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APPLICATION OF ELECTRON IONIZATION MASS SPECTROMETRY FOR MULUNGU ALKALOID ANALYSIS. Erythrina
verna is a medicinal plant used to calm agitation popularly known as mulungu. We purchased the barks of E. verna from a commercial
producer and analyzed the alkaloid fraction of the bark by CG-MS and HRESI-MS. Five erythrinian alkaloids were identified:
erysotrine, erythratidine, erythratidinone, epimer, and 11-hydroxieritratidinone. Here we report the compound 11-hydroxieritratidinone

for the first time as a natural product.
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INTRODUCAO

O Prof. Otto Richard Gottlieb dedicou sua vida cientifica ao
entendimento da natureza para que se pudesse utilizd-la de forma
racional. Com uma visdo a frente de seu tempo, o Prof. Otto ji
discutia a andlise de perfis quimicos para se entender um organismo
de maneira completa. Para isso, o referido professor também se
dedicou ao estudo e desenvolvimento de aplicagdes de ferramentas
analiticas que pudessem auxiliar nas diferentes dreas de pesquisa
em produtos naturais. Isso pode ser confirmado pela publicacio de
um dos primeiros livros em lingua portuguesa sobre espectrometria
de massas.' Essa técnica hoje, junto com a ideia de analise de perfil
quimico € um dos pilares da Metaboldémica, drea que vem crescendo
de forma vertiginosa nos diversos campos da ciéncia e que tem como
uma de suas propostas o entendimento mais amplo de metabolismo
de um organismo.

Nesse contexto, uma das teorias do Prof. Otto aventou o efeito
de borda de diferentes ambientes na expressdo do metabolismo
secunddrio. Nesse caso, espécies de um ambiente, quando em dreas
de borda como, por exemplo, zona de interface entre o Cerrado e a
Mata Atlantica ou o Cerrado e a Floresta Amazonica, poderiam ter
amplificado suas substancias de defesa ou seus mecanismos alelopa-
ticos. Estudos quimicos com a espécie L. ericoides, conhecida popu-
larmente como arnica da serra, revelou que as populacdes de campus
rupestris, habitat natural da espécie, apresentavam um perfil muito
semelhante com predominio de flavonoides e acidos clorogénicos e
sem nenhuma atividade citotéxica significativa.? Por outro lado, a
populacdo na regido de transicdo mostrou um acimulo dos fendlicos
citados anteriormente junto com uma intensa expressdo de lactonas
sesquiterpénicas com alta atividade citotdxica. A andlise conjunta de
todos os dados obtidos nesse trabalho, levou os autores a proporem
que existia sim um possivel efeito de borda, alertando para o cuidado
sobre a origem da matéria-prima para uso como fitoterapico.’ Essa
discuss@o também tem sido ampliada com outras plantas medicinais
brasileiras. Um género em especial, o Erythrina (familia Fabaceae),
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tem sido alvo de discuss@o em virtude de possiveis varia¢cdes em
seu marcador quimico. Este género compreende aproximadamente
115 espécies tropicais e subtropicais distribuidas nos hemisférios
norte e sul.* O nome Erythrina é proveniente do grego “erythros”,
que significa vermelho, em referéncia a cor das flores das espécies
do género.’ Os marcadores quimicos deste género sdo alcaloides
eritrinicos, tendo sido descritos mais de uma centena de derivados
estruturais desses alcaloides.®'°No Brasil sdo encontradas 11 espécies
de Erythrina, sendo Erythrina verna, anteriormente classificada como
Erythrina mulungu, a de maior ocorréncia no sudeste do pais.'! Essa
espécie foi a responsdvel pela designagdo popular de mulungu para
vdérias espécies do género. Possui hdbito arbéreo com exemplares na
faixa de 10-14 m de altura.'? Seu conhecimento popular provém do
fato do uso da decocgao das cascas como calmante e indicacio para
ins6nia.”* Estudos recentes realizados pelo Nubbe (IQ-UNESP) e
grupos colaboradores !¢ t¢m dado suporte ao uso popular através
da descri¢d@o dos efeitos ansioliticos de vérios derivados eritrinicos.
Como citado anteriormente, apesar do nome popular mulungu
estar diretamente relacionado ao nome cientifico cldssico da espé-
cie mais utilizada, a recente reclassificagao taxondmica do género
retine E. mulungu e E. verna. A nova nomenclatura passou a ser
entdo E. verna.'' O mercado ainda ndo seguiu a nova classifica-
¢do e as espécies cultivadas ainda sdo comercializadas no Brasil
como mulungu. Uma andlise preliminar de diferentes produtores
e espécies nativas mostrou uma nao homogeneidade no perfil dos
metabdlitos secunddrios. Esse problema pode ser em decorréncia
de variacdes no ritmo do metabolismo ou mesmo dos ambientes
distintos das matérias-primas, em analogia ao que ocorre com L.
ericoides."” Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo
a associagdo da racionalizacdo dos mecanismos de fragmentacio
em espectrometria de massas por ionizag@o por elétrons de séries
homdlogas de alacaloides eritrinicos descritos na literatura, com
dados de espectrometria de massas de alta resolucdo obtidos em
espectrometria de massas com ionizagdo por eletrospray, visando
contribuir com a quimica de extratos alcaloidicos de E. verna.
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PARTE EXPERIMENTAL
Obtencao das fracdes enriquecidas em alcaloides

