras vias metabolicas. Ja os protoalcaloides tem sua
origem em reagdes de N-metilagdo e descarboxilagdo de aminoacidos, onde o atomo de
nitrogénio nao faz parte de um heterociclo (BUCKINGHAM et al., 2010; DEWICK, 2009;
HEGNAUER, 1988; KHADEN; MARLES, 2011).

Os principais aminoacidos precursores de alcaloides sdao ornitina, lisina, acido
nicotinico, tirosina, triptofano, acido antranilico e histidina (DEWICK, 2009). A parte
estrutural do alcaloide que ndo ¢ proveniente do aminoacido pode ter origem em diferentes
vias como a do acetato ou chiquimato. A partir da L-ornitina (28) sdo biossintetizados os
alcaloides  pirrolidinicos como a  (—)-codonopsinina  (29) encontrada em
Codonopsis clematidea, e os tropanicos como a atropina (30), encontrada em
Atropa beladona L. (Figura 5). Da L-lisina (31) derivam os alcaloides piperidinicos como a
N-metilpeletierina (32), encontrada em Punica granatum e os alcaloides quinolizidinicos
como a lupinina (33), encontrada em Lupineus luteus L. (Figura 6) (DEWICK, 2009;
HENRIQUES et al., 2007).

Figura 5 — Alcaloides derivados da L-ornitina.
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Fonte: a autora.
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Figura 6 — Alcaloides derivados da L-lisina.

OH
/
o
N CHj3
N
H,N HoN CO,H CHj,
L-lisina (31) N-metilpeletierina (32) (=)-lupinina (33)

Fonte: a autora.

O 4cido nicotinico (34) ¢ precursor dos alcaloides piridinicos como a nicotina (35),
encontrada em Nicotiana tabacum, assim como o acido antranilico (36) ¢ precursor dos
alcaloides quinazolinicos como a febrifugina (37), encontrada em Dichroa febrifuga
(Figura 7). Ja o L-triptofano (38) da origem aos alcaloides inddlicos como a gramina (39),
encontrada em Hordeum vulgare e aqueles em que o nucleo indolico sofre rearranjo, como a
(+)-cinchonina (40), obtida de Cinchona spp. (Figura 8) (HENRIQUES et al., 2007;
DEWICK, 2009).

Figura 7 — Alcaloides derivados dos 4cidos nicotinio e antranilico.
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Fonte: a autora.

Figura 8 — Alcaloides derivados do L-triptofano.
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Fonte: a autora.
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A partir da L-tirosina (41) sdo biossintetizados os alcaloides isoquinolinicos como a
emetina (42), encontrada em Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes e lofocerina (43),
encontrada em Lophophora spp. (Figura 9). A L-histidina (44) ¢ precursora dos alcaloides
imidazolicos como a dolicotelina (45), encontrada em Dolichothele sphaerica (Figura 10)

(DEWICK, 2009; HENRIQUES et al., 2007).

Figura 9 — Alcaloides derivados da L-tirosina.
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Fonte: a autora.

Figura 10 — Alcaloide derivado da L-histidina.
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Fonte: a autora.

Além de atuar no mecanismo de defesa das plantas contra predadores ou infestagdes
de microorganismos e virus, teorias atuais indicam que os alcaloides também podem atuar
como  hormoénios reguladores de crescimento  (inibidores de  germinacdo)
(ANISZEWSKI, 2007; HENRIQUES et al., 2007).

Seguindo as pesquisas de Pelletier e Caventou com a Cinchona, muitos pesquisadores
conseguiram correlacionar que a bioatividade das plantas estudadas estava vinculada a
presenca dos alcaloides que ao longo da historia se mostraram bons principios ativos no

tratamento de muitas doengas, e tornando esta classe de metabdlitos secundarios uma fonte
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potencial de moléculas candidatas a farmacos (ANISZEWSKI, 2007; CORDELL;
QUINN-BEATTIE; FARNSWORTH, 2001).

Os alcaloides vimblastina (46) e vincristina (47) (Figura 11), isolados de
Catharanthus roseus, sdo os principios ativos dos medicamentos Velban® ¢ Fauldvincri®,
respectivamente, utilizados como quimioterapicos para o tratamento do cancer. Velban® ¢é
indicado para tratamento da doenga de Hodgkin generalizada, linfomas e micoses causadas
por fungos. Fauldvincri® ¢ indicado para o tratamento de leucemia aguda, linfomas malignos
ndo Hodgkin, neuroblastoma e tumor maligno nos rins (ANVISA, 2013a, 20l4c;
DEWICK, 2009; VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Também sdo relevantes as misturas de plantas utilizadas na medicina tradicional
Chinesa, dentre elas ¢ conhecido que Ephedra sinica, utilizada hd 5 mil anos, tem efeito
estimulante e antiasmatico, assim como a Ephedra gerardiana, utilizada na medicina popular
indiana desde os tempos antigos (ABOURASHED et al., 2003; DEWICK, 2009). O principal
alcaloide presente no género Ephedra ¢é a efedrina (48) (Figura 11), bastante empregado como
descongestionante nasal e dilatador bronquico. O medicamento Efedrin®, cujo principio ativo
¢ a efedrina, também ¢ indicado para o tratamento ou prevencdo da hipotensdo associada a
anestesia e em situacdo de queda abrupta da pressdo arterial (ABOURASHED et al., 2003;
ANVISA, 2016d; DEWICK, 2009). O género Pilocarpus, cujas espécies sao conhecidas
popularmente por jaborandi, podem ser fontes da pilocarpina (49) (Figura 11). Entretanto,
apenas a espécie P. microphyllus Stapf ¢ utilizada pela industria farmacéutica como fonte
deste alcaloide, que ¢ indicado para o tratamento do glaucoma (ANVISA, 2013b;
LUCIO; SHARAPIN; FRANCA, 2002).

Tabela 3 — Alcaloides utilizados como farmacos.

PN? Espécie Medicamento Indicacao
Vimblastina (46)° C. roseus® Velban®® Anticancerigeno!
Vincristina (47)° C. roseus® Fauldvincri® Anticancerigeno!

Efedrina (48)° Género Ephedra®® Efedrin®" ¢ Vasopressor™ 8
Pilocarpina (49)" P. microphyllus" Pilocarpina®®' Glaucoma® !

Estruturas na Figura 11. Fontes: *VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006; ‘DEWICK, 2009,
JANVISA, 2013a; SABOURASHED et al., 2003; ANVISA, 2014c; SANVISA, 2016d; "LUCIO; SHARAPIN;
FRANCA, 2002; 'ANVISA, 2013b.
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Figura 11 — Alcaloides usados como farmacos.
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Fonte: a autora.

Dentre as diferentes propriedades farmacoldgicas apresentadas pelos alcaloides, vale
destacar a atividade antibacteriana apresentada pelo extrato metanolico das raizes de
Polyalthia longifolia var. pendula, contra Bacillus subtilis, de onde foram isolados os
alcaloides pendulamina A (50) e¢ pendulamina B (51) (Figura12), potentes contra
Corynebacterium hoffmanii, Micrococcus lysodicklycus, Salmonella typhi, Salmonella
paratyphi A, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e Streptococcus viridans; € a
pendulina (52), também potente contra C. hoffinanii, S. aureus, Streptococcus faecalis e
Bacillus subtilis. Os valores de concentracdo inibitéria minima mostraram ainda que a
atividade das pendulaminas A e B para S. aureus, B. subtilis, K. pneumoniae € Pseudomonas
aeruginosa foi 1250, 500, 200 e 200 vezes maior, respectivamente, que a berberina (53)

(controle positivo utilizado clinicamente) (Figura 12) (FAIZI et al., 2003).

Figura 12 — Alcaloides com potencial atividade antibacteriana.
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Fonte: a autora.

Devido a resisténcia de parasitas como o Plasmodium frente aos tratamentos
convencionais, a descoberta de novos alcaloides tem se tornando uma estratégia promissora
(ANISZEWSKI, 2007). Assim, espécies do género Strychnos (especialmente S. variabilis,
S. usambarensis e S. icaja) podem ser consideradas fontes de compostos com potencial
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antimalérico, entre eles, a estricnogucina B (54) e a 18-hidroxi-isosungucina (55), que
apresentaram valores de ICso proximos de 0,1 pM quando testadas contra linhas de
P. falciparum resistentes a cloroquina, enquanto a cloroquina e quinina, que sao farmacos
utilizados no tratamento da maldria, apresentaram valores de ICsp préoximos de 0,5 uM
(FREDERICH; ANGENOT; TITS, 2003). A partir da Cryptolepis sanguinolenta, cuja
decocgio das cascas ¢ utilizada em regides da Africa para tratamento da maléria, foi obtida a
criptolepina (56) (Figura 13), que apresentou atividade antimalédrica com ICso 0,44 uM
quando avaliados no ensaio utilizando o P. falciparum (WRIGHT, 2005; WRIGHT et al.,
2001).

Figura 13 — Alcaloides com atividade antiparasitaria.

estricnogucina B (54) 18-hidroxi-isosungucina (55) criptolepina (56)

Fonte: a autora.

Dentre os alcaloides cardioativos, a quinidina (57) e a esparteina (58) (Figura 14), sdo
exemplos de compostos usados no tratamento de arritmias cardiacas, sendo a primeira obtida
a partir de espécies do género Cinchona e a segunda, encontrada em Cyftisus scoparius e
Lupinus Iluteus (DEWICK, 2009; EICHELBAUM et al., 1979; MANSKE, 1955). Ensaios
biologicos in vivo realizados na década de 50 com alcaloides isolados de Rauwolfia,
demonstraram que a ajmalina (59) e a serpentinina (60) eram capazes de diminuir as
contracdes cardiacas, enquanto a serpentina (61) provocava efeito contrario (Figura 14).
Atualmente, 59 ¢ utilizada no tratamento de arritmias e também no teste provocativo para
diagnostico da sindrome de Brugada (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA,
2016).
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Figura 14 — Alcaloides com capacidade cardioativa.
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Fonte: a autora.

Lobelia inflata é considerada uma espécie com potencial toxicoldgico e conhecida por
seu efeito emético, no entanto € utilizada popularmente para o tratamento da asma héa mais de
um século. Tais propriedades sao devidas a lobelina (62) (Figura 15), um alcaloide que
provoca intensa estimulagdo respiratoria, cujo efeito significativo ocorre ao se utilizar doses

proximas do nivel toxico (MANSKE, 1955).

Figura 15 — Lobelina isolada de Lobelia inflata.

(-)-lobelina (62)

Fonte: a autora.
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A historia dos alcaloides utilizados como anestésicos locais comeca em 1884 com o
uso da cocaina (63) (Figura 16), isolada das folhas de Erythroxylum coca, em procedimentos
de cirurgia oftalmica. Desde entdo, muitos estudos foram feitos objetivando o isolamento ou
sintese de compostos com propriedades similares (MANSKE, 1955). Em 1903, a tropacocaina
(64) (Figura 16), também encontrada nas folhas de coca, foi utilizada na forma de solucdes de
2 a 5% como anestésico rapido, porém menos téxica que 63 (DEWICK, 2009;
KROTOSZYNER, 1903). A simplificagdo estrutural de 63 levou ao desenvolvimento de
anestésicos que poderiam ser sintetizados mais facilmente, como a procaina (65) (Figura 16),
o primeiro a ser obtido, mas pouco utilizado atualmente. De acordo com Dewick (2009) e
Patrick (2013), a comparagao de 63 e 65 permitiu estabelecer que os grupos farmacoforicos
importantes para atividade anestésica sdo o grupamento éster do acido carboxilico aromatico e
0 grupo amino bdsico, separados por uma cadeia de hidrocarbonetos.

A benzocaina (66) (Figura 16), menos toxica que 63, no entanto, ndo possui 0 grupo
amina ionizavel (terminal) como os outros anestésicos similares, tendo assim um efeito de
menor duragcdo (DEWICK, 2009; MELO et al., 2010). Os amino-ésteres como 65 ¢ 66,
derivados do 4cido para-amino benzoico, tendem a ser toxicos e possuem rapida
metabolizagao devido a ruptura da ligacao éster. A partir de 1943 foram entdo desenvolvidas
amino-amidas com atividade analgésica como a lidocaina (67) (Figura 16), um dos mais
utilizados, que também ¢ indicada no tratamento de arritmias cardiacas (ARAUJO; PAULA;

FRACETO, 2008; DEWICK, 2009).

Figura 16 — Alcaloides utilizados como anestésicos locais.
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Fonte: a autora.
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Outra propriedade farmacologica reconhecida para os metabdlitos nitrogenados ¢ a
capacidade de provocar aumento da pressdo sanguinea devido ao estreitamento dos vasos
sanguineos e/ou estimulo do batimento cardiaco (MANSKE, 1955). Dentro deste contexto,
um dos compostos mais importantes ¢ a adrenalina (epinefrina) (68) (Figura 17), que em
mamiferos possui a fun¢do de neurotransmissor e ¢ produzida nas glandulas suprarrenais e
tecido nervoso (DEWICK, 2009). Tanto 68 quanto a noradrenalina (69) (Figura 17) sao
indicados como medicamentos para elevar e pressao arterial em casos de hipotensao aguda

(DEWICK, 2009).

Figura 17 — Alcaloides com propriedade hipertensora.
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Fonte: a autora.

