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RESUMO

Erythroxylum rimosum O. E. Schulz é uma espécie restrita a regido Nordeste do Brasil, encontrada
nos estados do Ceard, Piaui, Sergipe e Bahia, ocorrendo respectivamente em vegetacdo de Restinga,
Cerrado e Carrasco. O estudo do extrato de E. rimosum, reportou a identificacdo de triterpenos
pentaciclicos, esteroide, alcaloide tropanico e flavonoides. Sendo assim, foi realizado um estudo
cromatografico de seu extrato etanolico bruto. O material botanico das partes aéreas foi coletado no
municipio de Pirambu, estado de Sergipe e identificado pela Profa. Dra. Ana Paula do Nascimento
Prata, do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Sergipe (UFS). Em seguida, foi seco
em estufa com ar circulante a temperatura média de 40 °C, triturado em moinho mecanico e
submetido a maceracdo com EtOH a 95%. O EEB (105 g) foi dissolvido em uma solucdo de
metanol:agua (7:3 v/v) e submetido a um processo de particdo com o0s seguintes solventes: hexano,
diclorometano e acetato de etila. A fase AcOEt foi submetida a cromatografia em coluna, utilizando
silica gel 60 como fase estacionaria e como fase mével, os solventes Hex, ACOEt e MeOH, puros e
em misturas binarias em ordem crescente de polaridade. Obtendo-se 30 fracdes que apos analise por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foram reunidas de acordo com 0s seus
respectivos fatores de retencdo (Rfs). A reunido das fracdes de 23 a 25 foi submetida & Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia Acoplado a um Detector de Arranjo de Diodo (CLAE-DAD). Obtendo-se
8 fracBes. Das fracOes 4 e 2 obteve-se as substancias codificadas de Er-1 e Er-2 respectivamente.
Estas tiveram suas estruturas identificadas através de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) H,
13C, técnicas bidimensionais e em comparagdo com dados da literatura, sendo denominadas:
Camferol-3-rutinosideo e Quercetina-3-O-B-D-glicopiranosideo-a-L-raminosideo, dois flavonoides
glicosilados que estdo sendo relatados pela primeira vez na espécie em estudo.

Palavras-chave: Erythroxylaceae, E. rimosum, Camferol-3-rutinosideo.
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ABSTRACT

Erythroxylum rimosum O. E. Schulz is a species restricted to the northeastern region of Brazil, found
in the states of Ceard, Piaui, Sergipe and Bahia, occurring respectively in Restinga, Cerrado and
Carrasco vegetation. The study of the extract of E. rimosum, reported the identification of pentacyclic
triterpenes, steroid, tropic alkaloid and flavonoids. Thus, a chromatographic study of its crude ethanol
extract was carried out. The botanical material of the aerial parts was collected in the municipality of
Pirambu, state of Sergipe and identified by Profa. Dr. Ana Paula do Nascimento Prata, Department
of Biology, Federal University of Sergipe (FUS). It was then oven dried with circulating air at an
average temperature of 40 ° C, ground in a mechanical mill and subjected to steeping with 95% EtOH.
The BSE (105 g) was dissolved in a methanol: water (7: 3 v / v) solution and partitioned with the
following solvents: hexane, dichloromethane and ethyl acetate. The ACOEt phase was subjected to
column chromatography, using silica gel 60 as stationary phase and as mobile phase, the Hex, ACOEt
and MeOH solvents, pure and in binary mixtures in increasing order of polarity. This yields 30
fractions which after analytical thin layer chromatography (TLC) were pooled according to their
respective retention factors (Rfs). The fractions from 23 to 25 were submitted to High Performance
Liquid Chromatography Coupled to a Diode Array Detector (HPLC-DAD). Getting yourself 8
fractions. From fractions 4 and 2 the coded substances of Er-1 and Er-2 respectively were obtained.
They have had their structures identified by *H-NMR, 13C, and two-dimensional techniques in
comparison with literature data, namely: Kaempferol-3-rutinoside and Quercetin-3-O-f-D-
glucopyranoside-a- L-raminoside, two glycosylated flavonoids that are being reported for the first
time in the study species.

Keywords: Erythroxylaceae, E. rimosum, Kaempferol-3-rutinoside.