As cascas de E. verna foram adquiridas de um fornecedor regis-
trado de matéria vegetal. Estas foram trituradas em moinho de facas
e, posteriormente, 0,5 kg do material foi extraido por percolagio
com etanol. Apés rotaevaporagdo a 50 °C, o extrato etandlico apre-
sentou um rendimento de 9,0%. Posteriormente, o extrato etandlico
foi submetido a marcha-quimica para alcaloides. Assim, 0,43 g do
extrato etandlico foram dissolvidos em diclorometano §:2 metanol e
submetidos a extragdo com uma solucdo de HCl a 5% v/v (pH = 2).
A seguir, a fracdo aquosa foi alcalinizada com NH,OH em volume
suficiente para atingir pH = 10 e extraida com diclorometano. Apds a
eliminagdo do solvente a pressdo reduzida, obteve-se um rendimento
final de 0,09%.

Analise por CG-EM

A fracdo alcaloidica foi entdo submetida a andlise por croma-
tografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas com
ionizacdo por elétrons (CG-EM) no cromatégrafo a gds modelo
GC-MS-QP-2010 da Shimadzu, com autoinjetor AOC-20i, coluna
DB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), usando-se hélio como gés
de arraste ao fluxo constante de 1,10 mL/min, split na razdo 1/30,
injetor na temperatura de 250 °C e volume de amostra injetado de
1 pL. Foi utilizada a seguinte programacao de temperatura: de 100 a
220 °C a 6 °C/min, 220 °C por 10 min, de 220 a 290 °C a 6 °C/min e,
finalmente, 290 °C por 11 min. Os espectros de massas foram obtidos
pela ionizacéo por elétrons a 70 eV.

Analise por IES-EM

Para a obtenc@o dos espectros de massas de alta resolugdo, a
frag¢@o alcaloidica foi analisada por espectrometria de massas com
ionizacao de eletrospray'® (IES-EM) pela infusdo direta em espectrd-
metro de massas modelo microTOFq II- ESI-TOF (Bruker Daltonic),
temperatura do gds de secagem a 200 °C, fluxo de 4 L/min, nitrogénio
como gds nebulizador a pressdo de 0,4 Bar e voltagem do capilar de
4500 V. A calibracdo interna para alta resolu¢do foi realizada antes
das andlises com trifluoroacetato de sédio a 10 mg/mL. As anélises
foram realizadas no modo positivo e a aquisicdo do espectro foi
realizada no modo full scan de 0 a 1200 Da.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Amer e colaboradores publicaram em 1991 a maior e mais
importante revisdao sobre dados quimicos de alcaloides eritricos.®
Nesse trabalho foram compilados todos os dados de RMN, UV, IV
e IE-EM passando a ser um tratado para qualquer iniciante na qui-
mica destas moléculas. Nos ultimos anos, os jornais especializados
em espectrometria de massas tém refor¢ado que a interpretacdo das
reacdes de fragmentacdo devem ser fundamentadas na presenca de
séries homoélogas' ou no emprego de cdlculos tedricos.’ Para as
técnicas modernas, esse problema apresenta uma dificuldade maior
em virtude dos diferentes parametros entre os equipamentos. Contudo,
em sistemas de IE, esse processo € muito mais robusto e permite a
construcdo de hipdteses com base em dados da literatura, sem a ne-
cessidade de novas aquisi¢des de dados. Com base nesse preceito e
no levantamento previamente publicado, 21 alcaloides eritrinicos das
duas subclasses (dienoides e alcenoides) foram analisados em detalhe,
visando reconhecer parametros nos fons formados em ionizagdo por
elétrons. Os dados publicados mostram claramente que a subclasse
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alcenoide (ligacdo dupla entre os carbonos 1 e 6) tem como um de seus
fons majoritdrios o produto da reacdo de Retro Diels-Alder (RDA)?*!
(Figura 1). Por outro lado, o sistema dienoide (ligagdes duplas entre
os carbonos 1 e 2 e entre os carbonos 6 e 7) apresenta uma restri¢ao
a essa reag@o e a auséncia desse processo € um forte indicativo da
ocorréncia dessa subclasse.”? Deve-se observar que o sistema dienoide
¢é bastante 14bil para a perda do elétron na fonte, o que origina, pela
clivagem o, o fon di-alilico, muito estdvel e por vdrias vezes o sinal
base do espectro.?! Esta observacao € ttil como uma informagéo de
triagem dessas substancias (Figura 1).
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Figura 1. (A) Estrutura bdsica dos alcaloides eritrinicos e as fragmentagoes
caracteristicas das subclasses dienoide (B) e alcenoide (C)

