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RESUMO

ESTUDO QUIMICO E ATIVIDADE LEISHMANICIDA DE Erythroxylum plowmanii
Amaral (ERYTHROXYLACEAE)

Autor: Daniel Silva de Santana
Orientadora: Prof.2 D.ra Vanderlucia Fonseca de Paula

Erythroxylum plowmanii Amaral é uma espécie da familia Erythroxylaceae, endémica
do Brasil. Espécies do género Erythroxylum geralmente sé&o produtoras de alcaloides
tropanicos, além de terpenos e flavonoides. No presente trabalho, foi realizado o
estudo quimico do extrato etandlico das folhas de E. plowmanii e a avaliagdo da
atividade leishmanicida de extratos das folhas, galhos e caule. Por meio de técnicas
classicas de isolamento, tais como cromatografia, e de analise de dados espectrais
(Infravermelho, Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e '3C e Espectrometria de
Massas), cinco substancias foram isoladas e identificadas: 3-sitosterol glicosilado; 2-
acetamidobenzoato de metila; e trés alcaloides tropanicos inéditos, 3a-(2-
aminobenzoiloxi)-63,7B-diidroxitropano, 6[3-(2-acetamidobenzoiloxi)-3a-(2-
aminobenzoiloxi)-7B-hidroxitropano e 3a,6B3-bis(2-aminobenzoiloxi)-7 -
hidroxitropano. As leishmanioses caracterizam-se por doencgas tropicais infecciosas,
ndo contagiosas, causadas por protozodrios de diversas espécies do género
Leishmania sp., que sao transmitidos pela picada de insetos fémeas do género
Lutzomyia, que se infectam ao picar animais silvestres e domésticos. Os extratos
etandlicos das folhas, dos galhos e do caule foram submetidos a avaliacdo da
atividade leishmanicida. Os resultados foram expressos em porcentagem da inibicéo
do crescimento das formas amastigotas em relacédo aos controles sem amostra. Para
este ensaio, foram consideradas ativas as amostras com porcentagem de inibicdo
acima de 70%, na concentragao de 200 pg/mL. Dentre os extratos que tiveram seu
potencial leishmanicida avaliado, o extrato etandlico das folhas apresentou o melhor
resultado, apresentando 84% de atividade inibitéria, demonstrando ser uma
promissora fonte de compostos bioativos, que podem ser usados no combate as
leishmanioses. Portanto, estudos futuros deverdo ser realizados com as substancias
isoladas do extrato das folhas para avaliar suas respectivas atividades leishmanicida,
bem como, outras atividades biol6gicas dessas substancias.

Palavras chaves: Alcaloides tropanicos. Atividade leishmanicida. Erythroxylum

plowmanii.



ABSTRACT

CHEMICAL STUDY AND LEISHMANICIDAL ACTIVITY OF Erythroxylum
plowmanii Amaral (ERYTHROXYLACEAE)

Author: Daniel Silva de Santana
Advisor: Prof.2 D.ra VanderlUcia Fonseca de Paula

Erythroxylum plowmanii Amaral is a species of the family Erythroxylaceae, endemic to
Brazil. Species of the genus Erythroxylum are generally producers of tropane alkaloids,
in addition to terpenes and flavonoids. In the present study, the chemical study of the
ethanolic extract of the leaves of E. plowmanii and the evaluation of the leishmanicidal
activity of extracts of the leaves, branches and stem were carried out. By classical
isolation techniques, such as chromatography, and analysis of spectral data (Infrared,
'H and *3C Nuclear Magnetic Resonance and Mass Spectrometry), five substances
were isolated and identified: glycosylated B-sitosterol; methyl 2-acetamidobenzoate;
and three new tropane alkaloids, 3a-(2-aminobenzoyloxy)-6(3,7B-dihydroxytropane,
63-(2-acetamidobenzoyloxy)-3a-(2-aminobenzoyloxy)-7B-hydroxytropane and 3a,6[3-
bis(2-aminobenzoyloxy)-73-hydroxytropane. Leishmaniasis are characterized by
infectious, non-contagious tropical diseases, caused by protozoa of different species
of the genus Leishmania sp., which are transmitted by the bite of female insects of the
genus Lutzomyia, which become infected when biting wild and domestic animals. The
ethanolic extracts of leaves, branches and stem were submitted to the evaluation of
leishmanicidal activity. The results were expressed as a percentage of growth inhibition
of amastigote forms relative to controls without a sample. For this assay, samples with
an inhibition percentage above 70%, at a concentration of 200 yg/mL, were considered
active. Among the extracts evaluated about their leishmanicidal potential, the ethanolic
extract of the leaves showed the best result, showing 84% of inhibitory activity,
demonstrating to be a promising source of bioactive compounds that can be used to
fight leishmaniasis. Therefore, future studies should be carried out with the isolated
substances from the leaf extract to evaluate their respective leishmanicidal activities,
as well as, other biological activities of these substances.

Key words: Tropane alkaloids. Leishmanicidal activity. Erythroxylum plowmanii
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais pela humanidade néo é algo recente, sabe-se
que, desde a antiguidade, essas plantas sdo utilizadas no tratamento de diversas
doencas que afligem a populacdo (OLIVEIRA et al., 2007). A Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) demonstrou que mais de 80% da populacdo mundial utiliza plantas
medicinais, ou preparacdes dessas, como alternativa aos tratamentos da medicina
moderna, sendo que a prépria OMS incentiva sua utilizacdo, pois, além de se tratar
de uma pratica tradicional, traz beneficios para quem as utiliza (SALVAGNINI et al.,
2008).

O uso de plantas medicinais favorece, ndo somente a melhoria de vida das
pessoas, como também direcionam as pesquisas relacionadas ao isolamento e
identificacdo de substancias que possuem atividade biolégica, comprovando que a
planta possui, de fato, determinadas propriedades terapéuticas (LIMA et al., 2014). Os
compostos biologicamente ativos, identificados a partir dessas plantas, norteiam as
pesquisas que visam a producdo de farmacos ou produtos utilizados na formulagéo
de medicamentos, bem como os elaborados exclusivamente a base de extratos
vegetais, conhecidos como fitoterapicos (SCHENKEL et al., 2007). Esses principios
ativos podem pertencer a classes de compostos, tais como os terpenoides, compostos
fendlicos, alcaloides dentre outros.

Por possuir uma grande variedade de vegetacao e de plantas nativas ainda
ndo estudadas, tanto do ponto de vista quimico quanto biolégico, o Brasil acaba se
tornando um grande potencial biolégico a ser explorado (PINTO et al., 2002).

O género Erythroxylum possui um grande potencial farmacoldgico das
substancias isoladas de suas espécies, entretanto, ha a ocorréncia de espécies ainda
nado devidamente exploradas, tanto do ponto de vista quimico quanto do ponto de vista
farmacoldgico. Assim, reconhecendo a importancia do género, no presente trabalho a
espécie E. plowmanii foi estudada, cuja constituicAo quimica e aspectos
farmacoldgicos ndo sdo conhecidos, o que podera conduzir a descoberta de novas

substancias bioativas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A familia Erythroxylaceae

A familia Erythroxylaceae Kunth pertence ao grupo das Angiospermas,
abrangendo quatro géneros: Erythroxylum P. Browne (descrito em 1756), Aneulophus
Benthan (descrito em 1862), Nectaropetalum Engl. (descrito em 1902) e
Pinacopodium Exell & Mendoncga (descrito em 1951), sendo que apenas 0 género
Erythroxylum P. Browne é amplamente distribuido em toda regido tropical, enquanto
0s demais se encontram restritos ao continente africano (COSTA-LIMA et al., 2014).
As plantas pertencentes a essa familia podem ser encontradas como arvores,
arbustos ou subarbustos (SOUZA e LORENZI, 2008).

2.2 Ogénero Erythroxylum P. Browne

O género Erythroxylum possui distribuicdo subtropical, pantropical e
neotropical, sendo Venezuela, Brasil e Madagascar os maiores centros de diversidade
e endemismo do género (DALY, 2004; BARBOSA et al., 2014). O Brasil possui cerca
de 127 espécies nativas catalogadas, sendo 83 endémicas, com distribuicdo em todo
territério brasileiro (LOIOLA e COSTA-LIMA, 2015a) (Fig. 1).

B

Figura 1: Distribuig&o territorial do género Erythroxylum.
Fonte: http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB111.

Loiola e Cordeiro (2018, p. 202), descrevem as espécies do género da

seguinte forma:

[...] habito variando de subarbustos a arvores de pequeno a
médio porte (3-10 m de altura), catafilos geralmente
semelhantes as estipulas; folhas sempre alternas e inteiras, com
estipulas  intrapeciolares,  estriadonervadas ou  nao,
frequentemente 2 a 3-setulosas no apice; inflorescéncias
constituidas por uma a varias fl ores, em geral menores que um
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cm, actinomorfas, diclamideas, pentédmeras, hermafroditas e
heterostilicas; estames dez, com os filetes concrescidos na base
formando um pequeno tubo; ovério supero, tricarpelar, com trés
I6culos (dos quais dois sd@o vazios e o terceiro aloja um Unico
6vulo) e fruto do tipo drupa.

Dentre os diversos autores que descreveram o0 género, Plowman € um dos
gue mais se destacam. Descreveu novas espécies de Erythorxylum para o Brasil e
Venezuela, em 1983; em 1984 identificou novas espécies na Amazoénia Brasileira,;
descreveu novas espécies para o Nordeste, em 1986; e no ano seguinte propds dez
novas espécies para o estado da Bahia (LOIOLA e CORDEIRO, 2018). Os autores
destacam também Amaral Jr., Loiola e Costa-Lima como contribuintes importantes no
conhecimento taxonémico das espécies de Erythroxylum.

Muitas espécies tém sido utilizadas na medicina popular para diversos fins
terapéuticos: diurético; tonico; estimulante; antidiarreico, tratamento de asma,; contra
parasitas intestinais; febre, amenorreia; sangramento; disturbio renal; influenza;
sinusite; problemas estomacais; combater a fadiga e fome, dentre outros (RIBEIRO et
al., 2013a).