1 INTRODUCAO

As plantas sdo utilizadas com fins terapéuticos para profilaxia, tratamento e cura das
enfermidades, sendo apontada como o primeiro recurso terapéutico utilizado pelo homem (NETO et
al., 2014; OLIVEIRA e LUCENA, 2015).

Realmente, as plantas possuem a capacidade de gerar substancias quimicas que podem auxiliar
sua sobrevivéncia e/ou elaboracdo de mecanismos de defesa. Essas substancias sdo denominadas de
metabolitos biotivos provenientes do seu metabolismo secundario. Estes metabolitos que as plantas
produzem e estocam apresentam aplicacdes bioldgicas, desempenhando um papel ecoldgico, tendo
diversos usos e aplicacBes para 0 homem como medicamentos, perfumes, alimentos funcionais,
herbicidas e inseticidas (GARCIA; CARRIL, 2009).

O uso dos recursos naturais vem aumentando, isso ocorre devido as plantas estdo se tornando
importantes agentes produtores de substancias quimicas biologicamente ativas, nessa légica, a procura
por possibilidades terapéuticas para diversas patologias faz da pesquisa de produtos naturais uma area
fundamental pra se descobrir novas moléculas com variadas atividades biologicas (MMA, 2014).

Desta forma, os estudos fitoquimicos proporcionam um conhecimento mais abrangente sobre
as espécies analisadas, possibilitando uma melhor utilizacdo terapéutica das plantas (RAHMAN et al,
2005).
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A imensa variedade de espécies vegetais no Brasil e 0 seu uso sustentavel, se torna um grande
desafio para a comunidade cientifica nacional. Logo, cabem as nossas universidades, transformar um
vasto patrimdnio natural, em uma gama de compostos bioativos para serem utilizados na terapéutica,
produzindo matéria-prima para a elaboracdo de novos farmacos capazes de debelar enfermidades
como: infecgdes bacterianas e fungicas, cancer, doencas neuroldgicas e doencas tropicais. A finalidade
na pesquisa de produtos naturais baseia-se na identificagdo de compostos biotivos das plantas
medicinais e posteriormente avaliado em relacdo a sua atividade biolégica (CRAGG; NEWMANN,
2012; KAITIN, 2010).

A regido Nordeste do Brasil é um dos principais locais onde pode ser identificadas vérias
espécies com potencial medicinal, usadas para o tratamento de inimeras doengas (AGEITEC, 2016).

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

A familia Erythroxylaceae é composta por quatro géneros e aproximadamente 240 espécies com
distribuicdo pantropical, tendo seus principais centros de diversidade e endemismo no Brasil,
Venezuela e Madagascar (DALY, 2004). A maioria das espécies pertence ao género Erythroxylum P.
Browne, que apresenta distribuicdo ampla sendo encontrado nos quatro continentes, principalmente na
América tropical (PLOWMAN, 2001). Os outros trés géneros, Aneulophus Benth, Nectaropetalum
Engl. E Pinacopodium Exell & Mendonca, possuem poucas espécies e apresentam distribuicao
exclusiva na Africa (PLOWMAN; BERRY, 1999; DALY 2004).

O género Erythroxylum, com cerca de 230 espécies, é o0 Unico género representado na regido
Neotropical, onde aproximadamente 187 espécies sdo exclusivas (PLOWMAN; HENSOLD, 2004),
tendo como principal centro de diversidade e endemismo a América do Sul, especialmente o Brasil e
a Venezuela (PLOWMAN; HENSOLD, 2004).

De acordo com ZUANAZZI et al., (2001), o interesse pelo género intensificou-se no século
XIX, apds a descoberta das atividades farmacoldgicas apresentadas pelas folhas de Erythroxylum coca
Lam, que secularmente eram empregadas pelos indigenas da regido andina da América do Sul.
Quimicamente, o género caracteriza pela presenca de alcaloides do grupo tropano, dentre 0s quais se
destaca a cocaina, um alcaloide natural produzido por Erythroxylum coca Lam, que foi empregado
como anestésico local em pequenas cirurgias (BOHM et al., 1982; GRIFFIN & LIN, 2000). Ele € o
maior género da familia Erythroxylaceae, com ampla distribuicdo, nas regides tropicais da Australia,
Asia, Africa e Américas (LOIOLA, 2007).
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No Brasil, 0 género possui cerca de 74 espécies com distribuicdo restrita, que corresponde a
40% das espécies da regido Neotropical, encontradas nos mais diversos tipos de vegetagdo do pais,
ocorrendo desde as florestas Umidas da Amazonia e Atlantica, até as matas secas do Cerrado e da
Caatinga (PLOWMAN; HENSOLD, 2004).