1.3 Alcaloides eritrinicos

O género Erythrina, pertencente a familia Fabaceae, compreende mais de 110 espécies
distribuidas em regides tropicais e subtropicais dos hemisférios norte e sul (Figura 18)
(JUMA; MAJINDA, 2004; MIGUEL-CHAVEZ et al., 2007; TANAKA et al., 2001). As
flores laranjas e vermelhas ddo nome ao género, que deriva do grego erythros e significa
“vermelho”. No Brasil, hd relatos da ocorréncia das espécies E. mulungu, E. velutina,
E. crista-galli, E. falcata, E. speciosa, E. poeppigiana, E. fusca, E. indica e E. variegata,
principalmente em regides do Cerrado (CARVALHO, 2008; LORENZI, 1998, 2008).
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Figura 18 — Ocorréncias do género Erythrina no mundo.

Fonte: GBIF (2018).

Alcaloides eritrinicos foram relatados em espécies de Erythrina, cuja biossintese foi
pioneiramente estudada por Barton e colaboradores (1968). Nos experimentos realizados com
E. crista-galli de 4 a 18 meses, onde foi administrado o precursor marcado ()-[5,2”,6’->H]-N-
nor-protosinomenina (70) (Figura 19), foi observada incorporagdo do precursor na eritralina
(73). Na sequéncia os autores avaliaram separadamente os estereoisdmeros (R)-70 e (S5)-70
marcados ([5-*H]-N-nor-protosinomenina), sendo que somente no experimento utilizando o
precursor (S5)-70 foi observada incorporacdo em 73 (BARTON; BOAR; WIDDOWSON,
1970). Assim, foi possivel constatar que 70 ¢ um dos intermediarios na biossintese destes
alcaloides. No entanto, no estudo realizado por Maier (1999), resultados diferentes foram
observados. Nesse estudo foram utilizados os precursores (S)-[1-'*CJ-coclaurina (71) e
(S)-[1-13C]-nor-reticulina (72) (Figura 19), marcados isotopicamente com carbono 13 (!*C),
que foram administrados em diferentes orgdos de E. crista-galli. No extrato dos frutos foi
observada incorporagdo consideravel de 71 e 72 nos alcaloides eritralina (73) e eritrinina (74)
(Figura 19). Entretanto, nao foram observados compostos marcados no extrato das folhas,
sugerindo a auséncia das enzimas nesse Orgdo ou a dificuldade de translocagdo dos
metabolitos até as folhas (MAIER, 1999). Nesse estudo também foram realizados
experimentos utilizando (R)-71 e (R)-72 marcados, que ndo apresentaram incorporagao,
indicando a especificidade enzimatica do sistema biologico pelos (S)-estereoisdomeros.
Também foi utilizado o precursor (S§)-70 marcado, utilizado por Barton, porém ndo foi

observada incorporagdo desse precursor nos alcaloides eritrinicos, sugerindo que as enzimas
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envolvidas na biossintese, além de serem estereoespecificas, também reconhecem os
substituintes do anel A de (5)-70, que provavelmente ndo deve ser complementar ao sitio
ativo da enzima, como ¢ o regioisomero (S5)-72 (Figura 19). Assim, foi possivel constatar que
a biossintese destes metabdlitos, que tem como intermediarios 71 € 72, também ¢ derivada da
via dos aminodcidos, tendo 41 como precursor (Figuras 19 e 20) (DEWICK, 2009;
MAIER, 1999).

Figura 19 — Precursores e alcaloides eritrinicos investigados no estudo da biossintese.

H3CO H3;CO
NH NH
HO n,, HO i1,
‘H )
HO
HO H3;CO
(S)-coclaurina (71) (S)-norreticulina (72)

OH

[ 13C

\\\\\\

H3CO"

eritralina (73) eritrinina (74)

Fonte: a autora.

O estudo da biossintese utilizando os intermedidrios 71 e 72, mostra que sao
necessarias duas moléculas do precursor 41, sendo que uma delas sofre oxidacao seguida de
descarboxilagdo (E1), para se transformar em dopamina, e a outra perde o grupo —NHz por
uma reagdo de transaminacdo para formar o acido 4-hidroxifenilpiruvato, que posteriormente
sofre descarboxilagdo para formar o 4-hidroxifenilacetaldeido. A condensacdo entre a
dopamina e o 4-hidroxifenilacetaldeido ¢ mediada pela enzima nor-coclaurina sintase (E2),
através de uma reagdo semelhante a de Mannich, para formag¢do do enantidmero
(8)-nor-coclaurina. Em seguida, a reacdo de O-metilacdo na (S)-nor-coclaurina, mediada pela
enzima (E3) e o cofator (S)-adenosilmetionina (SAM), da origem a (S)-coclaurina (71), que na
sequéncia sofre reacdo de oxidacdo e metilacdo para formar a (S)-nor-reticulina (72)
(Figura 20).
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Figura 20 — Biossintese da (S)-nor-reticulina (72), precursora dos alcaloides eritrinicos.
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Fonte: adaptado de DEWICK (2009).
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A biogénese da erisotrina a partir do intermedidrio 72 foi proposta a partir do
acoplamento oxidativo entre os anéis A (C-4a) e D (C-6") (MAIER et al., 1999), seguido de
um rearranjo no intermediario noramurina para formagao do cation neoespirinico (Figura 21).
Em seguida o par de elétrons do nitrogénio auxilia uma reacao de rearranjo que reestabelece a
aromaticidade do anel e transfere a carga positiva para o nitrogénio formando o
dibenz[d,flazénio. Na sequéncia o nitrogénio sofre reducdo formando a espécie
dibenz[d,f]lazonina, que ¢ oxidada via radicalar para formag¢dao do radical alilico e
posteriormente forma um carbocation. Em seguida o par de elétrons do nitrogénio reage com
o cabocation formado o nucleo fundamental de quatro anéis dos alcaloides eritrinicos. Esse
nucleo sofre reagdes sucessivas de metilagdo e reducdo para formacdo da erisotrina
(Figura 21). Essa proposta de biogénese foi avaliada por Maier et al. (1999), através do estudo
com os precursores marcados (71 e 72) no C-3, que levou aos metabolitos 73 e¢ 74 com a

marcagdo no C-10 (Figura 21).

Figura 21 — Biogénese da erisotrina a partir da (S)-nor-reticulina (72).
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Fonte: adaptado de MAIER et al. (1999).
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Muitas espécies de Erythrina produzem compostos fendlicos e alcaloides com
atividades analgésica, anti-inflamatoria, antiplasmoédica, bactericida, fungicida, entre outras
(MIGUEL-CHAVEZ, 2007). Ha mais de um século, sao usadas devido aos seus efeitos
tranquilizantes atribuidos aos alcaloides. Existem relatos do uso de espécies de Erythrina nos
curares, que sdo rapés preparados a partir de diversas plantas pelos indigenas nativos da
América do Sul e utilizado como veneno nas flechas de caca devido ao seu poder paralisante
(MANSKE, 1955). O estudo de Altamirano em 1888 descreveu os efeitos dos alcaloides de
Erythrina americana na agdo do curare, confirmados pelos ensaios in vivo realizados por
Lehman (1936) em animais de diferentes espécies. Nesse estudo, a administracdo de injecdes
intravenosas de E. americana provocou queda da pressdo arterial dos animais e injegdes
intramusculares preveniram convulsdoes provocadas por estriquinina (LEHMAN, 1936).
Folkers e Unna (1938) investigaram se vinte e quatro outras espécies além de E. americana e
E. crista-galli também apresentavam o efeito curare administrando o extrato etanolico,
preparado a partir do pé das sementes, utilizando ensaios com rds. Os testes realizados
mostraram que todas as espécies apresentaram efeitos paralisantes semelhantes ao curare.

Em 1937, Folkers e Major isolaram um alcaloide cristalino nomeado de
eritroidina, que naquele momento foi proposto apenas a formula empirica (FOLKERS;
MAJOR, 1937). Dois anos depois, Folkers e Koniuszy descrevem o isolamento e
caracterizacdo da eritramina (75) (Figura 22), outro alcaloide fisiologicamente ativo, a partir
de E. sandkcensis Deg. e E. subumbrans (Hassk.) Merrill (FOLKERS; KONIUSZY, 1939).
Sabendo da toxicidade das sementes de E. americana Miller e do poder levemente hipnotico
de suas flores, Aguilar e colaboradores (1981), estudaram os compostos responsaveis por tais
propriedades. Os principios ativos encontrados no extrato das flores foram a- e B-eritroidina
(76 e 77, respectivamente) (Figura 22), que consequentemente foram atribuidas ao efeito
hipnético. Considerando que a concentragdo encontrada desses alcaloides no extrato das
sementes foi dezoito vezes maior, ¢ possivel correlacionar também o carater toxico a esses

compostos (AGUILAR; GIRAL; ESPEJO, 1981).
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Figura 22 — Alcaloides eritrinicos.
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Fonte: a autora.

No estudo das folhas de E. poeppigiana, E. macrophylla, E. berteroana e
E. salviiflora foram encontrados dezessete alcaloides eritrinicos, dos quais onze estavam
presentes em E. poeppigiana, tornando esta espécie a de maior diversidade quimica em
relacdo a estes metabdlitos. O composto majoritario em todas as espécies foi 77, exceto em
E. macrophylla, que foi 73. Outros alcaloides encontrados em grande quantidade foram
eritratidina (78) em E. poeppigiana; 11-hidroxieritratina (79) e 11-hidroxierisotinona (80) em

E. macrophylla (Figura 23); e 76 em E. salviiflora (BARNEBY; KRUKOFF; RAVEN, 1982).

Figura 23 - Alcaloides eritrinicos isolados das folhas de E. poeppigiana, E.macrophylla,
E. berteroana e E. salviiflora.

eritratidina (78) 11-hidroxieritratina (79) 11-hidroxierisotinona (80)

Fonte: a autora.

Soto-Hernandez e Jackson (1993), em trabalho semelhante ao descrito anteriormente,
estudaram sete espécies de Erythrina (E. fusca, E. costaricencis, E. leptorhiza, E. speciosa,
E.variegata, E. melanacantha e E. berteroana), onde foram identificados dezesseis
alcaloides. Destes, a erisodina (81) e erisopina (82) foram encontradas em todas espécies,
exceto em E. leptorhiza e E. costaricencis, respectivamente (Figura 24). Além disso,
E.variegata e E.melanacantha apresentaram maior variedade de alcaloides, sendo 81 o

majoritario em ambas.
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Figura 24 — Alcaloides isolados de E. variegata/E. melanacantha (81) ¢ E. fusca/E. leptorhiza (82).
HO

H,CO

erisodina (81) erisopina (82)

Fonte: a autora.

A partir das sementes de E. crista-galli L. foi obtido um novo alcaloide eritrinico
glicosilado [eritralina-11B-O-glucopiranosideo (83)] (Figura 25) e cinco ja conhecidos [73,
81, glicoerisodina (84), eritratina (85) e erisotrina (86)] (Figura 25), todos avaliados quanto ao
potencial de inibicdo do Tobacco mosaic virus (TMV). Apesar dos valores de ICso obtidos
serem pelo menos trés vezes maior que o controle positivo, ningnanmicina (ICso 0,18 mM), 73
apresentou ICso 1,52 mM, enquanto seu analogo glicosilado 83 (ICso 0,59 mM) apresentou

maior potencial de inibicdo (QING-WEI et al., 2017).

Figura 25 — Alcaloides eritrinicos isolados de E. crista-galli L.

HsCO

eritratina (85) erisotrina (86)

Fonte: a autora.
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O estudo quimico de Erythrina subumbrans Merr., utilizada popularmente na
Tailandia como planta medicinal para o tratamento para tratamento da tosse, vOomitos pds
parto € como cataplasma, levou ao isolamento da (+)-10,11-dioxoeritratina (87) e da
(+)-10,11-dioxoepieritratidina (88) (Figura 26), que foram inativas nos testes de avaliacao das
atividades antiplasmodica, antibacteriana e citotoxica. Entretanto, do ponto de vista quimico
foi o primeiro relato de grupos carbonila nas posi¢des C-10 e C-11 no nucleo dos alcaloides

eritrinicos (RUKACHAISIRIKUL; INNOK; SUKSAMRARN, 2008).

Figura 26 — Alcaloides eritrinicos carbonilados nas posi¢des C-10 e C-11.

(+)-10,11-dioxoeritratina (87) (+)-10,11-dioxoepieritratidina (88)

Fonte: a autora.

Ozawa e colaboradores (2009) isolaram oito alcaloides eritrinicos de E. velutina
Willd, que foram avaliados quanto ao aumento do potencial citotoxico quando combinados
com o ligante indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral (TRAIL). Os
resultados mostraram que 73, 81 e erisovina (89) (Figura 27) apresentaram atividade
moderada (ICso 23,0; 10,8 e 24,0 pg/mL, respectivamente), mas que foi aumentada pela
adicao de TRAIL (ICso 5,0; 4,9 e 14,2 png/mL). J& 84, 86 ¢ a 8-oxo-eritralina (90) (Figura 27)
apresentaram efeito sinérgico, com citotoxicidade apenas na forma combinada. Estes
resultados sdao importantes pois 0 TRAIL ¢ capaz de induzir a morte de células tumorais de

diferentes tipos de canceres, sem afetar as células saudaveis.