2.3  Erythroxylum plowmanii Amaral

A espécie Erythroxylum plowmanii Amaral € uma arvore terricola, podendo
atingir até 12 m de altura, sendo endémica do Brasil, ocorrendo apenas nos estados
da Bahia e Espirito Santo, sendo a Mata Atlantica seu principal dominio fitogeogréfico
(LOIOLA e COSTA-LIMA, 2015b) (Fig. 2).

Figura 2: Distribuigéo territorial da espécie E. plowmanii.
Fonte: http://servicos.jbrj.gov.br/flora/search/Erythroxylum_plowmanii.


http://servicos.jbrj.gov.br/flora/search/Erythroxylum_plowmanii
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Pesquisas na literatura, em bases de dados como o Web of Science e
SciFinder Web, revelaram que nao ha estudos fitoquimicos ou de avaliacdo de

atividades farmacologicas para essa espécie.

2.4  Estudo fitoquimico e avaliacdo de atividades biolégicas de espécies de
Erythroxylum

O género Erythroxylum € bastante conhecido pela producdo de alcaloides
tropanicos, além de terpenos e flavonoides (EL-IMAN et al., 1985; BOHM et al., 1988;
ANSELL et al., 1993; ZUANAZZI et al., 2001). Diversas atividades biologicas sao

relatadas para espécies desse género. Na Tab. 1 (p. 22) sdo demonstradas algumas.

2.4.1 Alcaloides tropanicos

O género é bastante conhecido pela produc¢éo de alcaloides tropanicos, sendo
também relatado a presenca de alcaloides piridinicos e pirrolidinicos (EI-IMAN et al.,
1985; BOHM et al., 1988; ANSELL et al., 1993; ZUANAZZI et al., 2001; GONZALEZ-
GUEVARA et al., 2006). A cocaina (Fig. 3) é o principal alcaloide tropanico, até entéo,
descrito para o género, e foi isolada pela primeira vez em 1860 por Albert Nieman,
gue estudava as folhas de E. coca var. coca (BIONDCHI e JOSLIN, 2016). Esse
alcaloide é encontrado principalmente nas folhas das variedades das espécies de E.
coca e E. novogranatense, sendo um importante anestésico local. Mas devido a sua
propriedade psicoativa no sistema nervoso central, a cocaina passou a ter uso
recreativo, se tornando um problema de salde publica (ZUANAZZI et al., 2001;
BIONDCHI e JOSLIN, 2016; BARROS et al., 2017). Segundo Oliveira et al., 2010, a

cocaina também foi relatada em outras espécies do género.

Figura 3: Estrutura da cocaina.
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A descoberta da cocaina fez com que o interesse em estudar o género
Erythroxylum crescesse. Pesquisas na literatura demonstram o isolamento de
inumeros alcaloides tropanicos, bem como a avaliacdo de atividades biolégicas dos
mesmos (PEREIRA, 2017). Por exemplo, extratos alcalinos de E. vacciniifolium,
popularmente conhecida como catuaba, demonstraram atividade antibacteriana frente
a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, além de significativa inibicdo do HIV e de
infecgbes oportunas em portadores do virus (MANABE et al., 1992). Desses extratos,
foram isolados diversos alcaloides tropanicos, dentre eles as catuabinas A, B e C (Fig.
4a, 4b e 4c, respectivamente) (GRAF e LUDE, 1977; GRAF e LUDE, 1978; ZANOLARI
et al.,, 2003, QUEIROZ et al., 2009). Estes alcaloides podem estar associados,
também, as propriedades estimulante do sistema nervoso central, afrodisiaca e contra
disfuncdo erétil apresentadas em bebidas e remédios que contém essa planta,
normalmente cascas e/ou raizes (ZANOLARI et al., 2003). Alcaloides tropanicos
isolados de E. caatingae tiveram suas atividades antimicrobiana e antitumoral
avaliadas. Dentre eles, a catuabina B exibiu significativa citotoxicidade contra NCL-
H292 (OLIVEIRA et al, 2011; AGUIAR et al., 2012; MAIA et al., 2014). A pungencina
(Fig. 4d), isolada de E. pungens, demonstrou excelentes resultados na atividade
vasorelaxadora em ratos (OLIVEIRA et al., 2012). Das raizes de E. pervillei foi isolado
a pervilleina A (Fig. 4e), que demonstrou ser um potencial modulador da glicoproteina-
P, quando testado frente a células KB-V1, na presenca de vimblastina (SILVA et al.,
2001; CHIN et al., 2007).
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Figura 4: Alguns alcaloides isolados de espécies de Erythroxylum.

2.4.2 Flavonoides

Os flavonoides sao compostos polifendlicos abundantes em plantas, estando
associados a diversos efeitos bioquimicos. Possuem ampla aplicacdo nas areas
farmacéuticas, medicinais e cosmeéticas por conta das diversas atividades bioldgicas
ja comprovadas. Dentre elas podemos destacar as propriedades antioxidantes, anti-

inflamatorias, antimutagénicas e anticancerigenas, juntamente com sua capacidade
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de modular fungcbes enzimaticas celulares essenciais (PANCHE et al., 2016). Podem
ser divididos em diversos subgrupos: isoflavonas, neoflavonoides, flavonas, flavonais,
flavanonas, flavonoides, catequinas, antocianinas e chalconas.

Para o género é descrito que os flavonoides mais comuns isolados séo os do
tipo flavonol, sendo a maioria como 3-O-monoglicosideo e 3-O-diglicosideos.
Quercetina, kaempferol e ombuina (Fig. 5) sdo as principais agliconas isoladas,
podendo ser considerados marcadores quimiotaxondmicos do género (GONZALEZ-
GUEVARA et al., 2006; CORDOVA et al., 2012).

Alguns flavonoides isolados em espécies de Erythroxylum demonstraram
possuir diversas atividades biolégicas, dentre elas, antioxidante, anti-inflamatoria,
anticarcinogénico, antibacteriana, citotoxica; inibidora da acetilcolinesterase
(HANSEN et al., 1996; LUCAS-FILHO et al., 2010; ALBUQUERQUE et al., 2014;
LEITE et al., 2014; BARROS et al., 2017; RESTREPO et al., 2019).

OH
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Figura 5: Estruturas das principais agliconas isoladas de espécies de Erythroxylum.

2.4.3 Terpenos

O género também é rico em diterpenos do tipo ent-kaurano, ent-beyerano,
ent-devadarano, ryanodano, ent-labdano e ent-rosano (ANSELL et al.,, 1993;
BARREIROS et al., 2007; RIBEIRO et al., 2013b). Também é descrito o0 isolamento

de triterpenos, comumente com esqueleto oleanano (BARREIROS et al., 2005).
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Estudos demonstram que diversos composto terpénicos isolados de espécies
do género jA demonstraram moderada protecdo contra efeitos toxicos do veneno de
Lachesis muta (surucucu) (OLIVEIRA et al., 2016); atividade antitumoral (MENEZES-
FILHO et al., 2014, ELIAS et al., 2016); atividade anti-inflamatéria (SALEEM, 2009);
dentre outras atividades farmacoldgicas.

2.5 Consideracfes sobre Leishmanioses

As leishmanioses caracterizam-se por doencgas tropicais infecciosas, néo
contagiosas, causadas por protozoarios de diversas espécies do género Leishmania
sp. Insetos fémeas do género Lutzomyia, que se infectam ao picar animais silvestres
e domeésticos contaminados séo 0s principais meios de transmissédo desses parasitas
aos seres humanos, e podem resultar em um espectro de doencas clinicas
dependentes das espécies infectantes (ESCH e PETERSEN, 2013; MENEZES et al.,
2014). Sao consideradas doencas negligenciadas pois, afetam principalmente
pessoas de baixa renda, que vivem em péssimas condi¢cdes de moradia e sem acesso
a saneamento basico, como por exemplo, em &reas de esgoto a céu aberto, principal
fator de atragdo dos mosquitos transmissores (OMS, 2020a).

Segunda a OMS (2020a) existem basicamente trés formas de manifestacéo
das leishmanioses:

» Leishmaniose visceral (LV) - conhecida como calazar, é a forma mais
grave, sendo fatal, se ndo tratada, em mais de 95% dos casos. Se caracteriza por
episodios irregulares de febre, perda de peso, aumento do baco e do figado, além de
anemia. Brasil, Africa Oriental e india concentram a m maioria dos casos. Estima-se
gue 50.000 a 90.000 novos casos de LV ocorram em todo o mundo anualmente, mas
apenas entre 25 a 45% relatados a OMS. Continua sendo uma das principais doencas
parasitarias com potencial de surto e mortalidade. Em 2018, mais de 95% dos novos
casos notificados & OMS ocorreram em 10 paises: Brasil, China, Etiépia, india, Iraque,
Quénia, Nepal, Somalia, Sudao do Sul e Sudéo;

»  Leishmaniose cutanea (LC) - também conhecida como tegumentar, €
a forma mais comum de leishmaniose, causando lesbes cutaneas, principalmente
Ulceras, em partes expostas do corpo, deixando cicatrizes para toda a vida e graves
incapacidades ou estigma. Estima-se que 95% dos casos desse tipo ocorrem nas
Américas, na bacia do Mediterraneo, no Oriente Médio e na Asia Central. Em 2018,
mais de 85% dos novos casos de LC ocorreram em 10 paises: Afeganistdo, Argélia,

Bolivia, Brasil, Coldbmbia, Republica Islamica do Ird Iraque, Paquistdo, Republica
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Arabe Siria e Tunisia. Estima-se que ocorram anualmente entre 600.000 a 1 milh&o
de novos casos em todo o mundo;

»  Leishmaniose mucocutanea (LMC) - leva a destruicdo parcial ou total
das membranas mucosas do nariz, boca e garganta. Mais de 90% dos casos de
leishmaniose mucocutanea ocorrem na Bolivia, Brasil, Etiopia e Peru. E a forma mais
incapacitante da doenca.

