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RESUMO

Feitosa, L. G. PCaracterizacdo dos alcaloides eritrinicos de Erythrina verna. 2014. 124f.
Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Fk#&utiaas de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdao Preto, 2014.

Erythrina verna, conhecida popularmente como mulungu, é uma esp®&tiva da flora
brasileira e de maior ocorréncia no sudeste da pai€ascas dE. verna sao utilizadas na
medicina popular como calmante e para outras dessrdo sistema nervoso central, como
insbnia e depressdo.Também €& importante matérn@apna industria farmacéutica para
producédo de fitoterapicos ansioliticos com graraitiggpacdo no mercado de medicamentos
fitoterapicos. Os marcadores quimicos do gélgeytrhina sdo os alcaloides eritrinicos, aos
quais se atribui a atividade ansiolitica. No presérabalho, extratos alcaloidicos das cascas
da espécie nativa de verna e dos produtores comerciais A e B foram analisado£G-EM

e IES-EM em alta resolugdo para caracterizacaoattzgoides eritrinicos presentes nas
amostras. Verificou-se que o perfil de alcaloidesoatrado nas cascas de B apresentou maior
similaridade com o perfil d&. verna nativa. Observou-se também diferenca de perfis
alcaloidicos entre extratos de mulungu dos difeseprodutores comerciais, sendo que nas
cascas de A os alcaloides majoritarios sdo eriradi erisovina, enquanto nas cascas de B o
majoritario é a eritratidinona. Além disso, not@ueiscrepancia nos rendimentos em massa
das fracOes alcaloidicas entre produtores comeeciastre estes e a espécie nativa. Essa
possivel variacdo dos teores de alcaloides edtr$nhos materiais vegetais analisados pode
ser decorrente da influéncia de fatores ambierdgaisazonalidade sobre o conteddo de
metabolitos secundarios, ou da comercializacdosgécees distintas do génekvythrina
comoE. verna. N&o houve diferenca qualitativa no perfil de almés obtidos por extracdo
acido-base e particdo L/L, o0 que sugere que esdesaiores ndo sdo degradados no baixo pH
empregado na extracdo acido-base. Realizou-se manmbéisolamento dos alcaloides
eritralina, 8-oxo-eritralina, eritrinina e erisodira partir das cascas de A e eritratidinona a
partir das cascas de B. Esses alcaloides forartifidados por associacao de dados de IE-EM
e IES-EM em alta resolucéo e suas estruturas fdeterminadas por RMN.Os dados obtidos
neste trabalho constituem o primeiro relato del@ildes eritrinicos presentes nas cascas.de
verna e pode ser um alerta aos usuarios de preparagédisimais e fitoterdpicos baseados
em mulungu em relacdo a possiveis riscos quantefecacia terapéutica e/ou toxicidade
decorrentes de variacdes de perfil e teor dos marea quimicos na espécie.

Palavras-chave: Alcaloides eritrinicos, mulunBtythrina verna, espectrometria de massas,
marcadores quimicos, RMN.



ABSTRACT

FEITOSA, L. G. P.Caracterization of alkaloides from Erythrina verna. 2014. 124p.
Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Fagotaas de Ribeirdo Preto — Universidade
de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2014.

Erythrina verna, popularly known as mulungu, is a native speadiesfBrazil and occurs in
brazilian southeast. The stem barkeoi/erna are used in folk medicine to calm agitation and
another disorders from nervous system, as insoammgadepression.It is also important raw
material in pharmaceutical industry for the protlutif herbal anxiolytics with great interest
in herbal medicines market. Chemical markers of gle@us Erytrhina are erythrinian
alkaloids, which have demonstrated anxiolytic awtivin this work, we have analyzed
alkaloid extracts from stem barks f verna native species and from commercial producers
A and B by GC-MS and ESI-MS in high resolution tacterize erythrinian alkaloids.
Alkaloid profile of barks extracts from B showedegter similaritywith nativeE. verna
profile. We also observed difference between allajwrofiles of different extracts from
commercial producers.Majority alkaloids found ineiXtract areerythraline and erysovine,
while the major constituent of B extract is erytldimone. Furthermore, it was noted
discrepancy in yields between the alkaloid fractitnom commercial producers and between
commercial producers and native species.Theselp@sgdianges in the levels of erythrinian
alkaloids may be due to the influence of environtakfiactors or seasonality on the content of
secondary metabolites, or also due to the markeiirdistinct species from gen&sythrina

as E. verna. It was also observed that there was no qualdativference in the alkaloid
profile between extracts obtained by acid-baseaetttm and liquid/liquid extraction,
suggesting that these markers are not degradée ilow pH used in the acid-base extraction.
We have also performed the isolation of erythraliBeoxo-erithraline, erythrinin and
erysovine from A and erytratidinone from B. The#alids were identified by EI-MS data
combined with ESI-MS in high resolution data. Alkal structures were determined by
NMR. The data obtained in this study representfitise report of erythrinian alkaloids iB.
verna barks and can alertusers of users of mulungu bassdicinal preparations about
potential risks, therapeutic ineffectiveness antidaicity resulting from variations in profile
and chemical markers contents in the species.

Keywords: Erythrinian alkaloids, mulungugrythrina verna, chemical markers, mass
spectrometry, NMR.
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1. INTRODUCAO

1.1 - Plantas medicinais e mar cador es quimicos vegetais

Define-se planta medicinal como toda espécie, vadd ou ndo, utilizada com
finalidade terapéutica (ANVISA, 2010). O uso denpda com fins medicinais € uma antiga
pratica da humanidade (VEIGA JUNIO® al., 2005; FEIJOet al., 2012), sendo que as
primeiras referéncias escritas sobre seus empdsgas de 2800 a.c. (CZELUSNIAK al.,
2012). Até o século XIX, plantas e extratos vegetmnstituiam o recurso terapéutico
predominante e estes usos terapéuticosforam eedpstmas farmacopéias da época (REIS
al., 2007). J& no final do século XX, a Organizacamtal da Saude (OMS) relatou que
cerca de 80% da populacdo mundial utilizavaplamaslicinais como recurso para suas
necessidades basicas de salde. Entretanto, sob¥érdesta flora medicinal possui estudos
quimicos e farmacoldgicos (CORREA JUNI@Ril., 2000).

O Brasil apresenta uma das mais ricas biodivemsiach espécies vegetais do planeta, uma
vez que detém cerca de 1/3 das espéciesconhexigas, proporciona ao pais o maior potencial
para pesquisas com plantas medicinais (BELLA CRIAL, 2011).As espécies nativas brasileiras
sdo amplamente empregadas na medicina popularod#o atom conhecimentos desenvolvidos
inicialmente por comunidades indigenas (SCHENCKIBD7a).No entanto, a utilizacdo de plantas
nativas comercializadas em mercados e feiras ligggesenta risco aos consumidores, uma vez que
muitas espécies ndo possuem comprovacao de sios faenacologicos e/ou podem apresentar
toxicidade, como efeitos mutagénicos e carcinogéniSCHENKELet al., 2007b, FENNELLet
al., 2004; VEIGA JUNIORé« al., 2005). Os efeitos téxicos de plantas usadas edicima
tradicional estdo muitas vezes relacionados comdemtificacdo incorreta das espécies
comercializadas, bem como equivocos na preparagémimistracdo dos extratos (FENNE&L
al., 2004). Assim, as pesquisas com plantas mediamg@essitam de investigacdes etnobotanicas,
fitoquimicas e farmacoldgicas que contribuam péliaagédo terapéutica de espécies da medicina
tradicional (MACIEL, 2002).

Nesse sentido, a fitoquimicadedica-se acaractéadzagimica dos constituintes de
extratos vegetaisatraves de purificacbes pormétadosatograficos e identificagcdo por
técnicas espectrais, como espectrometria de m#E8a)s ressonancia magnética nuclear
(RMN) eespectroscopia nas regides do ultravioldid) e infravermelho (IV). O advento de
técnicas hifenadas, como cromatografia em fasesgammwplada a espectrometria de massas
(CG-EM) e, posteriormente, do acoplamento da crogmafia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com EM e RMN permitiu a otimizagdo das asedi, uma vez que podem ser obtidas
maiores informacdes estruturais de cada compomaistenatrizes complexas concomitantes
ao processo de separacdo cromatografica (PIMBD, 2002; LIANGet al., 2004).



Introducdo | 4

O incremento de dados quimicos de diversas espagitmngo dos séculos conduziu
ao conhecimento das classes de metabdlitos se@sydambstancias que constituem uma
interface entre a planta e 0 meio ambiente, seesjmonsaveis por fungcdes como protecao ao
ataque de insetos e herbivoros, interagfes pldautsape atracdo de polinizadores (POSER,;
MENTZ, 2007;KUTCHAN, 2001). As classes de metalglisecundarios com ocorréncia
caracteristica em determinados tdxons (POSER; MEIRD@7) permitem as suas utilizagbes
como marcadores quimicos, os quais sao definido® substancias ou classe de substancias
empregadas como referéncia no controle de qualidasienatérias-primas vegetais nas quais
sdo encontrados e que preferencialmente tém retagams efeitos terapéuticosdas espécies
(ANVISA, 2010; ZOLLNER; SCHWARZ, 2013). Os estudfit®quimicos tém contribuido
para o estabelecimento dos marcadores de divespasies consagradas pelo uso medicinal.
Alguns desses marcadores e as espécies nas qoenoestao descritos em monografias da
sétima edicdo da Farmacopeia Europeia (ZOLLNER; \®@RZ, 2013). No Brasil, a
Instrugdo Normativa (IN) 5/2008 da ANVISA publicama listacom mais de trinta espécies
medicinais utilizadas na producdo de medicamenitmsefapicos e seus respectivos
marcadores, como as lactonas sesquiterpénicas teadms) na arnicaAfnica montanal.),
acido clorogénico na alcachofi@yfara scolymus L.), ginkgoflavonoides erGinkgo biloba,
apigenina-7-glicosideo na camomilslatricaria recrutita L.), taninos na espinheira-santa
(Maytenus ilicifolia L.), cumarinas no guac®l{kania glomerata Spreng.), cascarosideos na
cascara-sagrad®&ifamnus purshiana DC.), entre outros (ANVISA, 2008).

Apesar de estarem relacionados as propriedadg®teicas relatadas para as plantas
medicinais, os marcadores quimicos também podemesponsaveis pelos efeitos tdxicos
destas plantas, pois a literatura reporta a toxitgdde varias classes de substancias de origem
vegetal, como a maioria dos agentes antitumoraggtalicos, alcaloides pirrolizidinicos
(CALIXTO, 2000) e alquilfen6is (BARON-RUPPERT; LUEE, 2001). Nessesentido, o
isolamento e a caracterizacao das substanciasgimovegetal utilizadas como marcadores
quimicospermitem suas utilizagbes em ensaios pasdiagdo de atividade biologica
(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998), estudos toxicologicou de metabolismoe avaliacao
da toxicidadein vivo (FERNANDES, 2013; MESSIANOet al., 2013; FERREIRA,
2013).Além disso, a Resolucdo da Diretoria Colegié®DC) 14/2010 da ANVISA, que
dispbe sobre o registro de medicamentos fitoten&piestabelece a caracterizacdo dos(s)
marcadores(s) quimico(s) de uma determinada espécgtituinte de um fitoterapico como
requisito para desenvolvimento e registro deste\(l&4, 2010).

A determinacdo dos marcadores quimicos € muitoritapie para o desenvolvimento
de medicamentos que tém como base as plantas nasli@ois:

» Permite a o controle da matéria-prima e do protinéd;
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» Auxilia na determinacdo dos constituintes farmagiclimente ativos;

* Permite a execucdo dos ensaios de metabolizacawrtanfes para obtengédo do
perfil de metabolizacdo desses marcadores;

* Permite a execucédo de ensaios toxicologicos immedapara avaliar a seguranca
da utilizac&do dos extratos de plantas medicinais.

Um dos principais problemas na determinacao deséesadores relaciona-se ao fato
de que a composicado quimica das plantas pode aaese inconstantedevido a possiveis
variacfes no ritmo de metabolismo, bem como infliggéde fatores ambientais como indice
pluviométrico, nutrientes do solo, composicado aférasa, temperatura, altitude, idade da
planta e sazonalidade sobre o acimulo de metabgkitcundarios (GOBBO-NETO; LOPES,
2007). Além disso, fatores que podem alterar a osigfio quimica dos extratos das espécies
analisadas pode-se citara condicao de coletadaiatagstabilizacdo, estocagem (CALIXTO,
2000), adulteracbes e contaminacfes dos mateggetais (VEIGA JUNIOR, 2005), ou até
mesmo equivocos nha identificacdo da espécie (FENINE&S!., 2004).

Esta variacdono conteidodemetabdlitos secundatdiesietar a eficacia e seguranca das
preparacbes medicinais a partir dessas espéciesIXTA, 2000; GOBO-NETO; LOPES,
2007). A espécie medicingtythrina verna tém sido alvo de discussfes sobre possiveis §iagac
em seus marcadores quimicos a partir de analisésipares realizadas por nosso grupo, nas
quais verificou-se nao homogeneidade no perfindéabdlitos secundarios entres extratos das

cascas dg&. verna nativa e adquiridas de diferentes produtores coaierc

1.2 - Erythrina verna

O génercErythrina (Fabaceae) compreende aproximadamente 115 espécies tropicais
e subtropicais distribuidas nos hemisférios nortile(PINO-RODRIGUEZet al., 2004a;
SAN MIGUEL-CHAVEZ, 2007, ). O nome deste géneroréveniente do gregoef'ythros’,
que significa vermelho, em referéncia a cor dag$lalas espécies do género (CARVALHO,
2008) (Figura 1B). No Brasil sdo encontradas 1¥@sep deErythrina: E. amazonica, E.
crista-galli, E. dominguezi, E. falcata, E. fusca, E. poeppigiana, E. similis, E. speciosa, E.
ulei, E. velutina e E. verna (REFLORA, 2013a). Aerythrina verna, anteriormente chamada
de Erythrina mulungu, € uma espécie nativa do Brasil e de maior ocoéra regido sudeste
do pais (REFLORA, 2013b). A planta possui habitwbego com exemplares na faixa de 10-
14 m de altura (LORENZI, 1992) (Figura 1A). O nomepular mulungu vem do tupi
mussungu ou muzungu e do africano mulungu, o que significa “pandeim’pode estar

relacionado ao som emitido pela batida em seudrono (CARVALHO, 2008).
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(B)

(A)

Figura 1 - Exemplar d¢E. verna (A) e inflorescéncia avermelhada da espéci.

O mulungué utilizado como alimento na América Cen (PINC-RODRIGUEZt al.,
2004). Alem disso, as plantas do géneErythrina tém sido empregadas na medici
tradicional do continente americano desde as zagfes pr&olombianas (TOWLE2007).
Na medicina populail decocc¢édo das cascasE. verna é usada comcalmante e indicada
para outrasdesorded® sistema nervoso centi(SNC) comoinsdnia depressao e epilepsia
(RODRIGUES, 2001 RIBEIRO et al., 2006; TEIXEIRASILVEIRA et al., 2008). AE.
verna tambémpode ser encontrado nas farmacias brasi (OLIVEIRA et al., 2012) na
forma de extrato seatas casci. Em virtude de seu uso tradiciongtaverna foi relacionada
entreas espécies medicinais com potencial de gerar {medie interesse ao S na lista do
RENISUS PORTAL SAUDE- MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

O extrato deE. verna é utilizado em associagdo com espécies de outres@epar:
producéo de trésedicamentos fitoterapicos ansioliticos pela indkistrasileira: Maracugin
Compost&(Hypermarcas) Passaneu®(Bunker) e CalmapdXDelta. Estes fitoterapicos
pertencem a classe dbgnoticos/sedativosesponsavel por 21,67 % das vendas ent
classes terapéuticas de medicamentos fitoteragicmsepresentam 63,73 % das vendas t
no mercado fitoterapicoaaciona, como pode ser verificado na Figure. O medicamento
Maracujina Composfapossui . terceira maior participac@xumulada (46,80 ¢ no mercado
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dos fitoterapicos hipnéticos/sedativos (TabeleEsies dados mostram gHeverna destaca-

se além do ambito da medicina popular, visto gespécie também é utilizada como matéria-
prima para producdo de medicamentos com grandeagéib na fitoterapia para tratamento
transtornos de ansiedade, os quais representaupo de enfermidades com maior incidéncia
entre os individuos com disturbios psiquiatricoE #SLERet al., 2005), proporcionam uma
reducdo da qualidade de vida, reduzem a produtigigaestao relacionados com o aumento
dos indices de mortalidade e de doencas coronarjal@UTet al., 2004).

Vendas em Reais por classe terapéutica:
,73% das vendas totais de medicamentos fitoterdpicos
63,73%d das totais d di tos fitoterapi

M Hipnoticos/sedativos
M Laxantes

Coleréticos+ colecinéticos
B Laxantes increm. bolo fecal

W Vasoter Cer/per exc Ant Calcio

Figura 2 - Classes terapéuticas com maior participacdo erdageno mercado de fitoterapicos do Brasil.
Modificado de FREITAS, 2007.

Tabela 1 - Participacdo dos principais produtos no mercadmeldicamentos fitoterpicos da
classe hipnéticos/sedativos

Classe terapéutica Produto Participacéo acumulada (%)

Pasalix
o 32,90

Passiflorine

o _ Maracugina

Hipnoticos/sedativos 46,80
Composta
Serenus 56,60
Valeriane 66,20

Modificado de FREITAS, 2007

O fato daE. verna ser a espécie mais utilizadacomo calmantefoi respel pela
designacao de mulungu para outras espécies doogélesde &. velutina, de ocorréncia nas
regides nordeste e sudeste, (CARVALHO, 2008; TERA&SILVA et al., 2008; OZAWAet
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al., 2009; PODEROS@t al., 2010) até &. amazonica, de ocorréncia restrita a regido norte e
nordeste do Brasil (REFLORA, 2013c).Assim, ocoruea reclassificacdo taxondmica que
reuneE. mulungu e E. verna como sinénimos, sendo que a nova nomenclaturaypassert.
verna (REFLORA, 2013b). No entanto, os distribuidoresnaéria-prima e os fabricantes
dos medicamentos a partir @ verna ainda ndo se atentaram a esta reclassificacdo e a
espécie ainda é comercializada cdimulungu.

Os estudos fitoquimicos com espécies do gémggohrina iniciaram-se com o
isolamento do alcaloide eritroidina Beamericana, o qual demonstrou atividadede bloqueio
neuromuscular semelhantea da tubocurarina (SOTONAR®EZ et al., 2012). A partir
dessa observacédo, diversos estudos quimicos foealizados com espécies do género
Erythrina com o intuito de se obter alcaloides com atividsolere 0 sistema colinérgico e/ou
serotoninérgico. Porém, substancias de outraseslaggmicas também foram isoladas, como
flavonoides da classe dos pterocarpanos, isoflastespcumestanos e flavanonas (FARIA
al, 2007; INNOK et al. 2009; DJIOGUIt al., 2009). Entre as substancias isoladas, os
alcaloides eritrinicos sdo os mais abundantesagteaisticos nas espéciedttgthrina, sendo
que ja foram descritos cerca de uma centena deades estruturais desses alcaloides
(AMER et al., 1991; WANJALA; MAJINDA, 2000; TANAKAEet al., 2001; WANJALAEet
al., 2002; JUMA; MAJINDA, 2004; FLAUSINO JRtt al., 2007a; RUKACHAISIRIKULet
al., 2008; TANAKAet al., 2008; CUlet al., 2009).

Os efeitos dos extratds verna e dos alcaloides eritrinicos isolados sobre o $MC
sido avaliados em diversos estudos com a finalidadavestigar o uso medicinal da espécie.
Alguns estudos demonstraram o efeito anticunvuisézdo extrato hidroalcoodlico das cascas
de E. verna, bem comodos dos alcaloides (+)-eritravinae (+y-hildroxieritravina isolados
das flores desta espécie (VASCONCELQS., 2007; FAGGIONet al., 2001).0s relatos
das atividades ansioliticas dos extratos hidroditmsilas cascas e das flores Eleverna
(ONUSICet al., 2002, 2003; VASCONCELOSt al., 2004) e dos alcaloides eritrinicos
eritravina e (+)-11-a-hidroxieritravina, erisodiaeerisotrina isolados das flores BeVerna
(FLAUSINO JR, et al., 2007b) sustentam a sua utilizacdo no tratameéatansiedade. Os
alcaloides (+)-eritravina e (+)-1d-hidroxieritravina também mostraram inibicdo de
receptores nicotinicos de acetilcolina no SNC godem estar relacionados a efeitos
ansiogénicos em ratos (SETTI-PERDIGAC ., 2013).

Com base nesses resultados, sugere-se que osidasakritrinicos podem ser

empregados como marcadores quimicos das espécigyttiena, uma vez que essa classe
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tem ocorréncia caracteristica nesse género e cele@® o efeito ansiolitico descrito na
medicina tradicional.

Embora alcaloides eritrinicos como erisotrina, r&titta, N-Oxido-erisotrina e N-
oxido-eritratina, (+)a-hidroxierisotrina, eritravina e (+)-tdhidroxieritravina tenham sido
reportados nas flores d& verna (SARRAGIOTTO et al., 1981; FLAURSINO JRet al.,
2007a), os alcaloides presentes nas cascas dpétéeeasinda nao foram identificados.

1.3 - Alcaloides eritrinicos

Como citado anteriormente, os marcadores quimicogé&heroErythrina sdo os
alcaloides eritrinicos. Apesar de notavel ocor@nu génercErythrina, estes alcaloides
também sdo encontrados em algumas espécies doogér@cculus (Menispermaceae)
(AMER, et al., 1991).