Figura 27 — Alcaloides eritrinicos com potencial antitumoral.
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Fonte: a autora.
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1.4 Erythrina mulungu (sinonimia E. verna)

E. mulungu (Figura 28) ¢ conhecida popularmente por mulungu, termo utilizado
popularmente para descrever outras espécies do género, o que torna dificil a coleta quando
baseada em informagdes tradicionais (FEITOSA et al., 2012). Além de mulungu, também ¢
conhecida como mulungu-coral, tiriceiro e suind, ¢ encontrada na regido sudeste,
especialmente no oeste paulista e tridngulo mineiro, e no Acre, com possiveis ocorréncias em
outros estados. E considerada uma 4rvore ornamental, podendo atingir de 10 a 14 m de altura
e tronco de 40 a 50 cm de diametro (LORENZI, 1998). Perde a folhagem para em seguida
florescer, geralmente entre os meses de julho e setembro, ocorrendo em seguida o
amadurecimento dos frutos que tem formato de vagem (6 a 12 cm de comprimento), que
podem conter até seis sementes, sendo comum trés ou menos (SCHLEIER; QUIRINO;
RAHME, 2016).

Figura 28 — E. mulungu: flores, folhas e frutos (A); Ocorréncia no Brasil (B).

%

v

M Ocorréncia confirmada

B Ocorréncia confirmada

Possiveis ocorréncias

Fontes: LORENZI (1998); REFLORA (2019).

Ao longo dos anos o género passou por reclassificagdo taxondmica e E. mulungu foi
renomeada para E. verna, entretanto as espécies comercializadas no Brasil ainda sdo vendidas
pela nomenclatura anterior, ¢ da mesma forma, em revisdes bibliograficas ¢ comum serem
encontradas ambas as descricdes (FEITOSA, 2012). A identificagdo e uso medicinal por

pessoas leigas pode ser perigosa, considerando que ndo ¢ recomendado o uso de preparos de
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E. mulungu a pessoas com insuficiéncia cardiaca, principalmente das sementes que
apresentam alta concentracdo de alcaloides, podendo atingir niveis toxicos (SCHLEIER;
QUIRINO; RAHME, 2016). Uma alternativa segura seria o uso de fitoterapicos de
laboratorios comprometidos com a qualidade, cuja composi¢ao quimica do fitomedicamento ¢
conhecida e a atividade bioldgica foi validada por ensaios confiaveis. Na medicina popular, a
decoccao das cascas € usada como sedativo e para tratar disturbios do sono e ansiedade, sendo
assim indicada para insOnia, depressao e¢ como calmante (GUARANTINI et al., 2014;
RODRIGUES; CARVALHO, 2001; LIMA et al., 2006).

Recentemente E. mulungu foi incluida na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS), elaborada pelo Ministério da Satde, que
tem por finalidade o incentivo e orientagdo ao uso de plantas medicinais nativas para
popula¢des mais carentes que ndo tem acesso aos medicamentos tradicionais (MINISTERIO
DA SAUDE, 2009).

A atividade ansiolitica do extrato etanodlico preparado a partir das inflorescéncias
(EEt) de E. mulungu e os alcaloides isolados a partir deste extrato foram avaliados em ensaios
com animais utilizando teste comportamental, onde o tratamento com 200—400 mg/kg de EEt
amenizou a resposta de ansiedade dos camundongos no teste de labirinto em T elevado
(do inglés elevated T-maze, ETM), efeitos similares aos provocados pelo diazepam (DZP),
farmaco utilizado como controle positivo. Além disso, (+)-11a-hidroxieritravina (91),
(+)-eritravina (92) e (+)-a-hidroxierisotrina (93) (Figura 29), em dosagens de 3 e 10 mg/kg,
prejudicaram a tarefa de esquiva inibitoria no ETM de maneira similar ao DZP em dosagens

de 2 mg/kg (FLAUSINO et al., 2007a).

Figura 29 — Alcaloides eritrinicos isolados de E. mulungu.
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(+)-11a-hidroxieritravina (91) (+)-eritravina (92) (+)-a-hidroxierisotrina (93)

Fonte: a autora.
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Outras investigacdes sobre os possiveis efeitos ansioliticos dos extratos das
inflorescéncias de E. mulungu foram feitos a partir do tratamento agudo (concentragdes de
100, 200 e 400 mg/kg) e cronico (concentragdes de 50, 100 e 200 mg/kg) em ratos submetidos
a ensaios de ansiedade. No modelo de transi¢do claro/escuro, tanto o EEt quanto DZP
aumentaram o nimero de transi¢cdes e o tempo gasto entre os compartimentos claro e escuro
em ambos os tratamentos. E importante ressaltar que a atividade motora dos animais ndo foi
afetada. No teste utilizando um pano impregnado com odor de gato, o EEt ¢ DZP nao
provocaram alteracao nas respostas comportamentais em nenhum dos tratamentos. A partir
dos resultados obtidos, os autores sugerem que o EEt de E. mulungu exerce efeitos
ansioliticos sobre um subconjunto especifico de respostas comportamentais defensivas.
Resultados semelhantes para o EEt e DZP também foram obtidos no teste ETM, onde as
laténcias de esquiva foram prejudicadas em ambos os tratamentos. Foi possivel concluir que o
tratamento agudo alterou respostas relacionadas com a ansiedade, cujo efeito seletivo deve
estar relacionado ao mecanismo de acdo dos alcaloides presentes no EEt; e que os efeitos
ansioliticos observados no tratamento cronico ocorreram em comportamentos relacionados a
ansiedade generalizada e transtorno de panico (ONUSIC et al., 2002, 2003).

Além do potencial ansiolitico, E. mulungu também foi avaliada quanto ao potencial
antimicrobiano. Em estudo realizado por Lima et al. (2006) que coletou 25 espécies de plantas
da medicina tradicional brasileira, cujos extratos etanolicos foram avaliados no ensaio
utilizando as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, foi observado que o extrato
etanolico de E. mulungu representa uma fonte em potencial de compostos com atividade
antimicrobiana seletiva contra S. aureus.

Os extratos hidroalcoodlicos da raiz, casca da raiz, caule e casca do caule, e fra¢des
cloroférmio e acetato de etila também foram avaliados quanto ao potencial antinociceptivo
(efeito de anular ou reduzir a percepc¢do e transmissdo dos estimulos que causam dor) e
anti-inflamatdrio. No teste com camundongos foi observada redugdo de aproximadamente
60% nas contracdoes abdominais induzidas por acido acético, sendo os melhores resultados
obtidos para os extratos do caule, raiz e casca da raiz, comparaveis a redugdo provocada por
dipirona (medicamento analgésico e antipirético). Os extratos e a fracdo cloroférmio
apresentaram resultados que indicam a presenga de compostos com atividade anti-
inflamatoria (OLIVEIRA et al., 2012).

Recentemente, o extrato aquoso comercial das cascas de E. mulungu foi avaliado

quanto ao potencial sobre as enzimas 7-etoxicumarina O-desetilase (ECOD),
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7-etoxirresorufina O-desetilase (EROD), 7-metoxirresorufina O-desmetilase (MROD) e
7-pentoxirresorufina O-despentilase (PROD) (enzimas do citocromo P450 hepaticas de rato).
O interesse desta pesquisa deve-se ao fato de que algumas plantas medicinais podem alterar a
concentracdo plasmatica de farmacos alopaticos por meio da inibicdo ou inducdo dessas
enzimas. Os resultados mostraram que na concentragdo de 10 mg/kg, o extrato provocou
inibicdo de 38% da enzima PROD; a concentracdo de 100 mg/kg provocou reducdo na
atividade da PROD (50%) e MROD (31%); e a concentragdo de 1000 mg/kg promoveu
reducdo da atividade das enzimas ECOD (23%), MROD (42%) e PROD (51%). Portanto,
sendo o extrato de E. mulungu capaz de alterar a atividade metabolica de algumas enzimas,
seu uso pode acarretar na alteracdo da concentragdo de outros farmacos consumidos
paralelamente, e por consequéncia, comprometer sua eficacia (RIBEIRO et al., 2016).

Preparacdes fitoterdpicas contendo extrato de E. mulungu sdo comercializadas em
farmacias ou mesmo disponiveis para compra pela internet, dessa forma, como demonstrado,
muitos estudos investigam as propriedades ansioliticas apenas do extrato, sem considerar
quais sdao os principios ativos (e mecanismos de agdo) responsaveis pela atividade
farmacoldgica. Nesse sentido, 91, 92 e 93, isolados do extrato obtido das inflorescéncias,
foram avaliados quanto ao potencial ansiolitico em ensaios in vivo com camundongos,
submetidos a testes comportamentais de ansiedade. No modelo de transi¢do claro/escuro, 92
(3 e 10 mg/kg) aumentou o tempo gasto pelos animais no compartimento iluminado e 91
(3 e 10 mg/kg), além deste efeito, também provocou aumento no nimero de transigdes entre
os compartimentos. No teste ETM, os trés compostos (3 e 10 mg/kg) prejudicaram a tarefa de
esquiva inibitoria, sugerindo que os efeitos ansioliticos ja relatados para o EEt estdo
relacionados aos alcaloides eritrinicos (FLAUSINO et al., 2007b).

Estes alcaloides foram posteriormente investigados quanto ao potencial sobre os
receptores de acetilcolina e sua seletividade para diferentes subtipos presentes no sistema
nervoso central (SNC). Os resultados indicaram que os efeitos comportamentais observados
podem ocorrer por meio da inibigdo dos receptores nicotinicos de acetilcolina do SNC,
particularmente aqueles do subtipo a4b2 (SETTI-PERDIGAO et al., 2013).

Ensaio in vivo que avaliou a atividade anticonvulsivante de 86 mostrou que doses de
3 ng/mL do alcaloide inibiram convulsdes provocadas por bicuculina, pentilentetrazol (PTZ)
e o acido N-metil-D-aspartato (do inglés N-methyl-D-aspartate acid - NMDA). Na

concentragdo de 0,5 pg/mL 86 inibiu convulsdes provocadas pelo acido cainico, entretanto,
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nenhuma modificagdo no glutamato ou nas vias do acido y-aminobutirico (do inglés

y-aminobutyric acid - GABA) foi observada em testes neuroquimicos (ROSA et al., 2012).

1.5 Atividade anticolinesterasica

Diferentes classes de alcaloides tém demonstrado potencial de inibir as enzimas
acetilcolinesterase (AChE) e butilcolinesterase (BChE), sendo esta uma estratégia no
tratamento da doenga de Alzheimer (DA) (KONRATH et al, 2013; WILLIANS;
SORRIBAS; HOWES, 2011). A hipdtese colinérgica ¢ fundamentada a partir do
conhecimento de que o neurotransmissor acetilcolina (ACh) atua na fenda sinéptica, ativando
os receptores colinérgicos, que no SNC estdo associados a funcdes cognitivas e respostas
emocionais (DALL’ACQUA, 2013; VENTURA et al., 2010). Assim, a biossintese da ACh
ocorre nos neurdnios a partir de colina (Ch) e acetil coenzima A (Acetil-CoA), catalisada pela
enzima colina acetiltransferase (Figura 30). Ao ser liberado, o neurotransmissor atravessa a
fenda sindptica e se liga ao receptor colinérgico, que ¢ ativado transmitindo a informacgao
(Figura 31). A AChE (majoritariamente) e BChE sdo responsaveis por catalisar a hidrolise de
ACh em colina e 4cido acético, evitando seu acumulo e permitindo que o neuronio colinérgico
ativado retorne ao estado inicial (Figura 32) (PATRICK, 2013; WILLIANS; SORRIBAS;
HOWES, 2011).

Figura 30 — Sintese da ACh.
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Fonte: PATRICK (2013).
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Figura 31 — Esquema de acao e hidrolise da ACh que ocorre na fenda sinaptica.
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Fonte: Adaptado de PATRICK (2013).

Figura 32 — Hidrolise da ACh.
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Fonte: PATRICK (2013).

A hipotese colinérgica foi entdo proposta a partir das observagdes de que pacientes
com DA apresentavam baixos niveis de ACh, e como consequéncia, deficiéncias de memoria
(ADSERSEN et al., 2007; DALL’ACQUA, 2013; WILLIANS; SORRIBAS; HOWES, 2011).
O uso dos inibidores de AChE e BChE, denominados anticolinesterdsicos, provém da
estratégia de que com a reducdo na hidrélise de ACh, o neurotransmissor continue na fenda
sindptica atuando nos receptores colinérgicos, levando a melhoras no processo cognitivo

(PATRICK, 2013) (Figura 33).
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Figura 33 — Hipodtese colinérgica.
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Fonte: Adaptado de PATRICK (2013).

Ja ¢ conhecido que a BChE é menos seletiva para ACh, podendo atuar também na
hidrélise de outros ésteres. Embora a hidrélise da ACh seja realizada principalmente pela
AChE em condi¢do saudavel, altos niveis do neurotransmissor sobrecarregam a enzima que
passa a ser auxiliada pela BChE (PATRICK, 2013; GREIG et al., 2005). Entretanto, com o
avango da DA, as atividades enzimaticas colinérgicas sdo alteradas, ocorrendo diminuicao da
atividade da AChE que passa a ser compensada com o aumento da atividade da BChE. Assim,
a inibicdo seletiva de BChE também pode aumentar os niveis de ACh no cérebro sem
prejudicar o sistema colinérgico, sendo mais uma alternativa para o tratamento da DA
avancada (GIACOBINI, 2001). Nesse sentido, a cinserina (94), que ¢ um inibidor seletivo da
BChE, foi utilizada como modelo para sintese de analogos como a (-)-N!,N®-bisnorcincerina
(BNC) (95) e (-)-N!-feniletilnorcincerina (PEC) (96) (Figura 34), cujos resultados em ensaio
in vivo, apresentaram melhora na atividade sindptica e no desempenho cognitivo (GREIG

et al., 2005).
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Figura 34 — Cinserina e andlogos, inibidores seletivos da BChE.
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Fonte: GREIG et al. (2005).