A maioria das pessoas infectadas com o parasita ndo desenvolve nenhum
sintoma durante a vida. Assim, o termo leishmaniose refere-se a condigdo de adoecer
por causa de uma infeccdo causado por Leishmania, e ndo de estar infectado pelo
parasita (OMS, 2020b). Ainda segundo a OMS, em 2018, 92 e 83 paises ou territdrios
foram considerados endémicos ou haviam relatado casos de LC e LV,
respectivamente. Estima-se ainda que, atualmente, mais de 1 bilhdo de pessoas que
vivem em areas endémicas para leishmaniose estdo sob risco de infeccdo e,
possivelmente, 30.000 novos casos de LV e mais de 1 milhdo de novos casos de LC
ocorram anualmente. No Brasil, em 2018, foram notificados 16.432 casos de LC e
3.460 casos de LV.

O tratamento das leishmanioses envolve, principalmente, a utilizacdo de
medicamentos que visam combater o agente infecioso. O tratamento é feito a base de
antimoniais pentavalentes (antimoniato de N-metilglucamina, comercializado como
Glucantime® aqui no Brasil), anfotericina B e derivados, pentamidina, paromomicina
e o miltefosine (RATH et al., 2003; MOREIRA et al., 2006; MARTINS e LIMA, 2013).
Entretanto, essas substancias séo toxicas, acarretando em diversos efeitos colaterais
nocivos aos pacientes (alteracdes cardiacas, problemas renais, pancreaticos e
hepéticos, e até mesmo morte repentina), além de serem de custo elevado e dificil
administracdo, podem causar resisténcia do parasita (RATH et al., 2003; CROFT e
COOMBS, 2003; ROCHA et al., 2005; ARAUJO et al., 2019).

Assim, diversos estudos estdo sendo realizados, visando buscar, a partir de
fontes naturais, farmacos que possam substituir tais substancias, mas que
mantenham a eficacia e que sejam menos agressivos ao organismo de quem recebe
o tratamento (ROCHA et al.,, 2005; MOREIRA, et al., 2006; MACHADO, 2013;
KAUFFMANN et al., 2017).



Tabela 1: Alguns estudos sobre as atividades bioldgicas para espécies do género Erythroxylum

Espécie Atividade estudada Parte da planta Referéncia(s)
E. alaternifolium Antioxidante Folhas Coérdova et al., 2012
E. aerolatum Antiviral Folhas Gonzalez-Guevara et al.,
2004
Anti-inflamatoria
E. argentinum Antin_oci_ceptiva Folhas Chayes et al., 1988
' Antioxidante Junior et al., 2018
Antimicrobiana
E. barbatum
E. cunel_follum Alelopatica Folhas Taveira et al., 2013
E. rosuliferum
E. stipulosum
_ 22::%2:8:&32 OIive_ira etal, 2011
E. caatingae Antitumoral Caule Aguiar et al., 2012
L Maia et al., 2014
Citotoxica
o Mello et al., 2010
E. campestre Citotoxica Folhas Pereira et al., 2015
Gonzalez-Guevara et al.,
E. confusum Hepatoprotetora Folhas 2004
Rodeiro et al., 2008
Antioxidante
Anti-inflamatéria Saleh et al., 2012
E cuneatum _ Antinocicpetiva _ Folhas We_sam etal., 2013
' Antidependente contra morfina Suliman et al., 2016
Citotoxica Li et al., 2020
Genotoxica
Antifangica Martins, 2015
E. daphnites Antioxidante Folhas Correia et al., 2016
Citotoxica Elias et al., 2016
Antiviral Colodel et al., 2004
Antioxidante Eolhas Lima et al., 2007
E. deciduum Antimicrobiana Erutos Simoni et al., 2007
Antitumoral Borelli et al., 2011
Toxicidade Junior et al., 2018
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E. delagoense
E. emarginatum
E. pictum

Antibacteriana

Folhas
Casca

De Wet, 2011

E. gonocladum

Inibicdo da ACE

Partes areas

Lucas-Filho et al., 2010

E. hypericifolium

Antibacteriana

Gurib-Fakim et al., 2005

E. macrocarpum Antifangica Folhas Gurib-Fakim et al., 2005
E. sideroxyloides
E laurifolium Antibacteriana Folhas Hansen et al., 1996
) Inibicdo da ACE Gurib-Fakim et al., 2005
E. macrophyllum Pesticida Folhas Guldbrandsen et al., 2015
o L Antigenotoxica Leyva et al., 2003
E. minutifolium var. minutifolium Hepatoprotetora Folhas Rodeiro et al., 2008
Antioxidante
Antimicrobiana Folhas
Antidiabética . Syed e Namdeo, 2013
e Raiz e casca da
E. monogynum Antl—hlp_erllpldemlca raiz K_umar etal., 2014
) Antitumoral Fatima e Abbulu, 2017
L Caule e Casca do
Citotoxica Kumar et al., 2019
caule
Hepatoprotetrora
Nefroprotetora
E. moonii Antifangica Folhas Rahmam et al., 1998
) Nematicida Prasadika et al., 2014
Anestésica ,
E. novogranatense var. Antibacteriana Novak et al., 1984
. L Folhas Luna, 2008
truxillense Antioxidante
S Pastor, 2011
Colinolitica
E. ova||fo||u_m Contra veneno de cobra Caules Oliveira et al., 2016
E. subsessile
Ant'qx'dante Barreiros et al., 2007
. Antimicrobiana Fruto ;
E. passerinum o Menezes-Filho et al., 2014
Citotoxica Folhas
Melo et al., 2017
Imunomoduladora
Anticolinérgica ;
. ) L2 . Silva et al., 2001
E. pervillei Antlaqunerglca Raizes Chin et al.. 2007
Anticancer
E. pulchrum Antibacteriana Folhas Albuguerque et al., 2014
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E. pungens

Citotoxica
Cardiovascular
Vasorelaxante

Raizes

Cascas das raizes

Casca do caule
Folhas

Sena-Filho et al., 2010
Oliveira et al., 2012
Pereira et al., 2018

E. suberosum

E. subrotundum

Citotoxica
Antimicrobiana
Antioxidante

Folhas
Casca do caule

Violante et al., 2012
Macedo et al., 2016

Antifingica

Folhas

Barros et al., 2017

E. tortuosum

Antitumoral
Vasodilatadora
Anti-hipertensiva

Casca do caule
Folhas

Correia et al., 2016

Pires et al., 2009
Filho, 2009

E. vacciniifolium

Alelopatica
Antimicrobiana
Anti-HIV
Citotoxica

Folhas
Casca do caule

Graf et al., 1977
Graf et al., 1978
Manab et al., 1992
Satoh et al., 2000

Taveira et al., 2013
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OBJETIVOS
Objetivo Geral
Realizar o estudo quimico e avaliar a atividade leishmanicida de extratos de

Erythroxylum plowmanii Amaral (Erythroxylaceae).

Objetivos Especificos

Isolar por meio de técnicas classicas constituintes quimicos presentes no
extrato etandlico das folhas de E. plowmanii;

Identificar os constituintes quimicos isolados por meio de técnicas
espectrométricas e espectroscopicas (EM, IV, RMN de H e 3C);

Avaliar o potencial leishmanicida dos extratos etanélicos das folhas, dos galhos

e do caule de E. plowmanii.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.1 Materiais e reagentes

Foram utilizados solventes organicos com grau P.A, de diversas marcas, para
obtencdo e particdo dos extratos brutos, andlises por cromatografia em camada
delgada (CCD) e separacdes por cromatografia em coluna (CC). Como fase
estacionaria nas analises por CCD, foi utilizada Silica Gel 60 GFzs4 da Merck
adsorvidas em placas de vidros. Como agentes reveladores para as placas
cromatograficas, iodo, reagente de Dragendorff e luz UV (254 e 365 nm) foram
utilizados. Os processos de separacoes por CC, foram realizados utilizando como fase
estacionaria silica gel 60 (0,063 — 0,200 mm) da Sigma-Aldrich, empacotada em
colunas de vidro com diametros e comprimentos variados. Para extracao de alcaloides
foram utilizados &cido cloridrico P.A (HCI) da Vetec e hidréxido de aménio P.A
(NH4OH) da Vetec (também utilizado em andlises por CCD e separacées em CC). Nas
analises por CG-EM as amostras foram dissolvidas em solventes grau HPLC, e nas

analises por RMN de 'H e 13C foram utilizados solventes deuterados.

4.2 Equipamentos

O material vegetal foi seco em estufa com circulacédo e renovacéo de ar e as
placas cromatogréaficas foram ativadas em estufa sob aquecimento a 100 °C por
aproximadamente 2 h. Os solventes dos extratos e fracdes obtidas foram evaporados
sob pressao reduzida utilizando um rotaevaporador Fisatom. Os espectros de RMN
de 'H e 3C foram obtidos na Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de
Araraguara, e na Universidade Federal de Sédo Carlos (UFSCar), todos a 600 MHz e
em aparelhos Bruker Avance Il 600. As andlises por CG-EM foram realizadas em
aparelho da Shimadzu modelo QP2010 SE (temp. do injetor e da interface, 290 °C;
temp. inicial da coluna 100 °C, durante 1 min, sendo aumentada 5 °C/min, até atingir
285 °C; fluxo do gas de arraste (He) foi de 1,8 mL/min). Os espectros na regido do
Infravermelho foram obtidos em aparelho da Perkin ElImer modelo Spectrum Two ATR-
FTIR, pelo método da reflectancia atenuada.

4.3 Material vegetal e preparo dos extratos

O estudo foi realizado com a espécie E. plowmanii, coletada na Fazenda Brejo
Novo, a 9 Km da cidade de Jequié-BA, e identificada pela especialista da familia
Erythroxylaceae, a D.ra Maria Iracema Bezerra Loyola. Uma exsicata (HUESB 12829)

encontra-se depositada no Herbario da UESB — Campus Jequié.
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Os extratos foram preparados a partir do material vegetal seco (folhas, galhos
e caule) em estufa com circulacao de ar a uma temperatura de 40 °C, e submetidos a
maceracao com etanol a temperatura ambiente (3 extracdes de 48 h cada). Os extrato
foram filtrados e o solvente removido no rotaevaporador sob pressédo reduzida a uma

temperatura média de 50 °C.