A estrutura béasica dos alcaloides eritrinicos € pmsta por uma espiroamina
tetraciclica (Figura 3A), a qual pode se apreseliae ou conjugada com carboidrato
(ESTRADA, 2011). Além da espiroamina, a estrutaratiém apresenta um espirocentro C-5
(Figura 3A).

Os derivados eritrinicos sdo classificados comadiites, alcenoides ou lacténicos
(DYKE; QUESSY, 1981), como mostrado na Figura 2. Os alcaloidesodies (Figura 3B)
possuem dupla ligacdo entre os carbonos 1 e 2@ @nicarbonos 6 e 7. J4 os alcaloides da
subclasse alcenoide (Figura 3C) possuem dupladligagtre os carbonos 1 e 6. Os alcaloides
dienoides e alcenoides séo classificados como @areaem virtude do anel D em sua
estrutura (Figura 3). Estas duas subclasses est8enpes emmaior abundancia no género
Erythrina, enquanto os derivados eritrinicos com o aneldibtaco sdo de menor ocorréncia
neste género, sendo que entre as estruturas dassghtactbnica geralmente apresentam o
sistema dienoide (Figura 3D) (AMER, al., 1991). Estas subclasses de alcaloides eritsnico
apresentam diferentes substituintes oxigenadososigdes especificas, sendo que na grande
maioria desses derivados é comum a presenca dangeafo metoxila na posigdo 3, como

apresentado na Figura 3.
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B. Subclasse dienoide C. Subclasse alcenoide D. Subclasse lactonica

R R, Rj Ry Rs Rg R7

OH OH OH OH O™ OH OH

OMe OMe OMe o* OAc  OMe
~O-CHp-O-

*subclasse alcenoide
** sublcasse dienoie

Figura 3 - Estrutura basica dos alcaloides eritrinicos (Aps subclasses dienoide (B), alcenoide (C) eraatd
(D) com as posi¢cBes dos substituintes oxigenados.

Estudos sobre a composicao alcaloidica de espécig&nercErythrina mostraram
gue entre os alcaloides mais amplamente distrisuitieste género estdo os dienoides
erisotrina, erisovina, erisodina e eritralina, confe mostrado na Tabela 2.

Entre as técnicas analiticas para caracterizacaalcaéoides eritrinicos destaca-se o
acoplamento da cromatografia em fase gasosa cepeat®metria de massas com ionizagéo por
elétrons, a qual oferece rgpida analise dos estratmaloidicos e identificagdo baseada nos
padrbes de fragmentacdo de derivados eritrinic@AMBet al., 1970; MILLINGTON &t al.,
1974; DYKE; QUESSY, 1981). Tendo em vista a aboo@édos dados de ionizagdo por
elétrons desses alcaloides na literatura, umaaepigblicada por AMER e colaboradores (1991)
compilou dados de fragmentacédo com ionizacdo ptmoak de mais de 90 derivados eritrinicos
isolados deErythrinae obtido através de sintese, além de informac@extesis de UV, IV e

RMN, tornando-se uma referéncia de grande relexdraca caracterizacdo dessas moléculas.
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Tabela 2 - Alcaloides eritrinicos de maior ocorréncia nog@trythrina

Alcaloide Estrutura Espécies”

E. caffra, E. zeyberi, E. senegalensis, E. livingstoniana,
E. suberosa, E. arborenses, E. variegata, E. fucosa, E.
poeppigiana, E. flabelliformis, E. coralloides, E.
goldmanii, E. folkersi, E. atitlanensis,E. macrophylla,E.
steyermarkii, E. oliviae, E. verna, E. blakei, E. crista-
galli, E. cobeleata, E. lysistemon

Erisotrina

E. caffra, E. zeyberi, E. senegalensis, E. livingstoniana,
E. abyssinica, E. arborenses, E. variegata, E. fucosa, E.
poeppigiana, E. flabelliformis, E. coralloides, E.
goldmanii, E. folkersi, E. atitlanensis, E. macrophylla,
E. tajumulcensisk. guatemalesnsis, E. steyermarkii, E.
oliviae, E. verna, E. blakei, E. crista-galli, E
cobeleata, E. lysistemon

Erisovina

E. caffra, E. zeyberi, E. senegalensis, E. livingstoniana,
E. abyssinica, E. arborenses, E. variegata, E. fucosa, E.
poeppigiana, E. flabelliformis, E. coralloides, E.
goldmanii, E. folkersi, E. atitlanensis, E. macrophylla,
E. tajumulcensisk. guatemalesnsis, E. steyermarkii, E.
oliviae, E. verna, E. blakei, E. crista-galli, E
cobeleata, E. lysistemon

Erisodina

E. fusca, E. coralloides, E. tajumulcensis, E.
macrophylla, E. guatemalensis, E. globcalyx, E.
oliviae, E. steyermarkii, E. buebuetanengensis, E.
lanceolata, E. barqueroana, E. folkersii, E. velutina, E.
stricta, E. lysistemon, E. zeyberi, E. senegalensis, E.
excelsa, E. latissma, E. absynica, E. tabitensis, E.
vespertilio, E. burana, E. perrieri, E. suberosa, E.
arboresnes, E. variegata, E. glauca, E. crista-galli, E.
milbraedii, E. caffra

Eritralina

*AMERet al., 1991

Apesar das utilizacbes dB. verna na medicina tradicional e na producdo de
fitoterapicos ansioliticos e da demonstracdo dadatile ansiolitica dos alcaloides eritrinicos,
ainda nao foram determinados os marcadores quimé&osascas de verna. Dessa forma, a
caracterizagdo dos alcaloides eritrinicos preserdgsascas desta espécie é necessaria, pois:

* Amplia os conhecimentos acerca da quimica dostestedcaloidicos da espécie;

» Pode auxiliar nas investigacbes sobre eficacia guraacade preparacdes

medicinais a partir das cascas do mulungu;
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» Contribui para o desenvolvimento e producdo de caeaentos fitoterapicos que
témE. verna como base, uma vez que o conhecimento de marcagioir@icos proporcionam
a realizacdo de um controle de qualidade maisaidas matérias-primas vegetais e esta de
acordo com os requisitos estabelecidos na RDC 1@/8NVISA, 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1 - Objetivos gerais
O presente trabalho tem como objetivo geral a taniaacdo dos alcaloides eritrinicos

das cascas d&rytrhina verna.

2.2 - Objetivos especificos

» Desenvolvimento de método extrativo para obtengéiofrdcdes enriquecidas em
alcaloides eritrinicos a partir das cascak.derna;

» Identificacdo dos alcaloides eritrinicos em exsaatcaloidicos através de dados de
IE-EM e IES-EM em alta resolucéo;

» Comparacgdo entre os perfis de alcaloides eritrnidentificados nos extratos obtidos
a partir de cascas da espécie nativa e casciksw#ena e adquiridas de diferentes
produtores comerciais;

* Desenvolvimento de métodos cromatograficos patarrento de alcaloides;

* Determinacéo estrutural dos alcaloides isolado$paN.
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3. MATERIAISE METODOS

3.1 - EspecificacOes de materiais, instrumentos, reagentes e solventes.

Os solventes e reagentes de grau PA utilizadognagér 4cido-base foram da marca
QUEMIS.

O pH da solucédo de HCI e da fragdo aquosa alcatiaizlurante a extragédo acido-base
foi monitorado com papel indicador MERCK.

Para realizacdo de CCDC foram utilizadas placasilia gel 60 Gps, da marca
MERCK , com dimensdes de 20 x 20 cm e0,25 mm dessspa do adsorvente e
ativagaoa 105 °C por 30 minutos.

A revelacdo das placas de CCDC foi realizada coageme de Dragendorff
produzido de acordo com o protocolo de WAGNER; BOA996).

Para realizacdo de CCDP foram utilizadas placasilia gel 60 Gfs4 20 x 20 cm
preparadas no laboratério, com 1 mm de espessuadstovente e ativacdo a 105°C
por 60 minutos.

No isolamento de alcaloides por CCC foi utilizadana de vidro com 37,4 cm de
comprimento e 2,5 cm de diametro, usando-se cosgodstacionaria silica gel 70-230
Mesh, com poros de 60 A da marca MERCK.

Para a analise em CG-EM utilizou-se o cromatogaafids modelo GC-MS-QP-2010
da Shimadzu, em um sistema equipado com ingibt/splitiess e operando com
ionizacao por elétrons. Utilizou-se uma coluna DBS5(95% dimetilpolisiloxano e
5% fenil) de dimensdes (30 m x 0,25mm x 0,25 pim¢leo como gas de arraste.

As andlises em CLAE-DAD e as purificacbes em CLAEED em escala
semipreparativa foram realizadas no cromatégrgfidoda Shimadzu, equipado com
bombas modelo LC-6AD da Shimadzu, detector de jarde diodos UV/VIS SPD-
M20A Shimadzu, sistema de controle CBM-20 Shimaslimjetor manual.

A coluna utilizada para CLAE-DAD em escala anaditioci uma C18 com 200 mm X
4,6 mm com particulas de 5um, pertencente Shim-@&x& da marca Shimadzu. As
purificacbes em CLAE-DAD em escala semiprepardtvam realizadas em C18 200
mm X 20 mmcom particulas de 5 um, pertencente kim$ack-ODS da marca

Shimadzu.
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» Para filtracdo das amostras submetidas a purificggi CLAE-DAD em escala
semipreparativa foram utilizados filtros de seridga30 mm de didamtero e membrana
de PTFE com poros de 0,45 um da marca Allcrom.

* Os solventes grau HPLC utilizados para as anajeesCLAE-DAD em escalas
analitica e semipreparativa sdo da marca J T Bakgua deionizada (18¢n Milli-

Q, Millipore).

» A centrifugacdo das amostras dos extratos foizaddi na centrifuga Biosystems HT
modelo MCD 2000.

» Para auxilio na solubilizacdo das amostras foizatib o banho de ultrassom modelo
Ultra Cleaner 1400 da marca Unique.

* Aliofilizagao foi realizada em liofilizador modeldC 3000 da Terroni.

* As analises de IES-EM foram realizadas em espeetrénde massas com analisador
hibrido triplo quadrupolo e tempo de voomodelo oii@Fq II- ESI-TOF da marca
Bruker Daltonics.

 As massas exatas dos alcloides eritrincos forarulealas no software Compass
Isotope Pattern (Brucker Daltonics).

* Os espectros de RMN foram obtidos no espectrondgronarca Bruker-Advance,
Departamento de Quimica da FFCLRP-USP, operandbretagencias de 400 MHz e
500 MHz.

3.2 - Obtencédo dos materiais vegetais

3.2.1 - Coleta eidentificagdo do material vegetal

As cascas dE. verna foram coletadas de um exemplar no interior do ceagia USP
Ribeirdo Preto, coordenadas (-21.161942,-47.86368B00OGLE, 2013). Uma exsicata foi
depositada no herbario do Instituto de BiologidJ#MMCAMP e identificada pela Dra. Milena
Ventrichi Martins. O material vegetal coletado #@co em estufa de ar circulante a 40°C

durante 48 horas.

3.2.2 - Aquisicdo das cascas de E. verna
Realizou-se a aquisicdo das cascas de mulungu idepdmdutores comerciais de
matéria-prima vegetal, identificados neste trabatioono A e B, sendo que ao longo

dotrabalho foram adquiridos dois lotes de cascasada fornecedor.Assim, foram solicitados
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inicialmente 300 g do lote Al do fornecedor A e 3P@o lote B1 fornecedor B com a
finalidade de avaliar a presenca de alcaloidesrirecbs nesses materiais vegetais.
Posteriormente, foram adquiridos mais 6,0 kg de 182 e 4,0 kg do lote B2 com o

objetivode obter extratos alcaloidicos em maioakespara isolamentodos alcaloides.

3.3 - Obtencao dos extratos etandlicos

As cascas da espécie nativaHlevernae aquelas adquiridas comercialmente foram
primeiramente rasuradas em moinho de facas e, guidsg extraidas através depercolacao
com etanol destilado. As percolagdes das cascaki@ssAl (200 g), B1 (200 g), A2 (5400
g) e B2 (3400 g) e espécie nativa (240 g) forartizadas ao fluxo de 3,0 ml/min. Os extratos
etanolicosobtidos foram concentrados em evaporadi@tivo a 50 °C e apresentaram

rendimentos em massa semelhantes, em torno de(8&%la 3).

Tabela 3 - Extratos etanodlicos obtidos através de percolag® adscas comercias e da
espécie nativa dé. verna

Fornecedor Lote Massa de Massa (g) ext. Rendimento
cascas(g) EtOH (% )ext. EtOH

A Al 250 20,5 8,2

A2 5400 472,5 8,7

B Bl 250 21,0 8.4

B2 3400 285,6 8.4

E. verna nativa 240 19,7 8,2

3.4 - M étodos extrativos para obtencao de fracdo alcaloidica

3.4.1 - Extracdo acido-base (EAB)

A obtencédo de fragcbes enriquecidas em alcaloidesefdizada através de extracao
acido-base dos extratos etanélicos de mulunguoooef ilustrado na Figura 4. A EAB foi
realizada com a solubilizac@o do extrato etan@ioosolugdo DCM: MeOH (8:2) com auxilio
do banho de ultrassom por 20 min. Em seguida, festdo organica (F1) foi extraida com
solucdo de HCI a 5% (v/v). Posteriormente, a frag§oosa acida foi alcalinizada com
solucdo de NEDH em volume suficiente para atingir pH= 10. Par,fa fracdo aquosa foi
extraida com diclorometano (F2) (Figura 4). As dex; diclorometanicas (F2) enriquecidas
em alcaloides obtidas em cada marcha-quimica farancentradas por rotaevaporagdo a
30°C.
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Extrato etandlico solubilizado em
DCM: MeOH (8:2).

A 4
Extragdo com solugdo de
HCl a 5% v/v (pH=2).

Y

Y

~ A Fragcdo aquosa alcalinizada com
Fragdo organica .
NH;0H em volume suficiente para
(F1). o
atingir pH=10.

A

{ Extracdo com DCM. ]

A 4

[ Fragdo aquosa. ]

Y

Fracdo DCM alcaloidica
(F2).

Figura 4 - Extracdo &cido-base (EAB) dos extratos etandlidos mulungu. MeOH: metanol; DCM:
diclorometano, AcOEt: acetato de etila.

Os extratos alcaloidicos (F2) de Al e A2 apresantaendimentos médios em massa
semelhantes de 0,91 e 0,96%, respectivamente. Jéxtestos Bl e B2 apresentaram
rendimentos de 0,17 e 0,13%, respectivamente (@afelDessa forma, os rendimentos em
massa das fragBes alcaloidicas de diferentes jredutcomerciais dé. verna foram
discrepantes. Além disso, o extrato alcaloidiceesi@écie nativa apresentou rendimento de
3,1%, o qual foi superior ao observado para osamdrde fornecedores de mulungu (Tabela
4).
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Tabela 4 - Massas de extratos etandlicos e fragOes alcalsi{f@) obtidas a partir das cascas
deE. verna nativa e adquiridas de produtor comercial

Massa (g) ext. Massa (g) Fr. Rendimento

Fornecedor Lote EtOH EAB DCM alcaloidica meédio (%) F2
+ desv.pad.
A Al 10 0,091 0,91 +0,0021
A2 459 4,41 0,96 £ 0,0027
B Bl 10 0,013 0,13 £ 0,0018
B2 266 0,45 0,17 £ 0,0014
E. verna nativa 10 0,31 3,1

3.4.2 -Particéo L/L

A extracdo dos alcaloides através de particdo biLrdalizada com o objetivo de
comparar o perfil alcaloidico das fracdes obtidasgsse método com o perfil obtido na EAB e
avaliar se os alcaloides eritrinicos séo pasdilettegradacao no baixo pH empregado na EAB.

Para realizacdo da particéo L/L foram utilizadog Hd extrato etandlico de Al e 10 g
do extrato de B2 (Figura 5). Estes extratos etangfioram solubilizados em MeOH: agua
(9:1) mL com o auxilio do banho de ultrassom dwat® min. Em seguida, a solucao
hidrometandlica foi particionada com HEX, seguigoCM e AcOEt, conforme ilustrado na
Figura 5. As fragcdes HEX, DCM, AcEOT e MeOH/aguédds nas particdo L/L dos extratos
etandlicos Al e B2 foram concentradas por rotagegdo a 35°C, sendo que a fragcdo
MeOH/agua foi posteriormente liofilizada.
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[ Extrato etandlico: A1(10 g) e B2 (10 g) ]
1) MeOH: agua (9:1)
2) HEX

A 4 Y

Fr. Hex [ Fr. MeOH/agua ]
Al: 669 mg

B2: 700 mg 1) adicdo de 4gua até 7:3
2) DCM

v
[ Fr.MeOH/agua ]

1) adi¢do de agua até 4:6
2) AcOEt

\ 4

Fr.MeOH/agua Fr.AcOEt
Al1:5,38g Al: 549 mg
B2:5,40 g B2:1,4¢

Figura 5 - vParticdo L/L dos extratos etandlicos Heverna lotes A1 e B2. HEX: hexano; MeOH: metanol;
DCM: diclorometano; AcOEt: acetato de etila.

3.5 - Desenvolvimento de métodos analiticos para identificacdo dos alcaloides do

mulungu

3.5.1- Analiseem CG-EM

Os extratos alcaloidicos de mulungu obtidos por F#dn como as fracdbes DCM da
particdo L/Le os alcaloides eritrinicos isoladaspézificagdo dos métodos utilizados para o
isolamento no item 3.6)foram analisados em CG-EMaPRanto, 0 método de cromatografia
em fase gasosa foi desenvolvido utilizando-se &gego modosplit(1/10), temperatura de
injecdo de 25, hélio como gas carreador ao fluxo de 1,1 mL/en@mprego do seguinte
gradiente de temperatura: de 100 a°228 6C/min, 2260C por 10 min, de 220 a 29D a
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6°C/min e, finalmente, 29C por 11 min.As amostras analisadas foram solaloiiz em
MeOH e o volume de injegao foi daull.

Nas analises das fracbes DCM obtidas na particBopbf CG-EM foi utilizado o
modo de monitoramento de ions selecionados (SIMgsid, foram selecionados para
monitoramento 0s ions moleculares e ions majarganrios espectros de alcaloides
previamente identificados nas fragfes alcaloidimsAl e B2 obtidas por EAB em seus

respectivos tempos de retencao.

3.5.2 - Analise por IES-EM em alta resolucao

Amostras dos extratos alcaloidicos do mulungu adtetdos lotes Al e B1 obtidos na
extracdo acido-base e dos alcaloides isolados faraisadas por IES-EM em alta resolucao
atraves infuséo direta em espectrometro de massasa finalidade de se obter as formulas
moleculares em alta resolugcéo dos alcaloides e leomeptar os dados de IE-EM obtidos.
Para analise em IES-EM, empregou-se temperatugasi@le secagem a 200 fluxo de 4
L/min, nitrogénio como gas nebulizador a pressd0,deBar e voltagem do capilar de 4500
V. A calibracdo interna para alta resolucdo foilizeada antes das analises com
trifluoroacetato de sédio a 10 mg/L. As amostraarfosolubilizadas em MeOH e analisadas
no modo positivo, sendo que a aquisi¢cao dos egsefdr realizada no moduoll scan de 0 a
1200 Da.
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3.6 - Isolamento e caracterizacdo dos alcaloides eritrinicos

3.6.1 - Isolamentodos alcaloideseritralina e 8-oxoeritralina

3.6.1.1 - Cromatogr afia em coluna cléssica

Uma massa de 2,57 g do extrato alcaloidico doA&@téoi submetida a fracionamento
em CCC do tipshort columnem fase normal (silica gel), utilizando-se propoegd massa de
amostra:FE de 1:10. Empregou-se o gradiente dedelHHEX: ACOEt (8:2, 7:3, 6:4, 4.6 e
1:9) ao fluxo de 16 mL/min e foram coletadas 1%8&%des de100 mL cada (Tabela 5). Apés a
eluicdo, amostras de todas as fragcfes coletadas famalisadas por CCDC com a fase movel
AcOEt: MeOH (7:3) e reveladas com reagente de Didg#. Em seguida, as fracdes com

perfis cromatograficos semelhantes foram reunidas2® grupos apresentados e analisadas
em CG-EM.

Tabela 5- Fracionamento cromatografico do extrato alcaloidi2

Fragcbes Proporcéo Hex: AcCOEt

1-52 8:2
53-121 7:3
122-133 6:4
133-142 4:6
143-155 1:9

3.6.1.2 - CLAE-DAD em escala semipreparativa

Uma massa de 454,4 mg do grupo 3(9-25) foi submetighurificacdo por CLAE-
DAD em escala semipreparativa para isolamentoittalgra, alcaloide majoritario no extrato
de A2, e da 8-oxoeritralina.Utilizou-se uma col@&8 semipreparativa, eluicdo com agua
(A): ACN (B) acrescidos de 0,02 %(v/v) de &ciddludroacético conforme o gradiente
descrito na Tabela 6, fluxo de 9,0 mL/min e deteeg@.= 280 nm.

As amostras foram preparadas através da soluldibzda amostra em ACN: agua
acrescidos de 0,02% de &cido triflouroacético (8,5 com o auxilio de banho de ultrassom.
A amostra solubilizada foi centrifugada a 3000 gmon 10 minutos e o sobrenadante retirado
foi filtrado em filtro de seringa de PTFE 30 mm c@aros de 0,45 um e imediatamente
injetado no cromatégrafo liquido.O volume de cagaciéo foi de 1,8mL, sendo que foram

realizadas 45 injecdes.
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As amostras das fragdes coletadas foram concestéapieessao reduzida a 35 °C para
eliminacdo de solvente organico e, posteriormdiafdizadas. Todas as amostras obtidas na
purificacdo por CLAE-DAD semipreparativa foram aseadlas por CG-EM (especificacbes no
item 3.5.1) para verificacdo de suas purezas, oéitede dados de IE-EM e selecédo daquelas
que seriam analisadas por IES-EM e RMN para ideati@o e determinacao estrutural dos
alcaloides isolados.