A organiza¢do mundial de saide (OMS) estima que a deméncia afeta 50 milhdes de
pessoas no mundo, e a DA ¢ a forma mais comum de deméncia, responsavel por 60-70% dos
casos, diagnosticada predominantemente em idosos (OMS, 2019). A galantamina (97),
produto natural que pode ser obtido de espécies dos géneros Galanthus e Narcissus, esta
presente em varios medicamentos na forma de bromidrato de galantamina, indicada para o
tratamento paliativo dos sintomas da DA (ANVISA, 2019b; DEWICK, 2009; LEI;, WANG;
DU, 2018; LOPEZ et al., 2002;). A rivastigmina (98), ¢ outro principio ativo inspirado em
PN, a fisostigmina (eserina) isolada de Physostigma venenosum, que € comercializada na
forma de hemitartarato de rivastigmina. Esse medicamento ¢ indicado para o tratamento de
problemas de memoria e deméncia em pacientes com DA ou Parkinson (ANVISA, 2019c;
DEWICK, 2009; HOUGHTON; REN; HOWES, 2006). A partir da Huperzia serrata foi
isolada a huperzina A (99), usada clinicamente na China para DA e outras desordens
cognitivas. Nos EUA ¢ vendida como suplemento alimentar para problemas de memoria e no
Brasil ainda ndo tem registro na ANVISA (Figura 35) (DAMAR et al., 2017; VIEGAS et al.,
2004).

Figura 35 — Inibidores da AChE indicados para o tratamento da DA.

galantamina (97) rivastigmina (98) huperzina A (99)

Fonte: a autora.
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Os alcaloides eritrinicos também tém sido investigados quanto a sua acdo sobre a
AChE e receptores de ACh. Em ensaio in vitro, 86 apresentou significativa atividade
competitiva nos receptores nicotinicos de acetilcolina, e os resultados in vivo corroboraram o
efeito antagonista do alcaloide em relagdo aos receptores (DECKER etal.,, 1995). Os
alcaloides 91 e 92 isolados de E. mulungu, também apresentaram inibi¢do dos receptores
nicotinicos, principalmente aqueles do subtipo a4f2 (SETTI-PERDIGAO et al., 2013). A
atividade anticolinesterasica foi relatada para o extrato aquoso das folhas de E. velutina e para
a fracdo alcaloidica, cujos metabolitos ativos conseguiram ultrapassar a barreira
hematoencefalica e inibir a atividade de AChE em ensaios in vivo. O extrato aquoso ¢ a fracao
alcaloidica exibiram atividades inibitorias para AChE com ICso 0,56 e 0,87 mg/mL
respectivamente, enquanto o controle positivo neostigmina apresentou ICso 0,36 mg/mL
(SANTOS et al., 2012).

Dentro deste contexto, esse trabalho propde o estudo quimico do extrato etanolico das
cascas de E. mulungu, direcionado para o isolamento dos alcaloides eritrinicos e posterior
avaliagdo quanto ao potencial de inibiacdo das enzimas AChE e BChE utilizando ensaio

in vitro.

2. OBJETIVOS

Isolar os alcaloides presentes no extrato etandlico das cascas do caule de E. mulungu e

avaliar a atividade anticolinesterasica.

2.1 Objetivos especificos

¢ Extracdo liquido-liquido do extrato etanolico das cascas de E. mulungu;
e Estudo quimico da fracdo CH»Cl, e da fragdo AcOEt alcaloidica visando o
1solamento dos metabodlitos majoritarios € novos compostos;

e Avaliagdo da atividade anticolinesterdsica do extrato, das fracdes e compostos

isolados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Solventes

e Metanol (MeOH): Synth P.A. ACS

e Metanol (MeOH): Sigma-Aldrich grau HPLC

¢ Diclorometano (CH2Cl>): Vetec P.A.

e Solventes em grau analitico purificados por destilagdo fracionada: hexano e acetato
de etila (AcOEY)

e Solu¢do aquosa de hidroxido de amonio (NH4OH) 28%: Alphatec P.A. e Neon P.A.

3.2 Reagentes

e Acido acético glacial (CH;CO,H): Synth

¢ Hexacloroplatinato de potassio (KPtCls): Vetec
e lodeto de potassio (KI): Chemicals

e Nitrato de bismuto III (Bi(NO3)3): Isofar

3.3 Solu¢des reveladoras

3.3.1 Vanilina sulfurica:

Preparada a partir de 3,0 g de vanilina dissolvida em solu¢do contendo 135 mL de

agua destilada, 135 mL de metanol e 30 mL de 4cido sulfurico concentrado.

3.3.2 lodocloroplatinato (TOUCHSTONE; DOBBINS, 1978):

Solugdo A: Solugdo aquosa a 5% (m/m), de dacido hexacloroplatinico (IV)
([H2(PtCls).6H20]). Também pode ser utilizado o sal K>PtCle.

Solugdo B: Solugdo aquosa a 10% (m/m), iodeto de potassio (KI).
Solugdo spray: Mistura da solucao A, solugdo B e H,O (1:9:10).
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3.3.3 Dragendorff (TOUCHSTONE; DOBBINS, 1978):

Solugdo A: 0,85 g de nitrato de bismuto (Bi(NO3)3) em solucao de 10,0 mL de 4cido
acético glacial (CH3CO2H) e 40,0 mL de agua, sob aquecimento.

Solugdo B: 8,0 g de iodeto de potassio (KI) em 30,0 mL de 4gua de destilada.

Soluc¢do estoque: Mistura da solug@o A e solugdo B (1:1).

Reagente: Solucao estoque, acido acético e agua (1:2:10).

3.4 Técnicas cromatograficas

3.4.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Foram utilizadas placas comerciais de silica gel 60 (Macherey-Nagel), com 0,20 mm
de espessura e indicador de fluorescéncia (UV 254 nm). As revelagdes foram feitas por

irradiagdo ultravioleta (254 ou 365 nm) ou por nebulizac¢ao de revelador especifico.

3.4.2 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

As placas preparativas foram preparadas utilizando uma suspensdo de silica gel 60
(Vetec) e silica gel 60 com indicador de fluorescéncia (UV 254 nm) (Macherey-Nagel), além
de agua, na propor¢do 1:1:4 (m/m/m) (adaptado de SANTOS et al., 2007). Em cada placa
foram aplicadas aproximadamente 15 mg de amostra. As revelacdes foram feitas por
irradiagdo ultravioleta (254 nm) ou por nebulizagdo de revelador especifico, utilizando uma

pequena faixa na lateral da placa.

3.4.3 Cromatografia em coluna (CC)

Foram utilizadas como fases estaciondrias:

e Silica gel (SiO.) para cromatografia (63—200 um, didmetro de poro 60 A), Merck.

e Silica gel (SiO2) para cromatografia flash (40-63 pm, didmetro de poro 60 A)
Merck.
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3.4.4 Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE)

As analises de cromatografia a liquido de alta eficiéncia, foram realizadas utilizando
um cromatografo do laboratorio do Instituto de Quimica da Universidade Federal de

Uberlandia (IQ-UFU), campus de Santa Monica:

Cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia Shimadzu®, modelo LC—6AD, composto
pelos seguintes modulos: bombas LC—6AD, degaseificador DGU-20AS5R, forno CTO-20A,
coletor de fragdes FRC—10A, autoinjetor SIL-10AF e detectores de arranjo de diodo (DAD)
SPD-M20A e evaporativo por espalhamento de luz (ELSD, do inglés evaporative light

scattering detector) LT 11, controlados pelo software LC Solutions.

Para o desenvolvimento dos métodos de separacdo foram utilizadas as colunas:

e Coluna analitica Phenomenex® Lunna C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 um) protegida pela
respectiva pré-coluna. As amostras foram previamente filtradas em membrana de
politetrafluoretileno (PTFE) 0,45 pum.

e Coluna semipreparativa Phenomenex® Luna C18 (250,0 x 10,0 mm, 10 pm). As
amostras foram previamente filtradas em membrana de politetrafluoretileno (PTFE) 0,45 pm.

e Coluna semipreparativa Phenomenex® Synergi Hydro-RP C18 (100,0 x 21,2 mm,
4 um). As amostras foram previamente filtradas em membrana de politetrafluoretileno

(PTFE) 0,45 pm

As andlises por cromatografia a liquido de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas de alta resolu¢do (CLAE-EM), foram realizadas no Laboratorio de Nanobiotecnologia
do Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia (IBTEC-UFU), campus
Umuarama:

Cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia Agilent® modelo Infinity 1260, acoplado a
espectrometro de massa de alta resolucdo do tipo QTOF, marca Agilent®, modelo 6520 B,
com fonte de ionizagdo por eletronspray. Para as analises cromatograficas foi utilizada uma
coluna Agilent® C18 modelo Poroshell (10,0 cm x 3,0 mm, 2,7 um). A ionizagio foi realizada
com gas nebulizante (N2) a 20 psi; foi utilizado gas secante (N2) aquecido a 220 °C com fluxo

de 8,0 L/min e no capilar foi aplicado 4,5 KV. Os dados foram adquiridos no modo positivo.
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As massas acuradas obtidas dos EMs em alta resolucdo foram comparadas com
aquelas obtidas do programa ChemDraw Ultra 12.0 (massas exatas), e calculados os erros em

ppm. Para isso foi utilizada a equacao a seguir:

massa acurada — massa exata 106
X

Erro =
(ppm) massa exata

3.4.5 Cromatografia a gas

As andlises de cromatografia a gas foram realizadas utilizando um cromatografo a gas
acoplado a um detector de ionizacdo em chama (CG-DIC) do laboratério do Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (IQ—UFU), campus de Santa Moénica e um
cromatografo a gas acoplado a um espectrometro de massas (CG-EM) do Laboratério de

Pesquisa em Energias Renovaveis (coordenado pelo prof. Ricardo Reis Soares):

e Cromatografo a gis acoplado a detector de ionizagdo de chama (CG-DIC)
Schimadzu, modelo 2010. Foi utilizada uma coluna capilar do tipo OV-5 (5% de fenil e 95%
de polidimetilsiloxano, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um). A analise foi realizada utilizando
nitrogénio como gas de arraste com fluxo de 3 mL/min. As temperaturas do injetor e detector
foram de 280 e 300 °C, respectivamente. O volume de injecdo foi de 1,0 pL. de solucdo em
MeOH. Foi utilizado o modo de injecdo splitless (1:10). A temperatura do forno foi
inicialmente mantida a 100 °C e depois aumentada a uma velocidade de 8 °C/min até 280 °C,
mantida durante 6,5 min; tempo total de analise 30,0 min.

e Cromatografo a gas acoplado a um espectrometro de massas Shimadzu QP2010,
com potencial ionizante de 70 eV, com as seguintes condigdes: gas transportador hélio a um
fluxo constante de 1,2 mL/min; coluna SPB-5 (30,0 m % 0,25 mm d.i.) capilar de silica
fundida com 5% fenil e 95% dimetilpolisiloxano como a fase estaciondria; temperatura do
injetor ajustada a 280 °C, com uma proporg¢ao de divisdo de 1:20. A temperatura do forno foi
inicialmente mantida a 100 °C e depois aumentada a uma velocidade linear de 8 °C/min até

280 °C, mantida durante 6,5 min; tempo total de analise 30,0 min.
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3.5 Técnicas espetroscopicas

As analises de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizadas no
equipamento da marca Bruker Ascend™ 400 Avance III HD (9,2 Tesla) do laboratério
multiusudrio do Instituto de Quimica da UFU, operando em frequéncias de 400 MHz para os
nucleos de hidrogénio e 100 MHz para o carbono. Os experimentos foram realizados a 25 °C,
utilizando tetrametilsilano (TMS) como padrao interno (dtms = 0,00).

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um espectrometro Perkin
Elmer modelo FT-IR Frontier Single Range — MIR, na regido de 4000 a 220 cm™'. As
medidas foram realizadas no estado solido, com o auxilio do acessorio de Reflectancia Total

Atenuada (ATR) com cristal de diamante.

3.6 Equipamentos utilizados

O Ntcleo de Pesquisa em Produtos Naturais (NuPPeN) — IQ/UFU, também conta com

alguns equipamentos basicos mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Equipamentos disponiveis para realizagdo desse trabalho.

Equipamento Marca Modelo
Balanga analitica Shimadzu AUW220D
Rotaevaporador Ika RV 10
Liofilizador Terroni LS3000
Linha de secagem de amostras a pressdo reduzida Bomba Edwards RV5

Fonte: autora.

4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1 Coleta do material vegetal e preparo do extrato etandlico.

O extrato etandlico (1,14 Kg) das cascas do caule de Erythrina mulungu Mart.
(EEC-Em) foi preparado previamente pelo Professor Dr. Marcos Pivatto a partir do material
vegetal, que apds seco e triturado (11,5 Kg) foi submetido a extragdo com etanol 70%

(57 L x 3), sendo o solvente removido por destilacdo em evaporador rotativo a pressao
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reduzida, utilizando banho de aquecimento a 40 °C. As cascas foram coletadas (dezembro de
2009) nas proximidades da cidade de Rifaina — SP, sendo a exsicata (HPM0032) depositada

no Departamento de Biotecnologia Vegetal da Universidade de Ribeirao Preto.

4.2 Extracao liquido-liquido

O EEC-Em (100,0 g) foi solubilizado em 500 mL de MeOH/H>O (9:1, v/v), filtrado e
submetido a extracdo liquido-liquido com hexano (7 x 200 mL), CH2Cl> (8 x 280 mL) e
AcOEt (7 x 280 mL) (Figura 36). Os solventes foram removidos por destilacdo em

evaporador rotativo a pressao reduzida utilizando banho de aquecimento a 40 °C.