4.3.1 Fracionamentos do extrato

Nesse trabalho foram aplicadas duas metodologias para o fracionamento e
estudo do extrato etandlico das folhas de E. plowmanii (abreviado como EEFEp). A
primeira consistiu em submeter parte do extrato a uma coluna filtrante. Esse
procedimento consiste em adsorver o extrato em silica gel 60 e fracionar em coluna a
partir da percolacédo dos solventes hexano (Hex), diclorometano (DCM), acetato de
etila (AcOEt) e metanol (MeOH), conforme mostra a Fig. 6.

EEFEp (61,08 g)

Hex (3,0 L)
DCM (5,0 L)
AcOEt (4,0 L)
MeOH (2.0 L)

FHEFEp FDEFEp FAEFEp FMEF Ep
0.01011 g) 5,9038 g) (1,8618 g) (39,8442 g)

Figura 6: Esquema do fracionamento por coluna filtrante do EEFEp.

A segunda metodologia aplicada foi para obter as fracdes de alcaloides totais
(FAT), conforme demonstra a Fig. 7. O EEFEp foi solubilizado em MeOH puro, e
posteriormente acidificada com uma solucédo de HCI (5%) até pH = 2,0 e mantida sob
agitacdo, por cerca de 1 h. Apos esse tempo, a mistura foi extraida exaustivamente
com DCM. A solucéo aquosa acida foi entdo basificada com solucdo de NH4OH (5%)
até pH = 10 e mantida sob agitacdo por cerca de 1 h. Em seguida, a solucéo foi
submetida & uma extracdo exaustiva com os solventes DCM, AcOEt e BuOH (butanol).

Esta metodologia se baseia na propriedade basica dos alcaloides (que
possuem nitrogénio com par de elétrons ndo compartilhado no nucleo tropano).
Quando em meio &cido sdo convertidos no sal correspondente (Fig. 8). Este sal
migrara para a fase aquosa na extracdo, e apos ser basificado, sera desprotonado

retornando para a fase organica, a depender de sua polaridade.
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EEFEpR (12, 993 g)
em MeQOH

Acidificagdo com HCI a 5 % e extragdo exaustiva com DCM

Fragio DCM1 Fase aguosa acida
FDEF1

{16674 g)

Acidificacdo com MHsOH a 5 9% e extracdo
exaustiva com DCM, AcOEt e ButOH

Fragao DCM2 Fragao AcOEt Fragao DCM2
FATEF1 FATEF2 FATEF3
(0,2036q) {0, 70324g) 2,588 g)

Figura 7: Esquema da obtencéo das fracdes totais de alcaloides do EEFEp.

/ H\+/

“N N

+ HCl ~——— + Cr

Figura 8: Reacdo acido-base entre o anel tropano e o HCI.

4.3.2 Isolamentos dos constituintes

A fracdo FAEFEp (1,8618 g) foi submetida a uma coluna cromatografica,
utilizando silica gel 60 como fase estacionaria e uma mistura de DCM/MeOH (95:5)
como fase moével, em gradiente crescente de polaridade, dando origem a 11 fracdes.
Um sélido branco (5,0 mg), soltuvel em piridina, foi obtido da fracdo FAEFEpP8 (127,5
mg). O mesmo foi codificado como FEpl e submetido a analises analise
espectroscopicas. A FAEFEp4 (427,0 mg) foi submetida a coluna cromatografica,
utilizando silica gel 60 como fase estacionaria e, inicialmente, DCM (puro), seguido de
uma mistura de DMC/MeOH (1:1) e, por fim, MeOH (puro) como fases méveis, dando
origem a 09 fragbes. A FAEFEp4.5, ap0s analises por CCD, se mostrou pura. A
mesma foi codificada como FEp2 (6,6 mg) e submetida a analises espectroscopicas.

Dentre as fracdes de alcaloides totais, a FATEF1 (203,6 mg) se demonstrou

a mais simples para ser analisada, apds andlises por CCD. Dessa forma, a fracao foi
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submetida a coluna cromatografica, utilizando silica gel 60 como fase estacionaria e
uma mistura inicial de DCM/AcOEt/MeOH/NH4OH (50:45:5:1%), seguido de MeOH
(puro) como fases moveis, dando origem a 06 fragcbes. ApOs analises por CCD, a
FATEF1.6 apresentou um Unico ponto. A mesma foi codificada como FEp3 (2,1 mg)
e submetida a analises analise espectroscopicas. A FDEF1 (1,6674 g) foi submetida
a coluna cromatogréfica, utilizando silica gel 60 como fase estacionaria e uma mistura
de inicial de AcOEt (puro), seguida de AcOEt/MeOH (97,5:2,5) e, por fim, MeOH (puro)
como fases méveis, dando origem a 09 fragbes. A FDEF1.7 (745,2 mg) foi submetida
a coluna cromatograéfica, utilizando silica gel 60 como fase estacionaria e uma mistura
de inicial de  Hex/AcOEt/MeOH/NH4sOH  (25:40:2:0,3%), seguido de
Hex/AcOEt/MeOH/NH4OH (15:40:3,75:0,3%) e, por fim, MeOH (puro) como fases
moveis, dando origem a 11 fra¢des. A FDEF.1.7.5 (13,2 mg) foi submetida a coluna
cromatografica, utilizando silica gel 60 como fase estacionaria e uma mistura de inicial
de DCM/MeOH (95:5), seguida por uma mistura de DCM/MeOH (8,5:1,5), DCM/MeOH
(7:3) e, por fim, MeOH (puro), como fases méveis, dando origem a 07 frac6es. Apos
andlises por CCD, a fragdo FDEF1.7.5.2 se mostrou pura. A mesma foi codificada
como FEp4 (2,1 mg) e enviada para analise. A FATEF1.3 (49,0 mg) foi submetida a
coluna cromatogréfica, utilizando silica gel 60 como fase estacionaria e uma mistura
de inicial de Hex/AcOEt/MeOH (25:40:2), seguido de MeOH (puro) como fases
moveis, dando origem a 06 fracbes. A FATEF1.3.5 (27,3 mg) foi submetida a coluna
cromatografica, utilizando silica gel 60 como fase estacionaria e uma mistura de inicial
de DCM/MeOH (90:10), seguido de MeOH (puro) como fases moveis, dando origem
a 07 fracBes. Ap6s andlises por CCD, a fracdo FATEF1.3.5.2 se mostrou pura. A

amostra foi codificada como FEp5 (8,6 mg) e enviada para analise.

4.3.3 Avaliacéo da atividade leishmanicida

Formas promastigotas extracelulares de Leishmania (Leishmania
amazonensis (IFLA/BR/196/PH-8), obtidas de lesdes de “hamsters” foram cultivadas
em meio Schneider's pH 7,2 a 26 °C. Apos 7 dias de cultivo, quando o crescimento
das formas promastigotas atingiram a fase estacionaria, a cultura foi centrifugada por
10 min a 1000 RCF, ressuspendida em meio Schneider's pH 6,0 e incubada a 32 °C,
permitindo a obten¢&o das formas amastigotas. Uma aliquota de 90 uL de um in6culo
contendo 1x108 parasitas/mL e 10 yL das amostras a 200 ug/mL foram adicionadas a
cada poco. As microplacas foram incubadas a 32 °C por 72 h e a viabilidade celular

foi determinada colorimetricamente usando 10 pL de metil tiazolil tetrazolio (MTT) a 5
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mg/mL em 570 nm. Todas as amostras foram avaliadas em triplicata. Anfotericina B a
0,2 ug/mL foi a droga leishmanicida padréo. Os resultados foram expressos em
porcentagem de inibicdo e comparados com o grupo de controle. Os extratos
etandlicos das folhas, galhos e caule tiveram suas atividades leishmanicida avaliadas.
O ensaio leishmanicida foi realizado no Instituto René Rachou - IRR, Fundacéo

Oswaldo Cruz — Fiocruz Minas Gerais, em Belo Horizonte.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico do extrato etandlico das folhas de E. plowmanii resultou
no isolamento de 05 substancias: um esteroide glicosilado (FEp1) e um derivado do
acido antranilico (FEp2); dois alcaloides tropanicos puros (FEp3 e FEp4) e uma
mistura de dois alcaloides tropanicos (FEp5). Os trés alcaldides tropanicos
identificados (FEp3, FEp4 e FEp5) séo inéditos. As discussfes dos dados espectrais
gue possibilitaram a identificacdo, bem como os nomes e estruturas das substancias

estdo descritos nos itens a seguir.

5.1 Identificacdo da substancia FEpl: B-sitosterol glicosilado

A substancia FEp1 foi isolada com um solido amorfo branco, solivel em
piridina, se decompondo quando aquecida acima de 240 °C. A discussao dos dados
espectrais da substancia segue abaixo.

O espectro no IV (Fig. 9) da amostra apresenta uma banda larga em torno de
3396 cm, caracteristica de estiramento da ligagdo O-H; bandas intensas entre 2959
e 2850 cm, caracteristicas de estiramentos assimétrico e simétrico das ligacdes dos
grupos metina (CH), metileno (CH2) e metila (CHs), evidenciando a natureza alifatica
do composto. N&o é possivel visualizar absor¢des para a ligacao H-Csp? de alquenos
e/ou anel aromatico entre 3100-3000 cmt, nem bandas de estiramento de C=C para
este composto. A regido entre 1250-1000 cm™* é de dificil atribuicdo, pois muitas
absorcbes podem se sobrepor: estiramento da ligagdo C-O de &lcool (primario e
secundario) e da ligacdo de C-O-C para acetal, além das bandas de deformacéo
angular das ligac6es O-H de alcoois.