E. rimosum O. E. Schulz é uma espécie restrita a regido Nordeste do Brasil, encontrada nos
estados do Ceara, Piaui, Sergipe e Bahia, ocorrendo respectivamente em vegetacdo de Restinga,
Cerrado e Carrasco (LOIOLA, 2010).

O estudo do extrato etandlico bruto das folhas de E. rimosum realizado por RIBEIRO, (2011),
reportou a identificagdo de triterpenos pentaciclicos (o-amirina, B-amirina), esteroide (f-sitosterol),
alcaloide tropanico e flavonoides.

Em outro estudo realizado por RIBEIRO, et al (2013) com a espécie E. rimosum, o alcaloide
tropanico 7b-acetoxy-3b,6b-dibenzoyloxytropane exibiu atividade anticolinesterase.

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

familia Erythroxylaceae.

2.2 ESPECIFICOS
Isolar, purificar e identificar/determinar através de Cromatografia Classica e Liquida de Alta
Eficiéncia e Ressonancia Magnética Nuclear os constituintes quimicos fixos das partes aéreas de E.
rimosum O. E. Schulz.

Caracterizar o derivado vegetal das partes aéreas de E. rimosum.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL
As cromatografias de adsorcdo em colunas foram realizadas em colunas de vidro cilindricas,
com variac@es nas dimens@es, de acordo com a quantidade de amostra a ser aplicada, utilizando como
fase estaciondria, silica gel da Merck, 7734, com particulas de 0,063-0,200 mm de diametro.
Também foram empregadas, cromatografias por exclusdo molecular em colunas de vidro cilindricas,
cujas dimensdes variaram de acordo com a quantidade de amostra a ser cromatografada, utilizando

como fase estacionaria, Sephadex da Merck, com particulas de 0,063-0,200 de mm de diametro.

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 10, p.79618-79641, oct. 2020. ISSN 2525-8761



JRrazilian Journal of Development

As Cromatografias em Camada Delgada Analitica (CCDA) foram realizadas utilizando placas
cromatogréficas da Merck, contendo silica gel70com indicador de fluorescéncia F2ss, didmetro de 20
x 20 cm e espessura de 0,25 mm.

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

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

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

Para a caracterizacdo do perfil cromatografico das fragdes foram utilizados os solventes
metanol grau HPLC (Tédia®, Brasil) e 4gua ultra-pura obtida por sistema de purificacio Milli-Q
Millipore®. As analises cromatograficas foram realizadas utilizando um sistema de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) da Shimadzu (Prominence) equipado com modulo de
bombeamento de solvente bindrio LC-20AT, autoinjetor SIL-20A, um sistema de desgaseificacdo
DGU-20A5, detector SPD-M20A arranjo de diodo (DAD). A coluna utilizada foi Kromasil® C-18 (250
mm x 4.6 mm d.i. preenchido com particulas 5um), com pré-coluna Security Guard Gemini® C-18 (4
mm x 4.6 mm d.i. preenchido com particulas 5 pm).

As partes aéreas de Erythroxylum rimosum foram coletadas no municipio de Pirambu, estado
de Sergipe. E em seguida foi identificado pela Profa. Dra. Ana Paula do Nascimento Prata, do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Sergipe (UFS). Uma exsicata encontra-se
depositada no Herbario da botéanica do centro de ciéncias Bioldgicas da saude da UFS sob identificacdo
AS 37756. Cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen), sob nimero A9BBO01C.
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3.2 PROCESSAMENTO DAS PARTES AEREAS DE ERYTHROXYLUM RIMOSUM O. E.
SCHULZ
As partes aéreas (1,0 Kg) foram secas em estufa com ar circulante a temperatura média de 40 °C
durante 72 horas. Ap6s secagem, o0 material vegetal foi submetido a um processo de trituracdo em
moinho mecanico, obtendo-se 480 g de p6 seco (Esquema 1, p. 8).