Figura 36 — Extracdo liquido-liquido do extrato etanolico das cascas de E. mulungu.

Extrato Etanélico (EEC-Em)
100,0 g

1. Solubilizar em MeOH:H,O (9:1) 500 mL

2. Filtrar

Residuo Sol. hidrometandlica
12,11 g

1. Adigdo de MeOH:H,O (9:1) 200 mL
2. Extra¢do com n-hexano (7 x 200 mL)

F. Hexano - —
3,62 ¢ Sol. hidrometandlica

1. Adicao de H,O 150 mL
2. Extragdo com CH,Cl, (8 x 280 mL)

| |
F. CH,Cl, Residuo
390 g

Sol. hidrometandlica

Extragdo com AcOEt (7 x 280 mL)

F. AcOEt F. hidrometandlica
18,13 g 36,19 g

Fonte: a autora.

4.3 Extracao acido-base

O EEC-Em (500,0 g) foi solubilizado em 5 L de solugdo aquosa (MeOH/H»O,
1:4, v/v) acida 0,1 M (HCI, pH 2), filtrado e submetido a extragdo com AcOEt (3 x 1 L). Em
seguida, foi adicionado NH4OH (28% em H>O) a fase hidroalcoodlica até pH 9, e realizada
extracdo com AcOEt (3 x 1 L), para obtencdo da fracdo AcOEt alcaloidica (35,3 g)
(Figura 37). Os solventes foram removidos por destilagdo em evaporador rotativo a pressao

reduzida utilizando banho de aquecimento a 40 °C.
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Figura 37 — Extracdo acido-base do extrato etandlico das cascas de E. mulungu.

Extrato Etanolico (EEC-Em)
500,0 g

1. Solubilizar em solugao (MeOH/H,O, 1:4, v/v)
acida 0,1 M (HCI, pH 2)

2. Filtrar

3. Extracdo com AcOEt (3 x 1 L)

F. AcOEt Sol. hidroalcodlica

1. Adigdo de NH,OH (até pH 9)
2. Extrag@o com AcOEt (3 x 1 L)

F. AcOEt (alcaloidica)
353 ¢

Sol. hidroalcodlica

Fonte: a autora.

4.4 Atividade biolégica

Os ensaios para determinar a atividade anticolinesterasica foram realizados no
Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular do Instituto de Genética e Bioquimica da
UFU em Uberlandia aos cuidados do Prof. Dr. Foued Salmen Espindola. A metodologia
utilizada foi adaptada a partir dos ensaios realizados por Marston et al. (2002), Ellman et al.

(1961) e Rhee et al. (2001).

4.4.1 Atividade anticolinesterasica

As atividades inibitorias de AChE e BChE do extrato etanolico, da fracio CH2Cly, da
fragdo AcOEt alcaloidica e dos alcaloides II e IV foram avaliadas usando o método de
microplaca de 96 pogos (MARSTON et al., 2002; ELLMAN et al., 1961; RHEE et al., 2001).
Neste método, as enzimas hidrolisam os substratos acetiltiocolina ou butiriltiocolina, para
produzir tiocolina que reage com 5,5-ditiobis (4cido 2-nitrobenzoico) (DTNB), para produzir
2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocinoina e 5-tio-2-nitrobenzoato, que podem ser detectados a
405 nm.

Para os experimentos, 25 pL de solucdo aquosa de iodeto de acetiltiocolina ou iodeto
de butiriltiocolina (3 mM), 125 pL de DTNB (3 mM) em tampao C, 50 pL. de tampdo B e
25 uL da amostra diluida em tampao A foram adicionados a microplaca de 96 pocos, para dar

concentragcdoes de iodeto de acetiltiocolina ou iodeto de butirritoiilina variando de 3,0 a
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300 pg/mL para os compostos isolados e 30 a 2000 pg/mL para o extrato etandlico, fracao
CH>Cl; e fracdo AcOEt alcaloidica. A seguir, foram adicionados 25 pL de solucdo de enzima
(AChE ou BChE) de 0,2 U/mL e a absorbancia foi imediatamente medida a 405 nm a cada
30 s, por 20 min (a temperatura foi mantida a 30 °C). Qualquer aumento na absorbancia
devido a hidrolise espontinea do substrato (ou aos cromoéforos presentes nas amostras) que
pode ter ocorrido antes da leitura das absorbancias, foi corrigido subtraindo-se a taxa de
reacdo medida antes do inicio do experimento (isto €, antes da leitura a cada 30 s por 20 min)
a partir dos valores obtidos apds o inicio do experimento. A percentagem de inibi¢do foi
calculada em comparacdo com um branco (MeOH a 10% em tampao A) e o controle positivo
utilizado foi a galantamina, no mesmo intervalo de concentragdo para compostos puros.

Foram utilizados os seguintes tampdes: tampao A: Tris-HCI 50 mM (pH 8); tampao B:
Tris-HCl 50 mM (pH 8) contendo fracdo de albumina de soro bovino a 0,1%; tampao C:
Tris-HCI 50 mM (pH 8) contendo NaCl 0,10 M e MgCl..6H20 20 mM. Todos os reagentes
foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Fracionamento do EEC-Em

O EEC-Em e as fragdes obtidas da extragdo liquido-liquido foram analisadas por CCD
utilizando como FM uma mistura de CHCl3/MeOH/NH4OH (9:1:0,25) (Figuras 38 e 39). As
cromatoplacas foram analisadas em camara de UV (254 e 365 nm) e reveladas com ICIPt e
vanilina sulfurica. A partir da avaliacdo das placas, foi possivel constatar que a maior

concentracdo de alcaloides estava na fragado CH2Clo.

Nota: FE silica, FM CH,Cl,/MeOH/NH4OH (9:1:0,25). Inspecdo em camara de UV (254 nm) (A); revelador
ICIPt (B); revelador vanilina sulftrica (C).
Fonte: a autora.
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Figura 39 — Cromatoplacas das fracdes obtidas na extracdo liquido-liquido: hexano (A); CH.Cl: (B);
AcOEt (C).

Nota: FE silica, FM CHCly/MeOH/NH;OH (9:1:0,25) e revelador ICIPt.
Fonte: a autora.

A fragdo CH>Cl (7,0 g), foi submetida a CC (KMCO1) (364,0 g, 20,0 x 5,5 cm d.i.),
utilizando como FE silica gel (63—200 um) ¢ FM um gradiente de solventes que iniciou com
CH:Cl2/MeOH/NH4OH (10:0:0,25) at¢ CH2Cl./MeOH/NH4OH (7:3:0,25), e na sequéncia
100% de MeOH (Figura 40). As fracdes coletadas (182) foram analisadas por CCD e
reagrupadas de acordo com a similaridade dos valores de Ry. O procedimento de CC da fragado
CHxCl; foi realizado trés vezes para obtencao de maior quantidade de massa, resultando nas
fragdes alcaloidicas KMCO1-Fes4-93 (646,4 mg), KMCO1-Fos 145 (644,0 mg) e KMCO01-Fi46-173
(464, mg) (Figura 41), submetidas a diferentes procedimentos cromatograficos para
isolamento dos alcaloides. O fluxograma da Figura 42 apesenta um panorama dos

procedimentos realizados para o isolamento dos alcaloides.

Figura 40 — Coluna cromatografica (KMCO01) da fragao CHCl..

Fonte: a autora.
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Figura 41 — Cromatoplaca das fracdes obtidas de KMCO1.
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Figura 42 — Procedimentos cromatograficos realizados com a fragdo CH,Cl..

F. CH,Cl,
70¢g

Coluna KMCO01

FE: silica (63—200 pm) (364,7 g, 30 x 5,5 cm d.i.)
FM: gradiente CH,Cl,/MeOH (10:0-7:3)

(+NH,OH 0,25)
KMCO01-Fgy_o3 KMCO01-Fgy_45 KMCO1-Fy44_
646,4 mg 644,0 mg 4646 mg
—1290,5 ng L333,1 mg
Coluna KMC02 CCDPO1
FE: silica gel (cromatografia f/ash) FE: silica gel para CCDP
(40—63 um) (20,1 g, 25,0 x 2,0 cm d.i.) FM: CH,Cl,/MeOH (9,5:0,5) — 65,2 mg 293,8 mg—
FM: gradiente CH,Cl,/MeOH (10:0-7:3) (+NH,OH 0,25)
(+NH,OH 0,25) CCDP02
4 ? CLAE semipreparativa C18 FE: silica gel para CCDP
KMC02-Fy7_»g KMPO1 (100,0 > 21,2 mm, 4 pm) FM: hexano/AcOEt (1:4)
11,3 mg 30,6 mg (+NH4OH 0,25)
CLAE-#8,1 min. KMP02
1,2 mg 6,7 mg
Y i
Alcaloide 1 Alcaloide I1 ' \
Alcaloide II e I1I Alcaloide I1
H;CO
oe
I
H4CO R QS o
o\
Hyco™ N
erisotramidina (I) erisotrina (II) erisotrina N-oxido (III)

Fonte: a autora.
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5.1.1 — Estudo quimico da fragao KMCO1-Fs4-93.

A fragdo KMCOI-Feso03 (646,4 g) foi submetida a dois procedimentos
cromatograficos: CC (KMC02) e CCDP (CCDPO1). Para a analise da KMCO02 (145 mg) por
CC (20,1 g, 25,0 x 2,0 cm d.i.) foi utilizado como FE silica gel para cromatografia flash
(40-63 pum) e eluigdo em modo gradiente utilizando como FM um sistema de solventes
iniciando com CH>Cl,/MeOH/NH4OH (10:0:0,25) até CH>Cl/MeOH/NH4OH (7:3:0,25), e
na sequéncia 100% de MeOH. As fragdes (40) coletadas foram analisadas por CCD e
reagrupadas de acordo com a similaridade dos valores de Ry, de onde foi obtida uma mistura

de dois alcaloides (KMCO02-F27-25, 11,3 mg) (Figura 43).

Figura 43 — Cromatoplaca das fracdes obtidas de KMCO02.

R, 0,45—>

Nota: FE silica, FM CH2Clo/MeOH/NH4OH (4:1:0,25) e revelador ICIPt.
Fonte: a autora.

A fracdo KMCO02-F»728 foi analisada por CLAE-DAD-ELSD (Figuras 44 e 45), sendo
possivel observar um pico principal com #r 20,8 min., cujo espectro de UV apresentou
maximos de absor¢ao em 208, 232 e 282 nm (Figura 44). Estes dados quando comparados
com aqueles da literatura, foram similares aos dos alcaloides eritrinicos (204, 234 e 283 nm),
relatados por Flausino Junior et al. (2007a). Nos alcaloides eritrinicos, ¢ frequente a presenga
de um anel aromdtico (anel D), que apresenta banda de absor¢do carateristica no UV em
202 nm. Além disso, podem apresentar também duas ligacdes duplas em aneis diferentes
(anéis A e B) formando um sistema conjugado, cujo valor teérico do comprimento de onda de
absor¢do, considerando as regras empiricas de Woodward-Fieser, ¢ 234 nm. Dessa forma, as
absor¢des observadas em 208 e 232 nm foram atribuidas a transi¢des eletronicas do tipo
m > m* caracteristicas de compostos aromaticos e dienos conjugados, respectivamente

(PAVIA et al., 2010). No entanto, o detector por arranjo de diodos (DAD-UV) esta limitado a
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detecgdo de compostos que absorvam na regido do UV-vis pela presenga de grupos
cromoéforos. Ja o detector evaporativo por espalhamento de luz (ELSD) ¢ mais abrangente e
pode ser empregado para analise de diferentes classes de produtos naturais. Além disso, o
sinal gerado esta relacionado principalmente com a concentragao dos analitos. Portanto, para
melhor clareza dos resultados foi utilizado também o ELSD, que garante a detec¢ao daqueles
compostos que ndo apresentam cromoforo (GONZALEZ etal., 2011; URANO;
RODRIGUES; BERLINCK, 2012).

Figura 44 — Cromatograma (CLAE-DAD, UV 254 nm) em coluna analitica e CCD da fracdo
KMCOZ‘F27728'

(o)
o
900 ] = mAU
N 25004
800 18 fr 20,81 min

B B B B 15y s B B B By By O B
5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 min

Condigdes CLAE: Coluna Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 um), gradiente (40 min.), 40-100% de
MeOH-H;O e em seguida foi mantido 100% de MeOH (5 min.); C = 1,0 mg/mL, Vi; = 50,0 pL,
fluxo: 1,0 mL/min. e detector DAD. CCD: FE silica, FM CH,Cl,/MeOH/NH4OH (9:1:0,25) e revelador ICIPt.
Fonte: a autora.

64



Figura 45 — Cromatograma (CLAE-ELSD) em coluna analitica da fragdo KMC2-F»7 .
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Condigdes: Coluna Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 um), gradiente (40 min.), 40-100% de MeOH-H,O,
e em seguida foi mantido 100% de MeOH (5 min.); C = 1,0 mg/mL, Vi, = 50,0 pL, fluxo: 1,0 mL/min. e
detector ELSD.
Fonte: a autora.

