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RESUMO

Este trabalho descreve o estudo quimico da casca do lenho do caule de Erythroxylum bezerrae,
uma planta endémica da Regido Nordeste, visando o isolamento e a elucidacdo estrutural de
novos compostos bioativos. A investigacdo quimica realizada com E. bezerrae resultou no
isolamento de 19 substancias. Do extrato etandlico da casca do caule de foram isolados oito
compostos pertencentes a classe dos alcaloides tropanicos, sendo seis inéditos, denominados:
3a-(4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoiloxi)-6/-(benzoiloxi)-7f-hidroxi-tropano (EB-1), 3a-(3,4,5-
trimetoxibenzoiloxi)-64-(benzoiloxi)-7/-hidroxi-tropano (EB-2), 3a0-(3,4,5-
trimetoxicinamoiloxi)-6/-(3,4,5-trimetoxibenzoiloxi)-tropano (EB-3), 6p-(benzoiloxi)-7p-
(3,4,5-trimetoxibenzoiloxi)-3a-hidroxi-tropano (EB-4), 6f-(benzoiloxi)-74-(4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzoiloxi)-3a-hidroxi-tropano (EB-5) e 3a-(3,4,5-trimetoxicinamoiloxi)-6/-(4-
hidroxi-3,5-dimetoxibenzoiloxi)-74-hidroxi-tropano (EB-6). Além destes, foram isolados dois
alcaloides ja conhecidos: 3a-(3.4,5-trimetoxicinamoiloxi)-64-(3,4,5-trimetoxibenzoiloxi)-74-
hidroxi-tropano (EB-7) e 3a-(3,4,5-trimetoxicinamoiloxi)-64-(benzoiloxi)-74-hidroxi-tropano
(EB-8). Do extrato hexanico do lenho do caule foram isolados 11 diterpenos, dos quais dez sao
cauranos ¢ um labdano. Para o isolamento das substincias foram utilizadas técnicas
cromatogréficas, incluindo cromatografia em coluna sobre gel de silica, extracdo em fase s6lida
(SPE-C18) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A determinagdo estrutural dos
compostos isolados foi realizada através de técnicas espectroscOpicas tais como ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono (RMN 'H e '*C), unidimensionais e bidimensionais,
espectrometria de massas (EM), andlise de difracdo de raio-X de monocristal e, ainda,
comparagdo com dados registrados na literatura. Os alcaloides isolados foram submetidos a
testes de atividade citotoxica frente as linhagens 1.929 (Fibroblasto murinho), PC-3 (Préstata),
HCT-116 (carcinoma de c6lon), SNB-19 (Sistema nervoso) e NCIH-460 (Pulmao), porém
somente os compostos EB-5 e EB-6 foram considerados ativos, com valores de Clso variando
entre 10,55-13,89 uM e 3,38-15,02 uM, respectivamente. Adicionalmente, realizou-se o teste
para atividade anti-inflamatéria dos compostos diterpénicos e de citotoxicidade sobre células
macréfago murino RAW 264.7. A avaliacdo da viabilidade celular evidenciou valores de Clso
para EB9-EB19 variando de 70,57 — 346,3, sendo EB-9, EB-10 ¢ EB-16 as amostras com
menor citotoxicidade e com maior capacidade de inibi¢do da producdo de 6xido nitrico (NO),

3,21 £0,23, 3,76 £ 0,21 e 3,56 £ 0,32 uM, respectivamente.

Palavras-chave: Erythroxylum; Erythroxylum bezerrae; alcaldides tropanicos; diterpenos.



ABSTRACT

This work describes the chemical study of the bark of wood of the stem of Erythroxylum
bezerrae, a plant endemic to the Northeast Region, aiming at the isolation and structural
elucidation of new bioactive compounds. The chemical investigation carried out with E.
bezerrae resulted in the isolation of 19 substances. From the ethanolic extract of the stem bark
of eight compounds belonging to the class of tropane alkaloids, six of which were unpublished,
called: 3a-(4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzoiloxy)-6f-(benzoiloxy)-7f-hydroxy-tropane (EB-
1), 3a-(3,4,5-trimethoxybenzoiloxy)-6f4-(benzoiloxy)-74-hydroxy-tropane (EB-2), 3a-(3,4,5-
trimethoxycinnamoiloxy)-64-(3,4,5-trimethoxybenzoiloxy)-tropane (EB-3), 64-(benzoiloxy)-
76-(3,4,5-trimethoxybenzoiloxy)-3a-hydroxy-tropane (EB-4), 6f-(benzoiloxy)-7/-(4-
hydroxy-3,5-dimethoxybenzoiloxy)-3a-hydroxy-tropane (EB-5) and 3a-(3,4,5-
trimethoxycinamoiloxy)-6/-(4-hydroxy-3,5-dimethoxibenzoiloxy)-7f-hydroxy-tropane (EB-
6). In addition to these, two known alkaloids were isolated: 3a-(3,4,5-
trimethoxycinnamoiloxy)-64-(3,4,5-trimethoxybenzoiloxy)-74-hydroxy-tropane (EB-7) e 3a-
(3,4,5-trimethoxycinnamoiloxy)-64-(benzoiloxy)-7f-hydroxy-tropane  (EB-8). From the
hexane extract of the wood of the stem, 11 diterpenes were isolated, of which ten are kauranes
and one labdane. Chromatographic techniques were used to isolate the substances, including
column chromatography on silica gel, solid phase extraction (SPE-C18) and high-performance
liquid chromatography (HPLC). The structural determination of the isolated compounds was
performed using spectroscopic techniques such as hydrogen and carbon nuclear magnetic
resonance ('H and '*C NMR), one- and two-dimensional, mass spectrometry (MS), single
crystal X-ray diffraction analysis and, still, comparison with data recorded in the literature. The
isolated alkaloids were submitted to cytotoxic activity tests against the strains L929 (Murine
Fibroblast), PC-3 (Prostate), HCT-116 (colon carcinoma), SNB-19 (Nervous System) and
NCIH-460 (Lung), however, only compounds EB-5 and EB-6 were considered active, with ICs
values ranging from 10.55-13.89 uM and 3.38-15.02 uM, respectively. Additionally, a test was
performed for anti-inflammatory activity of diterpene compounds and cytotoxicity on RAW
264.7 murine macrophage cells. The evaluation of cell viability showed ICs values for EB9-
EB19 ranging from 70.57-346.3, with EB-9, EB-10 and EB-16 being the samples with the
lowest cytotoxicity and with the greatest ability to inhibit the production of nitric oxide (NO),
3.21+£0.23,3.76 £ 0.21 and 3.56 + 0.32 uM, respectively.

Keywords: Erythroxylum; Erythroxylum bezerrae; tropane alkaloids; diterpenes.
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1 INTRODUCAO

Pelo menos 25% dos medicamentos sdo produzidos direta ou indiretamente a partir
de alguma planta (MENDES er al., 2018). No entanto, considerando a abundancia da
biodiversidade brasileira e, consequentemente, uma maior probabilidade de identificacdo de
substancias biologicamente ativas, poucas plantas foram estudadas quanto ao seu uso medicinal
e, na maioria dos casos, sem grande aprofundamento nos aspectos fitoquimicos e
farmacoldégicos (BOCHNER et al., 2012).

Nesse contexto, a relevancia da quimica de produtos naturais (PN) pode ser
comprovada através das constantes revisdes de Newman e Cragg (2020), as quais mostram que
mais da metade dos medicamentos aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) sao
derivados diretamente ou indiretamente de um produto natural. A exemplo da drea do cancer,
para o periodo de 1981-2019, observou-se que dos 185 farmacos indicados, 120 sdo derivados
de um produto natural, resultando em 64,9% do total (NEWMAN; CRAGG., 2020).

A composicao quimica de plantas ¢ resultado do “balanco entre biossintese e
transformagdes que ocorrem durante o crescimento, em decorréncia principalmente de fatores
genéticos, ambientais € do manejo agrondmico utilizado” (BOTREL et al., 2010). A
diversidade estrutural de substancias provenientes do metabolismo das plantas justifica o
crescente interesse quimico e farmacoldgico por estes compostos, 0s quais pertencem a cinco
grandes classes quimicas: os carboidratos, os lipidios, os compostos nitrogenados
(aminodcidos, peptidios, proteinas, glicosideos cianogénicos e alcaldides), os terpendides e os
fenilpropandides (CORDELL, 2002).

O género Erythroxylum, mais conhecido pela espécie Erythroxylum coca (fonte de
cocaina), € o maior entre os quatro géneros pertencentes a familia Erythroxylaceae e
compreende cerca de 97% de suas espécies, que estdo distribuidas por regides tropicais €
subtropicais (RIBEIRO et al., 2013). Este género € conhecido pelas espécies que sdo
empregadas na medicina popular, assim como pela ocorréncia de marcadores
quimiotaxondmicos com propriedades farmacoldgicas relevantes, tais como alcaloides do tipo
tropano, terpenoides e flavonoides (BARBOSA et al., 2014).

Dentre as diversas classes de compostos organicos bioativos de origem natural,
relatados na literatura, os alcaloides representam uma das maiores classes de metabdlitos
secunddrios, utilizados como analgésicos, estimulantes do sistema nervoso central (SNC),
antimaldrico, antibacteriano, anticancerigeno, entre outros. Essa classe de compostos,

biossinteticamente formada a partir de aminodcidos, tem como caracteristica estrutural bdsica
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a presenga de um ou mais dtomos de nitrogénio heterociclico, que lhes conferem caracteristicas

basicas, apresentando uma ampla diversidade estrutural (EL-SAYED; VERPOORTE, 2007).

Alcaléides do tipo tropano (8-metil-8-azabiciclo [3,2,1] octano), dos quais a
cocaina é um exemplo, constituem os principios ativos das plantas medicinais mais antigas do
mundo (GRIFFIN; LIN, 2000; OLIVEIRA et al., 2010). Esses compostos apresentam
atividades anti-hipertensivas (OLIVEIRA er al., 2011), anticolinérgicas, anestésicas
(GRYNKIEWICZ; GADZIKOWSKA, 2008) e citotoxicas (CHAVEZ et al., 2002; GRIFFIN e
LIN, 2000; MI et al., 2002; SENA-FILHO et al., 2010).

Além dos alcaloides, os estudos fitoquimicos sobre o género Erythroxylum t€ém
relatado o isolamento e a caracteriza¢do de compostos de natureza terpénica, especialmente os
diterpenos, que sdo compostos formados por vinte 4tomos de carbonos, provenientes de quatro
unidades de isopreno (molécula com cinco dtomos de carbonos). Os diterpenos isolados de
espécies de Erythroxylum, frequentemente, sdo aqueles de esqueleto do tipo beierano
(TENNAKOON et al., 2020), ryanodano (BARREIROS et al., 2007), 1dbdano (RIBEIRO et
al., 2013), abietano (NASCIMENTO ef al., 2012) e caurano (ANSELL et al., 1993).

Em levantamento realizado na plataforma de busca SciFinder, utilizando
“Erythroxylum” e, em seguida, refinando a busca com a palavra “diterpene”, foram encontrados
22 trabalhos publicados, dos quais dois realizaram teste de atividade citotoxica. A busca
também foi realizada apenas com a palavra “diterpene” e observou-se que além da atividade
citotoxica, esses compostos oriundos de espécies de plantas de outros gé€neros também
apresentaram atividade antioxidante (SALJO et al., 2015) e anti-inflamatéria (NESTEROVA et
al.,2014). Esse fato refor¢a a importancia da realizacao de testes de atividade para os diterpenos
oriundos de espécies do género Erythroxylum.

Nesse sentido, visando contribuir para o conhecimento quimico, taxondémico e
farmacoldgico do género Erythroxylum, o presente trabalho descreve o estudo fitoquimico da
espécie E. bezerrae, coletada no municipio de Cratets (CE), na serra da Ibiapaba, com o
objetivo de isolar e caracterizar estruturalmente os metabdlitos secunddrios, bem como a

realizacdo de teste de atividade citotoxica e anti-inflamatdria.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a composicao quimica do extrato etandlico da casca do caule e do extrato
hexanico do lenho do caule de Erythroxylum bezerrae na busca de alcaloides tropanicos, e

avaliacdo da atividade citotéxica e anti-inflamatoria.