Tabela 6 - Gradiente de eluicdo utilizado na purificacdo dmsstituintes do grupo 3 (fracbes
9-25) por CLAE-DAD semipreparativo

Por centagem de B

Tr (min)
(ACN acrescido de 0,02% deTFA)
0 15
25 60
30 80
32 100
35 100

Tr: tempo de retencdo

3.6.2- Isolamento da eritrinina e erisodina

3.6.2.1 - Cromatografia em camada delgada em escala preparativa

A massa de 74,4 mg do grupo 25 (136-144) foi sbhasia em 3 mL de MeOH e esta
amostra foi submetida a CCDP em silica gel paréansento da eritrinina.Trés placas
cromatograficas foram eluidas, aplicando-se as tasosa concentracdo de 24,8 mg/mL em
cada placa. Para eluicdo empregou-se a fase m@@EWQ MeOH (7:3) e a revelacdo foi
realizada com luz UV no comprimento de 254 nm. Aatgp zonas de absorcaovisualizadas
foram retiradas das placas cromatograficas eddsaa vacuo em funil de placa sinterizada,
usando-se eluicdo com AcOEt: MeOH (1:1) e, em siegieOH. As amostras eluidas foram
concentradas por rotaevaporcdo a 35 °C e secas,€gd).Ms substancias isoladas foram
analisadas por CG-EM para avaliacdo de suas puceaasitograficas, obtencédo de dados de

IES-EM e selecédo daquelas que seriam analisaddaNbr
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3.6.3 - Isolamentoda eritratidinona

3.6.3.1 - CLAE-DAD em escala semipreparativa

A eritratidinona foi isolada a partir da fracdoahtddica do lote B2. Para tanto, uma
massa de 400,0 mg deste extrato alcaloidico fanstidaa purificacdo por CLAE-DADem
escala semipreparativa para o0 isolamento da atitrabha, usando-se coluna C-18
semipreparativa, eluicdo comagua (A): ACN (B) aurkss de 0,02 % de TFA conforme o
gradiente descrito na Tabela 7, fluxo de 9,0 mL/endeteccéo efi= 280 nm.

As amostras foram preparadas através da solulfibzda amostra em ACN: agua
acrescidos com 0,02% de &acido triflouroacético :(85) com o auxilio de banho de
ultrassom. A amostra solubilizada foi centrifugada3000 rpm por 10 minutos e o
sobrenadante retirado foi filtrado em filtro deirsga de PTFE 30 mm com poros de 0,45 um
e imediatamente injetado no cromatografo liquidstbleprocesso de isolamento foram
realizadas 23 inje¢cdes com o volume de 1,8 mL cada.

As amostras desses picos foram concentradas adpresduzida a 35 °C para
eliminacdo de solvente organico e, posteriorméiatidizadas. Todas as amostras obtidas na
purificacdo por CLAE-DAD semipreparativa foram asadlas em CG-EM para verificagao
de suas purezas, obtencdo de dados de IE-EM é&cealaguelas que seriam analisadas por
IES-EM e RMN para identificacéo e determinacaoudstal dos alcaloides isolados.

Tabela 7 - Gradiente de eluig&o utilizado na purificacdo @gdo alcaloidica B2 por CLAE-
DAD semipreparativo

Tempo (min) Por centagem de B
(ACN acrescido de 0,02% de TFA)
0 10
10 10
35 30
55 60
60 100

64 100
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 - Caracterizacao dos alcaloides eritrinicos nos extratos de mulungu

4.1.1 - ldentificacdo dos padrbes de fragmentacdo em IE-EM das subclasses de
alcaloides eritrinicos

Com base no preceito de que aracionalizacdo dafeseade fragmentacdo em
espectrometria de massas pode ser fundamentadaamhecimento de padrbes de fragmentacéo
de congéneres, foi realizada a andlise dos perflsagmentacdo em ionizacdo por elétrons de
alcaloides eritrinicos das subclasses dienoideemaide reportados em uma revisdo de AMER e
colaboradores (1991) com a finalidade de identifprametros nas reacdes de fragmentacéo.
Assim, notou-se a ocorréncia da reacéo de retie-Bider (RDA) [M™- 58] como fragmentac&o
caracteristica dos derivados eritrinicos alcend(litgscdo dupla entre os carbonos 1 e 6), como
apresentado na Tabela 8 e Figura 6A. Em algunkidies: alcenoides, como dihidroerisotrina,
eritroculina, eritroculinol e eritlaurina a reagi®RDA origina opico base do espectro (Tabela 8).
A fragmentacéo por reacéo de RDA em eritrinicosnalicles também foi proposta por BARTON
e colaboradores (1968) e MILLINGTON e colaborad¢i€34).

(A) subclasse alcenoide (B) subclasse dienoide

Retro clivagem
Diels-Alder ! alilica

L O
N |
-

Fragmento majoritario
R= OCHj [M™* - 31]
R=OH [M™* -17]

Reacéo caracteristica
R= OCHjz [M™*- 58]

Figura 6 - Fragmentacdes caracteristicas em IE-EM das subkads alcaloides eritrinicos. A: subclasse
alcenoide. B: sucblasse dienoide.
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Tabela 8 - Padres de fragmentacdo em IE-EM de alcaloidesingzds da subclasse

alcenoide
R7
R4
4@
Ry l
Ry
Ry
Alcaloide eritrinico R, R, Rs R, R, m/Z
Dihidroerisotrina OCH; OCH; OCH; H H 315, 284, 257 (100), 256 (30)
Eritratidina OCH; OCH; OCH; OH H 331, 300, 273, 257 (100), 244
Eritramina —O-CH~O- OCH H H 299 (20), 268 (15), 241 (74), 240
(100)
o 315, 297, 284, 282, 266, 257, 241
Eritratina —-0O-CH-O- OCH; H H
(100)
, _ 317 (8), 286 (14), 259 (93), 258
Erisosalvina OCH OH OCH OH H
(23),
243 (100), 242 (26)
_ , 315 (3), 257 (75), 256 (11), 229
Erisosalvinona OCH; OH OCH; (0] H
(70), 228 (100), 242 (15)
o 317 (8), 286 (14), 259 (93), 258
Erisotina OH OCH; OCH; OH H
(23), 243 (100), 242 (26)
o 315 (3), 257 (75), 256 (11), 229
Erisotinona OH OCH; OCH; (e} H
(70), 228 (100), 242 (15)
_ . 343 (7), 328 (0,5), 312 (13), 285
Eritroculina OCH; CO,CH; OCH; H H
(100)
Eritroculinol OCH; CH,OH OCH; H H 315, 284, 257 (100), 238, 226
Eritlaurina OCH; CO,CH; OCH; H OH 359, 328, 301 (100)
Eritratidinona OCH OCH; OCH; (@] H 329, 301, 298, 286, 272, 271 (100),

243, 242, 228, 215, 214, 197

AMER et al., 1991.
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J& em alcaloides dienoides (ligacdes duplas eatoaronos 1 e 2 e entre 0os carbonos
6 e 7) nédo é possivel a ocorréncia da reacdo de Rbta-se que o sistema diendide é Iabil
para ejecao de elétron e fragmenta-se por umayelwa-alilica que origina um ion di-alilico
estavel, o qual geralmente é o fragmento majauitdo espectro (Figura 6B) (BOAR al.,
1970; MILLINGTONEet al., 1974). Dessa forma, o pico base de derivaddgn&zos da
subclasse dienoide grupo metoxila na posi¢céo;3 (BCH) é originado a partir de clivagem
o-alilica [M™- 31] do ion molecular, com perda de radical met@sta posicdo, conforme
apresentado nos perfis de fragmentacéo de dieno&d@ésabela 9 e Figura 6B. Nos derivados
com grupamento hidroxila na posi¢cdo 3£ROH), o fragmento majoritario do espectro de
massas forma-se a partir aclivageralilica [M™- 17] do ion molecular com a perda do
radical hidréxi, como observado nas fragmentac@eslienoides da Tabela 9 e Figura 6B.
Esses padrées de fragmentacdo sdo fundamentaislipangdo das subclasses alcenoide e

dienoide dos alcaloides eritrinicos.

Tabela 9 - Padrbes de fragmentacdo em IE-EM de alcaloideéngids da subclasse dienoide

Alcaloide

eritrinico R Re Ra mz

Erisotrina  OCH; OCH; OCH;, 313(84), 298 (81), 282 (100)
Eritravina OCH  OCHs OH 299 (94), 282 (100), 280 (17), 266 (23)
Erisovina OCH OH  OChH 299 (39), 284 (41), 268 (100)
Erisolina OCH OH OH 285 (100), 268 (89), 266 (21), 254 (11)
Erisonina OH OCl  OH 285 (100), 268 (89), 266 (21), 254 (11)
Eritralina —O0-CH-O- OoChH 297, 282, 266 (100), 264, 239, 225, 212

AMER et al., 1991

Com base nessas informagdes, 0 reconhecimentoaitn8eg de fragmentacdo dos
constituintes das fragfes alcaloidicas em conjooito a abundéancia de dados com ionizacao
por elétrons de alcaloides eritrinicos publicadaditeratura e associacdo com os dados de
IES-EM em alta resolucéo obtidos permitiram a idfieatédo dos alcaloides eritrinicos nos

extratos analisados.
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4.1.2 - ldentificacdo dos alcaloides eritrinicos e anélise dos perfis alcaloidicos nos
extratosde E. verna

A analise dos dados de CG-EM das fracfes alcassdie mulungu do produtor
comercial A conduziu a identificacdo de dez alclsiem comum nos extratos Al e A2:
erisodina (1), eritrinina (2), eritralina (3), eisna (4), erisovina (7), eritratidina e seu
possivel epimero (8 e 10), os isbmeros 11-hidrogetna ou 11-hidroxi-erisosalvina (9) e
isdmeros da subclasse dienoide com formula mole€ykid;oNO, (12 e 13), como pode ser
visto na comparacao dos perfis cromatograficoseddstes na Figura 7.As estruturas desses
alcaloides séo apresentadas na Figura 8. No entmgossivel observar a inconstancia do
marcador quimico majoritario nos extratos Al e ¥gto que no extrato A1 o componente
majoritario é a erisovina (7), enquanto no extddoA2 o alcaloide majoritario € a eritralina
(3) (Figura 7). Essa variacao pode ser decorremiaftliéncia de fatores como sazonalidade,
ritmo circadiano, estagio de desenvolvimento otivalem ambientes distintos naproducéo
de metabolitos secundarios, como observado emsvéspécies (GOBBO-NETO; LOPES,
2007). A erisovina (7) e a eritralina (3) estadaems alcaloides amplamente distribuidos no
géneroErythrina, como mostrado na Tabela 1 (item 1.3).

A anadlise dosdados CG-EM dos extratos dos doiss latquiridos do produtor
comercial B revelou a presenca dos alcaloidesansof4), eritradina ou epieritratidina (8),
3-demetoxi-eritratidinona (24), eritratidinona (28)seu isdmero (25) em comum nessas
fracOes alcaloidicas (Figura 7). Além disso, veoii-se nos cromatogramas de Bl e B2
mostrados na Figura 7 a constancia do marcadoricuimajoritario nesses extratos, o qual
foi identificado como eritratidinona (28). As edstmas dos alcaloides identificados nos
extratos lotes do fornecedor B sdo mostradas nadg)

Na comparacdo dos perfis alcaloidicos entre osupooes comerciais A e B,
verificou-se que os alcaloides erisodina (1), &iite (3) e erisotrina (4) estdo presentes nos
extratos de Al e B2 (Figura 7). Contudo, nota-seps extratos de B2 estes alcaloides sé&o
minoritarios, ao passo que a eritratidinona (2@yasenta o alcaloide majoritario em ambos
os lotes de B e nédo foi identificada nos extram#\dFigura 7). Assim, verifica-se diferenca
no perfil de alcaloides presentes nas cascas denguidos diferentes produtores comerciais
analisados neste trabalho. Além da variacdo dosatlares quimicos, observou-se também a
discrepancia dos rendimentos em massa das fralg@sidicas obtidas por EAB entre os
dois produtores comerciais (Tabela 10), o que reugderentes teores de alcaloidesnos
materiais vegetaiscomercializados. Estes resultadie$am para 0s riscos aos quais 0s

usuarios de preparacdes medicinais a partir dessaas estdo expostos, uma vez que a
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variacao qualitativa dos marcadores quimicos edodestes nos extratos podem resultar em
ineficdcia terapéutica e/ou toxicidade da plantadiomeal. No caso dos medicamentos
fitoterapicos, a utilizacdo de matérias-primas coaixos teores de alcaloides pode
proporcionar uma dosagem abaixo da necessarieepeégia, o que contribui para reducao
do efeito do medicamento (BAR& al., 2006).

E interessante notar que no extrato da espécieanddE. verna foram identificados
cinco alcaloides em comum com os extratos dos Bies B2: erisotrina (4), eritratidina ou
epi-eritratidina (8), 3-demetoxi-eritratidinona (24),eritratidinona (28) e seu isébmero (25),
sendo que a eritratidinona (28) é o alcaloide ntajgw no extrato da espécie nativa e pode
ser usado como marcador quimico Eleverna (Figura 7). Ja na comparacdo dos perfis
alcaloidicos do mulungu nativo e das cascas doefewhor A, observou-se que apenas a
erisotrina (4) esta presente em ambos 0os mateegestais, como € visto na Figura 7. Esses
resultados indicam uma maior homogeneidade ententeido de metabdlitos secundarios
da espécie nativa e produtor comercial B. No eatananalise dos rendimentos em massa das
fracOes alcaloidicas obtidas por EAB das casca® de da espécie nativa também sao
discrepantes (Tabela 10). Essa observacdo sugeeemante que os teores de alcaloides
foram variaveis entre cascaskleserna comercializadas e da espécie nativa, 0 que regeese

problemas na utilizagdo de preparagdes e medicamargartir das cascas de mulungu.

Tabela 10 - Rendimentos em massa das fragfes alcaloidicasaslymt EAB das cascas da
espécie nativa e dos lotes dos fornecedores AeEB\@rna

Fornecedor Lote Rendimento (%)

A Al 0,91
A2 0,96

B Bl 0,13
B2 0,17

E. verna nativa 3.1

As diferencas nos perfis dealcaloides eritrinicosnae teor destes nas cascas
comercializadas por diferentes produtores comerp@ailem estar relacionadasa condi¢des do
ambiente em que as plantas sdo cultivadas, umaquezos metabdltios secundérios
representam a interacdo quimica da planta com deatab E importante ressaltar que s&o
relatadas variacoes sazonais de praticamente txlatasses de metabdlitos secundarios,

como flavonoides, cumarinas, saponinas, lactorsgugerpénicas, taninos, 6leos esssenciais
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e também os alcaloides (GOBBO-NETO; LOPES, 2000ye&-se ainda que a diferenca de
marcadores eririnicos identificados nas cascaslifile®ntes produtores comerciais pode estar
relacionada ao fato de que do nome popular mulingisado para designar diferentes
espécies do géneHErytrhina, o que pode resultar em equivocos na identificdgdaascas de

E. verna comercializadas e, consequentemente, comerciatizde espécies distintas deste

género com o nome de verna.
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Figura 7 - Regibes dos perfis cromatograficos em CG-EM domatd das cascas e vernanativa e dos
produtores comerciais nas quais foram identificadssalcaloides eritrinicos. 1: erisodina, 2: aritra, 3:
eritralina, 4: erisotrina, 5: NI, 6: dienoide,g8,sNO3), 7: erisovina, 8: eritratidinggi-eritratidina, 9: 11-hidroxi-
erisotina ou 11-hidroxi-erisosalvina, 10: eritratalepi-eritratidina, 11: erisotina ou esrisosalvina, diznoide
(C1gH10NO,4 ou GgH23aNOy), 13: dienoide (gH1gNO4 ou GgHoaNO,), 14: NI, 15: NI, 16: NI, 17: NI, 18: NI, 19:
NI, 20: NI, 21: NI, 22: 8-oxoeritralina, 24: 3-detoxi-eritratidinona, 25: alcenoide {¢E,sNO,), 26: alcenoide
(C1gH23NOQy), 27: 11-hidroxieritratidinona, 28: eritratidingnl: NI, 32: NI, 33: NI, 34: NI, 35: NI, 36: NI,73
NI. NI: ndo identificado.
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) Erisod?na (R4= OH, R,= OMe ) (2) Eritrinina (3) Eritralina
(7) Erisovina (R{=OMe , R,= OH)

(4) Erisotrina

(8 e 10) Eritratidina e ©

epi-eritratidina 11-hidroxi-erisosalvina

(R4=0CHj, R,=OH)

11- hidroxi-erisotina
(R4=0OH, Ry=0OCHy)

0]

1" o
Erisotina (R1(= O)H, R,= OMe) (22) 8-oxoeritralina (24) 3-demetoxi-eritratidinona

Erisosalvina (R4= OMe, Ry= OH)

(27) 11-hidroxieritratidinona (28) Eritratidinona

Figura 8 - Alcaloides eritrinicos identificados nos extrattcsaboidicos deE. verna.
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4.1.2.1 - Alcaloides eritrinicos identificados nos extratos de E. verna do produtor
comercial A

No perfil de fragmentacdo dasubstancia 1foi obskrngue o ion molecular de/z
299 fragmenta-se por clivagemalilicae origina o pico base do espectroratn268 (Tabela
11). A formacdo do ion molecular através da perl@Hu é caracteristico de alcenoides
comgrupometoxila na posi¢édo 3. SINGH e colaborad¢t681) publicaram dados de IES-
EM, IV e RMN *H dos isémeros dienoides erisovina e erisodinasoegtruturas diferem pela
posicdo dos substituintes metoxila e hidroxila pesicoes Re R (Figura 8). Verificou-se
gue os ions majoritarios do espectro de massasldddacia 1 em/z 299, 284, 269 e 268
(100), estdo de acordo com os perfis de fragmemtdedcritos para estes isdOmeros.Em
seguida, na andlise do espectro de IES-EM emedtducao da fracdo alcaloidica do extrato
de Al mostrado na Figura 9 observou-se um ijon sotetle mVz 300,1630 [M+H],
correspondente a férmula molecular protonadgHSNOs™ com erro de 1,0 ppm, o0 que
confirmou presencga de um alcaloide com formula outée GgH21NO3 no extrato Al, a qual
€ condizente com os isémeros erisodina e erisdViabela 12). Observou-se também que a
substancia 7 apresentou fragmentacdes idénticasrifisadas no perfil de fragmentacdo do
alcaloide 1, sendo que as intensidades do ionperfis das substancias 1 e 7 também sao
semelhantes (Tabela 11). Esses dados sugeremeagaetns isOmeros erisovina e erisodina
no extrato Al. No entanto, os dados de espectr@rddrmassas obtidos foram insuficientes
para distincdo dos isébmeros, razado pela qual ceebe o isolamento e determinacao
estrutural do alcaloide 7 por RMN, o qual fo icaeazado como erisovina (Figura 8). Assim,
estes resultados sugerem que a substancia 1 aordespo alcaloide erisodina (Tabela 11).

Na analise do perfil de fragmentacdo da subst&ahservou-se a fragmentacdo do
fon molecular dewz 295 através de clivagem-alilica [M™- 31], o que originou o ion
majoritario do espectro em/z 264 (Tabela 11) e classifica esta estrutura coemotle com
metoxila na posicao 3. Entretanto, notou-se noadspee ionizacao por eletrospray em alta
resolucdo do extrato A1 mostrado na Figura 9 undénwz 314,1499 [M+H] (C1gH2004N",
erro de 3,4 ppm ou 1gH,4sOsN", erro de 8,2 ppm) referente as formulas molecsilare
Ci18H1004Ne GgH2304N (Tabela 12). Posteriormente, ocorreu o isolanteEngubstancia 2 a
partir do extrato A2 e os dados da determinacaatastl através de RMN sugeriram que este
alcaloide corresponde a eritrininay§81604N), um derivado eritrinico dienoide com hidroxila
na posicéo 11, o qual tem a estrutura apresentadagara 8. Com base nesses resultados,
sugere-se que a auséncia de ion moleculanzl@13 no espectro de ionizacdo por elétrons

deste alcaloide seja decorrente da eliminacéo dernatécula de agua [M 18] na fonte de
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ionizacao relacionada a presenca de hidroxila ebi,@ que origina o ion d&/z 295. Em
seguida, o ion davz 295 fragmenta-se para originar o pico base docaspemm/z 264,
como pode ser observado na Tabela 11.

Verificou-se que os ions formados na fragmentag@® slibstancias 12 e 13 sao
idénticos, sendo que ocorre diferenca apenas nessidades desses ions nos perfis de
fragmentacdo dessas substancias, o que sugerestpge sejam isdmeros (Tabela 11).
Observou-se também que o pico base do espectrasdasisstancias é originado a partir da
clivagema-alilica [M™- 31] do ion molecular emvz 313 (Tabela 11), o que indica que s&o
alcaloides da subclasse dienoide com metoxila e Be espetro de IES-EM em alta
resolucdodo extrato Al (Figura 9) nota-se a presedw ion demvz [M+H]"314,1499
(C1gH2004N", erro de 3,4 ppm ou168,40:N", erro de 8,2 ppm) relacionado as férmulas
moleculares gH1004,Ne GgH2304N, correspondentes a isbmeros da subclasse diedeide
massa 313 Da no extrato do fornecedor Al (Tabéla 12

Embora a substancia 4 ndo tenha apresentado gerfifagmentacéo idéntico aos
isdbmeros 12 e 13, os dados da Tabela 11 mostramoqoieo base do espectro desta
substancia enm/z 282 também é originado por clivageralilica [M™- 31] do ionenmvz
313, 0 que sugeriu a presenca de outro isdbmeroideecom formula molecularigHig04N
ou GgH2304N no extrato Al. Contudo, os ions majoritarios speetro do alcaloide 4 em'z
313, 298 e 282 apresentados na Tabela 1lestdooddoamom perfil de fragmentacdo da
erisotrina mostrado na Tabela 9, o que sugereseipca deste alcaloide no extrato Al. Dessa
forma, a substancia 4 foi identificada como erieatrcuja formula molecular é;6H,30,4N
(Tabela 12). A erisotrina foi anteriormente relatasm E. verna por SARRAGIOTTO e
colaboradores (1981).