3.2.1 Obtencéo do extrato etandlico bruto (EEB) das partes aéreas de Erythroxylum rimosum O.
E. Schulz

O material vegetal seco e triturado foi submetido a maceragdo com etanol (EtOH) a 95%, em um
recipiente de aco inoxidavel denominado percolador. Foram feitos quatro processos de extracdo num
intervalo de 72 horas entre eles, para garantir uma maxima extracdo dos constituintes quimicos. A
solucdo etandlica obtida foi filtrada, fazendo-se, em seguida, a evaporacdo do solvente com o auxilio
de um rotaevaporador a uma temperatura media de 40 °C. Apds esse processo de evaporagdo do
solvente, obteve-se o extrato etanolico bruto (EEB), que pesou 105 g (Esquema 1, p. 8).

3.2.2. Fracionamento cromatografico do extrato etandlico das partes aéreas de Erythroxylum
rimosum O. E. Schulz

O EEB foi dissolvido em uma solucdo de metanol:agua (7:3 v/v) e submetido a um processo de
particdo com os solventes hexano, diclorometano e acetato de etila. Fornecendo as fases, hexanica (4,0
g), diclorometano (2,6 g) e acetato de etila (10,1 g) (Esquema 1, p. 8).

A fase acetato de etila foi submetida a uma cromatografia em coluna, utilizando como fase
estacionaria silica gel, e como fase movel hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas
binarias (Tabela 1, p. 9), em ordem crescente de polaridade. Obtendo-se assim um total de 30 fracdes.
Essas fracfes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) e reunidas
de acordo com seus fatores de retencdo (Rfs), ap0s visualizacdo na luz ultravioleta e revelacdo em
camara saturada com vapores de iodo. As fragdes foram reunidas em grupos. Posteriormente foi
desenvolvido uma metodologia analitica em CLAE-DAD da reunido das fracbes de 23 a 25 e em
seguida a separacao cromatografica em CLAE-DAD preparativo, as fracdes obtidas foram analisadas
por Ressonancia magnética nuclear (RMN) de H e 8C-APT resultando em duas substancias

denominadas de Er-1 e Er-2 (Esquema 2, p. 9).

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 10, p.79618-79641, oct. 2020. ISSN 2525-8761



JRrazilian Journal of Development

3.2.3 Determinacdo do perfil cromatografico por CLAE-DAD e separacdo em CLAE
Preparativo de Er-1 e Er-2 da fase acetato de etila.

Para a preparacdo das amostras, pesou-se em tubos de eppendorf 1 mg da reunido das fragdes de

14 a 16 (Amostra 1), 17 a 19 (Amostra 2) e 23 a 25 (Amostra 3), sendo estas fragdes selecionadas para
a separacdo na CLAE por terem as maiores massas. Em seguida, foram adicionados 1 ml de MeOH
nas trés amostras separadamente e solubilizado por 20 minutos no sonicador, apds esse tempo o
contetdo de cada eppendorf foi filtrado em um filtro com porosidade de 0,2 um. Apds a preparacao
das amostras, as mesmas foram injetadas no equipamento de CLAE-DAD analitico. Sendo a fase
movel composta por MeOH:H>0O acidificada (ac. formico 0,1 %) com fluxo da fase movel de 0,6
ml/min e um volume de injecdo de 20 ul. A primeira injecdo foi realizada no método exploratério
composto por MeOH:H-0O acidificada (0,1% de &cido férmico) em modo gradiente de 5 a 95% de
MeOH. Apoés analise do cromatograma foi proposto que o metodo descrito anteriormente deveria
passar por modificacdes para se obter um melhor perfil cromatografico. Sendo assim, 0 novo método
foi composto por MeOH:HO acidificada (0,1% de acido férmico) na proporc¢éo de 40 a 80% de MeOH
em 60 min, 80 a 100 % em 10 min, permanecendo em modo isocratico 100% em 20 min, 100 a 40%
em 5 min, permanecendo em modo isocratico por 20 min, totalizando 115 min de corrida
cromatografica. Apos o desenvolvimento do método analitico a fracdo escolhida para a separag@o na
CLAE preparativo foi 23 a 25 por ter a melhor separacdo e resolucdo dos picos na fase de
desenvolvimento do método. Para a preparacdo da amostra, pesou-se 600 mg da fragdo 23 a 25 que foi
dividida igualmente em 4 eppendorfs, sendo assim cada eppendorf comportou 150 mg. Em seguida foi
adicionado em cada tubo 1000 pl de MeOH, ficando na concentracdo de 150 mg/ml. Foi sonicado por
40 min, centrifugado e o sobrenadante foi transferido para outros eppendorfs. O volume de injecéo
feito no HPLC preparativo foi de 200 pl com fluxo da fase movel de8 ml/min. Foram realizadas 12
injecbes de 200 ul. Ao final foram coletados 8 picos (Figura 15, p. 21). Posteriormente foram
concentradas em rota evaporador e submetidas a analises de RMN H, 13C-APT para

identificacdo/determinacéo estrutural.
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Esquema 1 - Obtencéo e fracionamento do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Erythroxylum rimosum O. E. Schulz.