O espectro de RMN de *H (Fig. 10) da amostra revelou sinais caracteristicos
de anéis esteroidais: multiplos sinais entre 2,05 — 0,60 ppm, de hidrogénios dos grupos
metilicos, metilénicos e metinicos; dois singletos, um em 0,67 ppm e outro em 0,94
ppm, referentes aos H-18 e H-19, respectivamente; um dubleto em 1,00 ppm (J =6,5
Hz), referente aos H-21; um multipleto em 5,36 ppm, referente ao hidrogénio olefinico
de H-6. A auséncia de dois duplos dubletos no espectro (um em torno de 5,08 ppm,
J1 =12 Hz e J> = 8 Hz, do hidrogénio olefinico H-22; e outro em torno 4,96 ppm, J1 =
12 Hz e J> = 8 Hz, do hidrogénio olefinico H-23) descarta a hipotese da aglicona ser o
estigmasterol ou uma mistura contendo este composto. Foi possivel identificar, ainda,
sinais referentes a uma unidade glicosidica, na regido entre 5,10 — 3,85 ppm, com um

dubleto em 5,06 ppm (J = 7,8 Hz), caracteristico de um hidrogénio anomérico com
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configuracdo B da glicose (H-1’). Sinais de residuos de agua na amostra ou no
solvente podem se sobrepor a esse sinal (KIM et al., 2006; KHATUN et al., 2012).

O espectro de RMN de 3C (Fig. 11) permitiu confirmar a presenca de 35
carbonos na estrutura do composto. Foram observados: em 78,4 ppm um sinal
correspondente ao C-3; os sinais em 141,3 ppm e 122,3 ppm para os C-5 e C-6,
respectivamente; e o0s sinais em 26,7 ppm e 34,6 ppm, para C-23 e C-22,
respectivamente, que sao tipicos do sitosterol. O sinal do carbono anomérico (C-1’) é
visto em 103,0 ppm, além dos sinais dos outros caracteristicos de carbonos
glicosidicos, 75,7 (C-2), 78,9 (C-3’), 72,05 (C-4’), 79,0(C-5) e 63,2 ppm (C-6’)
(IRIBARREN e POMILIO, 1983).

As andlises dos espectros de 1V, de RMN de 'H e 13C permitiram identificar a
substancia como sendo o (3-sitosterol glicosilado (Fig. 12), quando comparados com
dados descritos na literatura. A Tab. 2 compara os valores de deslocamento de *C

encontrados para a amostra com os descritos por Iribarren e Pomilio (1983).

Tabela 2: Comparacgédo dos dados de RMN 13C da FEp1 com os descritos na literatura

FEp1® Literatura® FEpl Literatura

C1 37,8 37,6 C19 19,8 19,5
Cc2 30,6 30,4 C20 36,8 36,5
C3 78,4 78,1 C21 19,6 19,1
C4 40,3 40,0 C22 34,6 34,3
C5 141,3 140,8 C23 26,7 26,5
C6 1223 121,9 C24 46,4 46,1
C7 32,6 32,7 C25 29,8 29,6
c8 32,4 32,7 C26 19,4 19,3
C9 50,7 50,4 Cc27 20,4 20,1
C10 37,3 37,0 C28 23,8 23,5
C11 21,7 21,4 C29 12,3 12,3
Ci12 39,7 39,4 c1 102,9 102,6
C13 42,8 42,6 Cc2 75,7 75,3
C14 57,2 56,9 C3 78,9 78,5
C15 24,9 24,6 c4 72,0 71,7
Ci16 28,9 28,6 C5’ 79,0 78,6
C17 56,6 56,3 C6’ 63,2 62,9
c18 12,5 12,1

dandlise realizada a 150 MHz em piridina-Ds.
bandlise realizada a 25,5 MHz em priridina-Ds.
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OH

Figura 12: Estrutura do B-sitosterol glicosilado.

5.2 Identificagc&do da substancia FEp2: 2-acetamidobenzoato de metila

A substancia FEp2 foi isolada como um sdlido cristalino (Tf = 93,4-95,5 °C),
de coloracdo amarelada, soltuvel em cloroférmio. A discussédo dos dados espectrais
da FEp2 segue abaixo.

O espectro no IV (Fig. 13) da amostra apresentou absorgcéo na regiao entre
3380-3100 cm?, caracteristica do estiramento de ligacdo N-H para amidas N-
substituida (ou aminas secundarias). Algumas outras bandas podem aparecer
sobrepostas nessa regido, pois, segundo Barbosa (2011), amidas N-substituidas
podem se apresentar nas conformacdes s-cis e s-trans, sendo esta Ultima majoritaria.
O espectro apresentado na Fig. 13 foi obtido com a amostra no estado sélido. Nessa
condicdo, o autor explica que as amidas se encontram associadas por ligacdo de
hidrogénio, podendo resultar, principalmente, em duas bandas de absorcao: uma na
regido entre 3370-3270 cm  (s-trans) e outra entre 3180-3140 cm* (s-cis). O autor
explica ainda que, a depender do grau de associacdo das moléculas, é possivel
observar mais de duas bandas nessa regido. No espectro é possivel observar também
a banda de estiramento da carbonila, em 1689 cm, confirmando se tratar de uma
amida. Esse valor indica se tratar de uma amida com o nitrogénio ligado a sistema
insaturado, pois esta acima do valor esperado. Entre 1600 a 1420 cm™ podem ser
observadas bandas de deformacéo angular da ligacdo N-H e deformacao axial da
ligacdo C-N que podem sobrepor outras bandas de absor¢bes, como as de C=C de
anel aromatico, por exemplo, sendo assim, uma regido de dificil atribuigcdo. Entre 1300
a 1100 cm™ é possivel observar algumas bandas caracteristicas de estiramentos das
ligagbes C-(C=0)-O e O-C-C- para ésteres aromaticos (BARBOSA, 2011,

SILVERSTEIN et al., 2012). Para comprovar essa afirmacéo, uma banda de carbonila
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de éster deveria aparecer no espectro. Entretanto, quando a carbonila de éster faz
ligacdo de hidrogénio intramolecular, o valor de sua absor¢édo pode estar bem abaixo
do previsto, apresentando uma banda fraca, podendo ser sobreposta por uma
absorcdo mais forte, tal como a carbonila de amida (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN de *H (Fig. 14) da amostra apresentou quatro sinais na
regido de aromatico, caracteristicos de anel benzénico 1,2-dissubstituido: em 8,69
ppm (d, J = 8,4 Hz, H-3); 8,02 ppm (d, J = 7,8 Hz, H-6); 7,54 ppm (dd, J1 =8,4 Hz e J>
= 7,2 Hz, H-4) e outro em 7,07 ppm (dd, J: = 7,8 Hz e J2 = 7,2 Hz, H-5). Apresentou
ainda dois singletos referentes a duas metilas, um em 3,92 ppm (H-8) e outro em 2,24
ppm (H-10). E possivel observar ainda um singleto largo em 11,05 ppm (N-H).

O espectro de RMN de 3C (Fig. 15) apresentou dez sinais para a amostra:
114,9 ppm (C1); 141,7 ppm (C2); 120,4 ppm (C3); 134,8 ppm (C4); 122,6 ppm (C5);
130,9 ppm (C6); 168,9 ppm (C-7); 52,5 ppm (C-8); 169,2 ppm (C-9) e 25,6 ppm (C-
10).

Quando comparados com dados descritos na literatura (KALBANDHE et al.,
2015), as andlises dos espectros permitem identificar a substancia como sendo o 2-
acetamidobenzoato de metila (Fig. 16), um derivado do &cido antranilico. Os dados
gue comparam os valores da FEp2 com os descritos na literatura se encontram na
Tab. 3.

Tabela 3: Comparacédo dos dados de RMN de !H e 13C da FEp2 com os descritos na literatura

Su (ppm)/(mult, J/HZ) &c (ppm)
HIC FEp2 2-acetamidobenzoato FEp2 2-acetamidobenzoato
de metila? de metila?
1 - - 1149 114,7
2 - - 1417 141,6
_ 8.69 (dd,J;=8,6¢€
3 8,69 (d, J =8,4) J,=0.76) 120,4 120,3
7,54 (dd,J1=84¢e 753 (td,J1=8,6 €
4 3, = 7.2) 3= 1,6) 134,8 134,6
7,07 (dd,J.=7,8¢€ 7.07 (td, J1 =82 e
5 3, = 7.2) 1=12) 122,6 122,4
6 802(dJ=78  ©°01(dJ=80e 130,9 130,7
J>=1,6)
7 - - 168,9 168,7
8 3,92 (s) 3,92 (s) 52,5 52,3
9 - - 169,2 169,0
10 2,23 (s) 2,23 (s) 25,6 25,4

aKALBANDHE et al., 2015. RMN de 'H e 13C em CDCls, a 400 MHz e 100 MHz, respectivamente.
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Figura 16: Estrutura do 2-acetamidobenzoato de metila.

As atribuicbes dos sinais podem ser confirmadas quando os mapas de
correlacdo HSQC (Fig. 17) e HMBC (Fig. 18) sédo analisados. O HSQC permite
visualizar a correlacéo direta entre *H e 13C, enquanto no HMBC permite visualizar a

correlacdo a longa distancia entre 'H e 3C.
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Figura 17: Mapa de contornos HSQC obtido para o 2-acetamidobenzoato de metila.

A Fig. 19 apresenta o espectro de massas por impacto de elétrons (IE) da
amostra. No espectro é possivel identificar o pico que corresponde a massa do
composto (m/z = 193), condizente com a formula molecular de C10H11NO3, além dos
picos em m/z = 151; 119; 92 e 65, caracteristicos em fragmentacéo de derivados mais

simples do acido antranilico (LI et al., 2014).
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A temperatura de fusdo encontrada para a FEp2 ficou entre 93,4-95,5 °C, faixa
gue abrange o valor descrito por Kalbandhe et al. (2015), que foi de 94 °C, para o 2-

acetamidobenzoato de metila.

5.3 Identificacdo da substancia FEp3: 3a-(2-aminobenzoiloxi)-68,78-
diidroxitropano

A substéancia FEp3 foi isolada com um aspecto oleoso incolor, solivel em
cloroférmio. A analise por CCD forneceu resultado positivo para reagente de
Dragendorff, indicando se tratar de um alcaloide. A discussdo dos dados espectrais
da FEp3 segue abaixo.