As substancias 3 e 6 também apresentaram clivagadilica [M™- 31] do ion
molecular ermvVz 297 para formar o pico base do espectrongm268 (Tabela 11), o que
sugere a presenca de metoxila em C-3 desta estrdignoide. Além do padrdo de
fragmentacdo estas substancias apresentaram emmcoosu demais ions de suas
fragmentacdes, com diferenca apenas nas intensidaldéivas, o que sugere que 3 e 6 sejam
isdmeros (Tabela 11). Os ions majoritariosnde 297, 282, 266 e 264 dos espectros de
massas das substancias 3 e 6 (Tabela 11) estdoraordancia com a fragmentacéo da
eritralina (AMER et al., 1991). Os dados de IES-EM em alta resolugcdo dmatexAl
mostrados na Figura 9 sugeriram a presenca dalieatmesta fracdo alcaloidica, uma vez

que foi observado um ion emyz [M+H]" 298,1445 referente a molécula protonada deste
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alcaloide (GgH20NOs', erro de 6,1 ppm), conforme mostrado na TabeleD&8sa forma, o
conjunto de dados espéctrométricos sugeriu quécaides 3 e 6 correspondem a isdmeros
da eritralina, cuja estrutura é mostrana na Figu@s dados de IE-EM também indicaram a
prseneca deeritralina no extrato A2 (Tabela 1X)dseue a este alcaloide foi posteriormente
isolado a partir do extrato A2 e teve sua estrudetarminada por RMN.

As substancias 8 e 10 apresentaram as mesmas ftagdes, sendo notada diferenca
apenas nas intensidades dos ionsem seus espectjas,sugere a presenca de isbmeros no
extrato (Tabela 11). Além disso, estas substamo@straram em comuma reacdo de RDA
[M™ - 58] no ion molecular emvz 331 para originar o jon em/z 273 (Tabela 11), o que
sugere um alcaloide de estrutura alcenoide comxiteetem C-3. Os dados de IE-EM das
substancias 8 e 10 estdo de acordo com o perfiladenentacéo reportado no trabalho de
MILLINGTON e colaboradores (1974) para a eritratali um alcaloide eritrinico alcenoide
com hidroxila na posi¢éo 2, cuja estrutura € mdsatra Figura 8. Em adicdo a esses dados, 0
fon emnvz 332,1732 [M+H] observado no espectro de IES-EM em alta resolugdaid
(Figura 9), corresponde a formula molecular praden@dH,sNO;" referente a eritratidina,
com erro de 3,9 ppm, 0 que também sugere a predestgaalcaloide no extrato Al (Tabela
12). BARTON e colaboradores (1973) publicaram dat$E-EM em conjunto com dados
de RMN da eritratidina e seu epimero,ga-eritratidina, sendo possivel observar ions
iIdénticos nos perfis fragmentagcéo dessas subssariomam base nesses resultados, sugere-se
que as substancias 8 e 10 correspondam a eritatda epieritratidina (Tabela 11), sendo
gquea epimerizacdo pode estar relacionada ao cestreogénico C-2 devido a ocorréncia do
tautomerismo ceto-endlico no anel A.

Para identificaacéo das substancias 9 e 11 foraastigados com mais detalhes dados
espectrométricos de alcaloides alcenoides. Asdisergou-se nas fragmentacdes descritas na
literatura para alcaloides eritrinicos da subcladsenoide com hidroxila na posi¢ao 2, como
eritratidina, erisosalvina, erisopitina, erisotmaritratina (GHOSALet al., 1972; ITOet al.,
1973; BARTONet al., 1973; MILLINGTONget al., 1974) que a reacdo de RDA nao origina o
pico base, como pode ser observado na Tabela tdmPaa fragmentacéo do eritroculinol
descrita por INUBUSHI e colaboradores (1970) veofii-se que o ion em/z 257 originado
pela reacdo de RDA é o pico base do espectro @dl¢) enquanto no espectro de massas
das substancias 9 e 11 este ion ndo representa dase (Tabela 12). Em complemento a
essas informacoes, tanto no perfil de fragmentalgio substancias 9 e 11 como no da
eritratidina e de seu possivel e epimero foi olaskxvreducdo na intensidade dos ions

moleculares desses alcaloides, sendo que nao $eiveb observar os ions moleculares no
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perfil de fragmentacéo da eritratidina e de sewsipes epimero identificados no extrato A2
(Tabela 11). A reducdo nas intensidades de iongamiares de alcaloides eritrinicos da
subclasse alcenoide com substituinte oxigenadoas&gop 2 também foi verificada nos
estudos de MILLINGTON e colaboradores (1974). Déssaa, sugere-se que a presenca de
hidroxila em C-2 seja outro ponto para inicio gagmentacdo dos eritrinicos alcenoides, haja
vista que essa clivagem origina uma via de fragagéot distinta da iniciada pela reacao de
RDA. A presenca de hidroxila em C-2 também podareslacionada as fragmentacdes
subsequentes ao ion formado pela reacdo de RDAgraracéo do pico base do espectro dos
alcaloides 8, 9 e 10, o que esta discutido em ltetatom mecanismos de fragmentacao
propostos no item 4.2.1 deste trabalho.

No perfil de fragmentacédo da substancia 11 notca-georréncia da reacdo de RDA
com perda de 58 na fragmentacdo do ion molecular eviz 317 para formar o ion em/z
259, um dos majoritarios do espectro (Tabela 11jjue é caracteristico de alcaloides
alcenoides com metoxila em C-3. O perfil de frag@meio da substancia 11 observado
corresponde as fragmentacOes descritas por MILLINS e colaboradores (1974) para os
isdbmeros alcenoides com hidroxila em C-2 erisoéinerisosalvina mostrados na Tabela 9,
com destaque para as baixas intensidades dos @masutares desse alcaloides. Os dados de
IES-EM em alta resolugdotambém sugerem a presemgandesses isémeros, erisotina e
erisosalvina, no extrato Al, pois observou-se undéan/z 318,1696 [M+HJ (Figura 9), o
qual corresponde a formula molecular protonagi#lZNO," desses alcaloides, com erro de
2,9 ppm (Tabela 12). As estruturas dos isbmera®téra e erisosalvina sdo mostradas na
Figura 8. Porém, apenas os dados espectrométrimidlosndo permitiram distingdo do
isdbmero presente no extrato Al.

A substancia 9 apresentou ocorréncia da reac&bédecom perda de 58 u do ion em
m/z 315 para formacao do ion eniz 257 (Tabela 13), 0 que sugere a presenca da maetox
na posicdo 3 deste alcaloide alcenoide. Foi obdertambém baixa intensidade do ion
molecular e que a reacdo de RDA né&o originou o lpase do espectro da substancia 9, o que
sugere substituinte oxigenado na posicdo 2. Nectspde IES-EM em alta resolucédo do
extrato Al (Figura 9), foi observado um ion ewz 334,1701 [M+H] (C1gH240sN", erro de
1,4 ppm), o qual refere-se a férmula moleculagHgsNOs correspondente aos isbmeros 11-
hidroxierisotina e 11-hidroxi-erisosalvina (Tabeld). Assim, sugere-se a ocorréncia de
desidratacdo desta molécula na fonte de ionizazgoge impossibilita a visualizacdo do ion

molecular entVz 333 no espectro. Esta desidratacéo origina orfom/& 315, o qual inicia
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as vias de fragmentacao propostas no item 4.2t¢ tlabalho, as quais sugerem a presenca
dos isdbmeros11-hidroxi-erisotina ou 11-hidroxi-es&lvina no extrato de Al.

A substancia 22 apresentou umion 280, o qual é formado a partir de clivagem
a-alilica [M™- 31] do ion molecular emvz 311, o que sugere um alcaloide dieonoide com
metoxila em C-2 (Tabela 11). Este alcaloide feniificado apenas no extrato A2, a partir do
qual foi isolado e identificado através da anadisgutural por RMN como 8-oxoeritralina,
um alcaloide dienoide com carbonila na posicaa@ufg 8).

A andlise dos dados de IE-EM da substancia 18 mostrocorréncia de clivagem
alilica [M™- 31] do ion emm/z 309 para formag&o do ion emiz 278 (Tabela 11), o que
sugere uma estrutura dienoide. Os ionsrén809, 294, 278 e 276 do perfil do espectro deste
alcaloide estdo de acordo com o perfil de fragnp@iotalo alcaloide eritrinico cristamidina,
também conhecido como 10,11-desidro-8-oxoeritra(if® et al., 1976), cuja estrutura
apresenta o sistema dionoide com carbonila nagms8icObserva-se também que a clivagem
a-alilica do alcaloide 18 ndo origina o pico base edpectro, a exemplo do perfil de
fragmentacdo da 8-oxoeritralina. Apesar dos dadodEIEM sugerirem a presenca da
cristamidina no extrato A2, ndao foram obtidos dadi®$ES-EM em alta resolucéo do extrato
A2.

Os fragmentos majoritarios dos espectros das suiasds, 14 e 20 em/z 286, 266 e
300, respectivamente, podem ser originados a pasiperdas de 31dos ions enm/z 301,

297 e 331, respectivamente (Tabela 11), o que stk relacionado a ocorréncia de
clivagem o-alilica nas fargmentacdes dessas substancias. M™Nante, ndo houve
correspondéncia dos perfis de fragmentacéo dagtatascias com os perfis de fragmentacao
de derivados eritrinicos descritos na literaturssif, os dados de IE-EM obtidos para essas
substancias nao permitiram suas identificacdes.

N&ao foram identificados os padrdes de fragmentagébecidos para subclasses de
alcaloides eritrinicos nos espectros de massasultasancias 15, 16, 18, 19 e 20 (Tabela 11)
e nado foi observada correspondéncia dos ions dfis gde fragmentacdo desses alcaloides

com perfis publicados na literatura.
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Tabela 11 - Dados de

IE-EM dos constituintes dos extratos déumgu do produtor

Tr (min)

Al

Tr (min)

A2

m/z (IE-EM) Al

m/z (IE-EM) A2

comercial A
Pico Alcaloide
1 Erisodina
(ClSHZlNOS)
2 Eritrinina
(C1gH10NOy)
3 Eritralina
(C1gH10NOs)
4 Erisotrina
(C19H23NO4)
5 NI
6 Dienoide
(C1gH1oNO3)
7 Erisovina
(C1gH21NO5)
Eritratidina ou
8 epieritratidina

10

11

(C19H 25N 04)

29,66

29,84

30,67

30,77

31,75

31,93

33,01

34,08

11-hidroxi-erisotina ou

11-hidroxi-erisosalvina

(ClSH ZSN 03)

Eritratidina ou
epieritratidina
(C1aH25NOy)

Erisotina ou
Erisosalvina
(C18H23NO4)

34,46

34,71

36,01

30,19

30,39

31,10

33,21

34,41

34,78

35,04

299 (37), 284 (36),

299 (39), 284 (32),

269 (27), 268 (100), 269 (28), 268 (100),

266 (19), 253
(12),241 (11), 228
(13)215 (23)

295 (30), 280 (39),

266 (17), 253 (14),
241 (14), 228 (12),
215 (25)

295 (38),280 (33),

265 (28), 264 (100), 265 (27), 264 (100),

262 (21), 224 (16),
211 (29)

297 (31), 282 (32),

262 (20), 224 (16),
211 (31)

297 (38), 282 (31),

267 (24), 266 (100), 267 (27), 266 (100),

264 (24), 239 (10),
226 (16), 213 (25)

313 (34), 298 (35),

283 (29), 282 (100),

280 (16), 229 (17)

301 (44), 287 (21),
286 (97), 271 (27),
270 (84), 257 (24),
242 (19), 216 (20)

297 (31), 282 (38),

267 (31), 266 (100),

264 (16), 239 (13),
226 (13), 213 (17)

299 (36), 284 (33),

264 (23), 239 (13),
226 (15), 213 (26)

299 (40), 284 (31),

269 (26), 268 (100), 269 (28), 268 (100),

266 (18), 253 (11),
241 (10), 228 (10),
215 (16)

331 (5), 300 (13),
273 (50), 272 (15),

258 (27), 257 (100), ,,

256 (54), 244 (60),
242 (15)

315 (8), 284 (12),
257 (57), 256 (32),

266 (17), 253 (12),
241 (13), 228 (10),
215 (17)

300 (1), 273 (45),
272 (4), 258 (20),
57 (100), 256 (52),
244 (58), 242 (8)

315 (9), 284 (13),
257 (52), 256 (19),

242 (16), 241 (100), 242 (15), 241 (100),

240 (77), 228 (84)

331 (2), 300 (11),
273 (79), 272 (20),

240 (79), 228 (76)

300 (9), 273 (63),
272 (20), 258 (27),

258 (29), 257 (100), 257 (100), 256 (45),

256 (45), 244 (80),
242 (14)

317 (7), 286 (11),
259 (46), 258 (14),
243 (100), 242 (80)

244 (78), 242 (12)
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Tabda 11- continuaca

Pico

Alcaloide

Tr (min)
Al

Tr (min)
A2

m/z(IE-EM) Al

m/z (IE-EM) A2

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Dienoide
(C18H19NO4
0UCgH23sNOy)

Dienoide
(C18H19NO4
0uCigH,3NOy)

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

36,35

36,67

37,34

37,51

37,77

38,68

39,01

36,58

37,54

38,40

38,86

38,94

313 (42), 298 (22),
283 (26), 282 (100),
280 (36), 264 (37),
262 (23), 255 (15),
224 (19), 211 (17)

313 (43), 298 (25),
283 (30), 282 (100),
280 (39), 264 (40),
262 (26), 255 (18),
224 (23), 211 (22)

297 (44), 293 (17),
282 (29), 267 (24),
266 (100), 265 (19),
264 (42), 248 (31),
240 (19), 222 (24),
219 (18), 213 (15)

266 (19), 265 (100),
250 (59), 222 (33),
204 (20)

258 (14), 257 (83),

256 (57), 255 (73),

240 (23), 227 (18),
226 (100)

331 (4), 258 (16),

257 (91), 256 (62),
255 (82), 240 (23),
227 (19), 226 (100)

331 (29), 314 (17),
300 (97), 295 (45),
257 (15), 256 (66),
248 (38), 243 (28),
242 (57), 228 (20),
226 (42), 220 (19),

215 (16), 214 (100),

213 (51)

313 (44), 298 (22),
283 (29), 282 (100),
280 (36), 264 (36),
262 (24), 255 (15),
224 (17), 211 (17)

294 (10), 293 (70),
249 (14), 248 (100),
220 (24), 191 (22)

309 (46), 294 (11),
280 (14), 278 (49),
277 (48), 276 (100),
266 (30), 250 (56),
248 (17), 238 (15)

258 (17), 257 (93),

256 (63), 255 (72),

240 (24), 227 (20),
226 (100)

264 (21), 263 (100),

257 (18), 234 (19),

226 (19), 205 (17),
204 (19)
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Tabela 11- conclusa

Pico Alcaloide Trmm TN e EM)AL  miz(E-EM) A2
311 (86), 296 (44),
8-oxoeritralina 280 (56), 279 (51),
22 (C1gH1NOy) - 39,77 - 278 (100), 268 (20),
18717V 266 (19), 252 (26),
251 (31), 250 (52)
Tr: tempo de retenc¢éo.NI: ndo identificado
Intens.
x106 4 300.1613 +MS, 12.3-13.2min #733-791
08 -
06
298.1445
04
0 314.1499 332.1732
316.1548
\31‘8.1696
L 334,1701
00 — ; .k L 1 ‘A“ l LhL, A‘l\k “ ; L‘ ’ ; ;
280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 mz

Figura 9 - Espectro de massas com ionizacao por eletrospralta resolucéo (modo positivo) do extrato Al.

Tabela 12 - Dados de IES-EM em alta resolucdo dos alcalogdiggicos identificados no

extrato dekE. verna do lote Al

M assa

M assa

Alcaloide T&rin#]lfl observada calculada (E”rg)
miz[M+H]*  m/iz[M+H]® PP
E”SE’(‘:"”: eNg'f"d'”a CaHNOS" 300,1630  300,159969 1,0
181 121 3
E””‘”'”""(g 'ZO”R%O)S dienoides ~ .\ NO 3141499  314,139233 3.4
181 119 4
((:Erﬁ'ra:\'lrg) CyaHooNO5* 2081445 298144319 0.6
181 119 3
(CEr'f'Ot,ﬁga) CyoHoNOS* 314,1499  314,175619 82
191 123 3
E””a“?(':”afp',;%'t)ra“d'”a CiHNO, 3321732  332,186183 3.9
191 125 4
11-hidroxi-erisotina ou
11-hidroxi-erisosalvina CygH2305N* 334,1701 334,165448 1,4
(C1gH23NOs)
Erisotina ou Erisosalvina CigH..NO, 318,1696 318,170533 29

(CigH2aNQy)
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4.1.2.2 - Alcaloides eritrinicos identificados nos extratos de E. verna do produtor
comercial B

Como discutido na analise dos perfis de fragmeptacids alcaloides presentes nos
extrato do fornecedor A, além do reconhecimentpattdes de fragmentacéo para distingao
das subclasses dienoide e alcenoide, sdo necesséoianactes espectromeétricas adicionais
para identificagcdo dealcaloides alcenoides com agngmto oxigenado na posi¢cdo 2. Um
trabalho detalhado sobre fragmentacdo de derivadtisicos em IE-EM publicado por
MILLINGTON e colaboradores (1974) demonstrou que ioss moleculares tém suas
intensidades reduzidas para valores inferiore®adu estdo ausentes no espectro de massas
em alcaloides alcenoides com grupo carbonila n&@m2. A reducdo na intensidade dos
ions moleculares ocorre devido a formacéo de umaeifragmentacao originada a partir de
uma clivagema-carbonila, a qual € distinta da via originada pelacdo de RDA. Essas
consideragOes foram importantes para identificalgBocongéneres alcenoides com carbonila
em C-2 presentes nos extratos do fornecedor B.

A analise do espectro de massas da substancia 8masocorréncia da reacao de
RDA [M7-58] na fragmentacdo do ion molecular enz 329 para formagdo do ion

majoritario do espectro emyz 271 (Tabela 13), como esperado para a subclasssoade. O
perfil de fragmentacéo desta substancia foi consigaaa perfil da eritratidinona mostrado na
Tabela 9 e sugere a presenca deste alcaloide m@oexBl e B2. Além disso, a baixa
intensidade do ion molecular da substancia 28iralipeesenca do grupamento carbonila em
C-2 conformeapresentado por MILLINGTON e colaborado(1974). Aléem dos dados de
ionizag&do por elétrons, o ion eniz 330,1699 [M+H] visto no espectro de IES-EM em alta
resolucdo do extrato B1 (Figura 10) correspond@aila molecular protonada;&,4NO4
(erro de 1,9 ppm) a qual esté de acordo com aat@tihona, 0 que também sugere a presenca
deste alcaloide nos extratos do produtor comemig[Tabela 14). A eritratidinona foi
identificada como alcaloide majoritario nos doisetodo extrato do produtor comercial B
analisados e tem sua estrutura mostrada na FigukasBbstancia 26, observada apenas no
extrato B2, apresentou ions idénticos e de intadsicdsemelhantes aos aos verificados no
perfil de fragmanetacdo da eritratidinona, excetuséncia do ion molecular emiz 329,
como pode ser visto na Tabela 13, o que é carsti®irdos alcenoides com carbonila em C-
2. Assim, sugere-se que as substancias 26 e 28 s&meros. A substancia 25 foi observada
em ambos extratos de B e também apresentou fragsnél@nticos e com instensidades
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semelhantes aos das substancias 26 e 28, comiadwifna Tabela 13, o sugere que a
substancia 25 seja um outro isbmero da eritratidino

Os ions observados no perfil de fragmentacdo dat@uba 27 correspondem
exatamente aos ions observados na fragmentacaardadenona com a diferenca deuzm
cada fragmento (Tabela 13). Contudo, ndo se obgeitwa molecular no espectro de massas
devido a perda de uma molécula de aguadesta sigténfonte de ionizacdo, como discutido
anteriromente no perfil de fragmentacdo da entaniO trabalho de FLAUSINO JR e
colaboradores (2007a) relatou a presenca do aldeaddtrinico da subclasse dienoidedt1-
hidroxieritravina nas flores dE. verna, o que sugere que o carbono 11 € um dos sitios de
oxidacdo. A eritrinina isolada e identificada noegente trabalho também apresenta
hidroxilacdo na posicdo 11, conforme visto na Fagair Com base nessas informacdes e nos
dados espectrométricos obtidos, sugere-se que sidsala 27 possui a estrutura de um
alcenoide com oxidagao nos carbonos 2 e 11, semelm@ carbono 2 tem-se 0 grupamento
carbonila e no carbono 11 ha presenca de hidroRissa forma, este alcaloide eritrinico
pode ser denominado como 11-hidroxieritratidinamagual € reportada pela primeira vez
como produto natural e tem sua estrutura sugead@igura 8. Esta proposta € corroborada
pela prensenca de um ion caniz 346,1642 [M+H] no espectro de IES-EM em alta
resolucdo do extrato Bl (Figura 10), correspondemtéormula molecular protonada
C19H24NOs', com erro de 3,6 ppm, a qual é compativel comrmuta molecular de da 11-
hidroxieritratidinona, GH»3NOs (Tabela 14).