Em ambas as subclasses, a auséncia de oxidacao nos carbonos 11
e 2 mostra com frequéncia a presenca de fons moleculares intensos
e bem caracteristicos. Em um trabalho detalhado de Millington e
colaboradores, sobre as reacdes em fase gasosa dos alcaloides de
E. folkersii e E. salviiflora, foi demonstrado que a presenca de um
grupamento carbonila na posicdo 2 leva a uma drastica reducdo na
intensidade dos fons moleculares, levando a valores inferiores a 5%,
podendo chegar até mesmo a sua auséncia.”? Esse fato pode ser ex-
plicado pela retirada de um elétron isolado do oxigénio da carbonila
como um novo ponto de inicia¢do e a clivagem o carbonila gera uma
nova colec¢do de vias de fragmentac@o.

Com base nas consideracdes anteriores, o extrato alcaloidico de E.
verna foi submetido a cromatografia em fase gasosa associada a espec-
trometria de massas revelando a presenga de 5 possiveis alcaloides. A
andlise do espectro de massas do constituinte majoritario dessa fracéo
(Tabela 1) mostrou a presenca da reagdo de RDA [M™ - 58] como
esperado para a classe dos alcenoides. Além disso, foi observada baixa
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Tabela 1. Constituintes da fracdo alcaloidica de E. verna. Dados obtidos em espectrometria de massas com ionizagao por eletron e espectrometria de massas

de resolug@o com ionizagdo por eletrospray

Alcaloide (ED) m/z

Férmula [M+H]*

Massa observada Massa calculada Erro (ppm)

Erisotrina
(C 191-1231\103)“l

313 (37), 298 (32), 283 (28) 282 (100),
280 (15), 229 (17)

Eritratidina
(CIG'HZSNOA)ﬂ

331 (5), 300 (10), 273 (46), 258 (26),
257 (100), 244 (59), 242 (15), 226 (13)

Epieritratidinona
(C 19H23N04)

301 (12), 286 (42), 272 (20),
271 (100), 243 (25), 242 (78),
228 (61), 215 (21), 214 (29), 212 (24),
198 (19), 197 (72)

11-hidroxieritratidinona 327 (12), 299 (9), 284 (45), 270 (16),
(C,,H,;NOy) 269 (84), 241 (34), 240 (80), 226 (31),
213 (20), 212 (29), 210 (29), 196 (22),

195 (100)

Eritratidinona
(C 19H23NO4)b

329 (3), 301 (10), 286 (38), 272 (17),
271 (100), 243 (22), 242 (69),
228 (55), 215 (18), 214 (24), 212 (24),
198 (17), 197 (74)

C,,H,,NO;*

C,,H,NO*

C,H,)NO,*

C,,H,,NO;*

C,,H,,NO,*

314,1741 314,175070 -3,1

332,1837 332,185635 -5.8

330,1699 330,169985 -0,26

346,1642

346,164899 -2,02

330,1699 330,169985 -0,26

ref. 6;® ref. 23.Tr: tempo de retengéo (em min).

intensidade do fon molecular, sugerindo a presenga do grupamento
carbonila como apresentado por Millington e colaboradores.?> Com
base na revisdo da literatura observa-se que Barton e colaboradores
descreveram o perfil de fragmentagao da eritratidinona em conjunto
com outros dados espectroscopicos.” A comparacdo dos dados mostra
que os fons observados para esse alcaloide sdo 0os mesmos observados
para o constituinte majoritdrio da fragdo alcaloidica de E. verna. A
andlise das intensidades relativas também estd de acordo com a pro-
posta, com destaque para o mesmo valor baixo de intensidade do fon
molecular. Finalmente, a presenca de eritratidinona foi confirmada
pelos dados de IES-EM em alta resolugdo, com erro de -0,26 ppm
para a formula molecular esperada (Tabela 1).