O espectro de RMN de 'H (Fig. 20), obtido em CDCls, apresentou um singleto
largo em 5,76 ppm caracteristico de um grupo -NH:z ligado a um anel benzénico

(SILVERSTEIN et al., 2012). A presenca do anel aromatico péde ser confirmada pelos
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sinais em 7,74 ppm (m,1H), 7,27 ppm (m, 2H — sobreposi¢cdo com sinal do solvente)
e 6,66 ppm (m, 2H). A adicdo de uma gota metanol deuterado (CD3OD) ao tubo da
amostra, possibilitou a obtencdo de um espectro de RMN de 'H (Fig. 21) com uma
melhor resolucdo desses sinais. Por meio de sua analise é confirmado um padrdo
dissubstituido do anel aromatico: 7,73 ppm (dd, J: = 8,2 Hz e J> = 1,5 Hz, 1H); 7,28
ppm (ddd, J1 =8,5Hz,J>=75Hze J3=1,5Hz, 1H); 6,71 ppm (dd, J1=85Hze J> =
0,9 Hz, 1H) e 6,65 ppm (ddd, J1 =8,2 Hz, J> = 7,5 Hz e J3 = 0,9 Hz, 1H). A separagéo
dos sinais pode ser explicada pelo fato de que alguns solventes, por meio de
interacdes com as moléculas do composto analisado, provocam alteracdes bem
expressivas nos deslocamentos quimicos em RMN de 'H, alguns até mesmo na
ordem de 1,0 ppm. O analista pode, entéo, usar essas alteracdes para resolver sinais
que se sobrepdem, trazendo uma melhor resolucdo ao espectro obtido. Algumas
gotas do segundo solvente é adicionada a solu¢do contendo a amostra e submetida
a andlise (PAVIA et al., 2010). O sinal do Ar-NH2 ndo aparece no espectro da Fig. 21
em funcdo da troca com o deutério do solvente adicionado. Hidrogénios ligados a
oxigénio também podem sofrer essa troca com o deutério do CD3OD ou até mesmo
do CDCIs. O inconveniente dessa andlise é um sinal de residuo de agua presente,
possivelmente, no CDsOD, que aparece como um pico largo e intenso, podendo
sobrepor sinais importantes no espectro. Os demais sinais observados podem ser
atribuidos aos hidrogénios do anel tropanico: 5,20 ppm (ta, J = 5,4 Hz, 1H); 4,58 ppm,
(s, 2H); 3,16 ppm (sl, 2H); 2,57 ppm (s, 3H); 2,31 ppm (dt, J1 = 15,8 Hz e J, = 4,8 Hz
2H); 1,73 ppm (d, J = 15,8 Hz, 2H). Quando esses dados sao comparados com alguns
descritos na literatura (RIBEIRO et al., 2013a; SILVA JUNIOR et al., 2020), sugere-se
que a FEp3 é um alcaloide tropanico substituido nas posi¢ées 3, 6 e 7. O sinal em
4,58 ppm é atribuido aos hidrogénios H-6 e H-7, enquanto o sinal em 3,16 ppm aos
hidrogénios H-1 e H-5. Como néo foi observado um desdobramento ou diferenca de
deslocamento desses hidrogénios, os substituintes nas posicées 6 e 7 sdo iguais,
denotando uma simetria no anel tropanico (SILVA JUNIOR et al., 2020). Os sinais em
2,31 ppm e 1,73 estdo atribuidos aos H-2/H-4 axiais e H-2/H-4 equatoriais,
respectivamente. O sinal em 5,20 ppm é atribuido ao H-3, que esta ligado a um
oxigénio de éster. A estrutura do substituinte aroméatico no C-3 pode ser deduzida
como sendo o 2-aminobenzoiloxi. Dessa forma, o dd em 7,73 ppm é atribuido ao H-
6’, em posicao orto a carbonila e o ddd em 7,28 ppm é atribuido ao H-4’, em posigéo
para- a carbonila. Esses hidrogénios sdo mais desblindados devido ao efeito da

anisotropia diamagnética provocado pela presenca desse grupo. O dd em 6,71 ppm
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pode ser atribuido ao H-3’, préximo ao grupo amino e o ddd em 6,65 ppm ao H-5’.
Todos os valores atribuidos séo referentes ao espectro da Fig. 21.

O espectro de RMN de 3C (Fig. 22) apresentou 12 sinais para a amostra. O
tripleto centrado em 77,0 ppm é do solvente e o sinal em 29,7 ppm se deve a alguma
impureza de natureza graxa. A presenga do substituinte 2-aminobenzoiloxi é
confirmada pelo sinal da carbonila em 167,2 ppm (C-7’), indicando conjugacao com o
anel aromatico; do carbono ligado ao grupo NH2z (C-2’) que aparece em 150,8 ppm e
pelos demais sinais em 110,5 ppm (C-1’); 116,9 ppm (C-3’); 134,3 ppm (C-4’); 116,5
ppm (C-5’) e 130,6 ppm (C-6’). O grupo H3C-N aparece em 34,1 ppm, enquanto C-1
e C-5 aparecem em 65,5 ppm. O sinal de C-3, ligado ao oxigénio do 2-aminobenzoiloxi
aparece em 66,6 ppm. Os substituintes em C-6 e C-7 podem ser identificados como o
grupo -OH, em funcéo do valor em 74,6 ppm ser caracteristico de carbono ligado a
esse grupo. Hidrogénios de alcool possuem pouca intensidade nos espectros de RMN
de 'H, podendo as vezes nem aparecer ou serem muito largos a ponto de serem
confundidos com a linha de base. A auséncia de sinais de outros grupos reforca a
presenca das hidroxilas na estrutura. Por fim, o sinal de C-2 e C-4 aparece em 26,1
ppm.

As analises dos espectros bidimensionais da FEp3 permitiram sua
identificacdo como sendo o 3a-(2-aminobenzoiloxi)-63,7B-diidroxitropano (Fig. 23),
um alcaloide ainda néo descrito na literatura. Por meio do COSY H,'H (Fig. 24), que
permite estabelecer os acoplamentos entre os nlcleos de H, pode-se confirmar a
substituicdo do anel tropanico como 3a,63,7p3. Assim, H-1 acopla com H-2ax/H-2eq e
H-5 acopla com H-4ax/H-4eq, mas ndo ha acoplamento entre H-1 e H7, nem entre H-
5 e H-6, indicando que H-6 e H-7 estdo na posic¢ao alfa no anel, formando um angulo
de aproximadamente 90° com H-5 e H-1, respectivamente. Nesse caso, o valor da
constante é quase nulo, ndo havendo desdobramento do sinal. Essa informacao
também permite explicar o acoplamento entre H-3, que est4 na posi¢édo beta, apenas
com H-2 e H-4 axiais (SILVA JUNIOR et al., 2021).
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Figura 24: Mapa de contornos COSY 1!H-'H obtido com gota de CDsOD para o 3a-(2-
aminobenzoiloxi)-63,7B-diidroxitropano. As setas duplas indicam os nicleos de 'H que acoplam
entre si no anel tropanico (em vermelho) e no anel aromético (em azul).
Os mapas de contorno HMBC e HSQC séo apresentados nas Fig. 25 e Fig.
26, respectivamente. No HMBC sao demonstradas apenas as correlagcbes mais
importantes, como a entre H-3 com a carbonila e com C-2/C-4 e com C1/C-5, a fim de

auxiliar na confirmacéao estrutural da FEp3.
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A imagem superior € a expanséo da regido de aromético e a imagem inferior é dos hidrogénios do
anel tropanico

A andlise dos dados que contribuiram para a identificacdo da FEp3 como o

3a-(2-aminobenzoiloxi)-63,7B-diidroxitropano estdo descritos na Tab. 4.
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Tabela 4: Dados das andlises de RMN 1D e 2D para a FEp3
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Posicao/ FEp3
8 (ppm) 1H,1H-COSY 14,13C-HMBC
grupo H (mult; J/Hz)® | 1P
1 3,16 (sl) 65,5 H-2 (eq e ax) C-3/C-7
5 3,16 (sl) 65,5 H-4 (eq e ax) C-3/C-6
2eq 1,73 (d; 15,8) 26,1 H-1/H-2ax/ C-4/C-3
4eq 1,73 (d; 15,8) 26,1 H-4ax/H-5 C-2/C-3
2ax 2,31 (dt; 15,8; 4,8) 26,1 H-1/H-2eq/H-3 C-4/C-3
4ax 2,31 (dt; 15,8; 4,8) 26,1 H-3/H-4eq/H-5 c-2/C-3
3 5,20 (ta; 5,4) 66,6 H-2/H-4 (ax) C-1/C-2/C-4/C-5/C-T’
6 4,58 (s) 74,6 H-7 C-1/C-2/C-4/C-5
7 4,58 (s) 74,6 H-6 C-1/C-2/C-4/C-5
1’ - 110,5 - -
2’ - 150,8 - -
3 6,71 (dd; 8,5 e 0,9) 116,9 H-4'/H-5' C-1'/C-4’
4 7,28 (ddd; 8,5; 7,5 e 1,5) 134,3 H-3'/H-5'/H-6’ C-2//C-6’
5 6,65 (ddd; 8,2; 7,5 e 0,9) 116,5 H-3'/H-4'/H-5 c-ric-4
6’ 7,73 (dd; 8,2e 1,5) 130,6 H-4'/H-5’ c-2/C-4IC-T
7 - 167, 2 - -
N-CHs 2,57 (s) 34,1 - C-1/C-5
—OHe - - - -
-NH; 5,76 (sl) - - -

despectro obtido a 600 MHz em CDCls + 1 gota de CDsOD.
bespectro obtido a 150 MHz em CDCls sem adigdo de CDz0D.
°ndo observado.
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5.4 Identificagdo da substancia FEp4: 6B-(2-acetamidobenzoiloxi)-3a-(2-
aminobenzoiloxi)-7B-hidroxitropano

A substancia FEp4 foi isolada como um so6lido amarelo, solivel em
cloroférmio. Na andlise por CCD forneceu resultado positivo para reagente de
Dragendorff, indicando se tratar de um alcaloide. A discussdo dos dados espectrais
da FEp4 segue abaixo.