Na observacdo do perfil de fragmentacdo da subat@d¢ notou-se o pico base do
espectro enm/z 271, mas nao foi possivel identificar oion a pahi qual esse fragmento foi
originado (Tabela 13). Contudo, foi verificado ngpectro de massas com ionizagao por
eletrospray em alta resolu¢cdo mostrado na Figutanl@n dem/z 300,1590 [M+H]J,
correspondentea férmula molecular protonagdd©&SNOs*, com erro de 3,2), o que sugeriu a
presenca de um alcaloide com formula moleculgH£NO; demassa 299 Da no extrato
(Tabela 14). A partir desses dados, sugere-sedaasé@ocion molecular enm/z 299 no
espectro de IE-EM deste alcaloide, como observaaho adcenoides que apresentam
grupamentos oxigenados em C-2. Assim, construia-$gpotese que o ion em/z 299
fragmenta-se por RDA com a perda deu8ara formar o pico base do espectro, sendo que
esta perda esta possivelmente relacionada a unéuiineutra de eteno. Nesse caso, nota-
se que a reacao de RDA neste ndo ocorreu com a ger88u, 0 que sugere auséncia de
grupo metoxila na posicado 3 da substancia 24. Bidaessas informacdes, os resultados das

analises espectrométricas sugerem que a substafcieorresponde a um alcaloide da
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subclasse alcenoide com auséncia de substituint€-8ne formula molecular 1gH21NOs,
sendo que estes dados estdo de acordo com a 8®seardratidinona, cuja estrutura é
apresentada na Figura 8. As propostas dos mecanidesfragmentacdo comionizacao por
elétrons que podem auxiliar na identificacdo dealaides alcenoides com carbonila na
posicdo 2 sao discutidas no item 4.2.2desse trabalh

Os perfis de fragmentacdo da substancia com T#434jn, presente nos extrato de
B1l, e das substancias com Tr= 34,02 min, Tr= 34n@% verificadas no extrato de B2
(Tabela 13), correspondem ao perfil observado patatidina previamente identificada no
extrato do lote A1 de mulungu do produtor comer&igllabela 11). No espectro de IES-EM
em alta resolugdo do extrato Bl exibido na FigWraélpossivel observar um ion enz
332,1837 [M+H], o qual corresponde a formula molecular protondda eritratidina
C1oH26NO,", com erro de 7,6 ppm (Tabela 14), o que tambénersug presenca desse
alcaloide e de seu possivel epimero nos extra®sde

O perfil de fargmentacao do componente do extr&tedn Tr= 29,55 min observado
na Tabela 13 aprsesenta os mesmos ions verificadipagmentacao dos isdbmeros eriosodina
(1) e erisovina (7) identificados nos extratos aimécedor A (Tabela 11). A similaridade do
tempo de retencao desta substancia no extrato lB2dempo de retencao da erisodina (Tr=
29,55 min) previamente identificada em Al e A2 @labll) sugere a presenca deste
alcaloide também no extrato B2.

Notou-se também os ions da fragmentacdo da sulastéom Tr= 30,50 min do
extrato B2 observado na Tabela 13 sdo os mesmtss viao perfil de fragmentacdo da
eritralina (Tabela 11), sendo que além dos dos sladpectrométricos, pode ser verificada
também a correspondéncia do tempo de retencdo slalstddncia no extrato B2 com os
tempos de retencéo da eritralina identificada mts®s Al (Tr= 30,67 min) e A2 (Tr= 31,10
min) exibidos na Tabela 11, o que sugere a pres#gsta alcaloide na fracdo alcaloidica B2
(Tabela 13).

A erisotrina, anteriormente identificada no extr#®, também estd presente no
extrato B1 com Tr= 31,31 min e B2 com Tr= 30,71 ,newnforme obseravado na Tabela 13.
A confirmacao deste alacloide nos extratos do foeder B ocorreu através da observacao do
fon emm/z 314,1741 [M+H] no espectro de ionizagdo por eletrospray em adtalucio do
extrato B1 (Figura 10), o qual esta de acordo cfimmaula molecular @H,4NOs", referente
a erisotrina, com erro de 4,8 ppm (Tabela 14).

O pico base do espectro da substancia 3196 é formado através da perda de 31

u do ion enm/z 327. Contudo, nédo verificou-se correspondénciadda®s de fragmentacao
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dessa substancia com perfis de fragmentcdo deoidlesleritrinicos presentes na literatura.
Assim, ndo éha dados suficientes para sugerir qpexda de 31 esteja relacionada a uma
clivagemoa-alilica na fragmentacéo desta substancia.

O ion majoritario do espectro da substancia 33r&n269 pode ser originado a partir
da perda de 58 do ion danz 327 (Tabela 13), o que pode estar relacionad@maétia da
reacdo de RDA nessa substancia. Porém, ndo forvaloise correspondéncia do perfil de
fragmentacao da substancia 33 com fragmentacdesoriracao por elétrons descritas para
alcaloides eritrinicos na literatura. Assim, os atade IES-EM obtidos ndo permitiram a
identificacdo desta substancia.

Nao foram reconhecidos padrfes de fragmentacasubtlakasses de alcaloides eritrinicos

nos perfis de fragmentacéo das substancias 298B3las quais ndo foram identificadas.

Tabela 13 - Dados de IE-EM dos constituintes dos extratos déumgu do produtor
comercial B

Tr (min)  Tr (min)

Pico Alcaloide B1 B2

mz(IE-EM)B1  miz(IE-EM) B2

Erisodina 299 (39), 284 (37),
1 (CitHuNOY) -- 29,55 -- 269 (29), 268 (100),
18M21N O3 266 (18), 253 (12),

241 (14), 215 (22)

313 (36), 298

Erisotrina 313 (35), 298 (35),
4 (CisHodNO3) 3131 3071 g@i”(fgg)(zfgg, 283 (26), 282 (100),
16y 22017 280(15).229(16)
(125 g) (1297)6 %;71) 299 (3), 272 (19),
. ! ' 271 (100), 270 (39),
3-demetoxi- 256 (98), 243 "6 88) 243 (17)
eritratidinona (17), 242 (78), ’ '
24 3429 33,90 242 (75), 240 (22),
(C18H21NOy) 240(18), 228 g (34), 215 (12)
(87). 215(13), 514 (19) 212 (19),
214 (19), 212 197 31)
(18), 197 (35)
331 (7), 300 (12),
Eritratidina ouepi- 273 (45), 272 237331((;25 320702((1127))
eritratidina (15), 258 (27), ' .
8 N0y 3444 3402 go) i0NCT, 258 (26), 257 (100),

244 (57), 242 (16),

(58), 242 (17), 226 (12)

226 (14)

o . 331 (2), 300 (10),
E””at.'td'r;%."“e'o" 273 (77), 272 (21),
10 (eC“ La 'N'SE; - 34,66 - 258 (29), 257 (100),
107125 Os 244 (76), 242 (17),

226 (12)
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Tabela 13 - continuaca

Pico

Tr (min)
B2

m/z (IE-EM) B1

m/z (IE-EM) B2

25

26

27

28

29

30

31

32

. Tr (min)
Alcaloide B1
Alcenoide

(C1gH23NOy) 35,28
Alcenoide
(C19H23NO4) -
11-hidroxieritratidinona
36,23
(C19H23N05)
Eritratidinona
(C1oH23NOy) 36,89
NI -
NI -
NI -
NI 39,33

34,95

35,89

36,66

38,08

38,51

38,99

301 (12), 286
(42), 272 (20),
271 (100), 256
(20), 243 (25),
242 (78), 228
(62), 215 (21),
214 (30), 212
(25), 198 (19),
197 (81)

327 (12), 299 (9),

284 (45), 270
(16), 269 (85),
241 (35), 240
(80), 226 (32),
213 (21), 212
(30), 210 (29),
196 (23), 195
(100)

329 (3), 301 (10),

286 (38), 272
(17), 271 (100),

256 (9), 243 (22),

242 (69), 228
(55), 215 (18),
214 (24), 212
(25), 198 (17),
197 (75)

261 (14), 217
(25), 173 (27),
163 (22), 155
(39), 145 (24),
101 (50), 100

329 (4), 301 (10),
286 (42), 272 (18),
271 (100), 256 (10),
243 (25), 242 (77),
228 (56), 215 (19),
214 (25), 212 (26),
198 (17), 197 (71)

301 (10), 286 (39),
272 (17), 271 (100),
243 (23), 242 (74),
228 (53), 215 (19),
214 (24), 212 (24),
198 (15), 197 (67)

329 (2), 301 (10),
286 (39), 272 (17),
271 (100), 256 (9),
243 (23), 242 (74),
228 (53), 215 (19),
214 (24), 212 (24),
198 (15), 197 (67)

329 (14), 287 (20),
286 (100), 242 (12),
229 (21)

327 (15), 297 (20),
296 (100), 284 (11),
253 (12)

328 (20), 327 (10),
312 (43), 282 (10),
281 (100), 280 (13)

(29), 99 (33), 89
(37), 85 (35), 72
(29), 57 (100)
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Tabda 13 - conclusa

Tr (min)  Tr (min)

Pico Alcaloide B1 B2

mz(IE-EM)B1  miz(IE-EM) B2

327 (12), 270
(19), 269 (100),
244 (14), 241 -
33 NI 39,92 - (12), 240 (15),
238 (46), 226
(59), 213 (17)

Tr: tempo de retencdo. NI: ndo identificado.

Intens.

+MS, 2.2min #131
x106 330.1699

0.75 A

0.50

332.1837
314.1741

0.25 A

346.1642 457.2758
282.1485 g
381.2958

300.1590
000 Lo Y TP W | L ﬂ. Aol g L — ‘ NS
280 0 320 0 %0 380 40 0 40 mz

Figura 10 - Espectro de massas com ionizagéo por eletrogpnaaita resolucdo (modo positivo) do extrato B1.
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Tabela 14 - Dados de IES-EM em alta resolucdo dos alcaloidés$neos identificados no
extrato do lote B1

. Massa Massa
Alcaloide FI(\)/IrernI—lljlfl observada calculada Erro
MHH]™ iz M+ mizim+H (PPM)
(CE”fIOt,r\'Irc‘)a) CioHoNOs™  314,1741 314,175619 4,8
19123 3

3-demetoxi-eritratidinona +
C1gH2oNO 300,1590 300,159969 3,2
(CISHZINOS) 18I122 3
Eritratidina +
C1oH26NO 332,1837 332,186183 7,5
(C19H25NOy) 197726
11-hidroxieritratidinona +
C19H24NO 346,1642 346,165448 3,6
(CIQHZSNOS) 191124 5
Eritratidinona

C1oH24NO," 330,1699 330,170533 1,9
(C1gH23NOy) 19T

4.1.2.3 - Alcaloides eritrinicos identificados no extrato de E. verna nativa

O perfil de fragmentacao da substancia com Tr= Biln0exibido na Tabela 17 mostra
0S mesmos ions observados para erisotrina previandgntificada nos extratos deA e B,
como verificado na Tabela 13 e Tabela 15, respauinte. O fon emvz 314,1753 [M+H]
observado no espectro de IES-EM em alta resolug@xiulato deE. verna nativaapresentado
na Figura 11 corresponde a férmula molecular pamtarGgH,4NOs*, com erro de 1,0 ppm, a
qual é condizente com a molécula de erisotrinadBabb).

Os ions observados no perfil de fragmentacdo dat&uba com Tr= 34,07 min
(Tabela 15) estdo em concordancia com os fragmed#os 3-demetoxi-eritratidinona
previamente identificada nos extratos B observadodabela 15, sendo que no perfil de
fragmentacdoda 3-demetoxi-eritratidinonaidentifacao extrato do mulungu nativo o ion em
m/z 299 esta presente e possui baixa intensidade IeFabg A observacédo do ion emiz
300,1594 [M+H] nos espectro de massas com ionizacdo por eletyosjaraFigura 11
confirmou a identificagéo da 3-demetoxi-eritratmha no extrato dE. verna coletada, com
erro de ppm 1,9 (Tabela 16).

Os dados de ionizacédo por elétrons do constitemte Tr= 36,66 min no extrato @
verna nativa (Tabela 15) estdo de acordo com os dadoS€@d&M da eritratidinona
anteriormente identificada nos extratos do forneceB (Tabela 13), sendo que a

eritratidinona é o alcaloide majoritario nos exisatle B e da espécie nativa Beverna,
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conforme mostrado na Figura 9. No espectro de agéz por eletrosparay do extratokle
verna nativa mostrado na Figura 11 nota-se um ioméniM+H] " 330,1706, correspondente
a férmula molecular protonada da eritratidinongHzNO,", com erro de 2,0 ppm (Tabela
16).

Verificou-se que a substancia 25 apresenta pedilfragmentacdo idéntico ao
observado para eritratidinona (Tabela 15), o queersua presenca de um isbmero deste
alcaloide no extrato dE. verna nativa. Este possivel isbmero da eritratidinomabim foi
anteriormente identificado nos extratos de B, cpaae ser visto na Tabela 13.

O ion emnvVz 269 do perfil de fragmentacdo da substancia 3% ped originado a
partir da perda de 58 do ion emm/z 327 (Tabela 15), fragmentacdo que pode estar
relacionada a ocorréncia de RDA nesta substancientu@o, ndo foi encontrada
correspondéncia entre o perfi de fragmentacdo thstancia 35 e perfis de alcaloides
eritrinicos disponiveis na literatura. Assim, agtéhcia 35 nao foi identificada.

N&o foram observados os padrbes de fragmentacdeadns para as subclasses de
alcaloides eritrinicos nos perfis de fragmentacd® slibstancias 34, 36 e 37 (Tabela 15), as
quais nao foram identificadas neste trabalho.

Os alcaloides eritinicos d& verna nativa identificados neste trabalho constituem o
primeiro relato dos marcadores quimicos nas cadeat espécie. Entre os alcaloides
identificados no extrato dE. verna nativa neste trabalho apenas a erisotrina fotadda
anteriormente nas flores da espécie por SARRAGIOTEI@olaboradores (1981). Este
alcaloide foi o unico identificado nos extratos doss produtores comerciais e espécie nativa
analisados neste trabalho e esta entre os derieaitidsicos com maior ocorréncia no género
Erythrina, como mostrado anteriormente na Tabela 1.
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Tabela 15 - Dados de IE-EM e IES-EM em alta resolucdo dosla@ties identificados nos
extratos déE. verna nativa

Pico Alcaloide Tr (min) m/z
4 Erisotrina 31.00 313 (35), 298 (44), 283 (33), 282 (100),
(C1H23NO3) ; 280 (17), 229 (14)

34 NI 3067 278 (41), 277 (100), 206 (33), 200 (26),

199 (41)
299 (5), 272 (23), 271 (100), 270 (36),
24 3-demetoxi-eritratidinona 34 07 256 (79), 243 (17), 242 (83), 240 (20),
(C1gH21NO3) ' 228 (39), 215 (16), 214 (20), 212 (24),
197 (41)
Alcenoide 329 (9), 286 (54), 272 (12), 271 (100),

25 (CraHazNO,) 35,08 243 (17), 241 (68), 228 (41), 215 (27),
19M123IN-4, 214 (45), 212 (46), 197 (61)

327 (9), 299 (5), 284 (26), 272 (100),
269 (55), 268 (15), 256 (20), 254 (23),
35 NI 36,04 240 (42), 239 (72), 226 (39), 212 (36),
211 (37), 210 (35), 197 (19), 196 (32),
195 (87)

329 (2), 301 (13), 286 (47), 272 (19),
Eritratidinona 271 (100), 243 (31), 242 (85), 228 (68),

28 (CuoH55NO,) 36,66 515 (25), 214 (31), 212 (31), 198 (19),
197 (91)

281 (18), 280 (100), 279 (63), 158 (27),

36 NI 37,13 147 (70)

37 NI 39,85 285 (19), 284 (100), 283 (26), 167 (29),
165 (30).
Tr: tempo de retencdo; NI: ndo identificado
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Intens.
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+MS, 3.2-4.3min # 193-258
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330.1706
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132.1000

332.1834

3461653 332928
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380, 2%%%.3053

175.1225

247.1435

197.1133 443.3314  481.2591 520.3322

564.3598

I u..L,.. bl

Figura 11 - Espectro de massas com ionizacdo por eletrosprajtamesolucdo (modo postivo) do extratdede
verna nativa.

Tabela 16 - Dados de IES-EM em alta resolucdo dos alcaloideirecios identificados no
extrato deE. verna nativa

M assa M assa

. Formula Erro
Alcaloide N observada calculada
[M~+H] miz[M+H]"  miz[M+H]"  (PPM)
(CE”fIOtlr\'lrc‘)a) CiHNOs* 3141753 314175619 1,0
19123 3,

3-demetoxi-eritratidinona +
C1gH2oNO 300,1594  300,159969 19

(CISHZINOS) 18122 3

Eritratidinona

C1oH24NO," 330,1706 330,170533 2,0
(C1gH23NOy) 19T TN
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4.2 - Propostas de mecanimos de fragmentacdo em |E-EM de alcaloides eritrinicos
da subclasse alcenoide

Com base no padrdo de fragmentacdo emlE-EM daasgeclalcenoide discutido
anteriormente neste trabalho e nos estudos sabgenéntacdo com ionizagdo por eletros
dessa subclasse publicados de BOAR e colaboradd@s0) e MILLINGTON e
colaboradores (1974), foram propostos os mecanistadsagmentacdo de alguns ions das
vias que envolvem a reacdo de RDA e segmeniagialcenoides com substituintes na

posicdo 2, o que contribui para identificacdo dessmaloides nos extratos de mulungu.

4.2.1 - Mecanismos de fragmentacdo de alcaloides alcenoides com hidroxila na
posicao 2

Para discussdo dos mecanismos de fragmentacaolcgo®ides com hidroxila na
posicdo 2 foram selecionados os ions formadosagantacdo da eritratidina e seu possivel
epimero (8 e 10), os isbmeros 11-hidroxi-erisosalé@ 11-hidroxi-erisotina (9) e os isbmeros
erisotina e erisosalvina (11), identificados nasag&s do produtor comercial A.

Os ions molecularesdos alcaloides 8, 10 e 11 fragmesepela reacéo de RDAM
58] com perda de molécula neutra (-B8o que da origem a um cétion radical mfm 273 (8
e 10) em/z 259 (11), como observado na Figura 12A. Em seguedte cation radical
fragmenta-se através de clivagem guiada pelo dachoa a perda de um hidrogénio radicalar
e origina os ions de camada fechadangr272 (8 e 10) en/z 258 (11) (Figura 12A). Estes
ions podem fragmentar-se através da perda de mratligalar devido ao aumento do
comprimento da ligacdo C-O em éteres aromaticosiosque a perda de um radical a partir
de um ion de camada fechada € uma excecdo a regektdon par. Essa fragmentacdo
origina os fragmentos majoritarios nos espectrasalcaloides analisados, eniz 257 (8 e
10) em/z243 (11).

Os ions originados pela reacdo de RDAmatn273 (8 e 10) ez 259 (11) também
podem sofrer perda radicalar de metila, 0 quemaigis ions de camada fechadarde258
(8 e 10) em/z 244 (11), conforme mostrado na Figura 12A. No csoisdmeros erisotina e
erisosalvina (11), a perda de metila radicalar egézionada a metila do substituinte metoxila
R: (erisosalvina) ou R (erisotina) (Figura 12A). Propde-se que uma outia de
fragmentacdo dos alcaloides 8, 10 e 11 inicia-se &ejec¢do de um elétron do oxigénio do
grupo hidroxila na posicao 2, o que caracteriza seggmentacaa (Figura 12B). A presenca
desta outra via justifica a baixa intensidade das moleculares da eritratidina e seu epimero,

erisosalvina e erisotina relatados na literatuebéla 11) e verificados neste trabalho (Tabela
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13). A segmentacam dos ions moleculares emiz 331 (8 e 10) e 317 (11) origina os cations
radicais entVz 273 (8 e 10) e 259 (11) através da perda de unhécoia neutra de 58 u. Os
ions emm/z 273 (8 e 10) e 259 (11) podem, em seguida, fraganse por clivagem guiada
pelo radical com a perda de hidrogénio radicalaa paginar os ions de camada fechada em
m/z 272 (8 e 10) evz 258 (11) ou fragmentam-se com a perda de metiaaiar para formar
os ions emmy/z 258 (8 e 10) e 244 (11), respectivamente (Figdi).10s ions emm/z 272 (8

e 10) em/z 258 (11) sofrem a perda de metila radicalar (Hl5para originar os ions
majoritarios nos espectros dos alcaloides analssao m/z 258 (8 e 10) e 244 (11),
respectivamente (Figura 12B).0Os mecanismos propagigerem que os ions formados a
partir da via originada por segmentagcgamssuem mesma/z que o0s ions da via iniciada pela
reacao de RDA (Figura 12).
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Figura 12 - Mecanismos de fragmentacao de derivados eritrirdatmanoides com hidroxila na posicdo 2. (A):
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Do mesmo modo, o ion em/z 315 dos isdbmeros 11-hidroxi-erisosalvina e 11-
hidroxi-erisotina (9), resultante da desidratac@stal molécula na fonte de ionizag&o,pode
fragmentar-se através da reacdo de RDA e da wmda pela segmentacédpsendo que os
fragmentos iniciados por essas duas vias possuemamé, como observado na Figura 13A
e Figura 13B. As fragmentac¢des que originam os denms/z 242 e 241 envolvem perda de
metila radicalardo substituinte metoxilay RL1-hidroxi-erisosalvina) ou JR(11-hidroxi-

erisotina) (Figura 13).
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Figura 13 - Mecanismos de fragmentagédo dos isbmeros 11-hiéris@salvina e 11-hidroxi-erisotina. (A): via
iniciada pela reacéo de RDA. (B): via iniciada mdgmentacaa.
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4.2.2 - Mecanismos de fragmentacao de alcaloides alcenoides com carbonila na
posicéo 2

Para discussdo dos mecanismos de fragmentacaolcgo®ides com carbonila na
posicdo 2 foram selecionados os ions formadosaganEntacdo com ionizacaopor elétrons da
eritratidinona (28) e 3-demetoxi-eritratidinon&)2alcaloides identificados nos extratos do
fornecedor B (Tabela 15) e da espécie nativa.deerna (Tabela 17).