2.2 Objetivos Especificos

e Rastrear os alcaloides presentes nos extratos das diversas partes de Erythroxylum bezerrae,
utilizando o reagente dragendorff;

e Isolar e caracterizar estruturalmente os compostos isolados;

e Avaliar a possivel atividade citotxica dos alcaloides isolados;

e [solar os metabolitos secunddrios do extrato hexanico do lenho do caule;

e Realizar os testes de atividade anti-inflamatéria dos compostos isolados.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

3.1 Consideracoes sobre a familia Erythroxylaceae

A familia Erythroxylaceae, de plantas angiospérmicas, compreende quatro
géneros (Aneulophus, Erythroxylum, Nectaropetalum e Pinacopodium), e aproximadamente
240 espécies com distribui¢do em regides tropicais da América do Sul, Africa e na ilha de
Madagascar, cujos principais centros de diversidade e endemismo sdo na Venezuela, Brasil e
Madagascar (LOIOLA, 2007). A maioria das espécies, cerca de 230, pertencem ao género
Erythroxylum, o qual € considerado o mais representativo da familia e o tinico com distribui¢ao

nas Américas, onde foram registradas 187 espécies (PLOWMAN; HENSOLD, 2004).

3.2 Aspectos gerais do género Erythroxylum

O interesse pelo gé€nero Erythroxylum intensificou-se no século XIX, apds a
descoberta das atividades farmacoldgicas apresentadas pelas folhas de E. coca, que
secularmente foram empregadas como anestésico pelos indigenas da regidao andina da América
do Sul. A partir dessa espécie foi possivel, posteriormente, o isolamento da cocaina (1a), um
alcaloide da classe dos tropanos, que tem efeito anestésico local quando utilizado em pequenas
cirurgias. No entanto, a cocaina ganhou notoriedade pela sua atividade psicoativa no Sistema
Nervoso Central (SNC), tornando-se um dos grandes problemas de sadde publica da atualidade

(RODRIGUES et al., 2015).

Aproximadamente 128 espécies de Erythroxylum sdo registradas no Brasil, com
maior diversidade no dominio da Mata Atlantica e em regides da caatinga, especialmente na
regido Nordeste, com cerca de 78 espécies. Esse gé€nero € representado no territdrio cearense
por 24 espécies, correspondendo a 31% e 19% das espécies registradas para a Regido Nordeste
e Brasil, respectivamente, tornando-se o terceiro estado do nordeste brasileiro em riqueza de
espécies do gé€nero, apds os estados da Bahia (56) e Pernambuco (25) (CORDEIRO; LOIOLA,
2018).

A partir do levantamento floristico realizado por Cordeiro e Loiola (2018),
identificou-se que as 24 espécies de Erythroxylum no Ceard sdo: E. barbatum O. E. Schulz, E.
stipulosum Plowman, E. mucronatum Benth., E. citrifolium A. Veg.-Hil., E. revolutum Mart.,

E. squamatum Sw., E. bezerrae Plowman, E. laetevirens O.E.Schulz, E. tianguanum Plowman,
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E. rimosum O. E. Schulz., E. deciduum A. Veg.-Hil., E. campestre A. Veg.-Hil., E. pungens O.

E. Schulz., E. simonis Plowman, E. angelicae Loiola, E. pulchrum A. Veg.-Hil., E. amplifolium
Mart., E. rosuliferum O. E. Schulz, E. vacciniifolium Mart., E. subrotundum A. St.-Hil., E.
caatingae Plowman, E. betulaceum Mart., E. loefgrenii Diogo, E. numuldria Peyr., Mart.,
encontradas, preferencialmente, em ambientes de climas mais secos como Savana Estépica
(Carrasco; 56%) e Floresta Estacional Decidual (mata seca; 41%), diferindo de estudos
realizados em outros estados da Regido Nordeste, que a exemplo da Paraiba, das treze (13)
espécies listadas, onze (11) tém ocorréncia exclusiva em tipos de vegetacdo associados ao

dominio da Mata Atlantica.

Além do uso de espécies de Erythroxylum pela populacdo como plantas medicinais,
na forma de chas, infusdes, laxativos e cataplasmas, diversas atividades farmacoldgicas
relevantes como antimicrobiana, antioxidante, antitumoral, anti-inflamatéria, analgésica,
anestésica tém sido atribuidas aos compostos isolados de plantas desse género, sendo os
alcal6ides tropanicos, representado pela estrutura da cocaina (1a) (Figura 1(a)) e terpenoides, a
exemplo do diterpeno caureno erythroxylisin A (1b)), considerados marcadores taxondmicos
dessas espécies (Chavez et al., 1996; dos Santos et al., 2005; Gonzalez-Guevara et al., 2006;
Oliveira et al., 2010; Nascimento et al., 2012).

Figura 1 — Estrutura do alcaloide tropanico cocaina e do diterpeno caureno erythroxylisin A.

() (b)

3.3 Consideracoes sobre a espécie Erythroxylum bezerrae

Erythroxylum bezerrae é uma espécie arbustiva, com altura em torno de 3 metros,
com ramos entre 2-4 mm de didmetro (LOIOLA et al., 2013). E uma espécie com distribuicdo
restrita a0 dominio da Caatinga na regidao Nordeste do Brasil, com ocorréncia registrada
somente nos estados do Ceara e Piaui, com um total de vinte e um (21) numeros de registros
(PLOWMAN; HENSOLD, 2004). Floresce e frutifica apenas em fevereiro. E uma espécie rara,

considerada em Perigo (EN) na Lista Vermelha das Espécies Ameacadas de Extin¢do
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(LOIOLA et al. 2013). E conhecida popularmente como “pirunga” (CORDEIRO; LOIOLA,

2018). A designacao especifica “bezerrae” se deu em homenagem ao Professor Prisco Bezerra,

o primeiro curador do herbdrio da Universidade Federal do Ceara.

A descri¢do botanica de Erythroxylum bezerrae segundo Cordeiro e Loiola (2018)

¢ dada a seguir:

Erythroxylum bezerrae é uma espécie de ficil identificacdo e se
distingue das demais espécies do estado por apresentar folhas
coriaceas, orbiculares a suborbiculares com nervuras mais
evidentes na face adaxial, estipulas estriado-nervadas, setulosas

e flores com pedicelos longos (12-13 mm de comprimento).

A Figura 2 mostra os aspectos gerais e os detalhes das folhas, inflorescéncias e
frutos da espécie E. bezerrae Plowman, coletada na serra da Ibiapaba, localizada a Noroeste

Cearense e Nordeste do Piaui.

Figura 2 — Fotos digitais de E. bezerrae em seu habitat natural com detalhes para: (A) flores e (B) folhas
e frutos.

Foto: Prof. Edilberto R. Silveira

4 ASPECTOS QUIMICOS E BIOLOGICOS DO GENERO ERYTHROXYLUM
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Devido o histérico de consumo de E. coca e a sua relagdo com o ser humano,

estudos com plantas do género Erythroxylum tém sido desenvolvidos na tentativa de verificar
e compreender suas potencialidades téxicos e farmacoldgicas (BARBOSA et al., 2014).

A exemplo do uso medicinal dessas espécies tem-se E. argentinum, utilizada no
tratamento de gripe, sinusite e estomago (CHAVEZ et al., 1998); E. zeylanicum, utilizada como
anti-helmintica (BRIGMANN et al., 2000); E. catuaba, com agdo protetora contra infec¢des
bacterianas e virais (MANABE et al., 1992), e E. suberosum com atividade antimicrobiana,
anestésica e anti-reumatica (BARROS et al., 2017).

O género Erythroxylum € conhecido pela ocorréncia de marcadores
quimiotaxondmicos com propriedades farmacoldgicas relevantes, tais como alcaloides do tipo
tropano (Figura 1(a), pag. 13) e diterpenos do tipo caurano (Figura 1(b), pdg 13) (KOHNEN-
JOHANNSEN; OLIVER KAYSER, 2019).

4.1 Alcaloides tropanicos

Os alcaloides sdo compostos organicos ciclicos que possuem pelo menos um dtomo
de nitrogénio, e encontrados predominantemente em angiospermas (SIMOES et al., 2010).
Estes produtos naturais sdo derivados de aminodcidos aromdticos (tirosina, triptofano),
derivados do 4cido chiquimico, e aminodcidos alifdticos como a ornitina e a lisina, podendo ser
classificados de acordo com o aminodcido precursor (DEWICK, 2002). Os principais
aminodcidos envolvidos na biossintese dos alcaloides sdo lisina, ornitina, tirosina e triptofano.
Os alcaloides tropanicos envolvem a participacdo de precursores comuns como: a putrescina,

diamina derivada da descarboxilacdo do aminodcido ornitina (SATO et al., 2001).

Os alcaldides tropanicos constituem uma classe especifica de alcaldides e podem
ser definidos como todas as moléculas que apresentam em comum uma estrutura biciclica,
denominada tropano 8-metil-8-azabiciclo[3,2,1]octano, a qual é constituida pelos aneis
pirrolidina e piperidina, originados a partir da ornitina, aminodcido precursor da rota
biossintética de producdo desta classe (RESTREPO et al., 2019) (Figura 3). A substituicao da
hidroxila do nucleo tropanico na posi¢do C3, quando esterificado, produz um dos dois
estereoisOmeros - tropina ou pseudotropina - que diferem apenas pela orientagdo do grupo
hidroxila (a ou f), denominados 3a-tropanol e 3/5-tropanol, respectivamente (RESTREPO et
al., 2019).
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Figura 3 — Representacio esquematica da formacao do nicleo tropénico.
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A esterificacdo do grupo hidroxila com 4cidos aromaticos origina os alcaloides de
maior importancia farmacéutica, os quais podem ser divididos em trés grupos: o grupo dos
alcaloides tropanicos originados pela tropina, pseudotropina e da ecgonina. O grupo da tropina
tem como principais alcaloides, a atropina e a escopolamina, encontrados principalmente em
espécies da familia Solanaceae. O grupo das calisteginas, que sdo originados pela rota da
pseudotropina sdo alcaloides tropanicos polihidroxilados que ocorrem principalmente em
Convolvulaceae, Solanaceae e Erythroxylaceae. E, no grupo do nicleo ecgonina, podemos

encontrar o alcaloide mais conhecido desta classe, a cocaina, alcaloide presente em espécies de

Erythroxylaceae (Figura 4) (SIMOES et al., 2003; HERNANDES; KATO; BACCHI, 2017).

Figura 4 - Estruturas quimicas das moléculas: Atropina, escopolamina e cocaina.

Atropina Escopolamina Cocaina

Através de um levantamento bibliografico utilizando as bases de dados
SciFinder e Science Direct, confirmou-se a ocorréncia de alcaloides tropanicos naturais em
diferentes espécies do género Erythroxylum. A busca foi realizada utilizando a palavra-chave
“Erythroxylum”, analisando-se as publicacOes a partir de 2010, uma vez que a revisdo sobre
alcaloides tropanicos isolados de Erythroxylum foi publicada até este periodo. Foram

encontrados relatos sobre 35 espécies de um total de 230 descrevendo o isolamento de 186
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alcaloides tropanicos (OLIVEIRA et al., 2010). Como resultado de nosso levantamento, foram

encontradas 544 publicacdes relacionadas a Erythroxylum. Porém, a partir de uma triagem,
selecionando-se aqueles que se tratavam de isolamento e caracterizacio a partir dos artigos de
alcaloides tropanicos, observou-se a identificagdo de apenas cinco novos compostos até o ano

de 2021, os quais podem ser observados na Tabela 1.



Tabela 1- Estruturas de novos alcaléides tropanicos isolados de Erythroxylum entre os anos de 2010 a 2021.

