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Abstract: Erythroxylum rimosum O. E. Schulz is a species restricted to the Northeast region of Brazil, occurring in Restinga, Cerrado and
Carrasco vegetation. Previous research on the crude ethanolic extract of the leaves of E. rimosum, reported the identification of pentacyclic
triterpenes, steroids, tropanic alkaloids and flavonoids. In studies carried out in world databases, few phytochemical studies were found for
this species, so we consider it as a source of natural resources to be explored. Thus, a phytochemical study of its crude ethanolic extract (BSE)
was carried out. The botanical material was collected in the municipality of Pirambu, state of Sergipe. It was then oven dried (40 °C), triturated
and macerated with 95 % EtOH. The BSE (105 g) was dissolved in a methanol:water (7:3) solution and partitioned with the solvents: hexane
(Hex), dichloromethane (DCM) and ethyl acetate (AcOEt). The DCM phase was submitted to column chromatography, using silica gel as
stationary phase and as mobile phase, and the solvents Hex, AcOEt and MeOH, pure and in binary mixtures white the increase of the polarity
orders. There were obtained 55 fractions which were pooled according to their respective retention factors (Rfs) by analytical thin-layer
chromatography (CCDA). Fraction 30-43 and fraction 53-55 were encoded as Er-1 and Er-2, respectively. These substances had their
structures identified by one and two dimensional NMR spectroscopy. After comparison of NMR data with those reported in literature the
compounds were identified, for the first time in this species, as quercetin-3-O-a-L-rhamnoside (Er-1) and cys-4-hydroxy-1-methyl-2-
pyrrolidine carboxylic acid (Er-2).

Keywords: Erythroxylaceae; flavonoid; alkaloid.

Resumo

Erythroxylum rimosum O. E. Schulz é uma espécie restrita a regido Nordeste do Brasil, ocorrendo em vegeta¢do de Restinga, Cerrado e
Carrasco. Pesquisas anteriores do extrato etandlico bruto das folhas de E. rimosum, reportaram a identificacdo de triterpenos pentaciclicos,
esteroide, alcaloides tropanicos e flavonoides. Em pesquisas realizadas em bancos de dados mundiais, foram encontrados poucos estudos
fitoquimicos para esta espécie, por isso a consideramos como uma fonte de recursos naturais a ser explorada. Sendo assim, foi realizado um
estudo fitoquimico de seu extrato etandlico bruto (EEB). O material botanico foi coletado no municipio de Pirambu, estado de Sergipe. Em
seguida, foi seco em estufa (40 °C), triturado e submetido a maceragdo com EtOH a 95 %. O EEB (105 g) foi dissolvido em uma solugdo de
metanol:dgua (7:3) e submetido a uma parti¢do com os solventes hexano (Hex), diclorometano (DCM) e acetato de etila (AcOEt). A fase DCM
foi submetida a cromatografia em coluna, utilizando silica gel como fase estacionaria e como fase mével, os solventes Hex, AcOEt e MeOH,
puros e em misturas binarias em ordem crescente de polaridade. Obteve-se 55 fragdes que foram reunidas de acordo com os seus respectivos
fatores de retengdo (Rfs) através da cromatografia em camada delgada analitica (CCDA). A fragdo 30-43 e a fragdo 53-55 foram codificadas
como Er-1 e Er-2, respectivamente. Estas substancias tiveram suas estruturas identificadas por espectroscopia de RMN uni e bidimensional.
Ap06s a comparagdo dos dados de RMN com os relatados na literatura, os compostos foram identificados, pela primeira vez nesta espécie,
como quercetina-3-0-a-L-ramnosideo (Er-1) e cis-4-hidroxi-1-metil-2-pirrolidina acido carboxilico (Er-2).