Sabe-se que o ion molecular da eritratidinona B8)/z 329 fragmenta-se através da
reacéo de RDA [M- 58] com perda de molécula neutrae origina o iajoritario do espectro
emm/z 271. A carga do cation radical emiz 271 pode estar no &tomo de oxigénio, o que
conduz a hip6tese de que este ion fragmenta-séésittle uma clivagem direcionada pela
carga (segmentacao indutiva) com perda de uma olaléeutra de CO (-28) para originar
outro cation radical emv/z 243 (Figura 14). Verifica-se que o ion molecular3ddemetoxi-
eritratidinona (24) emm/z 299 também fragmenta-se pela reagdo de RDAconerda ple 28
u correspondente a uma molécula de eteno (FigyraAl#acdo de RDA nos dois alcaloides
analisados origina ions idénticos iz 271, o que indica que as fragmentacfes seguintes
apresentadas na Figura 14 sdo idénticas paraaidiitona (28) e 3-demetoxi-eritratidinona
(24).Propbe-se que o ion d¥z 243 fragmenta-se através da abertura do anel éstiatura
devidoao rearranjo 1,3 de hidrogénio e perda deaglicalar (-29u), o que origina o ion de
camada fechada em/z 214 (Figura 14). Sugere-se outra via para fragagéot do cation
radical emm/z 243, a qual também envolve a abertura do aneld3, esorre com perda de
uma molécula neutra de eteno, o que origina unercatdical enm/z 215 (Figura 14). O
cation radical ermyz 243 fragmenta-se ainda através de clivagem gyiaftaradical com a
perda de metila radicalar de um dos grupos mewiiados ao anel aromatico e origina o

ion emmy/z 228, conforme mostrado na Figura 14.
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Figura 14 - Mecanismos de fragmentagdo de derivados eritrimiltenoides com carbonila na posi¢éo 2 a partir
da via de reagé@o RDA. Eritratidinona (28). 3-demietuitratidinona (24).
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O inicio de outra via de fragmentacdo de alcalom®s carbonila em C-2inicia-se
com a ejecdo de elétron do oxigénio deste grugmnoda, o que origina os ions moleculares
dem/z 329 da eritratidinona (28)re/z 299 da 3-demetoxi-eritratidinona (24), como mosirad
na Figura 15. Assim, ocorre uma fragmentacdo id&ciano sitio radical, chamada
segmentacaao-carbonila, a qual envolve a perda de uma moléceldra de CO (-28) a
partir dosions moleculares eniz 329 (28) e 299 (24). O ion d&z 301 da eritratidinona (28)
formado nessa fragmentacdo pode sofrer uma clivageada pelo radical com perda de
metila radicalar da metoxila representada por Figara 15 para originar o ion de camada
fechada ermv/z 286. O ion emm/z 301 também pode fragmentar-se através da perdende u
moléucla neutra de S8para formar o cation radical emiz 243 (Figura 15), o que justifica a
baixa intensidade (valores inferiores a 15 %) do émn nVz 301 na fragmentacdo da
eritratidinona (28), como verificado na Tabela 1babela 17. Propde-se que a segmentacao
a-carbonila do ion molecular da eritratidinona (88)m/z 329 também pode ocorrer com da
perda de uma molécula neutra deug&ara originar o ion emvz 271, o que indica que tanto a
reacdo de RDA como clivageaicarbonila do ion molecular deste alcaloide podegirar
ions demv/z 271, como verificado na Figura 14 e na Figura 1jyséfica o fato deste ion
representar o pico base no espectro da eritratidi@3), como verificado na Tabela 15 e na
Tabela 17. O ion devz 271 da eritratidinona (28) pode sofrer uma clivagguiada pelo
radical com perda de uma metila radicalar ligadayadpo metéxi ligado ao anel aromatico
para originar o ion de camada fechadan@r256 (Figura 18).

Foi observado também que na molécula de 3-demetiratidinona (24), tanto a
reacdo de RDA como a segmentagdoarbonila ocorrem com a perda de uma molécula
neutra de eteno (- 28, o que indica que nesse caso as diferentes viagegem para a
formacao de ions com/z 271, como pode ser observado na Figura 14 e naaFi@, sendo
que este ion representa o pico base do espectBed#anetoxi-eritratidinona (24), como visto
na Tabela 15 e na Tabela 17. O ionmin271 pode sofrer uma clivagem guiada pelo radical
com perda metil radicalar para formar o ion de canfachada emvz 256 (Figura 15). A
segmentacaa-carbonila do ion molecular emvz 299 da 3-demetoxi-eritratidinona (24)
também pode ocorrer com a perda de uma molécutearaiCO (- 28I), 0 que origina outro
cation radical danwz 271 e justifica este ion como pico base do espealgsta molécula,
conforme observados na Tabela 15 e na Tabela I@Gn@mm/z 271 pode fragmentar-se
através da perda de uma molécula de eteno () 28origina o cation radical envz 243, o

qual também é observado na via iniciada pela redg&®DA. O ion enm/z 243 fragmenta-se
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para originar os ions em/z 214,m/z 215 em/z 228, sendo que 0s mecanismos envolvidos
nessas fragmentacdes sao exibidos na Figura 14.

As duas vias de fragmentacao iniciadas a partiiaws moleculares da eritratidinona
(28) e 3-demetoxi-eritratidinona propostas na Figid e na Figura 15 justificam a baixa
intensidade ou auséncia dos ions moleculares désieslcaloides com carbonila em C-2,
como observado na Tabela 15 e na Tabela 17, o staede acordo com os estudos de
MILLINGTON e colaboradores (1974).
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Figura 15 - Mecanismos de fragmentacdo de ions formados a plartvia de segmentaca@scarbonila de
derivados eritrinicos alcanoides com carbonilagsgdo 2. Eritratidinona (28). 3-demetoxi-eritratwha (24).
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4.3 - Analise do perfil de alcaloides nos extratos de mulungu obtidos através de EAB
eparticdo L/L

4.3.1 - Analise do perfil de alcaloides na fracdo DCM A1l

A andlise dos cromatogramas em CG-EM das fracddel BC e EAB Al mostra
homogeneidade entre os perfis cromatograficos sless@atos (Figura 16). Verificou-se
também correspondéncia entre os tempos de retenggidons verificados na analise em CG-
EM modo SIM dos constituintes da fracdo DCM Al (ANEA) com os tempos de retencao
e 0S ions majoritarios dos espectros de massasordpsoentes identificados e néo
identificados no extrato EAB Al, conforme mostra@oTabela 17. Assim, esses resultados
sugerem que os alcaloides previamente encontradosextrato EAB Al também estéo
presentes na fracdo DCM Al, ou seja, o perfil tatalo de alcaloides presentes nas cascas
de mulungu do lote A1 ndo é alterado pela acidiicado meio/temperatura empregada na
rotaevaporacdo do extrato obtido pelo método daght acido-base.

No entanto, a metodologia escolhido para extrag&aaftaloides foi a EAB, tendo em
vista que os alcaloides possuem um atomo de nitt@@®m um par de elétrons livres em sua
estrutura, o que faz com que essas substanciasnp®item como bases. Assim, em solugoes
de acidos os alcaloides podem sofrer protonacaotroménio e serem convertidos em sais e,
quando tratados com solu¢des alcalinas, o nitrogéx@ra o préton e origina novamente uma
amina livre (HENRIQUESet al., 2003). Dessa forma, a EAB, também denominada de
marcha-quimica para alcaloides, permitiu a extragietiva das substancias nitrogenadas, o
gue resultou em extratos enriquecidos em alcaloagsssibilitou o isolamento dessas
substancias neste trabalho a partir dos extratbdosbpor esse método. J& a fragdo DCM
obtida na particdo L/L ndo apresentou a mesmasdide da EAB, pois juntamente com o0s
alcaloides ocorreu a extracdo de outros componeatdesxtrato de mulungu. Assim, 0s
alcaloides estdo em menor concentracao nessa fagée justifica o emprego do modo SIM
para aumento da sensibilidade analitica do méted€@-EM utilizado e a ndo utilizagéo

dessa fracdo para purificacao e isolamento dogaiks eritrinicos.
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Figura 16 - Cromatogramas dos extratos DCM Al e EAB Al.

Tabela 17 - Dados de ionizacdo por elétrons dos alcaloidedifib@aos nos extratos de Al
obtidos por EAB e particdo L/L

. Tr (min) Tr (min) . m/z(SIM) m/z
Pico o pcmAal  EABA1  Aldoide o ooy A (EAB Al)
299 (37), 284 (36), 269
Erisovina (27), 268 (100), 266 (19),
1 29,58 29,66 (CigH2:NO3) 299,284,268 253 (12), 241 (11), 228
187 T2r s (13) 215 (23)
295 (30), 280 (39), 265
Eritrinina (28), 264 (100), 262 (21),
2 29,80 29,84 (C1sH1NOy) 295, 280, 264 224 (16), 211 (29)
297 (31), 282 (32), 267
Eritralina (24), 266 (100), 264 (24),
3 30,55 30,67 (CuHiNOY) 207,282,266 30 (10), 226 (16), 213
(25)
313 (34), 298 (35), 283
Erisotrina (29), 282 (100), 280 (16),
4 30,76 30,77 (C1sH1NOy) 313, 298, 282 229 (17)
301 (44), 287 (21), 286
(97), 271 (27), 270 (84),
5 31,69 31,75 NI 301, 286,270 257 (24), 242 (19), 216
(20)
Alcaloide 297 (31), 282 (38), 267
6 31,93 31,93 Dienoide 297,282,266 (31), 266 (100), 264 (16),
(C1gH19NOy) 239 (13), 226 (13), 213

17)
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Tabedla 17 - continuaca

. Tr (min) Tr (min) . m/z(SIM) m/z
Pico o pcmAal  EABA1  Aldoide o ooy A (EAB Al)
299 (36), 284 (33), 269
o (26), 268 (100), 266 (18),
Erisodina
7 32,80 3301 (o NGy 299,284,268 253 (11), 241 (10), 228
1871200 (10), 215 (16)
Eritratidina 331 (5), 300 (13), 273
ou (50), 272 (15), 258 (27),
8 34,05 34,08 epi- 337,300, 273: 257 (100), 256 (54), 244
eritratidina ' (60), 242 (15)
(C10H25NOy)
315 (8), 284 (12), 257
o (57), 256 (32), 242 (16),
Eritratina 315, 284, 257,
9 34,43 3446 (NG 241 298 241 (100)(,834)10 (77), 228
Eritratidina 331 (2), 300 (11), 273
ou (79), 272 (20), 258 (29),
10 34,71 34,71 epi- 33;'530221273’ 257 (100), 256 (45), 244
eritratidina ' (80), 242 (14)
(C10H25NOy)
Erisotina ou 317 (7), 286 (11), 259
11 36,03 36,01  Erisosalvina 17 g’gg' 259, 46), 258 (14), 243 (100),
(C18H23NOy) 242 (80)
313 (42), 298 (22), 295
Exitrinico (12), 283 (26), 282 (100),
fitrini 313,298,282, 280 (36), 264 (37), 262
12 36,30 36,35 (Cd'a”",lldoe) 264 (23), 255 (15), 224 (19),
18119 4, 211 (17)
266, 250, 222, 266 (19), 265 (100), 250
15 37,54 37,51 NI 204 (59), 222 (33), 204 (20)
258 (14), 257 (83), 256
331, 257, 240, (57), 255 (73), 240 (23),
17 31,76 3u.1i NI 226 227 (18), 226 (100)
331 (4), 258 (16), 257
(91), 256 (62), 255 (82),
19 38,65 38,68 NI 33L, g’fg' 256, 540 (23), 227 (19), 226

(100)

Tr: tempo de retencéo. DCM: diclorometano. EAB: exdmacido-base
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4.3.2 - Anélise do perfil de alcaloides na fragdo DCM B2

Constatou-se homogeneidade entre os perfis croméiogs da fracdo DCM B2
com o extrato EAB B2, como apresentado na FiguraQb&ervou-se correspondéncia
entre os tempos de retencao e perfis de fragmemt@dgs alcaloides e dos constituintes
nao identificados entre a fracdo DCM B2(ANEXO A)ertrato B2 obtido por EAB
(Tabela 18). Estes resultados sugerem que o pkxfdlcaloides identificados no extrato
EAB B2 € o mesmoda fracdo DCM B2 (Tabela 18), oja,se perfil alcaloidico
qualitativo das cascas de mulungu do lote B2 tamhém é alterado pela acidificacdo
do meio/temperatura empregada na rotaevaporacaexutato obtido pelo método de

extracdo acido-base.

(x1,000,000)
T 24 25 [1]28 I
3.5

30 ‘

251 ‘8

2.0{ 4

151

Figura 17 - Cromatogramas dos extratos DCM B2 e EAB B2.
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Tabela 18 - Dados de ionizac&o por elétrons dos alcaloidedifobenios nos extratos de B2
obtidos por EAB e particédo L/L

Tr (min) .
. Tr (min) . m/z(SIM) m/z
Pico Fr'é),fM EAB B2 Alcaloide (Fr.DCM B2) (EAB B2)
299 (39), 284
(37), 269 (29),
1 29,55 29,55 Erisovina 299, 284, 268 268 (100), 266
(C1gH21NO3) (18), 253 (12),
241 (14), 215 (22)
297 (32), 282
(33), 267 (29),
3 30,50 30,50 Eritralina 297,282, 266 266 (100), 264
(C1gH10NO3) (29), 239 (12),
226 (19), 313 (26)
313 (35), 298
Erisotrina (35), 283 (26),
4 30,70 (C1gH23NO3) 313, 298, 282 282 (100), 280
(15), 229 (16)
299 (3), 272 (19),
271 (100), 270
_ (39), 256 (88),
3-demetoxi- 243 (17), 242
24 33,88 33,90 eritratidinona 299, 271, 256 (75), 240 (22),
(C1gH21NO3) 228 (34), 215
(12), 214 (19),
212 (19), 197 (31)
331 (6), 300 (12),
273 (53), 272
Eritratidina ou (17), 258 (26),
8 34,01 34,02 Epieritratidina 331, 273, 257 257 (100), 244
(CiH25NOy) (57), 242 (16),
226 (12)
331 (2), 300 (10),
273 (77), 272
Eritratidina ou (21), 258 (29),
10 34,66 34,66 Epieritratidina 331, 300, 273, 257 (100), 244
257, 244 ’
(CigH25NOy) (76), 242 (17),
226 (12)
329 (4), 301 (10),
286 (42), 272
. (18), 271 (100),
Alcaloide
25 34,90 34,95 Alcenoide 329, 54?2 271, (27‘5 (22;)3 (2545
(C19H23NO4) , '

215 (19), 214
(25), 212 (26),
198 (17), 197 (71)
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Tabela 18 - continuaca

Tr (min)
Pico Fr. DCM
B2

Tr (min) Alcaloide m/z(SIM) m/z
EAB B2 (Fr.DCM B2) (EAB B2)

301 (10), 286

(39), 272 (17),

271 (100), 243

Alcaloide (23), 242 (74),

26 35,88 35,89 Alcenoide 329, 54?;5 271, 228 (53), 215
(C1gH23NO,) (19), 214 (24),

212 (24), 198

(15), 197 (67)

329 (2), 301 (10),
286 (39), 272
(17), 271 (100),
Eritratidinona 243 (23), 242
28 36,51 36,66 (C1gH23NOy) 329, 225326 271, (74), 228 (53),
215 (19), 214
(24), 212 (24),
198 (15), 197 (67)

329 (14), 287
329, 286,271,  (20), 286 (100),
29 38,09 38,08 NI 229 242 (12), 229 (21)
327 (15), 297
(20), 296 (100),
30 38,52 38,51 NI 327,312,281 »0 1 Hes (1)
328 (20), 327
(100), 312 (43),
282 (10), 281
(100), 280 (13)

31 40,00 38,99 NI 327,312, 281

Tr: tempo de retengdo. DCM: diclorometano. EABragdo acido-base
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4.4 - | solamento, identificacio e deter minacéo estrutural dos alcaloides eritrinicos

4.4.1 - |solamento e identificacao da eritralina e 8-oxo-eritralina

O fracionamento do extrato alcaloidico A2 atrav@€C resultou na obtencdo de 28

grupos de fragbes (Tabela 19), os quais foramsatds em CG-EM.

Tabela 19 - Grupos provenientes do fracionamento do extratailtico A2

Fracoes Grupo Massa(mg)
1-3 1 75,3
4-8 2 66,4

9-25 3 664,4
26-30 4 53,3
31-37 5 36,9
41-47 6 10,7
50-54 7 7,5
55-57 8 18,2
58-60 9 16,4
61-62 10 11,6
63-65 11 13,4
66-69 12 16,5
70-74 13 42,39
75-79 14 20,7
80-82 15 12,0
83-87 16 42,2
88-97 17 10,4

98-103 18 21,0

104-109 19 19,3

110-113 20 17,2

114-116 21 13,8

117-121 22 21,3

127-130 23 26,1

131-135 24 44,0

136-144 25 122,2

145-149 26 58,3

150-152 27 31,8

153-155 28 27,3
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Os dados de CG-EM mostraram que o grupo 3 (fra@B@@8) apresentou-se
enriguecido em eritralina, sendo que este grupsubmetido a purificacdo por CLAE-DAD
em escala semipreparativa para isolamento da lea@traAs fragbes purificadas foram

recolhidas de acordo com a Figura 18 e Tabela 20.

mAU

750

500+

250i 4
3

0
T e e e e L A e e e L LA e e e e e
0 5 10 15 20 25 30 35 40

min
Figura 18 - Cromatograma do grupo 3 (fracBes 9-25) obtido mdigacdo em CLAE-DAD semipreparativa<
280 nm) e fracBes coletadas.

Tabela 20 - Fracbes/picos obtidos na purificacdo do grupo 8c{es 9-25) do extrato
alcaloidico A2 por CLAE-DAD semipreparativo

Fragbes/Picos Tr (min) Massa (mg)

1 7,56 9,4
2 15,13 367,5
3 20,18 8,8
4 21,68 9,4
5 24,90 12,8
6 25,09 141
7 28,29 10,3

Tr: tempo de retencdo

A substancia referente ao pico 2 (367,5 mg) foetamla no tempo de retengédo de
15,13 min e, apdés secagem e liofilizacdo, foi aadik por CG-EM e IES-EM. Na andlise
dados de IE-EM desta substancia isolada foi reaidhea clivagema-alilica do ion
molecular emm/z 297 para formagao do pico base eva 266 (Tabela 23). No espectro de
IES-EM desta substancia (ANEXO B) foi observado d@dm um ion intenso emvz
298,14536 [M+H], correspondente o a férmula moleculagHBoNOs" (erro de 3,5 ppm), a
qual esta de acordo com eritralina (Tabela 23kriftalina € o alcaloide majoritario do
extrato alcaloidico das cascas de mulungu do l@te A
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A substancia referente ao pico 5 (12,8 mg) foi teole no tempo de retencdo 24,90
min (Tabela 20) e ap6s a secagem e liofilizacdarfalisada por CG-EM e IES-EM. O perfil
de fragmentacdo com ionizacdo por elétrons desisténcia corresponde aos ions descritos
na fragmentacdo da 8-oxoeritralina por MANTLE eabolradores (1984). Os dados de
ionizacdo por eletrospraytambém sugeriram o isaléonda 8-oxoeritralina, uma vez que
neste espectro foi observado um fofz 312,1232 [M+H] relacionado a formula molecular
C1sH1eNO," (erro de 1,2 ppm), a qual corresponde a 8-oxaérniér (Tabela 23).

4.4.2 - 1solamento e identificacdo da eritrinina e erisodina

Os dados de CG-EM mostraram que o grupo 25 (frad®6s144) apresentou
alcaloides eritrinina e erisodina, sendo que estpayfoi submetido a CCDP para isolamento
dessas substancias. Apos revelacdo com luz UVldeaspcromatograficas foram observadas
quatro zonas de absorgéo, as quais foram retidalataca, filtradas e secas (Tabela 21). A
substancia 2 (10,1 mg) (Tabela 21) foi analisada @G-EM e IES-EM. Os dados de
ionizag&o por eletros foram analisados e foi olzgkra ocorréncia de clivagewaalilica do
ion molecular emm/z 299 desta substancia para formacéao do ion di@lihajoritario do
espectro enm/z 268 (Tabela 23). Verificou-se que perfil de fragtagdo deste alcaloide esta
de acordo com as fragmentacdes dos isbmeros erseverisodina descritos por SINGH e
colaboradores (1981). Em associacao a esses dedespectro de IES-EM em alta resolucao
desta substancia (ANEXO B) observou-se o ion majuwi de mvz 300,1594 [M+H]
(C1gH2oNOs", erro de 1,9 ppm), o qual esta de acordo comrauldr molecular dos isbmeros
erisovina e erisodina (Tabela 23). Entretanto, entiicacdo do isbmero isolado ocorreu
somente apos a analise dos dados de RMN destarscibst

Tabela 21 - Substancias obtidas na purificagéo do grupo 25-143¢ por CCDP

Substancias Rf  Massa (mg)

1 0,10 5,8
2 0,22 10,1
3 0,72 12,3
4 0,91 23,4

Rf: fator de retencao

A substancia 3 (12,3 mg) (Tabela 21) também folisata por CG-EM e IES-EM. Na
andlise do perfil de fragmentagdo desta substantitE-EM foi observado o ion molecular em
Mz 264 originado pela clivagemalilica do ion enm/z 295 (Tabela 23). No entanto, novamente
ndo foi possivel observar o ion molecular m¥m 313 deste alcaloide no espectro de massas,



Resultados e Discusséo | 68

possivelmente relacionado a desidratacdo da maléaulfonte de ionizacdo 0 que sugeriu a
presenca de um grupamento hidroxila na moléculaladss de IES-EM em alta resolucdo desta
substéancia isolada (ANEXO B) déo suporte a estatdsp, pois foi verificado neste espectro um
fon emm/z 314,1403 [M+H] (C1gHo0NO4", erro de 3,4 ppm), o qual corresponde a formula
molecular da eritrinina, um derivado eritrinicordigle com hidroxila na posicéo 11 (Tabela 21).