Partes aéreas (1 Kg) |

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

Pé da planta (480 g) |

l Maceragao com EtOH 95% (12 L)

EEB (105 g)

Particdo: hexano, diclorometano
e acetato de etila

(70 g) EEB

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

Esquema 2 - Fracionamento cromatogréafico da fase acetato de etila das folhas de Erythroxylum rimosum O. E. Schulz.

Fase AcOEt (4,6 g) |

CccC

CCDA

1 | (15 mg) \ 30 |
l CLAE-DAD Preparativo

l l RMN 1H e 13C l 1
1 \ 2 (Er-1) \ 4 (Er-2) \ 8 \
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Tabela 1 - Fracionamento cromatogréfico da fase acetato de etila de Erythroxylum rimosum O. E. Schulz.

Fracoes Solventes Proporcéo (%)

Desengordurar Hexano 100
1 Hexano:CHCl3 50:50

2 CHCIs 100
3-4 CHCl3:AcOEt 50:50
5-13 AcOEt 100
14-16 AcOEt:MeOH 95:5
17-20 AcOEt:MeOH 90:10
21-22 AcOEt:MeOH 85:15
23-24 AcOEt:MeOH 80:20
25-30 AcOEt:MeOH 70:30

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDO FITOQUIMICO DAS PARTES AEREAS DE ERYTHROXYLUM RIMOSUM O. E.

SCHULZ.

4.1.1 Identificacao estrutural de Er-1

A substancia codificada como Er-1 foi isolada como um sélido marrom com 20 mg. O espectro
de B*C-APT obtido a125 MHz em CDsOD (Figura 4, p. 13) mostrou a presenca de 27 sinais. Destes 9
foram atribuidos a carbonos ndo hidrogenados, 16 a carbonos metinicos, 1 carbono metilénico e
1carbono metilico. Os deslocamentos quimicos em &¢163,1; 101,4; 166,3 e 94,9 foram atribuidos aos
carbonos aromaticos C-5; C-6; C-7 e C-8 respectivamente, sugerindo-se tratar do padrdo de
substituicdo do anel A de flavonas oxigenadas em C-5 e C-7. O sinal em 6. 132,1 foi correspondente
aos carbonos C-2’ ¢ C-6’ ¢ o sinal em 116,70 foi atribuido aos hidrogénios H-3” e H-5"; sendo estes
caracteristicos do anel B de flavonas. Os sinais em d¢ 158,7; 136,4 e 179,6 foram atribuidos aos
carbonos C-2; C-3 e C-4 respectivamente, sendo condizente com uma flavona oxigenada em C-3. De
acordo com os dados de 13C foi possivel também sugerir a presenca de duas unidades osidicas, sendo
uma glicose e uma ramnose, isto foi devido aos sinais dos carbonos anoméricos em 6. 103,6 e 102,4 e
ainda para o carbono metilénico em 68,6 e carbono metilico em d¢ 17,8, e, além do conjunto de sinais
entre dc 68,6 e 78,2 sugeriram a presenca da rutinose.
No espectro de *H (Figura 1, p. 9) observou-se dois dupletos em o4 6,38 € 6,20 (J= 2,0 Hz),

caracteristicos de hidrogénios H-8 e H-6 de flavonas oxigenadas nas posicdes 5 e 7, além de um dupleto
em dH7,78 (J= 8,8 Hz) que foi atribuido aos hidrogénios H-2’ ¢ H-6’, um dupleto em o+ 6,93 (J = 8,8

Hz) que foi atribuido aos hidrogénios H-3" e H-5" do anel B de flavonas em um sistema AA’BB’.
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Complementarmente, foi observado no espectro um dupleto em 645,37 (J = 1,6 Hz) e um sinpleto em
dn 4,57, correspondente aos hidrogénios anoméricos da glicose e rhamnose respectivamente. A
presenca de um dupleto em 614,21 (dd, J = 3,6; 1,6 Hz) e outro em 1,10 (d, J = 6,0 Hz) foram atribuidos
aos hidrogénios metilénico e metilico respectivamente. Esses dados corroboram com uma unidade
osidica glicose ligada aramnose. A constante de acoplamento J = 1,6 Hz foi condizente com uma
unidade a-rutinosideo (Tabela 2, p. 11).