Palavras-chave: Erythroxylaceae; flavonoide; alcaloide.
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1. Introdugao

Através dos milénios, o homem buscou a
superagdo dos seus males através das plantas
medicinais. Utilizando seus instintos, percebia
a diferenca entre as plantas comestiveis
daquelas que poderiam proporcionar acura, a
cicatrizacdo ou o alivio de uma doenca.l A
humanidade convive com uma grande
variedade de espécies vegetais,
desenvolvendo diversas maneiras de explora-
las para diferentes finalidades, usando-as
como alternativa de sobrevivéncia. Dentre
estas, podemos destacar o conhecimento

sobre o wuso das fins

terapéuticos.?

plantas para

A utilizacdo de plantas medicinais é a
principal alternativa terapéutica para
aproximadamente 80 % da populagdo mundial
de acordo com a Organizagdo Mundial da
Saude.>* O extenso uso terapéutico de
plantas, principalmente nos paises em
desenvolvimento, estd relacionado ao alto
custo a assisténcia médica e os medicamentos
alopaticos.” Assim como os medicamentos
alopdticos, as plantas também possuem
substancias ativas que, muitas vezes, o efeito
téxico sobre o organismo é desconhecido ou
ignorado pelos usuarios. Mostrando assim a
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importancia sobre o conhecimento do
consumo de plantas para uso seguro,
consciente e eficaz na terapéutica.®’

De fato, as plantas possuem a capacidade
de produzir substancias quimicas que podem
colaborar com a sua sobrevivéncia, tendo
como exemplo disto o desenvolvimento de
mecanismos de defesa. Essas substancias sdao
metabdlitos bioativos oriundos de seu
metabolismo secunddrio. Esses componentes
qguimicos que as plantas produzem e estocam,
apresentam funcdes bioldgicas,
desempenhando um papel ecoldgico que
pode ser utilizado para diversos fins, tais como
medicamentos, alimentos funcionais,
inseticidas, herbicidas, perfumes, entre
outros, podendo também receber a
denominacdo de produtos  naturais.®
Cozzolino referiu que esses metabdlitos
podem ser encontrados em varios vegetais
gue fazem parte da alimentacdo humana. O
autor ressalta, também, a importancia dos
beneficios que os metabdlitos secundarios
podem trazer a saude humana, tais como a
reducdo na incidéncia de certos tipos de
cancer, estimulagdao do sistema imunoldgico,
dentre outros.®

A imensa variedade de espécies vegetais
no Brasil e o seu uso sustentavel tornam-se
um grande desafio para a comunidade
cientifica nacional. Logo, cabe as nossas
universidades  transformar um  vasto
patrimonio 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: infeccGes
bacterianas e fungicas, cancer, doencas
neurolégicas e doencas tropicais. A finalidade
na pesquisa de produtos naturais baseia-se na
identificagdo de compostos bioativos das
plantas medicinais e posteriormente avaliado
em relac3o a sua atividade bioldgica.®

A familia Erythroxylaceae é composta por
aproximadamente quatro géneros e cerca de
240 espécies com distribuicdo pantropical,
tendo seus principais centros de diversidade e
endemismo na Venezuela, Madagascar e
Brasil.)* O género Erythroxylum, possui
aproximadamente 230 espécies, sendo o

Ve

Unico género encontrado na regido
Neotropical, onde cerca de 187 espécies sao
exclusivas desta regido, tendo como principal
centro de diversidade e endemismo a América
do Sul, especialmente o Brasil e a Venezuela.*?

No Brasil, o género é composto por
aproximadamente 74  espécies com
distribuicdo restrita, correspondendo a 40 %
de todas as espécies da regido tropical,
encontradas nos mais diversos tipos de
vegetacdo do pais, possuindo ocorréncia que
se estende desde as florestas da Amazénia e
Mata Atlantica, até as matas do Cerrado e
Caatinga.?

E. rimosum O. E. Schulz é uma espécie
restrita a regido Nordeste do Brasil,
encontrada nos estados do Ceard, Piaui,
Sergipe e Bahia, ocorrendo respectivamente
em vegetacdo de Restinga, Cerrado e
Carrasco.B®

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

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

2. Material e Métodos

2.1. Métodos gerais

As cromatografias de adsor¢dao em colunas
foram realizadas em colunas de vidro
cilindricas, com varia¢cdes nas dimensoes, de
acordo com a quantidade de amostra a ser
aplicada, utilizando como fase estacionaria
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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’.

As cromatografias em camada delgada
analitica (CCDA) foram realizadas utilizando
placas cromatograficas da Merck, contendo
silica gel com indicador de fluorescéncia F;sa,
didmetro de 20 x 20 cm e espessura de 0,25
mm.

Para a realizacdo das  técnicas
cromatograficas foram utilizados os solventes
organicos: hexano (Hex), diclorometano
(DCM), acetato de etila (AcOEt) e metanol
(MeOH), puros e em misturas bindrias em
ordem crescente de polaridade. O MeOH nao
foi utilizado na forma pura, mas em mistura
binadria com o solvente acetato de etila até a
proporc¢do de 7:3 (AcOEt:MeOH).