28
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OH
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OMe
(0]

(3-endo,8-anti)-8-Metil-8-azabiciclo[3.2.1]oct-3-il
4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoato

Sena-Filho et al., 2010

E. caatingae
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N
OMe
(0]
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6-Benzoiloxi-3 a-(4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoiloxi)
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Oliveira et al., 2011

E. risomum Referéncia
Me
N
OAc
(0]
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e} Ribeiro et al., 2013

O
7B-Acetoxi-3 3,6 f-dibenzoiloxitropano

E. subsessile
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5 OH

6,7 p-Dibenzoiloxitropan-3 -0l

Cruz et al., 2016

E. macrocalyx

Referéncia

0] /Me
\f N
0]
0.0
OH

7/3-Acetoxi-63-benzoiloxi-3 a-hidroxitropano

Silva et al., 2021
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Nos trabalhos sobre alcaloides tropanicos de espécies de Erythroxylum, observou-
se que tém sido investigados também atividades farmacoldgicas. De acordo com Dewick
(2009), a atividade bioldgica dos alcaloides estd relacionada a presenca da fungdo amina, a qual
¢ transformada por protonacdo, em valores de pH fisioldgico. Sendo os exemplos mais
conhecidos de alcaloides tropanicos, com aplicagdes médicas importantes a cocaina, uma droga
estimulante do sistema nervoso central (SNC) mais popular do mundo (GRYNKIEWICZ;
GADZIKOWSKA, 2008); a atropina, um medicamento anticolinérgico utilizado para
problemas oftalmoldgicos e cardiacos, além de antidoto contra intoxicacdes por agrotoxicos,
além da escopolamina, um agente anticolinérgico, que também tem sido utilizada como
antiemético, além de apresentar indicacOes para espasmos gastrointestinais e depressdao

(KOHNEN-JOHANNSEN; KAYSER, 2019; LAKSTYGAL et al., 2019).

Muitos alcaloides tropanicos isolados de Erythroxylum apresentaram ativividade
citotoxica, como as pervileinas A e B (pag. 32), isoladas de E. pervillei, que inibiram o
crescimento de carcinoma de pele oral em células KB-VI com valores de 0,1-1,9 ug/mL (Silva
et al.,2001). Alcaloides extraidos de E. rotundifolium também apresentaram atividade contra a
linhagem KB-VI com valores entre 0,2 e 1,1 ug/mL (pag. 28) (Chévez et al., 2002). O alcaloide
catuabina B, de E. caatingae (pag. 28), exibiu citotoxicidade frente a linhagem celular de um
carcinoma mucoepidermoide pulmonar (NCI-H292) (Oliveira et al., 2011). De E. pungens, foi
isolado o alcaloide 3-(2-metilbutiriloxi)-tropan-6,7-diol (pag. 32), o qual mostrou inibi¢ao
frente a células epiteliais de carcinoma do colo do utero humano (HeLa), na ordem de 0,3-1,0

ug/mL (PEREIRA et al., 2018).



Figura 5 - Estruturas de alcaloides tropanicos bioativos isolados a partir de espécies do género Erythroxylum.
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4.3 Diterpenos
Os diterpenos sdao metabdlitos secunddrios com vinte atomos de carbonos,
encontrados em plantas, fungos, bactérias e animais de ambientes terrestres € marinhos. Eles
podem ser classificados de acordo com sua cadeia carbonica em ciclicos e aciclicos, e ainda de
acordo com o nimero de anéis em seu esqueleto base, o qual é formado por reacdes de
ciclizagdo que levam a producdo de biciclicos (Iabdanos e clerodanos), triciclicos (abietanos,
pimaranos), tetraciclicos (cauranos e beieranos), dentre outros (Figura 6) (YAMAGUCHLI;

KAMIYA, 2000).

Figura 6 -Estruturas moleculares dos esqueletos bésicos dos diterpenos.

Clerodano

Pimarano Caurano Beierano

Os diterpenos ciclicos resultam de dois processos diferentes de ciclizagdo
biossintética do GGPP (2E,6E,10E-pirofosfato de geranila), sendo que o principal tipo de
ciclizacdo (Figura 7) ocorre sob catdlise dcida com a protonacdo da dupla ligacdo na unidade
inicial de isopropilideno da cadeia GGPP, levando a formacao de dois intermedidrios biciclicos
de perhidronaftaleno (Figura 7, estruturas I e II), os quais resultam nas duas séries
enantioméricas que diferem entre si em suas configuragdes invertidas dos carbonos C-5, C-9 e
C-10. Ou seja, as séries “normais” sdo as estruturas cuja fusdo entre os anéis A e B ocorre da
mesma forma que nos esteréides, enquanto as estruturas da série “enantiomérica” (denominadas
como “ent-”’) sdo as imagens especulares correspondentes a série normal (GARCIA, de

OLIVEIRA, BATISTA, 2007).
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Figura 7 - Ciclizagdo de geranilgeranil pirofosfato (GGPP) sob catilise acida, levando aos diterpenos das séries

“NORMAL” e “ENANTIO” (ent-).

l

Diterpenos da série Diterpenos da série
"NORMAL" "ENANTIO (ent-)"

ent-labdanos

",l:l
-

~ H

~
-~

Pimaranos Cauranos ent-cauranos ent-pimaranos

Fonte: Adaptado pela autora, Garcia; Oliveira; Batista et al., (2007).
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Os cauranos representam um importante grupo de diterpenos tetraciclicos e suas

estruturas sdo constituidas por uma unidade de perhidrofenantreno (anéis A, B e C) fundida
com uma unidade de ciclopentano (anel D) formada por uma ponte de dois carbonos entre C-8
e C-13 (Figura 8) (BATISTA et al., 2005). Diferentes critérios sdo utilizados para a
nomenclatura dos diterpenos cauranos, sendo o mais frequente a inversdao da descricao
convencional da estereoquimica quando o nome é precedido pelo prefixo "ent-" (VELANDIA,
et al., 1998). Exceto no caso de alguns ent-cauranos que apresentam ligacdo dupla entre C-9 e
C-11, a maioria caracteriza-se por apresentar valores negativos para a rotagao optica especifica,

[o]p (TAMAKI, et al. 2008).

Ao refinar a busca com a palavra-chave “diterpenes”, 21 artigos foram encontrados
para o género Erythroxylum. Diterpenos com esqueletos do tipo ent-caurano (MCCRINDLE et
al., 1968; KAPADI et al., 1964), ent-beierano (ANSELL et al., 1993a), ent-devadarano
(ANSELL et al., 1993a; KAPADI et al., 1964, dos SANTOS et al., 2006), rianodano
(BARREIROS et al., 2007), ent-labdano (ANSELL et al., 1993b), abietano (Do Nascimento et
al., 2012), pimarano (ANSELL et al., 1993b) e rosano (ANSELL et al., 1993b, 1993c) foram

os relatados para o género. Estes compostos estdo listados na Tabela 2.

Observou-se que o estudo farmacoldgico dessa classe de compostos ainda é
limitado, uma vez que apenas trés (3) desses artigos apresentaram testes de atividade. No estudo
realizado por Menezes-Filho et al., (2014), foi avaliada a atividade citotéxica de 14-O-metil-
ryanodanol (39, pdg. 41) ou 6a,11la-epoxi-14a-metoxi-ryanodano-1a,58,75,115,134-pentaol,
frente a linhagem celular GL-15 (glioblastoma humano), cujo efeito maximo da viabilidade
celular se deu a 500 pg/mL. Esse diterpeno também mostrou efeito inseticida sob a larva Aedes
aegypti (BARREIROS et al., 2007). Ja no estudo realizado por Nascimento et al., (2012), os
diterpenos 7-oxo-16-hidroxi-abiet-15(17)-en-19-al (40, pag. 42), 7-oxo-abiet-15(17)-en-16-o0l
(41, pag. 40), 7a,16-dihidroxi-abiet-15(17)-en-19-al (42, pag. 42) e ent-7f,15a-dihidroxi-kaur-
16-en-19-oato (44, pdg. 42) foram avaliados quanto a sua toxicidade contra larvas de A. salina,

mostrando atividade considerdvel, com valores de LDso entre 34,6 e 53,5 mg/mL.



Tabela 2 - Diterpenos isolados de Erythroxylum até o ano de 2021.

E. rotundifolium

Referéncia

ent-Labda-8(17),14-dien-13R-ol (1) ent-13R-Hidroxilabda-8(17)-dien-3-ona (2)

HO

ent-Labda-8(17),14-dien-13R, 18-diol (4)

ent-Labda-8(17),13E-dien-15-ol (5) ent-Labda-8(17),13E-dien-15,16-diol (6)

Ansell; Pegel; Taylor ef al., 1993b




E. zambesiacum

Referéncia

ent-Rosane-54,15,16-triol (10)

ent-Ros-5-en-15,16-diol (13)

ent-Rosano-5a,16-diol (12)

Ansell; Pegel; Taylor et al., 1993b
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E. barbatum Referéncia
Santos et al., 2006
ent-Rosan-1-ona-5/3,15,16-triol (14)
E. australe Referéncia

ent-Beier-15-en-1a-ol (18)

ent-2-Hidroxibeier-2,15-dien-1-ona (19)

ent-Beier-15-en-17-0l (17)

ent-2,17-Di-hidroxibeier-2,15-dien-1-ona (20)

Kapadi; Devi et al., 1964

Ansell; Pegel; Taylor et al., 1993
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ent-2,19-Di-hidroxibeier-2,15-dien-1-ona (21)

HO H

H
ent-17-Hidroxibeier-15-en-1-ona (23)

H

ent-2a,19-Di-hidroxibeier-15-en-1-ona (24) ent-Beier-15-en-1-ona (25) ent-2a-Hidroxibeier-15-en-1-ona (26)

0]

HO

ent-19-Hidroxibeier-15-en-1-ona (27)

ent-1a-Hidroxibeier-15-en-2-ona (28)

Kapadi; Devi et al., 1964
Ansell; Pegel; Taylor et al., 1993

Referéncia

37
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E. pictum
Kapadi; Devi et al., 1964
Ansell; Pegel; Taylor et al., 1993
ent-Cauran-16-ol (31) ent-Cauran-16,17-diol (32)
E. barbatum Referéncia

Erythroxylisina A (33)

Erythroxylisina B (34)

Dos Santos et al., 2006




ent-11a-Acetoxi-devadaran-15,16-diol (35) ent-Devadaran-11a,15,16-triol (36) ent-Devadaran-78,15,16-triol (37)

Dos Santos et al., 2006

E. passerinum

Referéncia

Rianodanol (38)

14-0O-metil-rianodanol (39)

Barreiros et al., 2007
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E. suberosum

Referéncia

7-Oxo0-16-hidroxi-abiet-15(17)-en-19-al (40)

7-Oxo-abiet-15(17)-en-16-o0l (41) 7a,16-Dihidroxi-abiet-15(17)-en-19-al (42)

Do Nascimento et al., 2012

OH

- H
CHO
ent-12f3-Hidroxi-caur-16-en-19-al (43)

Metilen-7f3,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-oato (44)

Do Nascimento et al., 2012

E. cuneatum

Referéncia

HOY

ent-Pimara-8(14),15-dien-3a-ol (45)

HOY

ent-3a,11/3-Di-hidroxipimara-8(14),15-dieno (46)

Ansell et al., 1993b
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Material vegetal

A coleta de exemplares da espécie Erythroxylum bezerrae, no més de abril, na
Reserva Natural Serra das Almas, situada no planalto da Ibiapaba - Cear4, foi realizada, para a
prospeccao fitoquimica de seus metabdlitos secundarios.

A autenticacdo do material vegetal foi realizada pela Prof®. Maria Iracema Bezerra
Loiola, do Departamento de Biologia da UFC. A exsicata de n° EAC 58211 encontra-se
depositada no Herbério Prisco Bezerra, pertencente ao Departamento de Biologia da

Universidade Federal do Ceara.

5.2 Métodos cromatograficos

5.2.1 Cromatografia de adsorcao em gel de silica

A fase estaciondria utilizada para cromatografia de adsorcao foi gel de silica 70-30
mesh, da marca Vetec (cromatografia gravitacional) e 230-400 mesh da marca Merck para
cromatografia de média pressdo (cromatografia flash). O comprimento e o didmentro das
colunas variaram de acordo com as massas das amostras e as massas de gel de silica utulizadas.
Para cromatografia de camada delgada (CCD) foram utilizadas cromatoplacas Merck de gel de

silica 60 F2s4 sobre aluminio (espessura de 0,2 mm).

Os solventes utilizados como fase movel foram: hexano, diclorometano, acetato de
etila e metanol, puros ou em misturas bindrias, € em ordem crescente de polaridade. Os

solventes P.A. utilizados na elui¢do foram das marcas Vetec® e Synth®.