A andlise dos cromatogramas (Figuras 44 e 45), indicaram o isolamento de um
alcaloide majoritario, assim como mostra a analise da CCD revelada com ICIPt (Figura 43). A
andlise da fragdo KMC2-F2728 por CLAE-EM-IES em alta resolu¢do permitiu observar no
cromatograma dois picos com #r de 6,5 e 6,8 min, referentes aos sinais m/z 328,1547 e
298,2743 [M + H]*, respectivamente (Figuras 46 ¢ 47). Os sinais de massa par [M + H]"
caracterizam a presenca de compostos com numero impar de nitrogénio e foram
correlacionados a alcaloides eritrinicos, ja relatados na espécie. Assim, foi possivel observar
que a maior eficiéncia da CLAE permitiu a separagdao dos compostos que coeluiram na analise
realizada por CLAE.

O sinal de m/z 328,1547 [M + H]" foi calculado para C19H21NO4", 328,1543 (A 1,21) e
sua formula molecular estabelecida como Ci9H20NOs4, com indice de deficiéncia de
hidrogénio igual a 10. No entanto, dois alcaloides eritrinicos ja foram relatados para mesma
formula molecular: a 11-metoxieritralina e a erisotramidina. O sinal de m/z 328 ao ser
submetido a andlise por EM sequencial (EM/EM) (Figura 48), apresentou como pico base o
sinal de m/z 296, que foi correlacionado a eliminagdo neutra de metanol [M + H — CH30H]"
(Figura 49). Essa proposta ¢ condizente com a estrutura da erisotramidina (I), uma vez que
para a 1l-metoxieritralina seria esperada uma segunda eliminagdo de metanol,

cujo sinal (m/z 264) nao foi observado no EM, mesmo utilizando maiores energias de colisao

65



(Figura 49). Vale destacar que I ja foi relatada em E. arborescens e E. lysistemon (AMER,
1991; JUMA; MAJINDA, 2004).

Figura 46 — Cromatograma (CLAE-EM) da fragdo KMC02-F»7-2s.
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Condigdes: Coluna Agilent® C18 Poroshell (10,0 x 3,0 mm, 2,7 um), gradiente (10 min.), 10-98% de
MeOH-H,»O acidificada com acido foérmico (0,1% v/v) e em seguida foi mantido 98% de MeOH (7 min);
C=1,0 mg/mL, Vi = 2,0 pL, fluxo: 0,7 mL/min. e detector EM.

Fonte: a autora.

Figura 47 — EM-IES-(+) em alta resolugdo da fragdo KMC02-F»73.
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Fonte: a autora.
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Figura 48 — EM/EM-IES-(+) do sinal de m/z 328 [M + H]" (20 eV) observado na fragdo
KMCO02-F272s.
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Fonte: a autora.

Figura 49 — Propostas de fragmentacdo para erisotramidina e 11-metoxieritralina.
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Fonte: a autora.

O ion de m/z 298,2742 [M + H]" (Figura 47) ndo foi identificado, visto que as massas
exatas, referentes as possiveis formula moleculares dos alcaloides eritrinicos ja relatados,
apresentavam erros (ppm) muito altos. Além disso, as estruturas propostas nao foram
condizentes com o observado no espectro de EM/EM, que apresenta um sinal de m/z 280

[M + H - H,0]", referente a eliminagdo de 18 u (Figura 50).
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Figura 50 — EM/EM-IES-(+) do sinal de m/z 298 [M + H]" (20 eV), observado na fragdo
KMCO02-F»7s.
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Fonte: a autora.

A andlise da CCD da fragdo KMCO01-Fe4-93 (333,1 mg) apresentou duas manchas apds
revelacdo com ICIPt (Rf0,56 e 0,66) (Figura 51A), assim foi submetida a cromatografia em
camada delgada preparativa (CCDPO1) (Figura 51B). No entanto, ap6s o procedimento foi
possivel recuperar apenas o composto II (KMPO1, 30,6 mg, Rr0,56), como mostra a CCD

realizada apds a separagdo (Figura 51C).

Figura 51 — Cromatoplaca da fragao KMCO1-Fes 93 (A); CCDP (B) ¢ CCD da fragdo KMPO1 (C).

R, 0,85

R, 0,66 R, 0,56

R, 0,48

Nota: FE silica, FM CH,Cl,/MeOH/NH4OH (9,5:0,5:0,25) e revelador ICIPt (A). FE silica, FM
CH,Cl/MeOH/NH4OH (9,5:0,5:0,25), inspe¢do em camara de UV (254 nm) (B). FE silica, FM
CH,Cl,/MeOH/NH4OH (9:1:0,25) e revelador ICIPt (C).

Fonte: a autora.
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A fracdo KMPOI1 foi submetida a andlise por CG-EM, onde foi possivel observar a
presenca de apenas um pico majoritario com fr 22,6 min. (Figura 52). O EM-IE apresentou
um sinal de m/z 313 (30%) que foi atribuido ao ion molecular da erisotrina (II), além de dois
ions fragmentos intensos de m/z 282 (100%) e 298 (32%) (Figura 53). Estes sinais podem ser
explicados a partir da formagdo do ion molecular que apresenta carbocation e radical nos C-1
e C-2, respetivamente (anel A) (Figura 53). O ion fragmento de m/z 282 (M™" — 31) pode ser
explicado pela clivagem homolitica da ligacdo C—OCH3, onde a metoxila ¢ eliminada como
radical e o elétron desemparelhado do C-2 forma uma nova ligagao dupla entre C-2—C-3, que
deixa o carbocation (C-1) em posicao alilica em relagao as duplas dos anéis A e B, que podem
contribuir estabilizando a espécie (Figura 53). J4 o ion fragmento de m/z 298 (M™" — 15) pode
ser justificado pela cisdo homolitica da ligagdo O—CH3s e consequente formagdo de um anel
oxirano ¢ eliminagdo do radical metila. Estes dados quando comparados com aqueles da

literatura sdo condizentes com o do alcaloide erisotrina (IT) (AMER, 1991; FEITOSA, 2012).

Figura 52 — Cromatograma (CG-EM) de KMPO1.
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Condig¢des: Coluna SBP-5 (5% de fenil e 95% de polidimetilsiloxano, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum), gradiente
100-280 °C (8 °C/min., 22,5 min.), e em seguida foi mantido a 280 °C (6,5 min.); C = 1,0 mg/mL, Vi,. = 1,0 uL,
fluxo: 3,0 mL/min., gas de arraste: N», e detector EM-IES.

Fonte: a autora.
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Figura 53 — EM-IE (CG-EM) de KMPO1.
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Fonte: a autora.

5.1.2 — Estudo quimico da fragdo KMCO0I-Fo4.145

A fracdo KMCO01-Fos-145 (65,2 mg) foi analisada por CLAE-DAD-ELSD (Figuras 54 e
55), onde foi possivel observar uma banda majoritaria com fr 8,1 min. e outra de menor
intensidade com #r 3,2 min., ambas com perfil espectral (UV) similares aos dos alcaloides
eritrinicos discutidos anteriormente (Figura 44). Essa fra¢do foi submetida 8 CLAE no modo
semipreparativo (Figura 56) de onde foi coletado o composto referente ao fr 8,1 min.

(CLAE-fr 8,1 min). A analise por CCD mostra a presenga de um alcaloide (Figura 56).
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Figura 54 — Cromatograma (CLAE-DAD, UV 254 nm) em coluna analitica e CCD da fracdo
KMCO01-Fo4.145.
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Condigdes CLAE: Coluna Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 pm), gradiente (40 min), 40—100% de MeOH—
H>0 e em seguida foi mantido 100% de MeOH (5 min); C = 1,0 mg/mL, Viy. = 50,0 puL, fluxo: 1,0 mL/min. e
detector DAD. CCD: FE: silica, FM: AcOEt/hexano/NH4OH (4:1:0,25) e revelador ICIPt.

Fonte: a autora.

Figura 55 — Cromatograma (CLAE-ELSD) em coluna analitica da fragdo KMCO1-Fos_14s.
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Condigdes: Coluna Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 um), gradiente (40 min), 40-100% de MeOH-H,0, e
em seguida foi mantido 100% de MeOH (5 min); C = 1,0 mg/mL, Vi = 50,0 pL, fluxo: 1,0 mL/min. e detector

ELSD.
Fonte: a autora.
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Figura 56 — Cromatograma (CLAE-DAD, UV 254 nm) em coluna semipreparativa e CCD da fracdo
KMCOl—F9Ll45.
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Condigdes CLAE: Coluna Phenomenex® Synergi Hydro-RP (100,0 x 21,2 mm, 4 um), gradiente (50 min),
20-100% de MeOH-H,0, e em seguida mantido 100% de MeOH (5 min); C = 120,0 mg/mL, Viy. =150,0 pL,
fluxo: 8,0 mL/min. e detector DAD. CCD: FE silica, FM AcOEt/hexano/NH4OH (4:1:0,25) e revelador ICIPt
Fonte: a autora.

A fragdo CLAE-#r 8,1 também foi submetida a andlise por CLAE-EM-IES em alta
resolugdo (Figura 57) onde foi observado um pico majoritario com g 4,27 min., € outro de
menor intensidade com #r 4,07 min., cujos EMs (Figuras 58 e 59) apresentaram sinais de
m/z 314,1752 e 330,1702, respectivamente, que foram correlacionados com as moléculas
protonadas Ci19H24NO3;" (cale. 314,1751, A 0,31 ppm) e CioHuaNO4" (calc. 330,1700,
A 0,60 ppm), o que permitiu estabelecer as formulas moleculares Ci19H23NO3; e Ci9H23NOg4,

ambas com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a 9.
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Figura 57 — Cromatograma (CLAE-EM-IES) da fracdo CLAE-f: 8,1 min.
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Condigdes: Coluna Agilent® C18 modelo poroshell (10,0 cm x 3,0 mm, 2,7 um), gradiente (10 min.), 10-98% de
MeOH-H,»O acidificada com acido foérmico (0,1% v/v) e em seguida foi mantido 98% de MeOH (7 min);
C=1,0 mg/mL, Vi = 2,0 pL, fluxo: 0,7 mL/min. e detector EM.

Fonte: a autora.

Figura 58 — EM-IES-(+) em alta resolug¢do do pico de 4,27 min. observado na fracdo
CLAE-tr 8,1 min.
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Fonte: a autora.
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Figura 59 — EM-IES-(+) em alta resolugdo do pico de % 4,07 min. observado na fracdo
CLAE-tr 8,1 min.
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Fonte: a autora.

O sinal de m/z314,1752 [M + H]" foi submetido a analise por espectrometria de
massas sequencial (Figura 60), que permitiu observar um ion fragmento de m/z 282 que foi
atribuido a elimina¢do neutra de metanol [M + H — CH30H]". Estes dados estdo condizentes

com a estrutura do alcaloide erisotrina (II).

Figura 60 — EM/EM-IES-(+) do ion molecular m/z 314 [M + H]" (15 eV), observado na fragado
CLAE-£z 8,1 min.
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Fonte: a autora.
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O sinal de m/z 330,1702 [M + H]", que foi correlacionado com a formula molecular
Ci9H23NO4 ja foi relatado na literatura para cinco isomeros de alcaloides eritrinicos:
eritratidinona, 11-hidroxierisotrina, erisotrina  N-0xido e 11-metoxierisodina,
11-metoxierisovina (AMER, 1991; SARRAGIOTTO; LEITAO FILHO; MARSAIOLI, 1981;
FLAUSINO et al., 2007a). Este sinal quando submetido a analise por EM/EM apresentou os
ions fragmentos de m/z 313, 298 e 280 (Figura 61). Estes fragmentos foram condizentes com
a eliminac¢@o de uma hidroxila (17 u) [M + H — OH]", e elimina¢des neutras de metanol (32 u)
[M + H — CH30H]" e 4gua e metanol (50 u) [M + H — H>O — CH3OH]", respectivamente. A
partir de uma anélise criteriosa dos mecanismos de fragmentagdo das estruturas dos isdmeros
(Figura 62), foi possivel constatar que somente a 11-hidroerisotrina (III) ¢ condizente com os

sinais observados no espectro (Figura 61).

Figura 61 — EM/EM-IES-(+) do sinal de m/z 330[M +H]" (20 eV), observado na fragdo
CLAE-£r 8,1 min.
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Fonte: a autora.

75



Figura 62 — Estruturas possiveis para a molécula protonada (m/z 330) e suas respectivas propostas de
fragmentacdo.
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Fonte: a autora.

Na tentativa de purificar os compostos presentes na fragdo KMCO1-Fos-145, parte dela

(293,8 mg) foi submetida a CCDP (Figura 63), de onde foi obtido o alcaloide denominado de
KMPO2 (IT) (6,7 mg, Rr0,73).

76



Figura 63 — Cromatoplaca da fragdo KMCO1-Fos 145 (A); CCDP (B) ¢ CCD do alcaloide purificado
(KMP02) (C).
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R, 0,57 —>

Nota: FE silica, FM CH,Cl,/MeOH/NH4OH (9,5:0,5:0,25) e revelador ICIPt (A) e (C). FE silica,
FM hexano/AcOEt/NH4OH (1:4:0,25), inspe¢do em camara de UV (254 nm) (B).
Fonte: a autora.