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

Os espectros de RMN foram registrados
em espectrobmetros VARIAN  SYSTEM,
operando a 500 MHz para hidrogénio (RMN de
'H) e 125 MHz para carbono-13 (RMN de 3C).
As amostras a serem analisadas foram
preparadas dissolvendo-as em solventes
deuterados. Os deslocamentos quimicos (6)
foram expressos em partes por milhdo (ppm)
e as constantes de acoplamento (/) em Hz. As
multiplicidades da RMN de H foram indicadas
segundo a convengdo: s (simpleto), s/
(simpleto largo), d (dupleto), dd (duplo
dupleto), ddd (duplo duplo dupleto), dddd
(duplo duplo duplo dupleto), t (tripleto), t/
(tripleto largo), g (quadrupleto) e m
(multipleto).

Lins, J. S. et al.

2.2. Material vegetal

As partes aéreas (folhas) de E. rimosum
foram coletadas no municipio de Pirambu,
estado de Sergipe. Em seguida, o material
vegetal foi identificado pela Prof. Dra. Ana
Paula do Nascimento Prata, do Departamento
de Biologia da Universidade Federal de
Sergipe (UFS). Uma exsicata encontra-se
depositada no Herbdrio da Botanica do Centro
de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da UFS, sob
a identificacdo AS 37756.

2.3. Extracao e isolamento

As partes aéreas (1 Kg) foram secas em
estufa com ar circulante a temperatura média
de 40 °C durante 72 horas. Apds secagem, o
material vegetal foi submetido a um processo
de trituracdo em moinho mecanico, obtendo-
se 480 g de pd seco. O material vegetal seco e
triturado foi submetido a maceragdo com
etanol (EtOH) a 95 %, em um recipiente de ago
inoxiddvel. Foram feitos quatro processos de
extragdo num intervalo de 72 horas, para
garantir uma maxima extragdo dos
constituintes quimicos. A solugdo etandlica
obtida foi filtrada, fazendo-se, em seguida, a
evaporacdo do solvente com o auxilio de um
rotaevaporador a uma temperatura média de
40 °C. Apds a evaporacgdo do solvente, obteve-
se 105 g do extrato etandlico bruto (EEB). Para
obtencdo das fases, foram utilizados 70 g do
extrato etandlico bruto, este foi dissolvido
numa mistura de metanol:agua (7:3 v/v) e
homogeneizado, obtendo-se uma solucgao
hidrometandlica. Esta solucdo foi submetida a
um processo de particdo em ampola de
separac¢do, utilizando os solventes hexano,
diclorometano e acetato de etila, em ordem
crescente de polaridade. As respectivas fases
foram tratadas com sulfato de sddio anidro
para secagem, e posteriormente foram
concentradas em rotaevaporador sob pressao
reduzida a uma temperatura média
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de 40 °C, fornecendo as fases hexanica (4,0 g),
diclorometano (2,6 g) e acetato de etila (4,6 g).
A fase diclorometano foi submetida a uma
cromatografia em coluna, utilizando como
fase estacionaria silica gel, e como fase mével
hexano, acetato de etila e metanol, puros ou
em misturas bindrias, em ordem crescente de
polaridade, obtendo-se assim um total de 55
fracoes. Essas fracdes foram monitoradas por
cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA) e reunidas de acordo com seus fatores
de retengdo (Rfs), apds visualizacdo na luz
ultravioleta e revelacdo em camara saturada
com vapores de iodo. As fracGes foram
reunidas em grupos. A fracdo 30-43 foi
codificada como Er-1, enquanto que a fragdo
53-55 foi codificada com Er-2.