As revelacdes das substincias nas cromatoplacas analiticas (Merck) foram
realizadas através de exposicdo a lampada ultravioleta da marca Spectroline® modelo CM-10
em dois comprimentos de onda (254 e 365 nm) e pulverizacdo com solucdo de dragendorft,
além da pulverizacao com solu¢do de vanilina (CsHsO3), seguido de aquecimento por exposi¢cao

ao ar quente pelo uso de soprador térmico DWT (Modelo HLP15-500).
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e Solucao alcodlica acida de vanilina

Para 200 mL de solucdo, solubiliza-se 5 g de vanilina (CsHgO3) em 100
mL de dlcool etilico. Em seguida, acrescenta-se a solucao de vanilina,

100 mL de solugdo 0,75 M de acido perclérico (HC1Os).
e Soluc¢ao de dragendorff

Para 200 mL de solugdo, solubiliza-se 5,2 g de nitrato de bismuto em
agua 80 MI (solugdo A) e 4 g de iodeto de potdssio em dgua 80 mL
(solucao B). Mistura-se as solucdes A e B e, em seguida, adiciona-se

40 mL de 4cido acético a solucdo.

5.2.2 Extragdo em fase solida (SPE)

Foram utilizados cartuchos de fase reversa (Strata C18-E, 20g/60 mL, 55 um, 70
A) de 1 g da marca Phenomenex. O uso dos cartuchos foi precedido por ativagao do adsorvente
(fase estaciondria) com metanol, seguida de acondicionamento com dgua deionizada (Milli-Q),

utilizando aliquotas equivalentes a trés vezes o volume do cartucho.

5.2.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As andlises por CLAE foram realizadas empregando um aparelho da marca
SHIMADZU, modelo UFLC, equipado com detector UV-Vis com arranjo de diodos (SPD-
M20A) e um sistema de bomba terndrio. As separacdes foram realizadas em coluna semi-
preparativa C18 (10 mm x 250 mm, 5 um), da marca Phenomenex® e mantida em um forno
termostatico a 35°C.

Os solventes empregados foram grau CLAE (acetonitrila) e H>O deionizada (Milli-
Q), acrescida de 0,05% da base trietilamina (TEA). Os solventes foram adequadamente filtrados
através de membranas de nylon com poros de 0,45 um (Milipore). As amostras foram
dissolvidas nas fases moveis empregadas em cada andlise e filtradas através de membranas de

politetrafluoreltileno com poros de 0,45 um (Whatman).

5.3 Métodos espectrométricos e espectroscopicos

5.3.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (IV)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em espectrometros Perkin

Elmer, modelo FT-IR Espectrum 1000 da central analitica do Departamento de Quimica
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Organica e Inorgéanica da Universidade Federal do Ceara. Utilizaram-se pastilhas de brometo

de potassio (KBr) para andlise das amostras.

5.3.2 Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de '>C e 'H (uni e bidimensionais)
foram obtidos em espectrometros Brucker® modelo DRX-500 e DPX-300 equipados com sonda
de Smm no Centro Nordestino de Aplicacdio e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear
(CENAUREMN) pertencente a Universidade Federal do Ceara. O solvente deuterado utilizado
na dissolucdo das amostras de alcaloides tropanicos e obten¢do de seus espectros foi piridina-
ds, enquanto que para a dissolu¢do das amostras de diterpenos e obtengdo de seus espectros
utilizou-se o solvente cloroférmio deuterado (CDCl3), o qual, assim como a piridina-ds, também

foi produzido por Cambridge Isotope Laboratories.

Os deslocamentos quimicos (J) foram expressos em parte por milhdo (ppm) e
referenciados, no caso dos espectros de protio, pelos picos dos hidrogénios pertencentes as
moléculas residuais ndo-deuteradas dos solventes deuterados utilados: cloroférmio (0 7,27) e
piridina (éu 8,74; 7,58 e 7,22). Para os espectros RMN °C, os deslocamentos quimicos foram
referenciados pelos picos centrais dos carbonos-13 dos solventes utilizados: cloroférmio (dc

77,23) e piridina (éc 150,35; 135,91 e 123,87).

As multiplicidades das absor¢des foram indicadas segundo a convengdo: s
(simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), t (tripleto), dd (duplo dupleto), td (tripleto de
dubleto), dt (duplo tripleto), ddd (triplo dupleto) e m (multipleto).

Os experimentos unidimensionais de 'H e de '>C foram efetuados em sonda
multinuclear de 5 mm com detecc@o inversa (500 MHz) ou em sonda dual de 5 mm com
detecgdo ditera (300 MHz). Os microprogramas utilizados para a aquisi¢do dos dados foram:
'H (zg), *C-CPD (zgpg30), APT (jmod), COSY (cosygpqf), NOESY (noesygpph), HSQC
(hsqcgpph) e HMBC (hmbcgplpndqf).

O padrao de hidrogenacao dos carbonos foi determinado através da utilizagao das
técnicas *C-DEPT 135° e HSQC, e expressado segundo a convenciio: C (carbono nio

hidrogenado), CH (carbono metinico), CHz (carbono metilénico) e CH3 (carbono metilico).
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5.3.3 Espectrometria de massa (EM)

Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos no Laboratdrio
Multiusudrio de Quimica de Produtos Naturais da Embrapa Agroindistria Tropical, em um
espectrometro Acquity UPLC acoplado a um sistema quadrupolo, equipado com fonte de

ionizagdo por eletrospray (IES), adquirido no modo positivo.

5.3.4 Espectroscopia de difracdo de raio-X (Raio-X)

As andlises de difracdo de raio-X foram realizadas em um difratdmetro de
monocristal da marca Brucker® modelo D8 Venture equipado com gerador de radiacio de
molibdénio e cobre pertencente ao Laboratorio de Cristalografia Estrutural da Universidade
Federal do Ceara. Os cristais das amostram foram crescidos através da lenta evaporacdo do
solvente (CHCI3 e MeOH), na proporc¢ado de 6:4, a baixa temperatura por um periodo entre 1 a

2 semanas.

5.4 Métodos fisicos de analise
5.4.1 Determinacdo da rotagdo dptica

As rotacOes Opticas foram obtidas em polarimetro digital da Jasco Brasil P2000,
pertencente ao Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica da Universidade Federal do
Ceara a temperatura de 22°C. Os solventes utilizados foram CHClz e MeOH, na proporcao de
1:1, em cubeta de 2,5 mm de didmetro e 100 mm de comprimento. As medidas foram feitas em
triplicata, com tempo de duracdo de cada andlise de 15 segundos. Antes de cada anélise foi
obtido o branco de cada solvente para a correcdo dos valores. Foram considerados aceitdveis

valores de desvio padrdo menores que um.

5.4.2 Ponto de fusdo

Os pontos de fusdo foram determinados utilizando equipamento digital de ponto de
fusdo da Microquimico Equipamentos Ltda, modelo MQADF-302, acoplada a um microscopio
Optico monocular. As determinacdes foram realizadas a uma velocidade de aquecimento de
2,0°C/min. As anélises foram realizadas no Laboratério de Bioinorganica (LABIO) da

Universidade Federal do Ceara.



5.5 Processamento do material vegetal de Erythroxylum bezerrae Plowman ®

A casca (1,8 kg) e o cerne do caule (3,0 kg) de E. bezerrae, secos a temperatura
ambiente e trituradas, foram submetidas individualmente a maceragdo em 8 L de n-hexano e
EtOH 96%, respectivamente, por 72 horas. A extracdo foi repetida 2 vezes e as solugdes
hexanicas e etandlicas foram evaporadas sob pressao reduzida para a obtencao dos extratos n-
hexanico (EHEBC, 9,2 g, 0,5% de rendimento) e etandlico (EEEBC, 154,9 g, rendimento de
8,6%), referentes a casca do caule. 11,6 g de extrato n-hexanico (EHEBL, rendimento de
0,38%) e 51,0 g do extrato etandlico (EEEBL, rendimento de 1,67%), referentes ao cerne do

caule.

5.5.1 Fracionamento do extrato etanolico da casca do caule (EEEBC)

46,5 g do extrato EEEBC foi solubilizado em 120 mL de metanol e 80 mL de 4dgua.
Ap0s este procedimento, foi submetido a extracao liquido-liquido com 300 mL de cloroférmio
(3 x 100 mL), seguido por 300 mL de AcOEt (3 x 100 mL) e, finalmente, por 50 mL de n-
butanol, fornecendo, apds serem secas com sulfato de s6dio anidro e rotaevaporadas sob pressao
reduzida, as fracdes conforme a Tabela 3. Apds andlise por CCDA, a fracdo cloroférmica
EEEBC-A apresentou teste positivo frente ao reagente de Dragendorff, indicativo da possivel

presenca de alcaloides.

Tabela 3 - Particdo liquido-liquido do extrato etandlico da casca do caule de Erythroxylum bezerrae.

Solvente Fracado Massa (g)
CHCI3 EEEBC-A 18,28
AcOEt EEEBC-B 2,62
n-BuOH EEEBC-C 2,41
Total 23,31
Rendimento 50,0 %

5.5.1.1 Fracionamento da fra¢cdo EEEBC-A

Uma aliquota (10,0 g) da fracio EEEBC-A foi adsorvida em 8 g de silica gel e
submetida a cromatografia sob 50 g de silica gel numa coluna de 8,0
cm de diametro interno. Na elui¢cao foram utilizados os solventes (CH>Cl», 95:5, 90:10, 80:20,
50:50 e MeOH). As fracdes foram concentradas sob pressao reduzida e suas respectivas massas

organizadas conforme a Tabela 4.
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Tabela 4 - Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico da fragio EEEBC-A.

Eluente Volume (mL)  Fracao Massa
CH:Clz 300 EEEBC-Al 564 mg
CH:C12/MeOH 5% 300 EEEBC-A2 372 mg
CH:C12/MeOH 10% 300 EEEBC-A3 431¢g
CH:C12/MeOH 20% 300 EEEBC-A4 241¢
CH:C12/MeOH 50% 300 EEEBC-AS 193 g
MeOH 300 EEEBC-A6 218 mg
Total 9,80
Rendimento 97,98 %

A andlise comparativa por CCDA, revelada sob 1ampada de UV (365 nm), seguida
por borrifagdo com vanilina e aquecimento ou por deteccdo com reagente de dragendorff das
fragdes obtidas do fracionamento de EEEBC-A, revelou que as fracoes EEEBC-A3 e EEEBC-
A4 apresentaram teste positivo frente ao reagente Dragendorff e foram, inicialmente,
selecionadas para prospecg¢do fitoquimica.

A fracdo EEEBC-A3 (4,3 g), obtida por eluicio com CH>Clo/MeOH (90:10), foi
adsorvida em 8 g de gel de silica e disposta sobre 50,0 g de gel de silica. A eluicdo foi realizada

com os solventes CH>Cl, e MeOH, de acordo com a tabela 5 abaixo.

Tabela 5 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragdo EEEBC-A3.

Eluente Volume (mL) Fracao Massa
CH:Clz 150 1-5 9 mg
CH2CL>/MeOH 5% 150 6-10 69 mg
CH:C12/MeOH 10% 150 11-15 34¢
CH:CI12/MeOH 15% 150 16-20 275 mg
CH2Cl2/MeOH 20% 150 21-25 51 mg
CH:Cl2/MeOH 50% 150 26-30 87 mg
MeOH 50 31-35 15 mg
Total 390 g

Rendimento 97,98 %
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Foram coletadas 35 fracdes de aproximadamente 30 mL, as quais foram

posteriormente analisadas por CCDA e reunidas conforme suas semelhancas da seguinte forma:
F 1-10 (EEEBC-A3-A), F 11-17 (EEEBC-A3-B), F 18-27 (EEEBC-A3-C) e F 19-35 (EEEBC-
A3-D). A possivel presenca de alcaloides foi observada na fragdo EEEBC-A3-B.

5.5.1.2 Fracionamento de EEEBC-A3-B

A fracdo EEEBC-A3-B (3,5 g) foi misturada a 7,0 g de gel de silica e disposta sobre
50,0 g de gel de silica, utilizando como eluente os solventes CH>Cl> e MeOH puros ou em

misturas bindrias, em escala crescente de polaridade, nas propor¢cdes mostradas na Tabela 6.

Tabela 6 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragio EEEBC-A3-B.

Eluente (%) Fracao Massa (g)
CH:Cl2 100 % 1-9 0,2
CH>CI2/MeOH 5% 10-18 0,7
CH>CI2/MeOH 10% 19-29 1,4
CH2Cl2/MeOH 20% 30-38 0,7
CH:C12/MeOH 50% 39-45 0,3
MeOH 100% 46-53 0,04
Total 3,34
Rendimento 95,4 %

Foram coletadas 53 fracdes de aproximadamente 10 mL cada, as quais, ap6s andlise
em CCDA, foram agrupadas em trés fragoes: F 1-18 (A), F 19-32 (B) e F 33-53 (C). Apds
exposicao ao reagente dragendorff, a fracdo B foi considerada alcaloidica. Esta foi submetida a

uma coluna cromatografica de média pressao, utilizando silica flash como adsorvente.