4.4.3 - Isolamento e identificacao da eritratidinona

A fracdo alcaloidica de B2 foi purificada atravée €LAE-DAD em escala
semipreparativa. As fracdes purificadas foram hedat de acordo com a Figura 19 e Tabela 19.
O pico 2 (52,0 mg) apresentou tempo de retenc28,@amin (Tabela 22) e foi analisado por CG-
EM e IES-EM.O perfil de fragmentacédo desta sub&tédmostra reacdo de RDA no ion emnz
329 para formacgdo do pico base do espectrarén71 (Tabela 23), o que classifica este
alcaloide com um alcenoide. No espectro de IES-EMVsubstancia isolada (ANEXO B) foi
observado um jon d&/z [M+H]"* 330,1690 referente a formula moleculag-z,NO," (erro de
4,6 ppm), o qual esta de acordo com a eritratidir@abela 21). A eritratidinona é o alcaloide
majoritario nos extratos dos dois lotes adquiratoprodutor comercial B.

mAU 200

150

100+

20
min

(A)

mAU 5000

1500
10001

500

50.0‘ o ‘52‘.5‘ o ‘55‘.0‘ o ‘57.5‘ o ‘60.0‘ o ‘62.5‘ o 65._0
min
(B)
Figura 19 - Cromatograma do extrato alcaloidico B2 obtido ndfipagdo em CLAE-DAD semipreparativa<
280 nm) e fragcBes coletadas. (A): cromatogramadde2min; (B): cromatograma de 50-65 min.
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Tabela 22 - Fracfes/picos obtidos na purificacdo do extratal@idico de B2 por CLAE-
DAD semipreparativo

Fragbes/Picos Tr (min) Massa (mg)

1 26,63 0,9
2 28,20 52,0
3 30,63 1,7
4 31,58 1,9
5 35,21 2,7
6 36,31 7,3
7 40,80 8,4
8 42,60 7,5
9 43,40 6,2
10 49,86 4,0
11 50,38 3,2
12 50,92 2,5
13 52,38 3,9
14 52,89 4,2
15 53,56 4,6
16 54,51 1,8
17 60,53 1,3
18 62,02 2,8

Tr: tempo de retencdo

Os alcaloides isolados e identificados atravésddas de espectrometria de massas
foram identificados nas fracdes alcaloidicas aimpdds quais foram isolados, conforme
discutido anteriormente neste trabalho. Assim, loal@des isolados eritralina, eritrinina,
erisovina e 8-oxoeritralina correspondem a sub&af¢ substancia 2, substancia 7 e
substancia 22, respectivamente, identificadas mi@texA2. A eritratidinona corresponde a

substancia 28 identificada nos extratos do procgorercial B.
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Tabela 23 - Dados de IE-EM e IES-EM em alta resolucao dos a@ildes isolados

_ _ M assa observada M assa calculada Erro
Tr (min) m/z (IE-EM) Alcaloide Formula [M+H]" . .
m/z[M+H] m/z[M+H] (ppm)
297 (35), 282 (31), 267 (26), 266 (100), 264  Eritralina .
31,49 CigH20NO3 298,14536 298,144319 3,5

(21), 239 (11), 226 (13), 213 (22) (CigH16NO5)

299 (38), 284 (34), 269 (27), 268 (100), 266  (Erisovina) .
33,28 CigH2NO; 300,1594 300,159969 1,9
(17), 253 (12), 241 (11), 228 (10), 215 (16)  CigHNOs

295 (32), 280 (37), 265 (26), 264 (100), 262  Eritrinina .
30,45 CisH20NO4 314,1403 314,139233 3,4
(19), 224 (12), 211 (28) (C1eH19NOy)

311 (81), 296 (42), 280 (57), 279 (51), 278 8-oxoeritralina .
38,88 Ci1gH1gNO4 312,1232 312,123583 1.2
(100), 268 (20), 266 (17), 250 (48) (C1gH17/NOy)

329 (2), 301 (10), 286 (40), 272 (18), 271

36,98 (100), 256 (9), 243 (25), 242 (76), 228 (54), Eritratidinona .
CigH2aNO, 330,1690 330,170533 4,6
215 (18), 214 (23), 212 (24), 198 (15), 197  (C1gH»NO)
(66)

Tr: tempo de retencéo
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4.5 - Determinacgéo estrutural dos alcaloides eritrinicos isolados por RMN

45.1 - Andlises dos sinais de RMN 'H e *C caracteristicos das sublcasses de
alcaloides eritrinicos

Na anédlise dos espectros de RMIN das substancias isoladas neste trabalho foram
observados sinais de hidrogénios olefinicos na@eeded 5,6 — 7,0 a finalidade de identificar
diferencas nos deslocamentos quimicos dos hidmgérnilicos e alilicos nas estruturas
dienoides e alcenoides. Notou-se que nas estrutarsisbclasse dienoide (ligacao dupla entre C-
1 e C-2 e entre C-6 e C-7) podem ser encontra@®sitrais na regido dos hidrogénios olefinicos
referentes aos hidrogénios H-1, H-2 e H-7, comstriido na Figura 20. JA4 na regido de
hidrogénios olefinicos de alcaloides eritrinicoseabides (ligacdo dupla entre C-1 e C-6) é
possivel observar somente um sinal referente aodé@dio vinilico H-1 (Figura 20). Na grande
maioria dos derivados eritrinicos, os sinais n&ocedos hidrogénios aromaticos correspondema
H-14 e H-17 devido a presenca de substituintes e R2 no anel D (Figura 20).

No espectro de RMIC da subclasse alcenoide s&o verificados oitossiaiegido dé
100 a 150, referentes aos carbonos com hibridizgawomaticos e da ligagéoentre C-1 e C-
6, enguanto no espectro de RMN'd@ dos alcaloides dienoides sdo vistos dez sinaisgiéo
de 6 100 a 150, pois o sistema dienoide apresenta igagibr a mais que o alcenoide e,
consequentemente, dois carbondsisgis que a subclasse alcenoide (Figura 20).

A. Subclasse dienoide B. Subclasse alcenoide

H-17 RMN *H
Regides H olefinicos:
5,6 -7,0 ppm
6,4-7,0 ppm

RMN 3¢
Regido C sp?:
100 - 150 ppm

Figura 20 - Estruturas dos alcaloides eritrinicos das subdasenoide e alcenoide com indicagdo dos
hidrogénios e carbonos olefinicos, bem como a oedi& seus deslocamentos quimicos caracteristicns. E
vermelho: hidrogénios vinilicos; em azul: hidrogénaromaticos; em verde: carbono$s sp
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4.5.2 - Determinacao estrutural da substancia 3 (eritralina)

17
<O 16 =~ {\10
| .
13 Z_ 8
(@] 15\ N
%,

NN

2

Figura 21 - Estrutura de eritralina (substancia 3).

Para determinacéo estrutural da substancia 3 folnéictos espectros de RMN e**C.

No espectro de RMRH da substancia 3 (ANEXO C) foram visualizados @isinais
na regido dos hidrogénios olefinicos, sendo guenass end 6,57 @I, J = 10,1 Hz), 6,15d],
J=10,1 Hz) e 5,79) sao relativos aos hidrogénios vinilicos do sistelrenoide H-1, H-2 e
H-7, respectivamente (Tabela 24), enquanto os dwmiais emd 6,71 6) e 6,74 §),
correspondentes aos dois hidrogénios aromaticod-@d e H-17 (Tabela 24). O sinal &m
3,31 §) aprsenetou integracao para trés hidrogéniospsamdespondente aos hidrogénios do
grupo metoxila da posicdo C-3 (Tabela 24), os gressonam na regido dos hidrogérdaos
em éteresd(3,2-3,8), sendo que € caracteristico do grupoxnata singleto com integracéo
para trés hidrogénios (PAVIA al., 2009) (ANEXO C). Os dubletos ein5,98 @) e 5,99
(d) correspondem aos hidrogénios do grupo metilexathdda estrutura (Tabela 24).

No espectro de RMNC da substancia 3 (ANEXO C) foram observados deaisi
referentes a carbonos®spa regido dé 100 a 150, sendo que seis deles s&o refererges ao
carbonos aromaticos C-12, C-13, C-14, C-15, C-TB1¢ e os outros quatro referentes aos
carbonos olefinicos do sistema dienoide C-1, C-8,60C-7. A preesenca de dez carbonds sp
é caracteristica da subclasse dienoide. Ja os siomid 126,4, 127,8, 140,7, 146,9, 147,6
correspondem a carbonos quaternarios, uma vezste® 8o foram observados no espectro
de DEPT® 135 da substancia 3 (ANEXO C). No entamdio, foi possivel observar o sinal do
carbono espiro C-5 no espectro de RMN, cujo deslocamento nas estruturas de derivados
eritrinicos situa-se na regiaoddé3—-68 (AMERet al. 1991), possivelmente decorrente do
maior tempo de relaxacdo dos carbonos nao ligaduslragénios (PAVIAet al., 2009).
Assim, os cinco sinais ndo observados no espeetEPT 135° correspondem aos carbonos
spf ndo ligados a hidrogénio C-6, C-12, C-13, C-15-86CNos espectros de RMNC e
DEPT 135° da substancia 3 (ANEXO C) também forameokados cinco sinais referentes
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aos carbonos metilénicoscorrespondentes a C-4, @4, C-11 e o carbono relativo ao

grupometilenodioxido (Figura 21).

Os dados de RMRH e *C da substancia 3estdo de acordo com os dadostaeser
literatura para eritralina (AMER al., 1991).

Tabela 24 - Dados de RMN 1H &C da substancia 3 e da eritralina

Posicio Substancia 3 Eritralina® Substancia 3 Eritralina®sC
0§ (mult., J[HZ])  8H (mult., J [HZ]) 6°C
1 6,57 ¢, J=10,1)  6:54@dJ=22e 123,8 125,2
10,1)
2 6,15¢,J=10,1) 5,96 @, J= 10,1) 134,2 1315
3 4,49 @, J= 13,9) 3,96 ) 75,2 76,1
279 1) 2,49 @f,ng) 104 e
4 2,56 (ﬁ g)_ 52€ ) ge6d 55 38,3 41,8
: 11,6)
5 . . - 67,4
6 . . 140,7 142,2
7 5,79 €) 5,73 () 119,7 1228
_ 3,50 )
8 3.65 (jf’fl‘é;"z H2)  375@d d=238¢ 58,5 57.6
: 14.5)
10 3,16 () 2,90 )
3.9 () 352 0 45,7 44,5
2,96 ) 2,70 )
11 307 ) 2190 1) 25,2 25,2
12 . . 126,4 127,9
13 . . 127,8 132,4
14 6,74 € 6,77 € 106,0 106,1
15 . . 146,9 1458
16 . . 147,6 146,1
17 6,71 6 6,63 € 108,8 1085
] ] 5,98 ) 5,88 , J= 1,4)
OCH,0 299 &) SoLE kL 101,3 100,6
3-OCH, 3,316 3,33 6§ 55,9 55,9

500 MHz; CDC}. °(360 MHz),[AMERet al., 1991]
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4.5.3-Deter minacao estrutural da substancia 22 (8-oxoeritralina)

7 11
O 16/ /\10
12 O
< ‘ 13 Ng_
¢} 15Xy 8
14 4

\0/3\/1

2

Figura 22 - Estrutura da 8-oxoeritralina (substancia 22).

Para determinacdo estrutural da substancia 22 fokditios espectros de RM e
130.

O espectro de RMNH da substancia 22 (ANEXO C) exibiu cinco sinaifementes
aos hidrogénios olefinicos, sendo que os sinas&l88 @d, J= 2,4 e 10,2 Hz), 6,35l( J=
10,2 Hz) e 6,019) correspondem aos hidrogénios vinilicos do diemgugado H-1, H-2 e
H-7 respectivamente, e os sinaisoe®)72 @) e 6,73 §l) sado referentes aos hidrogénios do
anel aromatico H-14 e H-17 (Tabela 25). O singietensoé 3,27 com integracdo para trés
hidrogénios sugere a presenca dos hidrogénios wm gnetoxilana posicdo C-3. Os dois
sinais emd 5,91 @, J= 1,3 Hz) e 595d, J= 1,3 Hz) sugerem presencado grupo
metilenodiéxido (Tabela 25). A presenca de carboné posicdo 8 da substancia 22 foi
sugerida através da observacdo do deslocamentacg@umzo baixo do sinal em H-7 (+0,22
ppm) (Tabela 25) em comparacéo ao sinal de H-7nodde para da eritralina(Tabela 24).

Na anélise do espectro de RMIC da substancia 22 (ANEXO C) observou-se o sinal
emd 171,6, o quetambém sugere a presenca do grupondartem C-8, pois este sinal
apresenta um deslocamentocaracteristico de caabemilamidas, o qual situa-se na regiao
entred 155-185 (PAVIAet al., 2009). Aléem disso, o sinal 171,6 ndo foi observado no
espectro de DEPT 135° da substancia 22 (ANEXO Qjue confirma que este carbono é
quaternario. Outros seis sinais ndo foram obsesvatm escpectro de DEPT 135° e
caracterizam outros carbonos quaternarios na estrutomo C-5, C-6, C-12, C-13, C-15e C-
16. A observacdo dos espectros de RME e DEPT 135°da substancia 22 (ANEXO C)
mostra a presenca de quatro sinais referentesaalbsnos metilénicos (38,0, 41,1, 27,3 e
101,2), os quais correspondem aC-4, C-10, C-11cadmno do grupo metilenodioxido. No

espectro de RMN’C da substancia 22 também s&o observados dez sinesgido dé 100—
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150, os quais correspondem carbono$ sendo que quatros sinais correspondem aos
carbonos do sistema dienoidee seis carbonos penteaa anel aromatico.

Os dados de RMNH e *C da substancia 22 sugerem uma estrutura da ssiclas
dienoide com anel metilenodiéxido, como observaaesirutura da eritralina. Contudo, as
diferencas nos espectros de RMIS e DEPT 135 desses congéneres sugerem a presenca d
carbonila na posicao 8 da substancia 22, o quesmnde a estrutura da 8-oxoeritralina, cuja
estrutura é mostrada na Figura 22. Os sinais decespRMN 'H observados para a
substancia 22 estdo de acordo com os dados de Radblitds para 8-oxoeritralinapor
MANTLE e colaboradores (1984) e seus os dados d&RI@ estdo de acordo com os
descritos para 8-oxoeritralinapor CHAWLA e colalutmaes (1983).
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Tabela 25 - Dados de RMNH e *3C da substancia 22 e da 8-oxoeritralina

Substancia 22° 8-oxoeritralina” Substancia 22 8-
Posicdo 8'H (mult., J [HZ]) 8'H (mult., J[HZ]) A oxoeritralina®®C
1 6,88 dd,J=2,4e10,2) 6,87 @dd,J=2,6 e 10,2) 123,8 124,1
2 6,35 @I, J= 10,2) 6,30 (d, J=2,3 e 10,2) 136,9 136,5
3,78 @ldd, J= 2,3: 2,6:
3 3,78 M) 536 10.0) 74,8 75,1
12212 %%’j?j%iif&? 1,57 @dd, = 11,5)
4 ’ ]:1 6) e 2,80 ddd, J=5,3; 10,1 e 37,9 37,9
' 11,5)
5 . - 67,3 67,0
6 - - 157,7 157,2
7 6,01 @) 6,0 119,7 120,5
8 - - 171,6 171,2
3,67 ¢dd, J=73,9,2, 2 “ddl’;;)“; 90e
10 3182é7()11) 3,87 @dd,J=7,1;9,0e 41,1 41,5
’ 15,8)
298ddd,J=7,0;9,8e 2,95@dd,J=7,1;90¢e
16,0) 15,8)
1 3,16 ddd,J=7,0;9,8e 3,10@dd,J=7,1;9,0e 27,3 27,6
16,0) 15,8 Hz)
12 - - 127,7 120,1
13 -- -- 129,5 130,3
14 6,73 ) 6,74 105,0 105,2
15 - - 147,1 147,3
16 -- -- 146,1 146,3
17 6,72 (3) 6,72 109,5 108,7
5,95 @, J = 1,3 Hz) 5,95
“OCH,O- 5,91 (dJ=1,3 Hz) 5,91 101.2 1013
3-OCH3 3,369 3,33 56,5 56,5

3%00MHz; CDCL°CDCl;; [MANTLE et al., 1984],°90,6 MHz, [CHAWLAet al,, 1983].
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4.5.4 - Determinacao estrutural da substancia 2 (eritrinina)
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Figura 23 - Estrutura da eritrinina (substancia 2).

Para determinacdo estrutural da substancia 2 fotatidos espectros de RMNH e
130.

No espectro de RMNH da substancia 2 (ANEXO C) podem ser observadosoci
sinais na regido dos hidrogénios olefinicos, sepaoos sinais e 6,56 @d, J= 10,2 e 2,2
Hz), 8 6,00 @, J= 10,2 Hz) e 5,75n)) correspondem aos hidrogénios vinilicos dosistema
dienoide H-1, H-2 e H-7, respectivamente, e oslaiog ems 6,81 e 6,99 referem-se aos
hidrogénios aromaticos em H-14 e H-17 (Tabela ZB. hidrogénios H-1, H-2 e H-7
caracterizam a estrutura dienoide da substancen@janto os dois sinais de hidrogénios
aromaticos sugerem a presenca de substituienteposagdes 15 e 16 (Figura 23).0 sinal
intensoen®3,34 refere-se aos hidrogénios do grupo metoxil&eBy uma evz que apresenta
deslocamento quimico e integracdo condizente cogrdao. J4 os dois dubletos &ih,96
(J=1,4 Hz) & 5,93 (0= 1,4 Hz) correspondem aos dois hidrogéniosdo gnugilenodioxido
(Tabela 23). Na comparacéo dos epectros de RNINa substancia 2 e eritralina observa-se
que o sinal de H-11 em 4,72d( J= 4,5 Hz) para a substancia 2 (Tabela 26) é mais
desblindado que o sinal de H-11 da eritralina (Teat#l), o que sugere a presenca de
hidroxila na posicao 11.

A presenca de hidroxila em C-11 é também sugerdia gopmparacdo dos espectros
de RMN™C da substancia 2 e da eritralina (ANEXO C), pe@isfica-se que o sinal de C-11
em d 64,9 no espectro da eritrinina (Tabela 26) esté& rasblindado que o sinal deste
carbono, situadeé 27,3, no espectro da eritralina (Tabela 24). Eds®ervacido sugere que
sinal de C-11 da eritrinina esta na regido de carbesp ligados & atomos eletronegativos,

enquanto o sinal de C-11 da eritralina situa-selera regido mais blindada, correspondente a
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carbonos spsaturados ndo ligados a atomos de oxigénio. Necaspde DEPT 135° da
eritrinina o sinal cond 64,9 revelou ser um carbono metinico em C-11, amguno espectro
da eritralina o sinal de C-11 ei27,3€ um carbono metilénico, corroborando coneagica

do substituinte nessa posicdo. Na andlise dos tespede RMN'*C e DEPT 135° da
substancia 2 (ANEXO C) também foram observadosrgusinais referentes a carbonos
metilénicos em 40,9, 59,1, 51,6 e 100,9, correspoted aos carbonos C-4, C-8, C-10 e ao
carbono do grupo metilenodioxido.

No espectro de RMN’C da substancia 2 também foram verificados dezssima
regido os carbonos Speferentes a quatro carbonos do sistema dierfide C-2, C-6 e C-

7) e seis carbonos do anel aromatico D. Dentreadsonos sf) os sinais end 130,2, 131,5,
142,1, 146,7 e 147,2ndo0 puderam ser observadospecteo de DEPT 135° desta susbtancia
(ANEXO C), pois correspondem aos carbonos quates&-6, C-12, C-13, C-6, C-15 e C-
16 (Tabela 26). O sinal e 66,8 corresponde ao carbono espiro C-5 e tambédfoina
visualizado no espectro de DEPT 135°, confirmarais carbono quaterndrio.