As correlagGes observadas no mapa de contornos HMBC de Er-1 (Figura 5, p. 14) do hidrogénio
em ox 5,37 (H-1"") com o carbono C-3 em oH 136,4 a trés ligagdes confirmou a insercdo da unidade
osidica rutinosideo em C-3. Apds estas analises, foi possivel concluir que Er-1 trata-se do Camferol-
3-O-rutinosideo, um flavonoide glicosilado que esta sendo relatado pela primeira vez na espécie em

estudo.

Tabela 2 - Dados de RMN H e C-APT de Er-1 e da literatura (500 x 125 MHz em CD3;0D).

Er-1 Sousa et al., 2014
C 8 uc S s SiH
2 158,69 - 158,70 -
3 136,36 - 135,50 -
4 179,63 - 179,40 -
5 163,10 - 163,10 -
6 101,38 6,20 (d, J = 2,0 Hz) 100,00 6,21 sl
7 166,29 - 166,20 -
8 94,92 6,38 (d, J = 2,0 Hz) 95,00 6,40 sl
9 159,54 - 159,40 -
10 105,60 - 105,60 -
1’ 122,78 - 122,80 -
2 132,05 7,78 (d, J=8,8 Hz) 132,40 8,06 (d, J=9,0 Hz)
3 116,70 6,93 (d, J = 8,8 Hz) 116,20 6,90 (d, J = 9,0 Hz)
4 161,75 - 161,50 -
5 116,70 6,93 (d, J = 8,8 Hz) 116,20 6,90 (d, J = 9,0 Hz)
3 132,05 7,78 (d, J=8,8 Hz) 132,40 8,06 (d, J=9,0 Hz)
1 103,66 5,37 (d, J= 1,6 Hz) 104,60 5,11(d, J=75 Hz)
27 72,20 3,52-4,22 (m) 76,80 3,27-3,80 m
3 77,26 3,52-4,22 (m) 78,20 3,27-3,80 m
47 71,50 3,52-4,22 (m) 71,50 3,27-3,80 m
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5 78,20 3,52-4,22 (m) 77,20 3,27-3,80 m
6’ 68,60 4.21(dd, J = 3,6; 1,6 Hz) 68,60 3,80m

1 102,40 4,57 (s) 102,40 4,52l

7o 72,27 3,32-4,22 (m) 72,10 3,27-3.80m
37 72,48 3,32-4,22 (m) 72,30 3,27-3,80m
7P 72,06 3,32-4,22 (m) 74,00 3,27-3.80m
57 69,73 3,32-4,22 (m) 69,70 3,27-3,80 m
e 17,80 1,10(d, J = 6,0 Hz) 17,90 1,12 (d, J=6,0 Hz)

CHj
OH
OH
Camferol-3-O-rutinosideo
Figura 1 - Espectro de RMN de H (CD3;0D, 500 MHz) de Er-1.
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Figura 2 — Expanséo do espectro de RMN de *H (CD3s0OD, 500 MHz) de Er-1 na regido de 0,6-5,6 ppm.
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Figura 3 — Expanséo do espectro de RMN de tH (CD3s0OD, 500 MHz) de Er-1 na regido de 5,2-9,0 ppm.
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Figura 4 - Espectro de RMN de 33C-APT (CD30D, 125 MHz) de Er-1.
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Figura 5 — Mapa de contorno HMBC da substancia Er-1 (CD3OD, 500 x 125 MHz).
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Figura 6 — Expansdo do mapa de contorno HMBC da substancia Er-1 (CD3;0D, 500 x 125 MHz) na regido de 0,5-5,5 ppm

x 20-180 ppm.
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4.1.2. Identificagéo estrutural de Er-2