5.5.1.3 Fracionamento de EEEBC-A3-BB e isolamento de EB-1, EB-2, EB-3, EB-4, EB-7 e EB-
8.

A fracdo EEEBC-A3-BB (1,5 g) foi solubilizada em CH2Cl; e adsorvida em 3,0 g
de silica flash. Este material foi adicionado em uma coluna de 3,0 cm de didametro, empacotada
com 80,0 g de silica flash. A elui¢do ocorreu no modo isocratico, utilizando o eluente CH2Cl/1-
PrOH na proporcao de (90:10). As fracdes obtidas (62 com aproximadamente 10 mL cada)
foram agrupadas com base na semelhanca de seus perfis, apds andlise por CCDA, conforme

disposto na Tabela 7.
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Tabela 7 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragio EEEBC-A3-BB.

Eluente (%) Fracoes Fracoes Massa (mg)
reunidas
CH:Cl/ i-PrOH 10% 1-10 EEEBC-A3-BB-A 265,7
CH:Cl»/ i-PrOH 10% 11-29 EEEBC-A3-BB-B 612,0
CH2Cl2/ i-PrOH 10% 30-31 EEEBC-A3-BB-C 198,6
CH2Cl2/ i-PrOH 10% 32-62 EEEBC-A3-BB-D 314,0
Total 1,39
Rendimento 92.,6%

As fracoes EEEBC-A3-BB-B (612,0 mg) e EEEBC-A3-BB-D (314,0 mg)

indicaram, através do reagente de dragendorff, a presenca de alcaloides.

200,0 mg da fragio EEEBC-A3-BB-B, foram dissolvidos em 10 mL de MeCN e

submetidos a CLAE, utilizando um detector de fotodiodo (PDA). A andlise foi realizada

utilizando coluna semipreparativa de fase reversa (C-18) (10,0 x 250 mm, Sum), H20 (0,05%
TEA)/MeCN 50-100% como fase moével, fluxo de 3,0 mL/min, 150 uL de volume injetado em

cada andlise e temperatura de forno da coluna de 40°C. Nestas condi¢des e utilizando uma faixa

de comprimento de onda de 210-400 nm, obteve-se o cromatograma a seguir:

Figura 8— Cromatograma obtido da fragio EEEBC-A3-BB-B para isolamento de EB-1, EB-2, EB-3, EB-7 e EB-
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Este procedimento levou ao isolamento de EB-1 (13,0 mg, tR = 9,4 min), EB-2 (7,0
mg, tR = 9,4 min), EB-3 (8,3 mg, tR = 13,4 min), EB-7 (7,8 mg, tR = 10,6 min) e EB-8 (6,7

mg, tR = 11,2 min).
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Uma aliquota (100,0 mg) da fragio EEEBC-A3-BB-D foi dissolvida em 5 mL de

MeCN e submetidos a CLAE, utilizando um detector de fotodiodo (PDA). Assim como para a
fracdo anterior, a andlise dessa fragdo foi realizada utilizando coluna semipreparativa de fase
reversa (C-18) (10,0 x 250 mm, Sum), H20 (0,05% TEA)/MeCN 50-100% como fase médvel,
fluxo de 3,0 mL/min, 150 uL de volume injetado em cada andlise e temperatura de forno da
coluna de 40°C. Nestas condig¢des e utilizando uma faixa de comprimento de onda de 210-400
nm, obteve-se o cromatograma da figura 9. Deste procedimento obteve-se 5 mg de um sélido

branco amorfo denominado EB-4 (tR = 13,5 min).

Figura 9 - Cromatograma obtido da fragio EEEBC-A3-BB-B para isolamento de EB-4.
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5.5.1.4 Fracionamento cromatogrdfico de EEEBC-A4 e isolamento de EB-5, EB-1 e EB-6.

Com uma aliquota (1,0 g) da fracio EEEBC-A4, realizou-se uma extragdo em fase
sélida, SPE C-18, utilizando como eluentes H2O/MeOH (1:1), H2O/MeOH (2:3), HO/MeOH
(3:7), H2O/MeOH (2:8), H2O/MeOH (1:9) e MeOH, resultando em 6 fracdes de 100 mL cada

(Tabela 8, abaixo).

Tabela 8 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracdo EEEBC-A4.

Eluentes (%) Volume (mL) Fracao Massa (mg)
H,O/MeOH (1:1) 100 EEEBC-A4-A 7583
H>O/MeOH (2:3) 100 EEEBC-A4-B 59,4
H>O/MeOH (3:7) 100 EEEBC-A4-C 427
H>O/MeOH (2:8) 100 EEEBC-A4-D 23,8
H,O/MeOH (1:9) 100 EEEBC-A4-E 15,8

MeOH 100% 100 EEEBC-A4-F 48,6

Total 948,6
Rendimento 94,8

A analise por CCD, cujo reagente utilizado foi o dragendortf, revelou a presenca de

alcaloides na fracdo EEEBC-A4-A. Uma aliquota de 100 mg foi submetida a CLAE semi-
preparativa, Cis. A fase movel utilizada foi H>O (0,05% TEA)/ACN 20-100%, fluxo de 3,0

mL/min e canal de monitoramento 210-400 nm (cromatograma da figura 10).

Figura 10 - Cromatograma obtido da fragio EEEBC-A3-BB-B para isolamento de EB-5, EB-1 e EB-6.
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Este procedimento levou ao isolamento de EB-5 (11,4 mg, tr = 10,0 min), o

composto jd isolado anteriormente EB-1 (8,5 mg, tr = 18,7min) e EB-6 (7,8 mg, tr = 20,5 min).



Figura 11 - Fluxograma ilustrando o fracionamento cromatografico do extrato etandlico da casca do caule de E. 51
bezerrae.
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5.5.2 Fracionamento do extrato hexanico do cerne do caule (EHEBL)

Uma aliquota (8,0 g) do extrato hexanico do cerne do caule de E. bezerrae foi
adsorvida em 17,0 g de gel de silica, pulverizada em gral de porcelana e disposta sobre 72,0 g
de gel de silica em uma coluna de 5 cm de diametro. O fracionamento cromatografico foi
realizado por elui¢des com hexano e acetato de etila, puros ou em misturas bindrias. Foram
obtidas 23 fragcdes de 100 mL cada, que apds andlise por cromatografia em camada delgada

(CCD), resultaram em 5 fragdes (Tabela 9).

Tabela 9 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragio EHEBL.

Eluente Volume (mL)  Fragdo Massa (g) Rendimento (%)
Hexano/AcOEt 20% 400 EHEBL-A 4,05 50,6
Hexano/AcOEt 40% 300 EHEBL-B 0,42 5,2
Hexano/AcOEt 60% 300 EHEBL-C 1,23 15,3
Hexano/AcOEt 80% 200 EHEBL-D 047 5,8

AcOEt 200 EHEBL-E 0,53 6,6

Total 83,5

5.5.2.1 Fracionamento de EHEBL-A e isolamento de EB-13, EB-14, EB-15 e EB-16.

A fragao EHEBL-A (4,05 g) foi solubilizada em CH2Cl2 e acondicionada em 54,0
g de gel de silica em coluna de 4,0 cm de didmetro interno. A elui¢do foi realizada utilizando-
se de misturas bindrias hexano/acetato de etila, fornecendo 27 fracdes de aproximadamente 25

mL (Tabela 10).

Tabela 10 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracdo EHEBL-A.

Eluente Volume (mL)  Fragdo Massa (g) Rendimento (%)
Hexano/AcOEt 5% 350 1-8 0,618 15,2
Hexano/AcOEt 10% 450 9-27 2,70 66,6

Total 81,8
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Ap6s andlise por CCDA, obteve-se: F 1-10 (A), F 11-17 (B) e F 18-27 (C).

A fracdo EHEBL-A-B (752,0 mg) foi submetida a cromatografia liquida em coluna
sobre 40 g de gel de silica (coluna de 4 cm de diametro interno) e eluida com hexano e acetona
puros ou em propor¢des bindrias: Hexano/acetona 5%, hexano/acetona 50% e acetona. Foram
coletadas 59 fracOes de aproximadamente 8 mL, as quais, apds andlise em CCDA, foram
reunidas. O grupo de fracdes F 12-15 (14 mg) apresentou-se como uma resina amarela

com satisfatério grau de pureza e foi denominada EB-13.

A fragdo F 25 (57,8 mg), obtida por elui¢do com hexano/acetona 5% apresentou um
precipitado branco, que apds filtracdo resultou em 14,2 mg de um composto puro denominado
de EB-14. Enquanto a fracdo F 28 (35,0 mg) apresentou satisfatério grau de pureza, e foi

denominada EB-15.

A fragdo EHEBL-A-C (1,95 g) foi submetida a cromatografia liquida em coluna (4
cm de diametro interno) com 60 g de gel de silica e eluida com: DCM/isopropanol 2%. Foram
coletadas 30 fracdes de aproximadamente 8 mL, as quais apds andlise em CCDA, foram
reunidas de acordo com suas semelhancas. O grupo de fragdes F 18-27 (860,0 mg) apresentou-

se como um sélido branco amorfo com satisfatério grau de pureza e foi denominada EB-16.

5.5.2.2 Fracionamento de EHEBL-B e isolamento de EB-17.

A fracdo EHEBL-B (420,0 mg) foi solubilizada em CH2Cl2 e cromatografada sobre
18 g de silica gel em uma coluna de 2,0 cm de didmetro interno. A fase movel utilizada foi
constituida pelos solventes hexano e acetato de etila puros ou em misturas bindrias, em ordem

crescente de polaridade, de acordo com a tabela 11, abaixo.

Tabela 11 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragio EHEBL-B.

Eluente Volume (mL)  Fragdo

Hexano/AcOEt 20% 150 1-25 (A)
Hexano/AcOEt 30% 50 26-33 (B)
Hexano/AcOEt 50% 50 34-40 (C)
Hexano/AcOEt 70% 50 41-46 (D)

AcOEt 50 47-49 (E)
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Foram coletadas 49 fracdes de aproximadamente 10 mL, as quais foram

posteriormente analisadas por CCD e reunidas conforme suas semelhancas da seguinte forma:

F 1-25 (A), F 26-33 (B), F 34-40 (C), F 15-21 (D) e F 22 (E).

A fracdo C (113,7 mg) foi submetida a procedimento cromatogrifico em gel de
silica, utilizando-se os solventes: DCM, DCM/acetona 95:5, 8:2, 5:5 e acetona. Foram coletadas
80 subfracdes, as quais foram analisadas por CCD e reunidas conforme suas semelhancgas da
seguinte forma: F 1-29 (A), F 30-35 (B), F 36-43 (C), F 44-66 (D), F 67-80 (E). A subfracdo B
(27,7 mg) foi recromatografada, utilizando-se os solventes DCM e DCM/acetona 5%, foram
obtidas 16 subfracdes, as quais foram monitoradas por CCDA. A subfracio C (8,0 mg)
apresentou-se como uma resina incolor com satisfatério grau de pureza e foi denominada EB-

17.

5.5.2.3 Fracionamento de EHEBL-C e isolamento de EB-18 e EB-9.

1,23 g da fracdo hexano/AcOEt (EHEBL-C) foram misturados a 3,0 g de gel de
silica, pulverizados em gral de porcelana e dispostos sobre 32 g de gel de silica em coluna de 8
cm de didmetro. O fracionamento foi conduzido utilizando os solventes hexano/AcOEt (7:3).
Foram obtidas 55 fracdes de aproximadamente 10 mL cada, que apds andlise por CCDA, foram

reunidas em 6 fracdes (Tabela 12).

Tabela 12 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracio EHEBL-C.