Quercetina-3-0O-a-L-ramnosideo  (Er-1):
RMN H 6:6,18 (1H, d, /= 2,0 Hz, H-6),6,34 (1H,
d, J =2,0 Hz, H-8), 7,33 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-
2'),6,90 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5’), 7,30 (1H, dd, J
=2,0e 8,5 Hz, H-6'), 5,34 (1H, d, J = 1,5 Hz, H-
1”), 4,22 (1H, dd, J = 1,5 e 3,5 Hz, H-2"), 3,75
(1H,dd,J=3,0e9,5 Hz, H-3”), 3,34 (1H, d, J =
9,5 Hz, H-4"), 3,42 (3H, m, H-5”"), 0,94 (1H, d, J
= 6,0 Hz, H-6"). RMN *3C &: 158,4 (C-2), 136,2
(C-3),179,5(C-4), 163,0 (C-5), 99,8 (C-6), 165,7
(C-7), 94,7 (C-8), 159,2 (C-9), 105,9 (C-10),
122,9 (C-1’), 116,9 (C-2’), 146,3 (C-3’), 149,7
(C-4’), 116,4 (C-5’), 123,3 (C-6"), 103,5 (1),
71,9 (C-2"), 72,1 (C-3"), 73,2 (C-4"), 71,9 (5"),
17,6 (C-6").

Cis-4-hidroxi-1-metil-2-pirrolidina  dcido
carboxilico (Er-2): RMN H &:2,98 (3H, s,
NCHs), 4,04 (1H, dd, J = 10,5 e 7,5 Hz, H-2),
2,43 (1H, ddt, J = 14,0; 7,6 e 2.0 Hz, Ha-3), 2,19
(1H, d, J = 14,0; 10,8 e 4,8 Hz, Hb-3), 3,06 (1H,
dt, J= 12,5 e 2,0 Ha-5), 3,80 (1H, dd, J=12,5 e
4,5 Hz, Hb-5). RMN 3C &: 170, 2 (COOH), 44,0
(NCHs), 71,9 (C-2), 40,3 (C-3), 70,9 (C-4), 64,2
(C-5).

3. Resultados e Discussao

A substancia codificada como Er-1 foi
isolada como um sdélido marrom com 1,8 g. O
espectro de 3C obtido a 125 MHz em CDsOD
mostrou a presenca de 21 sinais. Destes, 10

Ve

foram atribuidos a carbonos nao
hidrogenados, 10 a carbonos metinicos e 1 a
carbono metilico. Os deslocamentos quimicos
em 6&c¢ 163,0; 99,8, 165,7 e 94,7 foram
atribuidos aos carbonos arométicos C-5; C-6;
C-7 e C-8 respectivamente, sugerindo-se
tratar do padrao de substituicdo do anel A de
flavonas oxigenadas em C-5 e C-7. Os sinais
em 6c 116,9; 116,4 e 122,9 correspondentes
aos carbonos C-2); C5 e C-6,
respectivamente, sdo caracteristicos do anel B
de flavonas em um sistema ABX. Os sinais em
6c 158,4; 136,2 e 179,5 foram atribuidos aos
carbonos C-2; C-3 e C-4, respectivamente, e
foram condizentes com uma flavona
oxigenada em C-3. De acordo com os dados de
13C foi possivel também sugerir a presenca de
uma ramnose devido ao sinal do carbono
anomérico em 6. 103,5 como também para o
carbono metilico em 6c 17,6, além dos demais
sinais relativos aos carbonos da unidade
ramnosidica entre 6. 71,9 e 73,2.

No espectro de 'H observou-se dois
dupletos em 64 6,34 e 6,18 (J= 2,0 Hz),
caracteristicos de hidrogénios H-8 e H-6 de
flavonas oxigenadas nas posi¢des 5 e 7, além
de um duplo dupleto em 647,30 (J=8,0e 2,0
Hz), um dupleto em 64 6,90 (J= 8,5 Hz) e um
dupleto em &4 7,33 (J= 2,0 Hz) que foram
atribuidos aos hidrogénios H-6’; H-5" e H-2" do
anel B de flavonas, respectivamente.
Complementarmente, foi observado no
espectro um dupleto em &y 5,34
correspondente ao hidrogénio anomérico, um
dupleto em 64 3,34 (J= 9,5 Hz), um multipleto
em 3,42, dois duplo dupletos em 4,22 (J=1,5;
3,5 Hz) e 3,75 (J=3,0; 9,5 Hz) e um dupleto em
0,94 (J= 6,0 Hz). Esses dados corroboram a
presenca de uma unidade osidica do tipo
ramnose.