A substancia codificada como Er-2 foi isolada como um s6lido marrom com 15 mg. O espectro
de B*C-APT obtido a 125 MHz em CD3OD (Figura 11, p. 19) mostrou a presenca de 27 sinais. Destes
10 foram atribuidos a carbonos ndo hidrogenados, 15 a carbonos metinicos, 1 carbono metilenico e 1
carbono metilico. Os deslocamentos quimicos em 6. 166,3; 100,2; 166,3 e 95,1 foram atribuidos aos
carbonos aromaticos C-5; C-6; C-7 e C-8 respectivamente, sugerindo-se tratar do padrdo de
substituicdo do anel A de flavonas oxigenadas em C-5 e C-7. Os sinais em d¢ 117,8; 116,2 e 123,7
correspondentes aos carbonos C-2°; C-5'e C-6 respectivamente, sdo caracteristicos do anel B de
flavonas. Os sinais em &c 158,7; 135,7 e 179,6 foram atribuidos aos carbonos C-2; C-3 e C-4
respectivamente, sendo condizente com uma flavona oxigenada em C-3. De acordo com os dados de
13C foi possivel também sugerir a presenca de duas unidades osidicas, sendo uma glicose e uma
ramnose, isto foi devido aos sinais dos carbonos anoméricos em &¢ 102,6 e 101,4 e ainda para o carbono
metilénico em 68,6 ¢ carbono metilico em d¢ 18,0, e, além do conjunto de sinais entre d¢ 69,8 e 78,3
sugeriram a presenca da rutinose.

No espectro de *H (Figura 8, p. 17) observou-se dois dupletos em on 6,41 e 6,21 (J= 2,0 Hz),
caracteristicos de hidrogénios H-8 e H-6 de flavonas oxigenadas nas posi¢des 5 e 7, alem de um duplo
dupleto em 81 7,63 (J = 8.,4; 2,0 Hz), um dupleto em 6 6,89 (J = 8,4 Hz) ¢ um dupleto em 61 7,67 (J=
2,0 Hz) que foram atribuidos aos hidrogénios H-6"; H-5" e H-2", respectivamente do anel B de flavonas
em um sistema ABX. Complementarmente, foi observado no espectro um dupleto em 615,10 (J =7,6
Hz) e um dupleto em 61 4,52 (J = 2,0 Hz), correspondente aos hidrogénios anoméricos da glicose e
rhamnose respectivamente. A presenga de um dupleto em 64 3,80 (d, J = 9,6 Hz) e outro em 1,13 (d, J
= 6,0 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios metilénico e metilico respectivamente. Esses dados
corroboram com uma unidade osidica glicose ligada aramnose. A constante de acoplamento (J = 7,6
Hz) foi condizente com uma unidade B-rutinosideo (Tabela 3, p.16).

As correlacbes observadas no mapa de contornos HMBC de Er-2 (Figura 12, p. 19) do
hidrogénio em 61 5,10 (H-1"") com o carbono C-3 em dn 135,7 a trés ligacGes confirmou a inserc¢do da
unidade osidica rutinosideo em C-3. Apo0s estas analises, foi possivel concluir que Er-2 trata-se da
Quercetina-3-0O-B-D-glicopiranosideo-a-L-raminosideo, um flavonoide glicosilado que esta sendo

relatado pela primeira vez na espécie em estudo.
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Tabela 3 - Dados de RMN H e **C-APT de Er-2 e da literatura (500 x 125 MHz em CDs;0OD)