Fragoes resultantes Eluente Peso (mg) Fracao

1 Hexano/AcOEt 30% 84,1 EHEBL-C-A
2 Hexano/AcOEt 30% 60,5 EHEBL-C-B
3 Hexano/AcOEt 30% 235,6 EHEBL-C-C
4 Hexano/AcOEt 30% 270,0 EHEBL-C-D
5 Hexano/AcOEt 30% 213,0 EHEBL-C-E
6 Hexano/AcOEt 30% 217,9 EHEBL-C-F
Total 1,08 g

Rendimento 87,8%

As fracoes EHEBL-C-C (235,6 mg) e EHEBL-C-D (270,0 mg) apresentaram
precipitados, os quais foram filtrados de seus respectivos liquidosz mae, resultando em 127,0

mg de um composto quimico codificado como EB-18.
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A fracdo EHEBL-C-E (213,0 mg) foi adsorvida em 500 mg de gel de silica,

pulverizada em gral de porcelana e disposta sobre 15 g de gel de silica em coluna de 4 cm de
diametro interno. O fracionamento cromatografico foi realizado por eluicdes com: DCM/

AcOEt (8:2) e AcOEt, resultando em 4 subfragdes como sumarizado na Tabela 13.

Tabela 13 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracio EHEBL-C-E.

Fragdes resultantes Eluente Peso (mg) Fracao

1 DCM/AcOEt 20% 30,8 EHEBL-C-EA
2 DCM/AcOEt 20% 38,1 EHEBL-C-EB
3 DCM/AcOEt 20% 110,5 EHEBL-C-EC
4 AcOEt 12,8 EHEBL-C-ED
Total 1922 ¢

Rendimento 90,0%

A subfracio EHEBL-C-EB (38,1 mg) foi purificada utilizando coluna de gel de
silica e o sistema de solvente: hexano/AcOEt 30%, obtendo-se 17 fragOes, as quais foram
reunidas de acordo com a semelhan¢a de seus perfis cromatogrificos em 4 subfracdes, da
seguinte forma: F 1-8 (A), F9-13 (B) e F 14-17 (C). A fracao C apresentou considerdvel grau

de pureza, resultando em um sélido branco cristalino, denomidado EB-9.

5.5.2.4 Fracionamento de EHEBL-D e isolamento de EB-19.

A fracdo EHEBL-D (0,47 g) foi solubilizada em CH2Cl2 e cromatografada sobre 21
g de silica gel numa coluna de 6,0 cm de diametro interno. A fase mével utilizada foi constituida
pelos solventes hexano e acetato de etila puros ou em misturas bindrias, em ordem crescente de

polaridade, de acordo com a tabela 14 abaixo.

Tabela 14 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracio EHEBL-D.

Eluente Volume (mL)  Fragdo
Hexano/AcOEt 25% 150 1-14
Hexano/AcOEt 30% 100 15-35
Hexano/AcOEt40 % 100 36-50
Hexano/AcOEt 50% 100 51-61

AcOEt 100% 50 62-72
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Foram coletadas 72 fracdes de aproximadamente 10 mL, as quais foram

posteriormente analisadas por CCD e reunidas conforme suas semelhancas da seguinte forma:

F1-3 (A), F4-13 (B), F 14-43 (C), F 44-53 (D), F 54-62 (E), F 63-66 (F) e F 67-72 (G).

A fracdo E (26,4 mg) apresentou-se como um sélido cristalino incolor, com um

grau de pureza considerdvel, o qual foi denominado EB-19.

5.5.2.5 Fracionamento de EHEBL-E e isolamento de EB-10, EB-11 e EB-12.

534,3 mg da fracio EHEBL-E foram misturados a 1,1 g de gel de silica,
pulverizadas em gral de porcelana e disposta sobre 15,0 g de gel de silica em coluna de 2,5 cm
de diametro. O fracionamento foi conduzido utilizando como eluente hexano/AcOEt 30%,

rendendo 33 fracdes de 10 mL cada, que apds andlise em CCDA, foram reunidas em 4 fracoes

(Tabela 15).

Tabela 15 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragdio EHEBL-E.

Fragdes resultantes  Eluente Peso (mg) Fracao

1 Hexano/Acetona 20% 86,0 EHEBL-EA
2 Hexano/Acetona 20% 237,7 EHEBL-EB
3 Hexano/Acetona 20% 101,7 EHEBL-EC
4 Acetona 12,8 EHEBL-ED
Total 438,2

Rendimento 82,0%

A fracao EHEBL-EA (86,0 mg) rendeu pequenos cristais brancos, os quais foram
filtrados para remocao do liquido sobrenadante, rendendo 8,5 mg de um composto denominado
EB-10.

237,7 mg da fracio EHEBL-EB, submetida a cromatografia a média pressao, foi
misturada a 500,0 mg de gel de silica e adsorvidas em 8,0 g de gel de silica em uma coluna de
2,0 cm de didmetro. O fracionamento foi conduzido utilizando: hexano/acetona 20%,
resultando em 21 fracdes com cerca de 10 mL, cada. Apés andlise por CCDA, reuniu-se as

fracdes em 4 fracoes (Tabela 16)
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Tabela 16 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracito EHEBL-EB.

FragOes resultantes  Eluente Peso (mg) Fracao

1 Hexano/acetona 20% 30,5 EHEBL-EB-1
2 Hexano/acetona 20% 24.6 EHEBL-EB-2
3 Hexano/acetona 20% 32,8 EHEBL-EB-3
4 Hexano/acetona 20% 84,9 EHEBL-ED-4
Total 172,8

Rendimento 72,6 %

A fragdo EHEBL-ED-4 (84,9 mg) foi submetida a CLAE, utilizando coluna
semipreparativa de fenil-hexil (10,0 x 250 nm, 5 um); H20 (0,1% TFA)/MeOH 90-100% como
fase movel; fluxo de 3,0 mL/min; volume injetado de 150 pL, e temperatura de forno de 40°C.
Nestas condic¢des, e utilizando uma faixa de comprimento de onda de 210-400 nm, foram
obtidos trés picos, referentes aos compostos EB-11 (7,0 mg, Tr = 6,4 min), EB-12 (10,1 mg, Tr

= 6,8 min) e o composto previamente isolado EB-10 (18,0 mg, Tr = 7,5 min), (Figura 12).

Figura 12 - Cromatograma obtido da fracio EEEBC-A3-BB-B para isolamento de EB-11, EB-12 e EB-10.
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Figura 13 - Fluxograma mostrando os compostos obtidos do fracionamento cromatografico do extrato hexé.nicg8

do cerne do caule de E. bezerrae.
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5.5 Atividades biologicas dos compostos isolados

5.5.1 Ensaio de citotoxicidade in vitro das substdncias isoladas

N

Os compostos EB-1 a EB-19 puros foram investigados quanto a atividade
antiproliferativa em linhagens de células tumorais através do ensaio colorimétrico do MTT. Os
testes de citotoxicidade foram realizados no Laboratério Nacional de Oncologia Experimental
(LOE) da Universidade Federal do Ceard (UFC), tendo como responsdvel o Dr. Danilo

Damasceno Rocha, cujo procedimento encontra-se descrito abaixo.

5.5.1.2 Linhagens e modelos celulares

Para o ensaio da atividade citotéxica foram utilizadas as linhagens tumorais: PC3
(Carcinoma de prostata), HCT-116 (Cancer de colorretal), SNB 19 (sistema nervoso), NCIH-
460 (pulmdo), além de uma linhagem normal 1929 (Fibroblasto murino) para teste de
toxicidade, cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA), tendo sido cultivadas em meio
RPMI 1640, enquanto L929 foi cultivada em DMEM. Todos os materiais foram suplementados
com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera
contendo 5% de CO.. As amostras foram diluidas em DMSO e testadas na concentracdo de 20

pg/ml.
5.5.1.3 Teste de citotoxicidade — Teste do MTT

A andlise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo rotineiramente
utilizada em vérios programas de screening, inclusive pelo National Cancer Institute (NCI)
dos Estados Unidos, que testa mais de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E
um método rapido, sensivel e barato. Foi descrita primeiramente por Mosman (1983), tendo a

capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula.
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5.5.1.3.1 Principio do teste

E uma andlise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-
2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em um precipitado de coloracao azul
(formazan), a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente
ativas. O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade,

mas nao o mecanismo de agao (BERRIDGE et al., 1996).

5.5.1.4 Procedimento experimental

As células foram plaqueadas na concentracdo de 0,1 x 10° cél/mL para a linhagem
PC3, 0,7 x 10° cél/mL para HCT-116, e para L929 a concentracdo de 0,1 x 10°cél/mL. As placas
de PC3 e 929 foram incubadas por 72 horas e as placas de HCT-116 foram incubadas por 24,
48 e 72 horas em estufa a 5% de CO2a 37 °C. Ao término deste, as mesmas foram centrifugadas
e o sobrenadante foi removido. Em seguida, foi adicionado 100 uL da solucdo de sal 3-(4,5-
dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazélio (MTT), o qual € convertido em
formazan (Figura 14), pela atividadeda enzima succinil-desidrogenase presente nas
mitocOndrias de células vidveis (MOSMAN, 1983). As placas foram incubadas por 3h nessa
solucdo, as quais, em seguida, tiveram suas absorbancias lidas ap6és dissolu¢ao do precipitado

em 100 puL. de DMSO puro em espectrofotometro de placa a 595 nm.

Figura 14— Esquema mostrando a reagdo de redug¢do do MTT a formazan por enzimas mitocondriais.
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5.5.1.5 Andlise dos dados

Para a determinagao da Clso (concentragao capaz de inibir 50 % do crescimento
celular) as absorbincias das amostras foram analisadas utilizando o logaritmo das
concentracoes testadas por regressdo ndo-linear. Foram realizadas duas repeti¢des individuais
para cada um dos compostos em todas as linhagens previamente indicadas. Todos os

experimentos foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.

5.5.2 Atividade anti-inflamatoria

Os compostos EB-9 a EB-19 foram investigados quanto a sua atividade anti-
inflamatoria dos compostos em células RAW 264.7 estimuladas por LPS. Os testes foram
realizados no Laboratdério de Produtos Naturais (LPN) da Universidade Federal do Ceara
(UFC), tendo como responsavel a Dra Flavia Almeida Santos, cujo procedimento encontra-se

descrito abaixo.

5.5.2.1 Cultura celular
Para o cultivo celular, foi utilizada a linhagem de macréfagos murino (RAW 264.7),

obtidos do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), Brasil. As células foram cultivadas em
meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS) e antibidtico, contendo 100 unidades/mL de penicilina e 100 pug/mL de

estreptomicina, em atmosfera umidificada a 37 °C e 5% de COa.

5.5.2.2 Dilui¢do das amostras e niimero amostral

Todas as amostras foram previamente solubilizadas em DMEM contendo 1% de
DMSO (Veiculo), seguindo as diluicdes necessdrias para a obten¢do das concentragdes
preconizadas em cada um dos testes realizados. Todos os ensaios foram realizados em triplicata

(n=6).
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5.5.2.3 Ensaio de viabilidade celular pelo método do MTT

A viabilidade celular foi avaliada usando o ensaio MTT (3- [4,5-dimetiltiazol-2-il]
-2,5-difenil tetrazolio) (MOSMANN, 1983). As células RAW 264.7 foram semeadas a uma
densidade de 1 x 10° células/pogo em uma placa de 96 pocos e incubadas por 24 h. As células
foram tratadas com os compostos de teste EB9-EB19 (0.78 — 400 uM) por 24 h. O MTT (1
mg/mL) foi adicionado em cada poco de células e incubado por 4 h a 37 °C. Em seguida, o
meio foi removido e adicionado DMSO (100 pL) a cada poco. Ap6s 30 min de incubagio, a
absorbancia foi medida a 570 nm usando um leitor de microplaca (Asys UVM 340, Biochrom,

EUA).

5.5.2.4 Avaliagdo da inibi¢do da produgdo de oxido nitrico (NO) estimulada por LPS

A concentrac@o de nitrito no meio foi medida como um indicador da producao de
NO de acordo com a reagdo de Griess (GASPARRINI, 2018). As células RAW 264,7 foram
semeadas a uma densidade de 5 x 10° células/pogo, em placa de 96 pocos, e tratadas com os
compostos EB9-EB19, em diferentes concentracdes, por 1 h e, em seguida, estimuladas com
LPS (1 pg/mL) a 37 °C, por 24 h. Dexametasona (1.25 — 10 uM) foi usada como controle
positivo. Para anélise, o sobrenadante da cultura foi coletado e misturado com um volume igual
de reagente de Griess (1% de sulfanilamida, 0,1% de dicloridrato de N-[I-naftil]-
etilenodiamina, 5% de acido fosférico) e a absorbancia medida a 540 nm. A quantidade de
nitrito nas amostras foi calculada a partir de uma curva padrao de nitrito de sédio (ZHAI et al.,

2016).