Os dados de RMNH e **C da substancia 2 sugerem uma estrutura da subclass
dienoide com substituinte metilenoidioxido, comoeastrutura da eritralina. Aléem disso, 0s
deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbonmsiggn 11 desses congéneres sugerem
hidroxilagcdo na posicao 11 da substancia 2, o gresmonde a estrutura da eritrinina (Figura
23). Os dados de RMN d&l e **C da substancia 2 também estdo de acordo com ostaes

na literatura para eritrinina (Tabela 26).
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Tabela 26 - Dados de RMNH e *3C da substancia 2 e da eritrinina

Posicio 1Substé.ncia 2 ) Eritrinina’ Substlésnciaz Eritrinina®s%C
6'H (mult., J [HZ]) 6'H (mult., J [HZ]) 6-°C
1 6.56 (d )= 102 ¢ 2.2) 6,56 @d, J= 10.1 €2.2) 125,3 124.6
2 6,00 @, J= 10,2) 6,0 @m, J= 10,1) 131,2 131,2
3 3,97 ) 3,97 ) 76,0 755
2,39 @ddd, l=5,4 e 2,38 @ddd, J=10,5; 5,5;
4 11,5) 11,6 e1,1) 41,0 41,5
1,80 (1) 1,79 @d)

5 -- -- 66,8 66,8
6 - - 142,1 141,5
7 5,75 () 5,74 () 1235 1233
8 3,87 () 3,87 () 59,2 55,4
9 3,59 @d, J= 4.7) 3,50 (d, J= 4,8 e 4,2) - -
10 3,00 @d, J= 4.2) 3,02 (d, J= 4,8 e 4,2) 51,6 53
11 4,72 @d, = 4,5) 471 ¢d, 3= 4,8 e 4,2) 64,9 62,9
12 -- -- 130,2 130,7
13 - - 131,5 132,3
14 6,816 6.816) 105,8 104,5
15 - - 147,2 145,8
16 -- -- 146,7 145,7
17 6,99 6 6,.986) 107,3 106,7

OCHO-  oiily  serewis 00 1008

3-OCH; 3,34 6 3,33 56,1 55,4

2400 MHz, CDC}."360 MHz, DMSOd6 [AMER et al., 1991].°22,6 MHz, DMSOd6 [DAGNE; STEGLICH,

1984].
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4.5.5-Deter minacao estrutural da substancia 7 (erisovina)

Para determinacdo da estrutura da substancia m, @& dados de RMNH e
3¢, também foram utilzados dados obtidos a partaaieelacdes observadas nos espectros de
HMQC e HMBC (8 Hz), os quais exibidos no ANEXO Gag correlacdes espaciais entre
hidrogénios foram obtidas através do espectro dERO(ANEXO C). As correlacdes
obtidas nos espetros deHMBC, HMQC e NOESY séo aptadas na Tabela 27.

No espectro de RMNH da substancia 7 (ANEXO C) foram observados cBinais
na regido de hidrogénios olefinicos, o que € carmtico dos alcaloides dienoides. No
espectro de HMQC foi observada a correlacdo dasdpaios vinilicos 6,54 @d, J= 10,2;
2,1 Hz), 6,014, 10,2 Hz) e 5,71s(), com os carbonos $p25, 1 (C-1), 131,8 (C-2) e 122,3
(C-7), respectivamente (Tabela 27). O sinal dedg@nio aromatico erd 6,64 §), relativo a
H-17, correlacionou com o C-11 no espectro de HMBIEm disso, observou-se correlacéo
espacial do sinab 6,64 €) (H-17) com um dos hidrogénios da posi¢céo 11 mpe@so de
NOESY (Figura 24). Esses dados confirmam que @siéde hidrogénio aromatico refere-se
a H-17. Ja o sinal e6,86 €) (H-14) apresentou correlacdo com C-5 no espeetidMBC
e correlacdo espacial com H-3 no espectro de NOHKESY¥ue sugere que este sinal de
hidrogénio aromatico refere-se a H-14 (Figura 24¥orrelacdo espacial de H-3 e H-14 foi
relatada no estudo de NG@E com derivados eritrinicos realizado por DYKE; QUESS
(1981), no qual observou-se que a irradiagéo deabdidd produz cerca de 15 % de NOE no
sinal de H-14. Este efeito ocorre pelo fato de Hedtér espacialmente proximo de H-3.

No espectro de RMIH foram observados dois singletos intenso$ &85 e 3,39, 0s
quais apresentaram integracéo para trés hidrogémasada sinal, 0 que sugere a presenca de
dois grupos metoxilas na estrutura. O sinal &35 €) mostrou correlagdo com C-3 no
espectro de HMBC, o que caracteriza uma estruturarnetoxila na posicao 3 (Figura 24). Ja
o sinatom 3,89 €) mostrou correlacdo espacial com H-17 no espadrdblOESY, o que
sugere a presenca de metoxila em C-16 (Figura 24).

No espectro de RMNC da substancia 7 (ANEXO C) foram observados deaisi
correspondentes a carbono$ sp regido dé 100 a 150, sendo quatro sinais referentes aos
carbonos do dieno conjugado (C-1, C-2, C-6 e CsBig carbonos do anel aromético (C-12,
C-12, C-14, C-15, C-16 e C-17). Dentre os sindireates aos carbonos’spinco deles ndo
podem ser visualizados no espectro de DEPT 1358utbatéancia 7 (ANEXO C), pois
correspondem aos carbonos quaternarios C-6, C-13, C-15 e C-16. O sinal et 66,8

também nao foi observado no espectro de DEPT J8kS,corresponde ao carbono relativo
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ao espirocentro C-5. Na analise dos espectros did B® e DEPT 135° ainda foi possivel
verificar quatro sinais referentes aos carbonodénetos C-4, C-8, C-10 e C-11.

Os dados de RMN unidimensionais e bidimensionatddad para a substancia 7
sugerem a estrutura de um alcaloide dienoide comoxitee nas posicdes 3 e 16, 0 que
corresponde & estrutura da erisovina. Os dadodvi 'R da substancia 7 correspondem aos
dados da erisovina publicado por SINGH e colaboesi(i1981), exceto nos sinaisatribuidos
aos hidrogénios aromaticos H-14 e H-17, uma veznggee trabalho observou-se que o sinal
de H-14 é mais desblindado que o sinal de H-17uamq na literatura encontra-se uma
atribuicdo inversa (Tabela 27). CHAWLA e colaborad$o(1983) publicaram dados de RMN
13%C da erisovina com atribuicbes dos sinais baseadas espectros de RMN°C de
congéneres deste alcaloide. A comparacdo dos dedB8$/N°C da substancia 7 com estes
dados da literatura também sugere que este alead@jd a erisovina, apesar das inversdes
entre os sinais atribuidos C-1 e C-2, bem coma$@eedos sinais atribuidos a C-14 e C-17 e
entre C-15 e C-16. Contudo, as correlacdes obsasvaas espectros de RMN bidimensionais
proporcionam mais informagdes estruturais em relasitécnicas de 1D e atribuicbes com
base em dados das substancias na literatura (KAISBBO). As correlagcbes H-H e H-C
observadas nos espectros bidimensionais de RMMmiopam uma determinacao estrutural

e atribuicdo de sinais de maneira mais segura.
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Tabela 27- Dados de RMNH e *C e HMBC da substancia 7 e da erisovina

Substancia 72 . b A . L
1 Erisovina’d'H Substancia 7 Erisovina
Posicio  ° H[%”"Z‘]’)'"' b (mut,J[Hz)  HMBC  NOESY a13C 83C
6,54 @d, J=
1 101 2.2) 6,45 C-3,C-5 H-2 125,1 125,6
6,01 @, J=
2 10.1) 6,00 Cc-6 H-1 131,8 132,0
3 4,06 () - -OCH;, H-14 76,0 76,4
1,87 @d, J= C-3, C-5, C-
11,0) - 13
4 , 41,0 41,1
2,53, J=5,6 C-3, C-5, C- Hed
e 11,6) 6, C-13
5 - - - - 66,8 66,8
6 - - -- - 1422 1424
7 5,71 §) 5,67 - H-8 122,3 1224
3,54 (n) c-7 H-7, H-8,
8 3,74 @d, J= 3 C-5, C-7, C- H-10, H- 56,5 56,8
3,0 e 14,4) 6 11
C-5, C-11,
10 3,00 ) ~ c-12 11 435 44,0
3,50 m) -
C-10
1 2,67 () - C-12, C-17 T11%T7 24,1 24,2
2,97 ) C-10, C-12 '
12 - - - - 125,7 125,2
13 - - - - 131,6 131,5
C-5, C-12,
14 6,86 6) 6,63 6) C-16, C-15, He3 112 111
C-17
15 - - - B 143,6 145,6
16 - - - B 145,3 143,9
C-11, C-13,
17 6,64 6) 6,85 6) C-14, C-15, H-11 110,8 1125
C-16
-OCH, 3,89 6 3,87 6 C-16 H-17 56,1 55,7
3-OCH; 3,35 6) 3,33 6 C-3 - 55,8 55,7

400 MHz, CDC}.?%60 MHz, CDCL[SINGHet al., 1981]°90,6 MHz,[CH

AWLAEet al., 1983]
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Figura 24 - Correlacfes observadas no mapa de contornos de HBIBIZ) (em azul) e no mapa de contornos
NOESY (em alaranjado) da erisovina (substancia 7).

4.5.6 - Determinacéao estrutural da substancia 28 (eritratidinona)

Para determinacéo da estrutura da substancia&8,dds dados de RMM e *°C,
foram obtidas as correlagfes entre os hidrogéniasés do espectro de COSY (ANEXO C)
e as atribuicdes dos sinais de hidrogénios e casbda estrutura foram realizadas atraves das
correlacdes entre hidrogénios e carbonosobservamosspectros de HMQC e HMBC (8 Hz)
mostrados no ANEXO C. Todas as correlagbes obtasespetros de COSY, HMBC e
HMQC sdo mostradas na Tabela 26.

Na anélise do espectro de RRHNda substancia 28 (ANEXO C) foram observados
apenas trés sinais na regiao de hidrogénios atefirena6,29 (), 6,45 €) e 6,72 §), 0 que
sugere uma estrutura alcenoide. No espectro de HMQ8bservadaa correlagéo do sinal em
8 6,29 () com o sinald 126,7 na regido de carbono<,sp que sugere que este sinal seja
relativo ao unico hidrogénio vinilico da estrututd;1 (Tabela 28). Essa hipdtese foi
corroborada pela correlacdo do sinal em H-1 connal stribuido a H-7 no espectro de
COSY (Tabela 28). No espectro de HMQC os sinaiséedh e 6,72 mostraram correlacao
com os dois carbonos “spromaticosligados a hidrogénio na estrutura em5168112,7,
respectivamente (Tabela 28). A correlacdo do sioalidrogénio ensd 6,45 com C-13 e C-5
indica que este sinal corresponde a H-14, enquastorelacdo do sinal de hidrogénio &m
6,72 com C-12 e C-11sugere que este sinal corrdsparH-17. Os singletos intensos &m
3,42, 3,72 e 3,84 noespectro de RMNsugerem a presenca de trés grupos metoxilas na
estrutura. Na analise do espectro de HMBC foi ofasler a correlacdo do sinal referente a
metoxila mais blindadas(3,42) com o carbono C-3715,7) e o sinal de H-3 correlacionou

com o carbono metoxilic® 58,6 (Tabela 25). Para atribuicdo dos sinais dgexilas ligadas
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a C-15 e C-16 também foi importante a observacémdalacdo do sinal de H-11 com C-16
no espectro de HMBC (Figura 25). Observou-sequéhideogénios das metoxilas mais
desblindadas e 3,72 e 3,84 correlacionaram com os carbonos arors&m C-15 e C-16,
respectivamente, como mostrado na Tabela 28 e &igbr Os dados de RMN dél da
substancia 28estdo de acordo com os dados deswildsratura para eritratidinona descrita
por BARTON e colaboradores (1973). No entanto,damos de RMNH da literatura o sinal
dos hidrogénios metoxilicos mais blindado foranibatdos a C-15, enquanto o hidrogénio
metoxilico mais desblindado foi atribuidoa C-16,p@Esso que os dados de RMN obtidos
neste trabalho mostraram que a hidrogénio metoxitiais blindado corresponde ao grupo
metoxilica da posi¢éo 16 e o mais desblindado g@n4d5 (Tabela 28).

Na analise do espectro de RMfT da substancia 28 (ANEXO C) foram verificados
oito sinais de carbonos%pa regido de 100 a 150 ppm, como o esperado pamdaaloide
alcenoide, sendo que seis destes sinais corregpamecarbonos anel aromatico da estrutura
(C-12, C-13, C-14, C-15, C-16 e C-17) e dois daeposicdes 1 e 6 do alceno. Dentre os
sinais referentes aos carbonos €regido 8 100 — 150), cinco deles ndo podem ser
visualizados no espectro de DEPT 135° da substaBqANEXO C), pois correspondem aos
carbonos quaternarios C-6, C-12, C-13, C-15 e ONB&. espectros de RMNC e DEPT
135° da substancia 28 também foi possivel obsarveo sinais referentes aos carbonos
metilénicos C-4, C-7, C-8, C-10 e C-11. O sinabdi8,1 foi atribuido ao carbono espiro da
posicdo 5, uma vez que este ndo apresentou ca@woelag espectro de HMQC, nao foi
visualizado no espectro de DEPT 135° e situa-seegéo de deslocamento quimico
caracetristico do espirocentro de derivados edtf) entred 65— 68. O sinal mais desblinado
no espectro de RMRFC ems 196,0 situa-se na regido caracteristica do grapwoaila, entre
6 185-220 (PAVIAet al., 2009), e nao foi observado no espectro de DEI5Ida substancia
28 (ANEXO C). Os dados de HMBC mostraram a coréaatos hidrogénios H-3 e H-4 com
o sinal end 196,0, 0 que sugere a carbonila na posicao 2 r@Rzf).

Com base nos dados de RMN obtidos, sugere-se utnatues alcenoide com
carbonila na posicdo 2 e grupos metoxila nas pesi¢d e 16 para a substancia 28, a qual é

condizente com a estrutura da eritratidinona maatre Figura 25.
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Tabela 28 - Dados de RMNH e *3C, COSY e HMBC da substancia 28 e da eritratidinona

_ Substancia 28° Substancia 28 Eritratidinona”’
Poscio cosy . HMBC
6'H (mult., J [HZ]) 6~°C 6'H (mult., J [HZ])
1 6,29 () H-7 1267 C-3,C-5 6,131
2 - - 195,0 - -
C-2,
3,92 ¢d,J=55¢
3 H-4 75,7 3-OCH;, 4,05 {n)
12,6)
C-4
258 (d, J=5,5 e c-2,C-3,
4 11,6) H-3, H-4 38,4 C-5, C-6, 2,16 ¢, 13)
2,75 () c-12
5 -- -- 68,2 -- --
-- -- 158,7 -- --
2,69
7 ™ H-7, H-8 26,9 C-6
3,05 (1)
8 3,07
™ H-7, H-8 47,0 C-13
3,88 1)
3,58
10 ™ H-10, C-5, C-8,
3,77 @d, J=46¢€ 40,6 2,08-3,50
H-11 C-11, C-13
8,6)
1 C-10, C-12,
3,11 fn) H-10 21,6 C-13, C-16,
C-17
12 -- -- 119,5 -- --
13 -- -- 122,6 -- --
C-15, C-16,
14 6,45 §) . 108,6 6,57 €
C-13,C-5
15 -- -- 150,4 -- --
16 -- -- 148,5 -- --
C-11, C-12,
17 6,726 - 1128 6,68 )
C-15, C-16
3-OCH; 3,42 6) -- 58,6 C-3 3,50
15-OCH; 3,84 ¢ -- 56,1 C-15 3,78
16-OCH; 3,72 ¢ -- 56,3 C-16 3,88

4%00MHz, CDC},"JAMER et al., 1991]
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Figura 25 - Correlagcfes observadas no mapa de contornos de HBIBIZ) (em azul) e no mapa de contornos
COSY (em alaranjado) da eritratidinona (substaag)a
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5- CONCLUSOES

A associacdo dos dados de espectrometria de memsagonizacdo por elétrons e
ionizagdo por eletrospray em alta resolucdo pernatiidentificacdo de treze possiveis
alcaloides eritrinicos nos extratos alcaloidicos cascas da espécie nativa e de produtores
comerciais d&. verna. A identificacdo através dos dados de IE-EM fobasada em padrbes
de fragmentacdo das subsclasses de alcaloidesapevwe publicados na literatura e
mecanismos de fragmentacdo propostos neste tralizdimire os alcaloides identificados, a
eritralina, 8-oxoeritralina, eritrinina, erisodirea eritratidinona foram isolados a partir dos
extratos dos produtores comerciais e tiveram sstasteras determinadas por RMN.

A observacdo de que ndo houve diferenca no parélitgtivo dos alcaloides em
extratos obtidos por metodologias de extracdodistiindica que ndo ha degradacdo dos
derivados eritrinicos quando estes sdo submetigbsacido. Além disso, a EAB mostrou-se
mais adequada para obtencédo de fracdes enriquemmdaacaloides, a partir das quais os
derivados eritrinicos foram isolados.

Verificou-se, no presente trabalho, uma maiorhomeigiade entre o perfil alcaloidico
do extrato do produtor comercial B e da espécievanate E. verna. Entretanto, notou-se
diferenca entreos alcaloides identificados nasasados fornecedores A e B, o que mostra
variacdo dos marcadores quimicosEl@erna nos materiais vegetais comercializados. Além
disso, a diferenca dos rendimentos em massa dg@efralcaloidicas obtidas a partir das
cascas deE. verna nativa e comercializadas sugerem variacdo nosdede alcaloides
presentes nessas materiais vegetais.

Dessa forma, o presente trabalho contribui tanta patencdo de dados quimicos de
marcadores do géneErythrina, quanto para alertar os usuarios de preparacte<imadie
fitoterapicos baseadosem mulungu em relacdo a vedssfiscos quanto a ineficacia
terapéutica e/ou toxicidade decorrentes de varsagéeperfil e teor dos marcadores quimicos
na espécie. Deve-se ressaltar que a variacaoajivaie no teor dos marcadores quimicos
observados nos diferentes materiais vegetais dengulanalisados neste trabalho podem
decorrer da influéncia de efeitos da sazonalid#oe @o cultivo das plantas em ambientes
distintos sobre a producéo de metabdlitos secwogjau até da comercializacdo equivocada

de espécies distintas do génErgthrina comoE. verna.
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ANEXOS

ANEXO A — Perfis cromatogr&ficosem CG-EM no modo SIM

(x10,000)
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Figura 1 -Cromatograma em CG-EM (modo SIM) da fragcdo DCM Al.

(x100,000)
JTIC TIC TIC TIC TIC TIC TIC TIC TIC|]|S TIC TIC TIC
1299.00 (2:223.00 (8.20) 273.00 (3.8299.00 (23MPO (29.9531.BRY: T 16 (54F8).00 (2.46) 327.BRT2066)1.38)
1.007284.00 (1 283.00 (1.00) 257.00 (1.0894.00 (227,00 (1.08)300.(XB60RH2.00) (13E) (1§ (138H.00 (1.23) 296.(XL21000)3.02)
168.00 (128.00 (3.04) 244.00 (3.088.00 (25380 (1.16)273.AT41085)2-06) (1285 10 (2.97)1.00 (2.23) 284.@B{00M)L.06)
1 313.30 (2.47) 331.00 (100. G057, GARI08B)D.86) (1 D7) |0 (1. 18)9.00 (1.92)
0.751 298.00 (2.69) 257.00 (6.23)244.0051.62) 242100 (1.41)
] 273.00 (16.35)
0.50
] 7o)
05| S
] o) 2o
0 - N
30.0 31.0 32.0 33.0 34.0 35.0 36.0 37.0 38.0 39.0

Figura 2 - Cromatograma em CG-EM (modo SIM) do fracdo DCM B2
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ANEXO B — Espectros de |[ES-EM em alta resolucdo dos alcaloides eritrinicos
isolados
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Figura 3 - Espectro de massas com ionizag&o por eletrogpraglta resolucdo (modo postitivo) da substancia
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Figura 4 - Espectro de massas com ionizacao por eletrogpnaglta resolucdo (modo positivo) da substancia 2.
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Figura 5 - Espectro de massas com ionizacao por eletrogmnaglta resolucdo (modo positivo) da substancia 22
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Figura 6 - Espectro de massas com ionizacdo por eletrogpnagita resolucdo (modo positivo) da substancia 28
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ANEXO C — Espectros de RMN dos alcaloides eritrinccos isolados
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Figura 7 -Espectro de RMNH da substancia 3 (eritralina) (CRE00 MHz)
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Figura 27 - Espectro de RMNH da substancia 7 (erisovina) (CRG00 MHz)
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Figura 31 - Espectro de RMNC da substancia 7 (erisovina) (CRCI00 MHz)
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Figura 37 - Expanséo 3 do espectro de DEPT 135° da subaté(aiisovina) (CDG) 100 MHz)
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Figura 39 - Expanséo 1 do mapa de contornos em HMQC dadndiat7 (erisovina)
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Figura 40 - Expanséo 2 do mapa de contornos em HMQC dadndiat7 (erisovina)
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Figura 49 - Expans&o 1 do espectro de RMiNda substancia 28 (eritratidinona) (CB&I00 MHz)
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Figura 50 - Expans&o 2 do espectro de RMiNda substancia 28 (eritratidinona) (CB@00 MHz)
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Figura 51 - Espectro de RMNC da substancia 28 (eritratidinona) (CRO00 MHZ)
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Figura 52 - Ampliac&o 1 do espectro de RMFC da substancia 28 (eritratidinona) (CRO00 MHZ)
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Figura 53 - Ampliacdo 2 do espectro de RMRC da substancia 28 (eritratidinona) (CRO00 MHZ)
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Figura 54 - Espectro de DEPT 135° da substancia 28 (eritnatich) (CDC}, 100 MHZ)
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Figura 55 - Expanséo 2 do espectro de DEPT 135° da subata8dgeritratidinona) (CDgJl100 MHZ)
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Figura 56 - Mapa de contornos em COSY da substancia 28adinona)
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Figura 57 - Expanséo 1 do mapa de contornos COSY da subs@¢eritratidinona)
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Figura 58 - Mapa de contornos de HMBC (8 Hz) da substangigeftratidinona)
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Figura 59 - Expanséo 1 do mapa de contornos de HMBC (8 Blauthstancia 28 (eritratidinona)
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Figura 60 - Expansédo 2 do mapa de contornos de HMBC (8 Haubatancia 28 (eritratidinona)
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Figura 61 - Mapa de contornos de HMQC da substéncia 284#&dinona)
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Figura 62 - Expanséo 1 mapa de contornos de HMQC da sulsté®dceritratidinona)
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Figura 63 - Expanséo 2 mapa de contornos de HMQC da sulstd®dceritratidinona)