Er-2 Sousa et al., 2014
C S uc Biny B uc [
2 158,65 - 158,50 -
3 135,72 - 135,90 -
4 179,56 - 179,50 -
5 166,25 - 163,00 -
6 100,15 6,21 (d, J=2,0 Hz) 100,00 6,21(d, J = 2,0 Hz)
7 166,28 - 166,10 -
8 95,05 6,41 (d, J=2,0 Hz) 94,90 6,40 (d, J = 2,0 Hz)
9 159,50 - 159,00 -
10 105,74 - 105,60 -
1 123,25 - 123,00 -
2 117,82 7,67 (d, J=2,0 Hz) 117,90 7,66 (d, J = 2,0 Hz)
3 145,99 - 145,80 -
4 149,97 - 150,00 -
5 116,22 6,89 (d, J = 8,4 Hz) 116,10 6,86 (d, J = 8,5 Hz)
6 123,69 | 7,63(dd, J=8,4;2,0Hz) [123,60 [7,60(dd,J=8,5;2,0 Hz)
1” 102,55 5,10 (d, J = 7,6 Hz) 104,70 5,11 (d, J=7,5Hz)
2” 75,85 3,25-3,63 (m) 75,70 3,20-3,90 (m)
3” 77,34 3,25-3,63 (m) 77,20 3,20-3,90 (m)
4" 71,53 3,25-3,63 (m) 71,40 3,20-3,90 (m)
5” 78,30 3,25-3,63 (m) 78,20 3,20-3,90 (m)
6” 68,58 3,80 (d, J = 9,6 Hz) 68,60 3,90 (m)
17 101,40 4,52 (d, J=2,0 Hz) 102,40 4,52 (d, J=1,5 Hz)
2" 72,23 3,25-3,63 (m) 72,10 3,20-3,90 (m)
3” 72,37 3,25-3,63 (m) 72,30 3,20-3,90 (m)
4 74,06 3,25-3,63 (m) 73,10 3,20-3,90 (m)
5" 69,86 3,25-3,63 (m) 69,70 3,20-3,90 (m)
6" 18,02 1,13 (d, J = 6,0 Hz) 18,00 1,18 (d, J = 6,0 Hz)
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CH3

OH

Quercetina-3-O-p-D-glicopiranosideo-a-L-raminosideo

Figura 8 - Espectro de RMN de H (CD3;0D, 500 MHz) de Er-2
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Figura 9 — Expanséo do espectro de RMN de *H (CD3s0OD, 500 MHz) de Er-2 na regido de 0,5-5,4 ppm.
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Figura 10 — Expansdo do espectro de RMN de H (CD3;0D, 500 MHz) de Er-2 na regido de 6,1-8,0 ppm
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Figura 11 - Espectro de RMN de BC-APT (CDsOD, 125 MHz) de Er-2
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Figura 12 — Mapa de contorno HMBC da substancia Er-2 (CDsOD, 500 x 125 MHz).
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Figura 13 — Expansao do mapa de contorno HMBC da substancia Er-2 (CDs0D, 500 x 125 MHz) na regido de 0,6-5,2 ppm

x 10-150 ppm
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Figura 14 — Expansao do mapa de contorno HMBC da substancia Er-2 (CDsOD, 500 x 125 MHz) na regido de 5,8-7,8

ppm x 90-180 ppm.

110

F120

130

F170

Ja I _
1
— "(¥e 1
—+ @ ([0
— Qoo 7]
. LA af
= ()
4
T T T T T T T T T T T T T T T T T
78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66
f2 (ppm)

f1 (ppm)

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 10, p.79618-79641, oct. 2020.

ISSN 2525-8761



JRrazilian Journal of Development

Determinacéo do perfil cromatografico por CLAE-DAD e separa¢do em CLAE Preparativo da fragéo
23-25 da fase acetato de etila.

Apos a andlise da fracdo 23 a 25 em CLAE-DAD, foi obtido o perfil cromatografico (Figura 15, p.
21) que possibilitou observar oito picos com tempos de retengéo entre 7 min 04 s e 59 min 02 s, com
indices de purezas: 99 %. O método analitico em CLAE-DAD foi transposto para a CLAE preparativo,
sendo injetado 600 mg da fracdo 23-25 dividido em 12 injecdes de 200 ul cada. Os oito picos foram
coletados, concentrados em rotaevaporador e analisados por RMN de tH, 13C, sendo possivel identificar
dois picos com tempos de retencdo de 37 min 95 s e 21 min 98 s como sendo as substancias Er-1 e Er-

2 respectivamente. Os seis picos restantes estdo em fase de elucidacao estrutural.

Figura 15 - Cromatograma da fracdo 23 a 25 da fase acetato de etila da espécie E. rimosum.
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5 CONCLUSOES
A partir do estudo fitoquimico dos constituintes do extrato etandlico bruto de Erythroxylum
rimosum O. E. Schulz. Foram isoladas duas substancias. Através da analise dos espectros e comparacao
com dados da literatura as substancias foram identificadas como: Camferol-3-O-rutinosideo e
Quercetina-3-0O-B-D-glicopiranosideo-a-L-raminosideo. Sendo estas relatadas pela primeira vez na

espécie em estudo, contribuindo para o estudo quimiotaxonémico desta espécie.
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