A correlagdo observada no mapa de
contorno HMBC de Er-1 em 64 5,34 (H-1”) com
8¢ 136,2 confirmou a localizagdo da unidade
osidica em C-3. A constante de acoplamento
J=1,5Hz observada no espectro de RMN de 'H
corrobora a presenca da unidade de a-L-
ramnose. Apds estas analises, foi possivel
concluir que Er-1 trata-se da quercetina-3-O-
a-L-ramnosideo, um flavonoide glicosilado
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que esta sendo relatado pela primeira vez na  correlagdo do Hb-3 com o C-2 (6¢c 71,9),
espécie em estudo (Figura 1). juntamente com a correlagdo direta no HMQC
do H-2 com o C-2, corroborou a insercao do
grupo acido no carbono C-2. As correlagdes do
Ha-3 (6n 2,43) e Ha-5 (64 3,06) com H-4 (&4
4,48) e o H-2 e Hb-5 (64 3,80) com o N-metil
(6c 44,0) confirmaram a inser¢do da hidroxila
no carbono C-4 e do grupo N-metil ligado aos
carbonos C-2 e C-5, respectivamente.

A substancia codificada como Er-2 foi
isolada como um sélido marrom com 12,7 mg.
Os espectros de RMN de 3C e bidimensionais
mostraram a presenca de 6 sinais. Destes, 2
foram atribuidos a carbonos metinicos, 2 a
carbonos metilénicos, 1 a carbono metilicoe 1
a carbono nado hidrogenado. Os sinais em ¢
71,9 e 70,9 foram atribuidos aos carbonos No COSY foram observadas correlagGes
metinicos 2 e 4, respectivamente. Também foi  vicinais do H-2 com Ha-3 e Hb-3, e H-4 com Ha-
observado os sinais em &¢ 40,3 e 64,2 que 3, Hb-3, Ha-4 e Hb-4, podendo-se inferir que
foram atribuidos aos carbonos metilénicos3e C-2 e C-4 s3o carbonos metinicos. As
5, e um sinal em 6¢ 44,0 que foi atribuido a  correlagGes geminais do Ha-3 com Hb-3 e Ha-
metila ligada ao nitrogénio. Todos esses 5 com Hb-5, foram compativeis com os
deslocamentos quimicos de ™C foram carbonos metilénicos (C-3 e C-5).
comparados com a literatura, sugerindo-se

T A estereoquimica de Er-2 foi definida pelo
tratar de um esqueleto pirrolizidinico.

valor das constantes de acoplamento. A

No espectro de RMN de 'H foi possivel configuracdo espacial do grupo &cido foi
observar um singleto em &4 2,98 (3H) e sinais  confirmada pelos acoplamentos do Ha-3 com
de prdtons alifaticos acoplados geminalmente  H-2 (equatorial-axial, J= 7,6 Hz) e Hb-3 com H-
em &y 2,43, 2,19, 3,06 e 3,80, atribuidos aos 2 (axial-axial, J= 10,5 Hz). Assim, foi definido
hidrogénios 3a, 3b, 5a e 5b, respectivamente, que o grupamento d4cido se encontra na
sugerindo-se tratar de um grupo N-metil e configuragao B. Os acoplamentos entre Ha-5
dois metilenos alifaticos. Observou-se com H-4 (equatorial-equatorial, J= 2,0 Hz) e
também os sinais em 644,04 (H-2) e 4,48 (H-4)  Hb-5 com H-4 (axial-equatorial, J= 4,5 Hz)
atribuidos aos hidrogénios metinicos. Estes  definiu a configuragdo da hidroxila em B. Apds
deslocamentos quimicos foram devidos a a analise dos dados de RMN e a comparagao
ligacdo do H-2 ao nitrogénio e H-4 ao oxigénio.  com os dados na literatura, pode-se identificar
a substancia codificada como Er-2 como sendo
0 cis-4-hidroxi-1-metil-2-pirrolidina  acido
carboxilico  (Figura 1), um alcaloide
pirrolizidinico que estd sendo relatado pela
primeira vez na espécie em estudo.

No espectro de HMBC foi possivel observar
no mapa de contorno correlagdes do H-2 (64
4,04) e Hb-3 (64 2,19) com o carbono do acido
(COOH), confirmando que a substancia
contém um grupamento acido carboxilico. A

Figura 1. Constituintes quimicos isolados das folhas de E. rimosum
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4, Conclusao

A partir do estudo fitoquimico dos
constituintes do extrato etandlico bruto das
folhas de E. rimosum O. E. Schulz foram
isoladas duas substancias: um flavonoide
glicosilado e um alcaloide pirrolizidinico,
ambos relatados pela primeira vez na espécie
em estudo.
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