5.2 Estudo quimico da fracio AcOEt alcaloidica obtida da extracao acido-base

A fracdo AcOEt alcaloidica obtida da extracdo 4cido-base (7,0 g), foi submetida a CC
(KMCO03) (25,0 x 5,5 cm d.i.), utilizando como FE silica gel (63—200 um, 409,7 g) ¢ FM um
gradiente de solventes que iniciou com CH>Cl/MeOH/NH4OH (10:0:0,25) até
CH>Cl,/MeOH/NH4OH (8:2:0,25), e na sequéncia 100% de MeOH. As fragdes coletadas
(237) foram analisadas por CCD e reagrupadas de acordo com a similaridade dos valores de
Ry, resultando nas fragdes alcaloidicas KMCO03-Feo-111 (13,7 mg), KMCO031-F132-160 (327,6 g)
e no alcaloide isolado KMCO03-Fi61-214 (IV) (537, mg) (Figura 64 ¢ 65).
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Figura 64 — Cromatoplacas das fragdes obtidas de KMCO03.
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Fonte: a autora.
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Figura 65 — Procedimento cromatografico realizado com a fracdo AcOEt alcaloidica.
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Fonte: a autora.
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Alcaloide III

A analise da fragdo KMCO03-Fi61-214 por CCD permitiu observar apenas uma mancha

quando inspecionada em camera de luz UV (254 nm) e revelada com ICIPt (R;0,28)

(Figura 66). Essa fracdo foi submetida a analise por CG-DIC (Figura 67), que confirmou a

presenca de um pico majoritario com fr 15,0 min. que foi correlacionado com a estrutura do

alcaloide IV.

Figura 66 — Cromatoplaca da fragio KMCO03-F 61214

Rr0,28

Nota: FE silica, FM CH>Cl,/MeOH/NH4OH (9:1:0,25) e revelador ICIPt.

Fonte: a autora.
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Figura 67 — Cromatograma (CG-DIC) da fragdo KMCO03-F61-214.
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Condig¢des: Coluna OV-5 (5% de fenil ¢ 95% de polidimetilsiloxano, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum), gradiente
100-280 °C (8 °C/min., 22,5 min.), e em seguida foi mantido a 280 °C (6,5 min.); C = 1,0 mg/mL, Vi,.. = 1,0 pL,
fluxo: 3,0 mL/min, gas de arraste: N, e detector de ionizagdo de chama.

Fonte: a autora.

5.3 Elucidacao estrutural dos alcaloides

O estudo quimico das fragdes CH2Cl> e AcOEt alcaloidica obtidas do extrato etandlico
das cascas do caule de E. mulungu, resultou no isolamento de dois alcaloides eritrinicos, cuja
identificagio foi feita através das técnicas espectroscopicas (IV e RMN — 'H, 3C, DEPT,
COSY, HSQC e HMBC) e espectrométricas (EM), assim como a comparacao dos dados com

aqueles descritos na literatura.

5.3.1 Elucidacdo estrutural do alcaloide I1
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O alcaloide II (30,6 mg) foi isolado como um s6lido marrom que apresentou teste
positivo quando revelado com ICIPt (Ry 0,56) (Figura 51). Foi submetido a analise por
EM-IES-(+) em alta resolugdo, que possibilitou estabelecer a formula molecular Ci9H23NO3,
com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a 9. O sinal referente a molécula protonada foi
observado em m/z 314,1755 [M + H]", calculado para Ci19H24NOs", 314,1751 (A 1,2 ppm)
(Figuras 68). Quando o sinal referente a molécula protonada foi submetido & andlise
sequencial (EM/EM), foi observado um ion fragmento de m/z 282, que foi atribuido a

eliminagdo neutra de metanol (Figura 69).

Figura 68 — EM-IES-(+) em alta resolugdo de II.
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Fonte: a autora.

Figura 69 — EM/EM-IES-(+) do alcaloide I1 (20 eV).
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Fonte: a autora.
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O espectro na regido do infravermelho de I (Figura 70), apresentou bandas de
absor¢do que foram atribuidas aos estiramentos C—H alifatico (v 2926 e 2853 cm™'), C=C de
composto aromatico (v 1609 e 1453 cm™'), C—O—C de éter fenil alquilico (v 1258 cm™!) e C-N
de amina terciaria (v 1098 cm™!). Também foi observada uma banda de absorcido
caracteristica de estiramento C=C de alceno ciclico (v 1667 cm™") (PAVIA et al., 2015;
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).
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Fonte: a autora.

Figura 70 — Espectro de absor¢do na regido do infravermelho do alcaloide II.
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A anilise dos espectros de RMN 'H de II (Tabela 5) (Figuras 71-73) permitiu
observar a presenca de dois simpletos na regido de hidrogénios aroméaticos em ¢ 6,82 (1H) e
6,62 (1H), que foram atribuidos aos hidrogénios H-14 e H-17, respectivamente. Esse padrao ¢
caracteristico de um sistema aromatico 1,2,4,5-tetrasubstituido (anel D). Foram observados
dois dupletos em & 6,57 (1H, J=9,9 Hz, H-1) ¢ 6,00 (1H, J = 9,5 Hz, H-2), cuja correla¢do no
mapa de contorno COSY e a constante de acoplamento caracterizam uma insaturagdo com
configuragdo cis. Na mesma regiao também foi observado um simpleto largo em 6 5,72 (1H)
atribuido ao H-7 que faz parte do dieno conjugado entre os anéis A e B. Foram observados
trés simpletos em & 3,84 (3H), 3,74 (3H) e 3,31 (3H), referentes as metoxilas H-15", H-16’
(anel D) e H-3 (anel A), respectivamente, e um simpleto largo em & 4,07, atribuido ao
hidrogénio carbindlico (H-3) do anel A. Ainda foram observados trés multipletos em o 3,54
(2H, H-8), 2,97 (2H, H-10) e 2,67 (2H, H-11), um multipleto em o 2,52 ¢ um tripleto em
01,89 (J=10,9 Hz), atribuidos aos hidrogénios diastereotopicos H-4a e H-4b,
respectivamente. A partir da analise do mapa de contorno COSY (Figura 74) foi possivel
confirmar as correlagdes entre os hidrogénios vicinais, o que suporta a proposta de estrutura

do alcaloide erisotrina (Tabela 5).
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Tabela 5 — Dados de RMN da erisotrina (IT) em CDCI5%.

Posicao on’ mult.? (J em Hz) oc? COSY HMBC

1 6,57 d (9,9) 125,6 H-2 H-7

2 6,00 d (9,5) 131,8 H-1, H-3 H-4a, H-4b

3 4,07 sl 76,2 H-2, H-4, H-4’ H-1, H-4a, H-4b, H-3’

4a 2,52m H-3, H-4°

4b 1,89t (10,9) 41,2 H-3, H-4 H-2

H-1, H-4a, H-4b, H-7, H-10,

5 - 67,1 - Ho14

6 - 142,3 - H-1, H-2, H-4a, H-8

7 5,72 sl 122.8 H-8 H-8

8 3,54 m 56,7 H-7, H-10 H-7, H-10

9 - - - -

10 2,97 m 43,6 H-8, H-11 H-11

11 2,67m 24,0 H-10 H-17

- H-10, H-11, H-14,
12 - 126,4 H.17
- H-4a, H-4b, H-11, H13, H-14,

13 - 131,1 H.17

14 6,82 s 109,6 - H-17

15 - 147,3 - H-14, H-17, H-15’

16 - 147,9 - H-14, H-17, H3-16°

17 6,62 s 111,8 - H-11
OCH3-3’ 3,31s 55,9 - H-3
OCH3-15 3,84 s 56,01° - -
OCH3-16 3,74 56,03¢ - -

“Experimentos de RMN realizados a 400 ¢ 100 MHz para 'H e '’C, respectivamente e deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagdio ao padrio interno
TMS (81ms 0,00). Multiplicidade: s (singleto); sl (singleto largo); d (dubleto); m (multipleto).°Os carbonos podem estar interconvertidos na coluna.

Fonte: a autora.
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Figura 71 — Espectro de RMN 'H do alcaloide II (400 MHz, CDCl;).
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Figura 72 — Ampliacao do espectro 71 (5 1,7-4,2) do alcaloide II.
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Figura 73 — Ampliacao do espectro 71 (5 5,5-7,3) do alcaloide II.
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Figura 74 — Mapa de contorno COSY do alcaloide II (CDCls).
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No espectro de RMN de '3C (Tabela 5) (Figura 75) foram observados dezenove sinais,
sendo seis sinais na regido de carbonos aromaticos em o 147,9 (C-16), 147,3 (C-15), 131,1
(C-13), 126,4 (C-12), 111,8 (C-17) e 109,6 (C-14) que confirmam a presenca do anel D;
quatro sinais referentes aos carbonos insaturados do sistema de duplas conjugadas em o 142,3
(C-6), 131,8 (C-2), 125,6 (C-1) e 122,8 (C-7); quatro sinais referentes a carbonos metilénicos
em 0 56,7 (C-8), 43,6 (C-10), 41,2 (C-4) ¢ 24,0 (C-11); um sinal referente ao carbono
carbinolico em 6 76,2 (C-3); um sinal referente ao carbono espiro em J 67,12 (C-5), que
conecta os trés anéis A, B e C; e trés sinais referentes as metoxilas em 6 56,03 (H-16’), 56,01
(H-15%), 55,9 (H-3’), que foram correlacionados aos respectivos hidrogénios por meio do

mapa de contorno HSQC (Figuras 77-79).
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Figura 75 — Espectro de RMN *C do alcaloide IT (100 MHz, CDCls).

SL66°€C —

PIST TV ~
68¢9°Ch —

Z16°SS
mEo.omW
6620°9S \
6989°95

T6TT°L9—

C/C7'Qf —
—

¢Tv6°SS
SP10°9S V

66¢0°9S

’a

6989795 —

S/SCT9L — ‘i ﬁ

56.5 56.0

76.0

LLT9°60T ~
PS8L TTIT —

[A4: R4
6v65°SCT
£69€°92T
LP60°TET ~
CTLLTET /

29T THT ~
980€"LYT
6vE6'LbT —

1

17
\12

H

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
ppm

180

Fonte: a autora.
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Figura 76 — Espectro de RMN *C DEPT 135 do alcaloide IT (CDCls).
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Figura 77 — Mapa de contorno HSQC (400 MHz, CDCls).
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92



Figura 78 — Ampliacdo do mapa de contorno de HSQC da Figura 77 (5 0,8—4,4).
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Figura 79 — Amplia¢do do mapa de contorno de HSQC da Figura 77 (5 0,8—4.,4).
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A andlise do mapa de contorno HMBC (Figura 80-84) (Tabela 5), permitiu
correlacionar os sinais 6 3,31 (H-3"), 6,57 (H-1), 2,52 (H-4a), 1,89 (H-4b), com & 76,2 (C-3),
que caracteriza parte do anel A. As correlagdes entre os sinais 6 2,52 ¢ 1,89 e (H-4a e H-4b)
com o 67,1 (C-5), 142,3 (C-6) e 131,1 (C-13) permitiu estabelecer a conexao entre os quatro
aneis (A, B, C e D). A correlacdo entre o sinal 6 6,81 (H-14) com 6 67,1 (C-5), assim como
entre 0 3,84 (H-15") com 6 147,3 (C-15); entre 8 3,74 (H-16") com o 147,9 (C-16); e entre
06,62 (H-17) com 6 131,1 (C-13) e 147,3 (C-15), permitiram confirmar o padrdo de
substitui¢do do anel D. Correlacdo adicional entre o sinal 8 6,62 (H-17) com 6 24,0 (C-11),
confirma a conexao entre os aneis C e D, assim como as correlagdes entre & 2,97 (H-10) com
0 56,7 (C-8) e 67,1 (C-5), e 6 3,54 (H-8) com & 43,6 (C-10), confirmam a conexao do anel C
com A e B. As correlagdes do sinal 8 3,54 (H-8) com 6 142,3 (C-6), do sinal 5,72 (H-7) com
0 125,6 (C-1) e 67,1 (C-5), do sinal 6 6,57 (H-1) com & 122,8 (C-7) e 67,1 (C-5), e do sinal
06,00 (H-2) com 06 142,3 (C-6), confirmam a conexdo entre os aneis A e¢ B. Demais
correlagdes podem ser observadas na Figura 85 (Tabela 5) o corroboram com o padrio

estruturas da erisotrina (IT).

94



]

Figura 80 — Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CDClI3).

Fonte: a autora.
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Figura 81 — Ampliacdo do mapa de contorno de HMBC da Figura 80 (5 0,6-4,4).
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Figura 82 — Ampliacdo do mapa de contorno de HMBC da Figura 80 (6 5,0-7,6).
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Figura 83 — Ampliacdo do mapa de contorno de HMBC da Figura 80 (5 1,1-4,3).
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Figura 85 — Principais correlagdes (H-C) observadas no mapa de contorno HMBC.

Fonte: a autora.

Os dados espectroscopicos e espectrométricos foram comparados com aqueles
encontrados na literatura (AMER, 1991; FEITOSA, 2012; SARRAGIOTTO; LEITAO
FILHO; MARSAIOLI, 1981; SERRANO et al., 2011) ¢ s@o consistentes com a estrutura da
(30)-3,15,16-trimetoxi-1,2,6,7-tetradehidroeritrina (II), também conhecida como erisotrina.
Esse alcaloide foi encontrado em 50 espécies de Erythrina investigadas por Raven em 1974

(OLIVER-BEVER, 1986).