5.5.2.5 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.). Todos
os dados foram avaliados sob a sua distribuicdo normal, analisada pelo teste de Kolmogorov—
Smirnov. Os valores de Clso foram calculados a partir das curvas de concentragdo-resposta e
expressos como média + desvio padrdo da média. Para comparagdes multiplas dos parametros
foi utilizada a ANOVA, sendo o nivel de significancia entre os grupos determinado pelo pos-
teste de Tukey. Valores de p < 0.05 foram considerados estatisticamente significativos. Todos
os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism® 5.03 (San Diego, Califérnia,

EUA).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Determinacao estrutural dos compostos isolados de Erythroxylum bezerrae

O estudo quimico dos extratos da casca do caule e do lenho do caule de E. bezerrae
resultou no isolamento de vinte e um compostos, codificados como EB-1 a EB-21. A partir das
andlises dos seus dados de RMN de 'H e '*C, bem como revelagio positiva frente ao reagente
de Dragendorff, observou-se que oito destes compostos pertencem a classe dos alcaloides
tropanicos (EB-1 a EB-8), enquanto os demais s@o diterpenos cauranos (EB-9 a EB-14) e (EB-
16 a EB-19), exceto por um diterpeno do tipo labdano (EB-15). A seguir, serdo apresentadas

as determinagOes estruturais das substancias isoladas, iniciando pelos alcaloides.

6.1.1 Determinacao estrutural de EB-1

O tratamento cromatografico da fracio EEEBC-A3-BB-B do extrato etandlico de
E. bezerrae (item 5.5.1.3, Pag. 51), permitiu o isolamento de 14,7 mg de um sélido branco

cristalino, [0(]%2 -8.8° (¢ 0,06, CHCI13/MeOH 1:1), com P.F. 226-228 °C, denominado de EB-1.

O composto EB-1 teve sua férmula molecular Co4H23NOsg (12 graus de
insaturacdo), definida com base no espectro de massas de alta resolugcdo (EMAR-ESI), o qual
exibiu fon correspondente a molécula protonada [M + H]* em m/z 458,1815 (calculado para

C24H2sNOg, 458,1809).

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho com transformada de fourier
(IV-FT) (Figura 20, p. 71) exibiu duas bandas de absor¢io em 3563 e 3410 cm’,
correspondentes a deformacdo axial de OH livre e de OH quelado, respectivamente, incluindo
duas bandas de deformacio axial da ligagdo C-O em 1128 e 1221 cm’!, compativeis com a
presenca de dlcoois e fendis. Foram observadas bandas esqueletais em 1503, 1460 e 1416 cm’!
e bandas de deformacdo angular fora do plano de Csp?>-H em 843 e 758 cm™!, caracteristicas de
aneis benz€nicos mono e tetra substituido. Observou-se também duas bandas de absor¢do em
1710 e 1631 cm™, caracteristicas de deformacdo axial da ligagio C=0 de carbonila conjugada,
além da banda de deformacdo axial da ligacio C-N em 1054 cm™!, inferindo a presenca de amina
tercidria alifdtica, corroborando com a possivel presenca de alcaloides de nicleo tropanico

(CHAVEZ et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2010).
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O espectro de RMN 'H (300 MHz, CsDsN) mostrou quatro sinais na regido de

hidrogénios ligados a anel benzénico em ou 8,27 (2H, d, J = 7,2 Hz, H-2”/H-6"), 7,88 (2H, s,
H-2°/H-6"), 7,49 (1H, t, J = 7,4 Hz, H-4”) ¢ 7,37 (2H, t, J = 7,6 Hz, H-3"/H-5"), trés sinais de
hidrogénios oximetinicos em oy 6,21 (1H, d, J = 6,0 Hz, H-6), 5,53 (1H, t, J=4,7 Hz, H-3) e
5,32 (1H, d, J = 6.0 Hz, H-7), um sinal caracteristico de metoxilas em oJu 4,05 (6H, s), bem
como sinais em ou 3,55 (1H, s, H-5) e 3,41 (1H, s, H-1), correspondentes a hidrogénios ligados
a carbonos nitrogenados. Adicionalmente, o espectro de RMN de 'H em associagio com
espectro COSY, revelou sinais para dois pares de hidrogénios metilénicos diastereotépicos em

ou2,32/1,87 (2H-2) € 2,31/1,91 (2H-4), Tabela 15.

O espectro de RMN '*C (CPD, 75 MHz, CsDsN) apresentou vinte sinais, que ap6s
comparacdo com o espectro DEPT 135°, revelou a existéncia de trés carbonos metilicos, dois
metilénicos, nove metinicos e, consequentemente, seis carbonos ndo-hidrogenados. De acordo
com o espectro HSQC (Figura 25, pag. 73), o sinal em dc 56,9 equivale a duas metoxilas, assim
como, os sinais em Jc 108,3, 129,0, 130,4, e 149,3 correspondem, cada um, a dois carbonos
magneticamente equivalentes, totalizando 24 dtomos de carbono (Tabela 17) em acordo com a
férmula molecular C2sH20NOs. Os sinais de carbonos oxigenados em dc 80,7 (C-6), 76,4 (C-7)
e 68,3 (C-3) e nitrogenados em Jc 68,5 e 64,8, mostraram correlacdes com os sinais de
hidrogénio em Ju 6,21 (1H, d, J = 6,0 Hz, H-6), 5,53 (1H, t, J = 4,7 Hz, H-3), 5,32 (1H, d, J =
6,0 Hz, H-7), 3,55 (sl, H-5) e 3,41 (s, H-1), respectivamente, evidenciando um nucleo tropanico
tri-substituido, tipico de alcaloides previamente isolados de espécies de Erythroxylum (PAYO-

HILL et al., 2000; SILVA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2011).

Uma andlise detalhada dos dados de RMN 'H combinado a0 HMBC mostrou, além
do ntcleo tropanico, duas unidades benzoilas, sendo uma ndo substituida e a outra tri-
substituida, por duas metoxilas equivalentes e uma hidroxila, substituintes estes comuns em
alcaloides de Erythroxylum (BRINGMANN et al, 2000). A posi¢do inequivoca destes
substituintes foi determinada com base em informacdes do espectro HMBC (Figura 26, pag.
74) e literatura (CHAVEZ et al., 2002). O sinal do hidrogénio em Jn 6,21 (1H, d, J = 6,0 Hz,
H-6), correlacionado no espectro HSQC com o sinal de carbono em dc 80,7 (C-6), mostrou
correlacdo a longa distancia com o carbono de éster em Jc 166,9, permitindo determinar a
posicdo do grupo benzoila ndo substituido em C-6. Consequentemente, a unidade benzoila
metoxilada foi posicionada em C-3 em acordo com as estruturas de alcaloides previamente

descritas (OLIVEIRA et al., 2011), enquanto, o grupo hidroxila foi posicionado em C-7 devido
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a correlacdo do hidrogénio oximetinico em 5,32 (H-7) com o sinal de carbono em Jc 80,7 (C-

6), Figura 15.

Figura 15 - Estrutura mostrando suas correlacdes a longa distancia (*J) observadas no espectro de RMN 2D 'H,
13C — HMBC para EB-1.

A configuragao relativa de EB-1 foi inferida com base na interpretacio do espectro
NOESY, multiplicidades/valores de constante de acoplamento (J) e por comparag¢do com dados
de RMN de estruturas andlogas previamente relatadas (Chavez et al.,2001). No espectro
NOESY, as correlacdes do sinal em on 2,78 (3H, s, N-metil) com os hidrogé€nios em du 2,31
(1H, m, H-4ax/H-2ax/) sugeriram a posi¢ao axial para o grupo N-metila. De forma semelhante,
as correlacdes de H-7 e H-6 com os hidrogénios equatorias H-2 e H-4, respectivamente,
sugeriram que os grupos HO-7 e BzO-6 se encontram fS-posicionados, como justificado pelo
valor de J (6,0 Hz), o qual indica acoplamento cis. Por outro lado, o grupo BzO-3 substituido
fol a-posicionado em fungdo da multiplicidade tripleto (t) observada para H-3 e valor de J =
4,7 Hz, compativel com acoplamento eg/ax entre H-3eq com H-2ax e H-4ax. Isto foi ainda
confirmado através das correlagdes dos hidrogénios H-6ax e H-7ax com os hidrogénios ligados

a carbonos arométicos H-2/H-6", conforme apresentado na Figura 15.

Curiosamente, a difracdo de raios-X de EB-1 mostrou o N-metila na posi¢do
pseudo-equatorial [Figura 17(a)], enquanto seu espectro NOESY exibiu correlacdes dos
prétons N-metila com H-2 e H-4 em posic¢ao f, indicando uma posi¢ao pseudo-axial para aquele
grupo [Figura 17(b)]. Com base nesses resultados, sugerimos ambas as conformagdes para o
grupo N-metil, um fendmeno bem documentado (COCINERO et al., 2010; CLOSS, 1959),
sendo a conformagdo pseudo-equatorial a preferida no estado sélido, enquanto a conformacao

pseudo-axial é preferida em solugdo.
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A estrutura obtida por difracdo de raios-X mostrou a configuragdo relativa de EB-1,

conforme observado na Figura 16. Porém, em acordo com o padrio da rota biosintética comum aos
alcaldides tropanicos (DEWICK, 2009), o grupamento benzoila foi posicionado em C-6 no anel tropano

e a estrutura de EB-1 foi estabelecida como um enantidomero [Figura 17(a)].

Figura 16 — Desenho em ORTEP da estrutura de EB-1.

Figura 17 - Correla¢des importantes de NOESY (v/—\) para EB-1 e orientacdes do grupo N-metil no estado
s6lido (a) e em solucdo (b).

Em solucédo

Estado solido

Vale ressaltar que a estereoquimica relativa dos grupos N-alquila nos alcaléides
tropanicos tem estimulado diversos estudos. Por exemplo, estudos conformacionais por
espectroscopia de RMN em CDCls, sugeriram preferéncias pseudo-axiais para os grupos N-
alquila na tropinona, mas preferéncias pseudo-equatoriais em alguns tropanos substituidos em
C-3, em uma solucdo de CFCl3; (SIDOROWICZ et al., 2015). Na forma de cristal, a
conformagao N-metil foi determinada como pseudo-equatorial na cocaina (HRYNCHUK et al.,
1983), mas, pseudo-axial na escopolamina (GLASER; SHIFTAN, 1999). Portanto, parece nao
haver uma posicdo definida para o grupo alquila localizado no dtomo de nitrogénio em

alcaloides tropanicos.
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A comparacio dos dados de RMN de 'H e '*C de EB-1 com os apresentados por

Oliveira et al. (2011) (Tabela 17, p. 71) revelou dados compativeis, incluindo a posi¢do do
grupo N-metil em pseudo-axial na forma de cristal, com o alcaloide tropanico 3a-(4’-hidroxi-
3°,5’-dimetoxibenzoila)-6/-benzoiloxi-tropano (Figura 18), isolado do caule de E. Caatingae
(OLIVEIRA et al., 2011). Diferencas foram observadas nos sinais de C-1 (dc 60,0) e C-7 (dc
36,7) no composto da literatura, os quais mostraram-se mais blindados que os sinais da estrutura
proposta C-1 (dc 68,5) e C-7 (oc 76,4), compativeis com a auséncia de um grupo hidroxila em

C-7.

Figura 18 - Estrutura do alcaloide tropanico isolado por Oliveira et al. (2011)

va-(4'-hidroxi-3',5'-dimetoxibenzoiloxi)-6B-benzoiloxi-tropano /

Deste modo, conforme os dados acima mencionados, a estrutura de EB-1 se trata
de um novo alcaloide tropanico, denominado de 7pf-hidroxi-3a-(4’-hidroxi-3’,5’-

dimetoxibenzoiloxi)-64-benzoiloxi-tropano (Figura 19, abaixo).

Figura 19 — Estrutura de EB-1
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Tabela 17 - Dados de RMN de 'H e '3C (CsDsN, 300 x 75 MHz) de EB-1 e do alcaloide isolado por Oliveira et

al., (2011).