No espectro de RMN de 'H (Fig. 27) é possivel observar oito sinais na regiéo
de arométicos, integrando para um hidrogénio cada, o que indica a presenca de dois
substituintes com natureza aromética na estrutura do composto. Alguns valores de
deslocamento nessa regido sugerem que um dos substituintes seja o 2-
aminobenzoiloxi. Os sinais em 11,02 ppm (sl) e 2,24 ppm (s, 3H), juntamente com os
alguns sinais na regido de aroméaticos, sugerem que o segundo substituinte seja o0 2-
acetamidobenzoiloxi. Os sinais que indicam o 2-aminobenzoiloxi como substituinte
séo: H-3’ em 6,69 ppm (dd, J: = 8,3 Hz e J> = 0,9 Hz, 1H), H-4’ em 7,32 ppm (ddd, J:
=8,3;J>=7,7Hz e J3=1,7 Hz, 1H), H-5 em 6,74 ppm (ddd, J1 =8,1; J> = 7,7 Hz e J3
= 0,9 Hz, 1H) e H-6’ em 8,01 ppm (dd, J1 = 8,1 Hz e J> = 1,7 Hz, 1H). Para o 2-
acetamidobenzoiloxi: H-3” em 8,11 ppm (dd, J1 =8,1 e J> =1,7 Hz, 1H), H-4” em 7,08
ppm (ddd, J1=8,1; J.=7,9 Hze J3=1,2 Hz, 1H), H-5" em 7,54 ppm (ddd, J1 = 8,5; J>
=79 Hze J3=1,7 Hz, 1H) e H-6” em 8,69 ppm (dd, J; = 8,5 Hz e J> = 1,2 Hz, 1H).
Os sinais do anel tropanico da FEp4 sao compativeis com os de um alcaloide
3a,6B,7B-trissubstituido assimetricamente. Os sinais que permitem chegar a essa
conclusao sao: H-1 em 3,43 ppm (sl) e H-5 em 3,24 (sl); H-6 em 5,80 ppm (d, J =6,0
Hz); e H-7 em 4,83 ppm (d, J = 6,0 Hz). O sinal do grupo -NHz (sl, em ~ 5,77 ppm)
aparenta estar parcialmente sobreposto ao sinal de H-6. Os demais sinais para o anel
tropanico sao: H-2 e H-4 axiais, que aparecem em 2,38 ppm (m), enquanto H-2 e H-4
equatoriais aparecem em 1,78 ppm (ta, 13,4 Hz), H-3 em 5,35 ppm (ta, J = 4,9 Hz); N-
CHs em 2,64 ppm (sl) e H-9” em 2,24 ppm (s). Nas Fig. 28 e 29 estdo as expansdes
da regido de aromatico e do anel tropanico, respectivamente.

O espectro de RMN de 3C (Fig. 30) apresentou sinais para trés carbonilas.
Para o 2-acetamidobenzoiloxi: C-1” em 114,8 ppm, C-2” em 141,8 ppm, C-3” em
131,0 ppm, C-4” em 122,6 ppm, C-5" em 134,9, C-6” em 120,5 ppm, C-7” em 168,1
ppm, C-8" em 169,2 ppm e C-9” em 25,6 ppm. Para o 2-aminobenzoiloxi: C-1’ em
110,6 ppm, C-2’em 151,1 ppm, C-3’em 117,0 ppm, C-4’em 134,6 ppm, C-5 em 116,7
ppm, C-6"em 131,1 ppm e C-7” em 167,2 ppm. Os demais sinais, que pertencem ao

anel tropanico sédo: N-CHs em 35,2 ppm, C-1 em 62,7 ppm, C-2 e C-4 em 27,1 ppm,
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C-3 e C-5em 66,6 ppm; C-6 em 79,0 ppm e C-7 em 75,4 ppm. Quando comparados
com alguns valores descritos na literatura, quando C-6 ou C-7 estédo proximos a uma
carbonila, (geralmente do grupo benzoiloxi e/ou seus derivados) por uma ou duas
ligacBes, os valores de deslocamento quimico para esses carbonos tendem a
aumentar (RIBEIRO et al., 2013a; SILVA JUNIOR et al., 2020). Esse acréscimo pode
ser explicado pela anisotropia diamagnética causada pela carbonila do éster, que
desblinda o carbono. A influéncia desses grupos em hidrogénios adjacentes a C-6 ou
C-7 ndo é tdo acentuada. A auséncia de sinais para outros grupos sugere a hidroxila
como um terceiro substituinte. Pelo valor dos deslocamentos quimicos, C-3 e C-6

estao esterificados.
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As andlises dos espectros bidimensionais possibilitaram a identificacdo da
FEp4 como sendo o0 6B-(2-acetamidobenzoiloxi)-3a-(2-aminobenzoiloxi)-7-
hidroxitropano (Fig. 31), um alcaloide ainda ndo descrito na literatura. Pela analise da
expansdo do mapa de contorno HMBC (Fig. 32), foi possivel identificar o 2-
aminobezoiloxi como substituinte em C-3, por meio da correlagéo entre o sinal do H-
3 (5,35 ppm) com o sinal em 167,2 ppm (C-7’). Apesar de ndo poder confirmar sua
correlacéo pelo COSY 'H-H, com os H-2 e H-4 axiais, é evidente que H-3 acopla com
esses hidrogénios, em funcdo da sua multiplicidade caracteristica, quando esse se
encontra em posicdo beta (SILVA JUNIOR et al., 2021).
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Figura 31: Estrutura do 63-(2-acetamidobenzoiloxi)-3a-(2-aminobenzoiloxi)-73-hidroxitropano.
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A auséncia de sinais para os demais hidrogénios do anel tropanico no HMBC
dificultou estabelecer algumas correlagdes. A andlise por COSY 'H-1H nessa regiédo
também nao viabilizou as correlagcdes entre os hidrogénios, jA que 0s sinais nao
apareceram no espectro. As atribuices nesse caso foram asseguradas pela analise
do HSQC (Fig. 33). As atribuicBes para os substituintes foram confirmadas apos
analise do COSY 'H-'H e HMBC.
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Figura 34: Mapa de contornos COSY 'H-H para o 6p-(2-acetamidobenzoiloxi)-3a-(2-
aminobenzoiloxi)-7p-hidroxitropano, mostrando a expansdo com as correla¢cdes dos grupos 2-

aminobenzoiloxi (a) e 2-acetamidobenzoiloxi (b).
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A Tab. 5 retine os dados mais importantes que possibilitaram a caracterizacao

do alcaloide isolado.

Tabela 5: Dados das analises de RMN 1D e 2D para a FEp4

Posicaol” [ Desjocamentos quimicos G| yicosy | woHMeC
1 3,43 (sl) 62,7 - -
2eq 1,78 (ta, 13,4) 27,1 - -
4deq 1,78 (ta, 13,4) 27,1 - -
2ax 2,38 (m) 27,1 - -
4ax 2,38 (m) 27,1 - -
3 5,35 (ta, J = 4,9) 66,6 - C-1/C-5/C-2/C-4
5 3,24 (sl) 66,6 - -
6 5,80 (d, J = 6,0) 79,0 -
7 4,83 (d, J=6,0) 75,4 -
1 - 110,6 - -
2 - 151,1 - -
3 6,69 (dd; 8,3 e 0,9) 117,0 H-4'/H-5’ C-1/C-5'/C-T
4 7,32 (ddd; 8,3;7,7e 1,7) 134,6 H-3'/H-5'/H-6’ C-6'/C-2’
5 6,74 (ddd; 8,1; 7,7 e 0,9) 116,7 H-3'/H-4’H-6’ C-1'/C-3
6’ 8,01 (dd; 8,1 e 1,7) 131,1 H-4'/H-5’ c-4/C-2’IC-T
7 - 167,2 - -
17 - 114,8 - -
27 - 141,8 - -
3” 8,11 (dd; 8,1 e 1,7) 131,0 H-4"/H-5" -
4” 7,08 (ddd; 8,1; 7,9 e 1,2) 122,6 H-3”/H-5"/H-6" C-17C-2”/C-7”
5” 7,54 (ddd; 8,5, 7,9e 1,7) 134,9 H-3"/H-4"/H-6” C-17/C-2”/C-3”
6” 8,69 (dd; 8,5e 1,2) 120,5 H-4"/H-5" C-17/C-2"/C-4”
7’ - 168,1 - -
8” - 169,2 - -
9” 2,24 (s) 25,6 - c-8”
HN-amida 11,02 (sl) - - -
N-CH3 2,64 (sl) 35,2 - -
—OHa - - - -
-NH; ~5,77 (sl) - - -

anao observado.
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5.5 Identificagdo da mistura FEp5: 6B-(2-acetamidobenzoiloxi)-3a-(2-
aminobenzoiloxi)-7B-hidroxitropano e 3a,6B-bis(2-aminobenzoiloxi)-7B-
hidroxitropano

A amostra se apresentou com aspecto oleoso e incolor, solivel em cloroférmio.
A analise por CCD forneceu resultado positivo para reagente de Dragendorff,
indicando que a amostra € um alcaloide. A discussédo dos dados espectrais da FEp5
segue abaixo.