5.3.2 Elucidacao estrutural do alcaloide III

O alcaloide III (532,7 mg), foi isolado como um sélido amorfo, de coloracdo marrom,
que apresentou teste positivo quando revelado com o reagente ICIPt (Rs0,28) (Figura 87). Foi
submetido a analise por EM-IES-(+) em alta resolugdo, que possibilitou estabelecer a formula
molecular C19H23NO4, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a 9. O sinal referente a

molécula protonada foi observado em m/z 330,1699 [M + H]", calculado para Ci9H2aNO4",
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330,1700 (A -0,3 ppm) (Figura 86). Quando o sinal referente & molécula protonada foi
submetido a andlise sequencial (EM/EM), foram observados os ions fragmentos de m/z 313,
298 ¢ 280, que foram atribuidos as elimina¢des de uma hidroxila (17 u) [M + H — OH]",
metanol (32 u) [M + H — CH30H]" e 4gua e metanol (50 u) [M + H — H,O — CH3OH]",
respectivamente (Figura 87). Fazendo uma comparacdo entre sinais referentes as moléculas
protonadas dos alcaloides II e III ¢ possivel observar uma diferenga de massa de 16 u, o que
esta de acordo com a massa adicional de um oxigénio em III, e corrobora as propostas de
fragmentacdo (Figura 62). Os dados de EM/EM indicam que o metabolito III trata-se da
erisotrina N-6xido, e estdo de acordo com dados descritos na literatura (AMER, 1991;
SARRAGIOTTO; LEITAO FILHO; MARSAIOLI, 1981; MARSAIOLIL 1981; CHAWLA
etal., 1992).

Figura 86 — EM-IES-(+) em alta resolugéo de III.
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Fonte: a autora.
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x10 5

Figura 87 — EM/EM-IES-(+) do alcaloide III (15 eV).
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O espectro na regido do infravermelho de III (Figura 88), apresentou bandas de
absorcdo que foram atribuidas aos estiramentos C—H alifatico (v 2930, 2851 e 2833 cm™),
C=C de compostos de aromdticos (v 1609 e 1457 cm™'), C-O-C de éter fenil alquilico
(v1254 cm™') e C-N de amina tercidria (v 1097 cm™!). Também foi observada uma banda de
absorcdo atribuida a estiramento C=C de alceno (v 1664 cm™') (PAVIA et al., 2015;
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).
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Figura 88 — Espectro de absor¢do na regido do infravermelho do alcaloide II1.
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A analise dos espectros de RMN 'H do alcaloide III (Tabela 6) (Figuras 89-91)
permitiu observar grande semelhanca com o alcaloide I, sugerindo que as estruturas também
apresentam perfis estruturais similares, no entanto, no espectro de RMN 'H do composto III
os sinais 04,41 (2H, d, H-8) e 3,82 (2H, sl, H-10), estdo mais desblindados, quando
comparados com os sinais de II. Este dado aliado a diferengca de massa (16 u) observada no
EM, sugere a presenca do grupo N-0xido. Os dados de RMN de '*C (Figura 93) apresentam o
mesmo efeito anisotropico sobre os carbonos C-5, C-8 e C-10, cujos sinais foram deslocados
para o6 82,8, 70,8 e 59,3, respectivamente. Além disso, os sinais de quatro carbonos
metilénicos observados em o 70,8 (C-8), 59,3 (C-10), 31,1 (C-4) e 27,2 (C-11), confirmados
no espectro de DEPT (Figura 94), de trés metoxilas observadas nos espectros de 'H e 1°C,
além do sistema de duplas conjugadas (aneis A e B), corroboram a estrutura da
erisotrina N-0xido (Figura 62). As correlagdes entre hidrogénios vicinais foram feitas a partir
da analise dos mapas de contorno COSY (Figura 92), as correlagdes diretas entre hidrogénio e
carbono foram estabelecidas a partir dos mapas de contorno HSQC (Figuras 95-97), e as
correlagdes a duas (J?) e trés (J°) ligagdes foram propostas a partir do mapa de contorno
HMBC (Figuras 98-102) (Tabela 6), e estdo de acordo com a proposta de estrutura da
erisotrina N-6xido (III). As principais correlacdes observadas no mapa de contorno HMBC

estdo compiladas na Figura 103.
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Tabela 6 — Dados de RMN da erisotrina N-6xido (IIT) em CDCIl5?.

Posicao on’ mult.? (J em Hz) oc? COSY HMBC
1 6,63 d (10,0) 125,8 H-2 H-7
2 6,14 d (10,0) 133,9 H-1 H-4a, H-4b
3 4,19 m 75,7 H-4a, H-4b H-1, H-4a, H-4b, H-3’
4a 3,21 dd (11,6; 10,8) 311 H-3, H-4b .2
4b 2,07 dd (11,6; 5,7) ’ H-3, H-4
H-1, H-3, H-4a, H-4b, H-7,
> i 82,8 ) H-8b, H-10, H-14
6 - 138,6 - H-1, H-2, H-4b, H-8a, H-8b
7 5,75 sl 118,3 H-8a, H-8b H-1, H-8a, H-8b
8a 4,41 d (14,5) H-7, H-8b
8b 4,14 d (14,5) 70,8 H-7, H-8a H-7
9 - - - -
10 3,82 m 59,3 H-11 H-11
11 3,1l m 27,2 H-10 H-10, H-17
12 - 122,1 H-10, H-11, H-14, H-17
13 - 128.,4 - H-4a, H-4b, H-11, H-14,
H-17
14 6,65 s 108,9 - -
15 - 148,3 - H-14, H-17, H-15°
16 - 149,1 - H-14, H-17, H-16’
17 6,59 s 110,8 - H-11
OCH3-3° 3,33 s 55,91 - -
OCH3-15° 3,72 s 55,98¢ - -
OCH3-16° 3,84 s 56,0° - -

“Experimentos de RMN realizados a 400 e 100 MHz para 'H e !3C, respectivamente e deslocamentos quimicos (3) estabelecidos em relagdo ao padrio interno TMS
(S1ms 0,00). Multiplicidade: s (singleto); sl (singleto largo); d (dubleto); m (multipleto).cOs carbonos podem estar interconveritos na mesma coluna.
Fonte: a autora.
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Figura 89 — Espectro de RMN 'H do alcaloide I1I (400 MHz, CDCl;).
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Figura 90 — Ampliacao do espectro 89 (6 2,9-4,0) do alcaloide III.
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Fonte: a autora.

Figura 92 — Mapa de contorno COSY do alcaloide III (CDCl3).
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Figura 93 — Espectro de RMN *C do alcaloide III (100 MHz, CDCls).
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Fonte: a autora.
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Figura 94 — Espectro de RMN *C DEPT 135 do alcaloide III (CDCl5).
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Figura 95 — Mapa de contorno HSQC do alcaloide III (400 MHz, CDCl5).
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Figura 96 — Ampliacdo do mapa de contorno de HSQC da Figura 95 (5 0,8—4,6).
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Figura 97 — Ampliacdo do mapa de contorno de HSQC da Figura 95 (6 4,9-7,7).
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Figura 98 — Mapa de contorno HMBC do alcaloide III (400 MHz, CDCl3).
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Figura 99 — Ampliacdo do mapa de contorno de HMBC da Figura 98 (5 1,0-4,5).
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Figura 100 — Amplia¢do do mapa de contorno de HMBC da Figura 98 (3 5,3-7,8).
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Figura 101 — Ampliagdo do mapa de contorno de HMBC da Figura 98 (6 0,8—4,4).

I

Figura 102 — Ampliag¢do do mapa de contorno de HMBC da Figura 98 (6 5,3-7,3).
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Figura 103 — Principais correlagdes (H-C) observadas no mapa de contorno HMBC.

Fonte: a autora.

Os dados de EM e RMN foram comparados com aqueles encontrados na literatura
(AMER, 1991; SARRAGIOTTO; LEITAO FILHO; MARSAIOLI, 1981) e sdo consistentes
com a estrutura da erisotrina N-6xido (III), ja isolada das flores de E. mulungu e E. xbidwillii

(SARRAGIOTTO; LEITAO FILHO; MARSAIOLI, 1981; CHAWLA et al., 1992).

5.4 Avaliacao da atividade anticolinesterasica

A atividade anticolinesterasica apresentada por diferentes classes de alcaloides, assim
como pelos eritrinicos que também sdo relatados por atuar na inibicdo de receptores
nicotinicos, nos motivou para um estudo mais direcionado para essa atividade. Dessa forma, o
extrato etanolico, a fragdo CH2Cly, a fracdo AcOEt alcaloidica e os alcaloides II e III foram
avaliados quanto ao potencial de inibigdo da AChE e BChE utilizando o modelo de ensaio em

microplaca (Tabela 10) (MARSTON et al., 2002; ELLMAN et al., 1961; RHEE et al., 2001).
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Tabela 7 — Atividade anticolinesterasica do extrato etandlico, fracdo CH.Cl, fragdo AcOEt
alcaloidica e alcaloides isolados.

ICso
Amostras AChE BChE
pug mL™! umol/L ug mL! umol/L
Extrato EtOH 1049,7 +9,1 - 836,4 + 35,9 -
F. CH.Cl» 857,5+51,3 — 634,4+ 10,4 -
F. AcOEt alcaloidica > 2000 - > 2000 -
11 387,4 + 54,3 1236,1 +£173,2 317,1 £ 31,9 1011.8 +£101,7
111 406,7+ 63,4  1234,7+1924 406,8 £ 12,9 1235.0 £ 39,1
Galantamina® 1,5+0,1 5.0+0,3 47,0+ 8,3 162.7 +£ 28,8

*Controle positivo.
Fonte: a autora.

O extrato etanolico e a fragdo CH>Cl> apresentaram baixo potencial de inibigdo das
enzimas, enquanto a fragdo AcOEt alcaloidica ndo apresentou atividade inibidora da AChE
(ICs0 > 2000 pmol/L) e BChE (ICso > 2000 pmol/L) dentro do intervalo avaliado. Entretanto,
¢ possivel observar um aumento da inibi¢ao de ambas as enzimas do extrato etandlico para a
fracdo CH2Cly, indicando que compostos potenciais inibidores da AChE e BChE podem estar
presentes nessa fracdo. Além disso, tanto o extrato etanodlico quanto a fragdo CHCl>
apresentaram maior seletividade para BChE (Tabela 7) (Figura 104).

Os alcaloides II e III apresentaram baixa atividade inibidora das enzimas, quando
comparados com o controle positivo galantamina (ICso 162,7 £ 28,8 pmol/L), ndo havendo
diferenca significativa de ICso entre os compostos. Apesar disso, foi possivel observar o
aumento da atividade inibitoria quando os resultados da fragdo CH2Cl; sdo comparados com
aqueles dos compostos puros (aumento da inibicdo na ordem de 50% para AChE e BChE)

(Tabela 7) (Figura 104).
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Figura 104 — Atividade inibitéria da AChE (A e B) ¢ BChE (C e D) do extrato etanodlico, fragdo
CHxCl,, fracdo AcOEt alcaloidica e alcaloides II e I11.
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6. CONCLUSOES

As cascas da Erythrina mulungu sao utilizadas na medicina popular para o tratamento
da ansiedade, insonia e depressdao. Com a difusdo dos conhecimentos tradicionais, as cascas
passaram a ser comercializadas em grande escala, entretanto a composicdo dos seus
metabolitos pode variar dependendo da regido de coleta, época do ano, entre outros fatores.
Além disso, a maneira como os chés ou infusdes sdo preparados pode interferir na quantidade
dos principios ativos extraidos, o que compromete a eficiéncia do seu uso. Nesse estudo foi
possivel constatar que E. mulungu apresenta um perfil alcaloidico diverso, cujos resultados
bioldgicos estdo relacionados ao uso tradicional.

A analise das fragdes obtidas na extracdao liquido-liquido do extrato etandlico de
E. mulungu mostrou que os alcaloides possuem maior afinidade pelo CH>Cl,, solvente de
polaridade intermedidria, o que sugere que estes compostos também apresentam polaridade
similar. Os procedimentos de CC realizados com a fragdo CH2Cl, permitiu a separacdo dos
alcaloides em fragdes semipuras, que foram submetidas a CLAE e CCDP, que levou a fragdes
contendo os alcaloides I (KMC2-Fz728), I (KMP0O1 e KMP02) e a mistura de II e III
CLAE-tr 8,1 min.).

A CLAE-EM foi uma ferramenta importante para a identificagdo dos compostos I-III.
Também foi fundamental para a andlise da fragdo KMC2-F2728 que apresentava dois
compostos que coeluiam quando analisados por CLAE-DAD-light scattering, o que pode
estar relacionado com a grande similaridade estrutural, e s6 apresentaram tempos de retengdo
diferentes na analise por CLAE-EM devido ao menor tamanho de particula da FE.

Ao longo do processo de purifica¢do foi possivel constatar que dentre os alcaloides o
composto II € majoritario. Esse metabolito foi caracterizado por EM-IES e EM sequéncia,
através do estudo de fragmentacao, e pela anélise dos dados de IV e RMN.

A fragdo AcOEt alcaloidica obtida da extracdo acido-base do extrato etandlico foi
submetida a cromatografia em coluna, de onde foi isolado o alcaloide erisotrina N-6xido (IV)
(KMCO03-F161-214), que foi identificada por EM-IES, IV e RMN.

As ferramentas de EM e RMN foram muito importantes para identificacdo e
elucidagdo das estruturas dos alcaloides. Os compostos II e III ja haviam sido isolados das
flores de E. mulungu, sendo que II também foi isolado das cascas e folhas de E. variegata e

E. velutina.
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Relatos na literatura sobre a atividade anticolinesterasica de alcaloides eritrinicos nos
direcionaram para a avaliacdo dos compostos II e III quanto ao potencial de inibicdo da
AChE e BChE. Em comparagdo com o controle positivo galantamina os compostos
apresentaram baixa atividade inibitoria para ambas as enzimas. Contudo, Il exibiu atividade
ligeiramente melhor que a fracdo CH2Clz. O extrato etandlico e a fragdo CH2Cl apresentaram
baixo potencial de inibicdo das enzimas, enquanto a fracdo AcOEt alcaloidica ndo apresentou

atividade inibitoria dentro do intervalo avaliado.
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