Os fons observados no perfil de fragmentacéio da substancia D
(Figura 2) correspondem exatamente aos fons notados para eritrati-
dinona, com a diferenga de 2 u em cada fragmento (Tabela 1). No
entanto, ndo se observa o fon molecular no espectro de massas devido
a perda de uma molécula de 4gua na fonte de ioniza¢do. O trabalho
de Flausino Jr. e colaboradores relatou a presenga do alacaloide eri-
trinico da subclasse dienoide 11-o-hidroxieritravina nas flores de E.
verna," o que indica que o carbono 11 é um dos sitios de oxidagéo.
Com base nessa informac@o e nos dados espectrométricos obtidos,
sugere-se que a substancia D (Figura 2) possui a estrutura de um
alcenoide com oxidagao nos carbonos 2 e 11, sendo que no carbono
2 se tem o grupamento carbonila e no carbono 11 hd presenga de
hidroxila. Esta proposta € corroborada pela prensenga de um fon
com m/z 346,1642 (C,,H,,NO,*, erro de -2,02 ppm) no espectro de
IES-EM em alta resolucio (Tabela 1). Dessa forma, este alcaloide
eritrinico recebe o nome de 11-hidroxieritratidinona, o qual € relatado
pela primeira vez como produto natural. As vias de fragmentacdo
da eritratidinona e 11-hidroxieritratidinona que envolvem RDA e
clivagem o da carbonila sdo apresentadas na Figura 3, baseando-se
nas propostas de Boar e colaboradores.”!

A substancia C (Figura 2) apresenta as mesmas fragmentacdes
observadas para eritratidinona, diferindo apenas na intensidade dos
ions e auséncia do fon molecular em m/z 329 (Tabela 1). Dessa ma-
neira, sugere-se que as condi¢des de aquecimento, ao qual o extrato
foi submetido durante a rotaevaporacio, e/ou o baixo pH empregado
na marcha-quimica para obtencdo da fracdo alacloidica podem ter
interferido no equilibrio ceto-endlico da funcio enona presente no
anel A da eritratidinona. Assim, esse processo pode ter originando
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Figura 2. Regido do perfil cromatogrdfico da fra¢do alcaloidica na qual
foram identificados os alcaloides e estruturas dos alcaloides eritrinicos. A:
Erisotrina, B: Eritratidina, C: Epieritratidinona, D: 11-hidroxieritratidinona,
E: Eritratidinona

o epimero do constituinte majoritario da fragdo, a epieritraditinona
(Figura 2). Os perfis de fragmentag@o das substincias A e B cor-
respondem as fragmentacdes descritas na literatura para erisotrina
e eritratidina,’ respectivamente, e os dados de de IES-EM em alta
resolu¢@o confirmam a presenga desses alcaloides na fragdo, com
erro de -3,1 ppm para erisotrina e -5,8 ppm para eritratidina (Tabela
1). A erisotrina ja foi relatada em E. verna.** A eritratidina pertence
a subclasse alcenoide e sua estrutura difere da eritratidinona apenas
no grupamento oxigenado ligado ao carbono 2 (Figura 2).
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(D) Eritratidinona: Rj=R,= Me, R3= H.

(E) 11-hidroxieritratidinona: Rj=R,= Me, R3= OH.
Figura 3. Vias de fragmentagdo da eritratidinona e 11-hidroxieritratidinona.
Adaptada da ref. 22

CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que a abordagem do uso de
dados quimiossistematicos do género em conjunto com a técnica de
cromatografia em fase gasosa associada a espectrometria de massas,
em adicdo aos dados de espectrometria de massas de alta resolugao,
permitiu a identificacdo direta de uma série homoéloga de alcaloides
eritrinicos de E. verna. Foram identificadas 5 substancias sendo um
epimero, que provavelmente se trata de um artefato da eritradidinona,
e a substancia 11-hidroxieritratidinona relatada pela primeira vez na
literatura como produto natural. Esses dados abrem a perspectiva de
um trabalho sistemdtico por essa abordagem para a andlise de dife-
rentes fornecedores de matéria-prima, permitindo um maior controle
e seguranca ao usudrio final desses produtos.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Estéd disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, em arquivo
pdf, com acesso livre.
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Figura 18. Espectros de massas (IE-EM) dos alcaloides eritrincios identificados em E. verna

*e-mail: npelopes @fcfrp.usp.br
#Artigo em homenagem ao Prof. Otto R. Gottlieb (31/8/1920-19/6/2011)
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