A andlise do espectro de RMN de *H (Fig. 35) indicou que a FEp5 é uma mistura
de dois alcaloides, pois, dois sinais referentes ao grupo HsC-N do anel tropanico séo
observados: 2,64 ppm (s, 3H) e 2,62 (s, 3H) ppm, corroborados com os multiplos sinais
sobrepostos em algumas regides no espectro. Na regido de aromaticos é possivel
observar sinais para 16 hidrogénios, indicando a presenca de quatro anéis aromaticos
1,2-dissubstituidos. O grupo 2-acetamidobenzoiloxi € confirmado pelos sinais em
11,03 ppm (-NH de amida, sl); pelos dd em 8,69 ppm (H-6") e 8,11 ppm (H-3"); pelos
ddd em 7,54 ppm (H-5") e 7,08 ppm (H-4"); além do singleto em 2,24 ppm (3H),
referente & grupo —CHs ligado a uma carbonila de amida (H-9”). Trés grupos 2-
aminobenzoiloxi s&o confirmados pelos sinais entre 5,00 e 6,00 ppm (NH2, que
aparecem parcialmente sobrepostos pelos sinais dos dois H-6) e pelos sinais
restantes de aromaticos. Os sinais dos H-7 aparecem no espectro como um dd (em
torno de 4,82 ppm). Mas o valor da constante de acoplamento (J = 6,2 Hz) confirma
gue séo, na verdade, os dubletos de cada hidrogénio se sobrepondo parcialmente. Os
valores das constantes de acoplamento de cada H-6 (d, J = 6,2 Hz) confirmam a
multiplicidade de cada H-7. Os tripletos aparentes (ta) correspondentes aos dois sinais
de H-3 aparecem quase sobrepostos, proximos a 5,34 e 5,32 ppm, dando a impresséo
equivocada de um dt. Essas multiplicidades para H-3 ja indicam sua posi¢cdo em .
As multiplicidades dos H-6 e H-7 também indicam que o anel tropanico tenha um
padréo de substituicdo 3a,68,78. Quando o espectro da Fig. 35 é comparado com o
espectro da Fig. 27 obtido para a FEp4, nota-se semelhancas entre alguns sinais,
sugerindo que o alcaloide discutido no item 5.4 seja um dos componentes da mistura.
Assim, foram realizadas comparacdes entre 0s espectros, na regido de aromatico e
na do anel tropanico (Fig. 36). Essas comparacdes reforcam a presenca de FEp4 na
mistura. Os valores de deslocamento quimico e de J, bem como as multiplicidades de
cada componente da mistura se encontram na Tab. 6.

O espectro de RMN de 3C (Fig. 37) apresentou sinais de cinco carbonilas,

duas pertencem ao 2-acetamidobenzoiloxi e trés aos grupos 2-aminobenzoiloxi.



62

Comparando os valores de deslocamento de 13C da mistura com os descritos na Tab.
5, acredita-se que que um dos alcaloides da mistura se trata, de fato, do alcaloide
isolado na FEp4. Os valores de *C para as duas substancias também sdo

apresentados na Tab. 6.
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Figura 35: Espectro de RMN de 'H (600 MHz, em CDCIs3) da mistura de alcaloides tropanicos presentes em FEp5.
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Tabela 6: Dados de RMN de 'H e 13C da mistura de alcaloides tropanicos de FEp5
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Deslocamentos Quimicos (ppm)
Posicao/ Sw (mult.; J/Hz) 8c
grupo
FEp4 FEp5 FEp4 FEp5
1 3,40 (sl) 3,40 (sl) 62,5 63,5
2ax 2,35 (m) 2,35 (m)
2eq 1,77 (m) 1,77 (m) 26,8 21.9
3 5,34 (ta, J=5,1) 5,32 (ta, J=5,3) 66,6 66,6
4dax 2,35 (m) 2,35 (m)
4deq 1,77 (m) 1,77 (m) 21,0 28,0
5 3,20 (s) 3,23 (sl) 66,1 66,4
6 5,79 (d,J=6,2) 5,76 (d,J =6,2) 79,0 78,1
7 4,82 (d,J=6,2) 4,83 (d,J=6,2) 75,3 75,7
1’ - - 110,6 110,5
2 - - 151,0 150,9
3 6,69 (dd; 8,3 e 0,9) 6,65 (M) 116,9 116,7
4 7,32 (m) 7,29 (m) 134,44 134,36
5 6,75 (m) 6,75 (m) 116,83 116,78
6’ 8,02 (dd; 8,0 e 1,4) 7,97 (dd; 8,0 e 1,6) 130,96 130,90
7 - - 167,2 167,1
1”7 - - 114,8 110,4
27 - - 141,6 150,7
3” 8,11 (dd; 8,0 e 1,6) 6,65 (M) 131,00 116,3
4” 7,08 (ddd; 8,0; 7,9 e 1,2) 7,26 (m) 122,4 134,3
5” 7,54 (ddd; 8,5; 7,9 e 1,6) 6,65 (M) 134,7 116,6
6” 8,69 (dd; 8,5¢e 1,2) 7,93 (dd; 8,0 e 1,6) 120,4 131,3
7’ - - 168,0 167,8
8” - - 169,1 -
9” 2,24 - 25,5 -
N-CHs 2,62 2,64 35,0 36,0
NH, 5,77 (sl) 5,73 (sl) — 4H - -
-OH2 - - - -
NH amida 11,03 (sl) - - -

ando observado.

As atribuicbes dos sinais aos seus respectivos nucleos foram confirmadas
apo6s andlises dos espectros bidimensionais COSY 'H-'H, HSQC e HMBC. Apesar de
possuir uma baixa resolugdo, por conta da sobreposicdo de diversos sinais de
carbono, a analise do mapa HSQC da mistura demonstrou que os valores atribuidos
aos hidrogénios dos substituintes de um dos componentes da mistura sao
semelhantes aos atribuidos para o alcaloide identificado na FEp4. O COSY H-1H
permitiu estabelecer, para o anel tropanico, o acoplamento de H-3 com H-2/H-4 axiais,
para as duas estruturas, bem como o fato de H-6 e H-7 ndo acoplarem com H-5 e H-
1, respectivamente, 0 que comprova o padrdo de substituicdo 3a,6B3,7B. Apls a
analise do mapa de contorno HMBC da mistura, os alcaloides puderam ser
identificados

como 6B-(2-acetamidobenzoiloxi)-3a-(2-aminobenzoiloxi)-73-

hidroxitropano e 3a,6B-bis(2-aminobenzoiloxi)-7B-hidroxitropano, representados nas
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Fig. 38a e 38b. A Fig. 39 apresenta a expansédo do mapa de contorno HMBC com as
principais correlacdes para o 6[B-(2-acetamidobenzoiloxi)-3a-(2-aminobenzoiloxi)-73-
hidroxitropano, tais como as correlacdes de H-3” e de H-6 com C-7”, bem como as
correlagdes de H-3 e de H-6' com C-7. As Fig. 40 e 41 presentam as expansodes do
COSY H-'H para o 6B-(2-acetamidobenzoiloxi)-3a-(2-aminobenzoiloxi)-73-
hidroxitropano. As Fig. 42 e 43 apresentam as expansées do COSY 'H-H e a Fig. 44
apresenta a expansao do mapa de contorno HMBC, com as principais correlacdes,

para 3a,6[B-bis(2-aminobenzoiloxi)-7p-hidroxitropano.

/CH3
N
HO
o
o)
YNH o o

0 NH2

(a) 6B-(2-acetamidobenzoiloxi)-3a-(2-aminobenzoiloxi)-73-hidroxitropano

/CH3
N
HO
6}
o}
NH, 0 0

(b) 3a,6B-bis(2-aminobenzoiloxi)-7B-hidroxitropano

NH,

Figura 38: Estruturas dos alcaloides presentes na mistura FEp5.
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5.6 Avaliacao da atividade Leishmanicida

Por conta da elevada toxicidade dos medicamentos usuais no tratamento de
contra leishmania, diversos estudos estdo sendo realizados a fim de se obter novas
terapéuticos menos agressivos e mais eficazes. Espécies da familia Fabaceae
apresentaram chalconas e isoflavonas que exibiram expressiva atividade
leishmanicida (BEZERRA et al., 2006). Benzofenonas e biflavondis de fontes vegetais
demonstraram promissora atividade leishmanicida (PEREIRA et al., 2011). Ferreira et
al (2002) testaram o extrato rico em alcaloides da casca do caule de Zanthoxylum
chiloperone var. angustifolia (Rutaceae), que demonstrou promissora atividade
leishmanicida. Avaliaram também triterpenoides isolados das folhas de Pourouma
guianensis (Moraceae), onde o acido ursolico e acido oleandlico demonstraram
elevada atividade leishmanicida. Triterpenos, quinolonas, saponinas, chalconas,
glicosideos, acetogeninas, Oleos essenciais, flavonoides e derivados polifendlicos,
alcaloides se demonstram farmacos promissores na busca por novos meios de
tratamento contra as leishmanioses.

Dessa forma, os extratos etandlicos brutos das folhas, galhos e caule de E.
plowmanii tiveram seu potencial leishmanicida avaliado. Os resultados foram
expressos em porcentagem da inibicdo do crescimento das formas amastigotas em
relacdo aos controles sem amostra. Para este ensaio, seriam consideradas ativas as
amostras com porcentagem de inibicdo acima de 70%, na concentracdo de 200
pg/mL. O resultado do estudo esta descrito na Tab. 7.

Tabela 7: Resultado da avaliagcdo de atividade leishmanicida de extratos de Erythroxylum plowmanii

Extratos Concentracao Inibicao (%)
Folhas 200 pg/mL 84
Galhos 200 pg/mL 74
Caule 200 pg/mL 48

Os extratos das folhas apresentaram o resultado mais expressivo em relagéo
ao seu potencial leishmanicida. As espécies de Erythroxylum possuem uma extensa
lista de atividades biolégicas avaliadas, mas ainda ndo foi encontrada nenhuma

associacado com atividade leishmanicida.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo quimico do extrato etandlico das folhas de E. plowmanii possibilitou
o isolamento e identificacdo, por meio de analises espectrais e espectrométricas, de
5 substancias, sendo elas o B-sitosterol glicosilado, 2-acetamidobenzoato de metila,
ambos ja descritos na literatura, e trés alcaloides tropanicos inéditos: 3a-(2-
aminobenzoiloxi)-63,7B-diidroxitropano; 6[-(2-acetamidobenzoiloxi)-3a-(2-
aminobenzoiloxi)-7B-hidroxitropano e 3a,6B-bis-(2-aminobenzoiloxi)-7-
hidroxitropano. Essa classe de alcaloides € comum em espécies do género
Erythroxylum e jA demonstraram inimeras atividades farmacologicas. O isolamento
desses trés novos compostos € de grande contribuicdo ao conhecimento quimico
dessas espécies, principalmente para a planta objeto dessa pesquisa, pois ndo ha
relatos de estudos desse tipo para ela. Quanto a atividade leishmanicida, o extrato
etandlico das folhas parece ser uma promissora fonte de novos farmacos no
tratamento de leishmanioses.

Como perspectivas futuras, tem-se a continuidade dos estudos com a planta,
para isolamento e identificacdo de outras substancias, e avaliagdo da atividade
leishmanicida e outras atividades biol6gicas para as substancias isoladas.
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