EB-1

3a-(4’-Hidroxi-3’,5’-
dimetoxibenzoila)-6/-

No. (CsDsN, 300 MHz) benzoiloxi-tropano
(CDCl3, 500 MHz)
oc on dc OH
1 68,5 341sl 60,1 3,45m
2 30,8 2,31 (m) 346  229m
1,87 d (14,0) 1,82 d1 (15,0)
3 6383  553(t,4,7) 67,3  5,341t1(5,0)
4 30,7 2,31 (m) 333 237m
1,91 (d, 14,0) 2,03 dl (15,0)

5 64,8 3,55 (sl) 65,7 343m

6 80,7 6,21 (d, 6,0) 79,7  5,93dd (7,0; 3,0)

7 76,4 5,32(d, 6,0) 36,7  2,82dd (15,0;7.0)
2,33 m

I’ 120,9 - 121,1 -

2°/6° 108,3 7,88s 106,5 17,325

3’/5° 149,3 - 1470 -

4’ 143,3 - 139,6 -

7 166,3 - 1654 -

8’ - i,

9 - - -

1” 131,8 - 130,3 -

27/6” 1304 8,27(d, 7,2) 129,5 8,01dd (7,5; 1,0)

37/5” 129,0 7,37 (t,7,6) 128,3 7.43t(7,5)

47 133,3 749 (t, 7.4) 1329  7,55t(7.5)

77 166,9 - 166,0

4’-MeO - -

37/5°-MeO 56,9 4,05s 56,5 4,00 s

Me-N 38,3 2,78 s 40,0 2,46 s
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Figura 20 - Espectro de absor¢@o no infravermelho (KBr) de EB-1
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Figura 21 - Espectro de massa de alta resolu¢do, [M+H]+ de EB-1.
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Figura 22 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) de EB-1.
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Figura 24 - Espectro de RMN 2D 'H,'H-COSY (CsDsN, 500 x 500 MHz,) de EB-1.

é

Figura 25 - Espectro de RMN 2D 'H,"3C-HSQC (CsDsN, 500 x 125 MHz) de EB-1.
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Figura 26 - Espectro de RMN 2D 'H,'3C-HMBC (CsDsN, 500 x 125 MHz) de EB-1.
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Figura 27 - Espectro de RMN 2D 'H,'H-ROESY (CsDsN, 500 x 500 MHz) de EB-1.
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6.1.2 Determinacao estrutural de EB-2
O tratamento cromatografico da fracdio EEEBC-A3-BB-B, incluindo CLAE, (ver
experimental, item 5.5.1.3, P4g. 51), resultou na obtencdo de 8,5 mg de uma resina amarela,

denominada de EB-2.

A férmula molecular C25H29NOsg foi determinada por EMAR-ESI (Fig.28, p. 79),
baseado no pico da molécula protonada [M+H]* em m/z 472.1963 [M+H]" (calc 472.1966),

portanto com 14 unidades de massa (CH>) superior a EB-1.

O espectro de absor¢do IV-TF de EB-2 (Figura 29) exibiu bandas de absor¢ao para
hidroxila livre em 3487 cm™! e para carbonila de cetona conjugada em 1675 cm™ (PAVIA,

2016).

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN - Fig. 30) demonstrou sinais para dois
pares de hidrogénios equivalentes na regido de aromdticos em on 8,26 (d, J=7,3, H-27/6) e
7,37 (t, J=7,3, H-3/5”"), bem como um sinal em du 7,49 (t, J=7,3, H-4”) correspondente a um
anel benzénico ndo substituido. Ainda na regido de aromadticos, foi observado um sinal com
integracdo para dois hidrogénios em 7,74 (s, H-2’/6), o qual foi atribuido a um benzeno
substituido por trés grupos metoxilas, uma vez que o espectro HMBC mostrou correlagdes de
destes grupos metoxilas com os carbonos em dc 154,3 (C-3°/5") e 144,0 (C-4’). Além desses,
evidenciou a presenca de cinco sinais de hidrogénios metinicos, dos quais trés sdo ligados a
carbonos oxigenados em ou 6,15 (d, J=6,0, H-6), 5,53 (t, J=4,4, H-3) e 5,29 (d, J=6,0, H-7),
sendo os demais ligados a carbonos nitrogenados em du 3,57 (s, H-1) e 3,43 (s, H-5). Foram
observados ainda sinais para hidrogénios metilénicos na faixa de ou 2,38-1,88 e de uma metila
em ou 2,78 (s, Me-N), compativeis com um alcaloide tropanico semelhante a EB-1, cuja

diferenca se deve ao aparecimento de um sinal extra para metoxila em dn 3,98 (3H).

Os dados de RMN de '*C do composto EB-2 se mostraram semelhantes ao do
composto EB-1, com pequenas diferencas nos deslocamentos quimicos dos carbonos do anel
aromaético substituido relacionados com a presenca de uma metoxila em doc 61,0 (4’-MeQ), mais
desprotegida devido a compressao estérica dos dois grupos metoxilas adjacentes [oc 56,7 (3°/5°-
MeO)], em substituicao a um grupo hidroxila, como confirmada pela correlagao do sinal em Jon
3,98 (4’-MeO) com o carbono em dc 144,0 (C-4’) no espectro de RMN 2D-HMBC. Além disso,

observou-se correlagdes dos hidrogénios H-2/6” (ou 8,26) e H-6 (du 6,15) com o sinal da
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carbonila em dc 166,9, bem como do simpleto H-2°/6’ (du 7,88) com a carbonila em 165,9,

conforme mostra a Figura 28, a seguir.

A configuracdo relativa de EB-2 foi estabelecida pelo espectro de RMN 2D
ROESY, o qual exibiu correlagdes dipolares dos hidrogénios S-metilénicos H-2 e H-4 em on
2.36 (2H, m) com os hidrogénios metilicos em Ju 2,78 (N-Me), sugerindo a posi¢do do grupo
N-Me em pseudo-axial (CHAVEZ et al, 2002; RIBEIRO et al., 2013). Os grupos HO-7 e BzO-
6 foram f-posicionados devido as correlacdes dipolares dos hidrogénios a-posicionados em H-
6 e H-7 com H-4a e H-2a, respectivamente, corroborando com a estrutura de um novo alcaloide
tropanico denominado 3a-(3’,4°,5’-trimetoxibenzoiloxi)-6f-(benzoiloxi)-74-hidroxi-tropano

(Figura 27), cujos dados de RMN 'H e '3C estdo apresentados na Tabela 18 (Pag. 77).

Figura 28 - Estruturas mostrando suas correlagdes a longa distancia (*J) apresentados pelo espectro de RMN 2D
1H, 13C —~HMBC ("~ ¥) e ROESY (¥ V) para EB-2.

K EB-2 Catuabina B
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A andlise comparativa dos dados espectrais de RMN de 'H e *C de EB-2

possibilitou encontrar semelhangas com os dados apresentados por Oliveira et al., (2011) para
o alcaloide tropanico 3a-(3’,4°,5’-trimetoxibenzoiloxi)-6f-benzoiloxi-tropano, conhecido
como catuabina B, previamente isolado de E. vacciniifolium, por Graf e Lude, (1978) (Tabela
18, p.77), mas com diferencas significativas nos sinais de H-7/C-7 devido a presenca de um

grupo hidroxila em EB-2.

Tabela 18 - Dados de RMN de 'H e *C (CsDsN, 500 x 125 MHz) de EB-2 e catuabina B.

No. EB-2 Catuabina B
(CsDsN, 500 MHz) (CDCl3, 500 MHz)
dc On dc OH
1 68,4 3,43 sl 60,0 343m
2 30,7 2,36 m 346  226m
1,90 d (14,0) eq 1,83 d1 (15,0)
3 68,8 5,53t (4,4) 67,6 5,341t (5,0)
4 30,6 2,36 m 333  233m
1,92 d (14,0) eq 2,03 dl (15,0)
5 64,7 3,57 sl 65,7 342m
6 80,6 6,15d (6,0) 79,8  5,92dd (7,0; 3,0)
7 76,3 5,29d (6,0) 36,7  2,80dd (15,0;7.0)
2,30 m

I 126,5 - 1254 -
2°/6° 107,7 7,74 s 106,6 7,39s
3°/5 154,3 - 153,1 -
4 1440 - 153,1 -
7 165,9 - 1654 -
8’ - - ,
9’ - - -
1” 131,7 - 130,0 -
27/6” 1304 8,26d (7,2) 129,5 8,02dd (7,5; 1,0)
37/5” 129,0 7,37t(7,2) 128,3 7,421t(7,5)
4 133,4 7,49t (7,2) 1329  7,55t(7,5)
77 166,9 - 166,0 -
p-MeO 61,0 3,98s 60,9 3925
m-MeO 56,7 4,00 s 56,3 398s

Me-N 38.3 2,78 s 40,1 2,60 s




Figura 30 - Espectro de massa de alta resolu¢cdo no modo positivo EB-2.
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Figura 31 - Espectro de absorcéo no infravermelho de EB-2.
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Figura 32 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, C5D5N) de EB-2.
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Figura 34 - Espectro de RMN COSY (500 MHz, C5D5N) de EB-2.
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Figura 35 - Espectro de RMN HSQC (125 MHz, C5D5N) de EB-2.
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Figura 36 - Espectro de RMN HMBC (125 MHz, CsDsN) de EB-2.
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6.1.3 Determinacao estrutural de EB-3
A fragcdo EEEBC-A3-BB, apds sucessivas cromatografias, incluindo purificacio
por CLAE (C-18) (ver experimental, item 5.5.1.3, Pag. 51), resultou na obtencdo de um sélido
branco cristalino (12,6 mg), de rota¢io especifica [a]3? +23,6° (¢ 0,11, CHCIs/CH30H 1:1),
com P.F. 140-142 °C, o qual foi denominado EB-3.

O composto EB-3 teve sua formula molecular estabelecida pelo EMAR-ESI, o qual
exibiu o fon correspondente a molécula protonada [M+H]" em m/z 572,2491, indicando a
férmula molecular C30H37NO1, (calculado para C3oH37NO19, 572.2490), indicando um IDH
igual a 13, portanto, uma unidade maior que a dos composto EB-1 (pdg. 69) e EB-2 (pag. 76),

correspondendo a uma ligacdo dupla.

Uma andlise detalhada do espectro de RMN de 'H de EB-3 mostrou perfil similar
ao de EB-1 e EB-2. No entanto, diferentemente desses compostos, seu espectro exibiu sinais
caracteristicos de hidrogénios diastereotdpicos extras em ou 2,34 (H-7p) e 2,85 (H-7a), bem
como sinais para hidrogénios olefinicos em ou 8,15 (1H, d, H-7") ¢ 6,97 (1H, d, H-8’), ambos
com constante de acoplamento de 16,0 Hz, indicando uma ligacdo dupla com configuracao
trans. Aliado a isto, os dois sinpletos em oJu 7,23 e 7,54, atribuidos a hidrogénios orto
posicionados, respectivamente, e os trés sinpletos (6H, cada) em oun 3,89, 3,82 e 3,74,
correspondentes a trés metoxilas foram compativeis com a presen¢a de uma unidade cinamoila

e outra benzoila 3”,4”,5”-trisubstituida (PAYO-HILL ez al., 2000, CHAVEZ et al., 2002).

O espectro de RMN 2D 'H, 'H — COSY (Fig. 45, p. 89) mostrou acoplamentos
escalares entre os hidrogénios do nucleo tropanico H-6a e H-7a, H-3b e H-2b/4b, e destes com
os hidrogénios H-1 e H-5, além do acoplamento entre os hidrogénios olefinicos H-7" ¢ H-8’.

Os principais acoplamentos observados encontram-se representados na figura 36 (p. 80).

O espectro de RMN de '*C CPD (75 MHz, MeOD — Fig. 44, p. 88) exibiu 22 linhas
espectrais, que, juntamente com a analise do espectro de RMN 2D 'H, *C — HSQC (Fig. 90, p.
133), demonstrou a presencga de trés sinais de carbonos metilicos [6C 61,0 (4°/4”-OMe), 56,5
(3°’/5’-OMe, 37/57-OMe) e 39,6 (N-Me)], trés sinais metilénicos [0C 37,5 (H-7), 34,1 (H-2) e
32,9 (H-4)], oito carbonos metinicos, dos quais quatro destes em oC 145,9 (H-7°), 118,8 (H-
8°), 106,9 (C-2°/6>) e 107,8 (C-2°/6). A combinacio dos dados de RMN 'H e '3C evidenciaram
unidades benzoila e cinamoila (CHAVEZ et al., 2002), e oito carbonos ndo hidrogenados,

incluindo duas carbonilas de éster em 0C 166,6 (C-7") e 166,3 (C-9°).
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No espectro de RMN 2D-HMBC, os hidrogénios olefinicos (H-7° e H-8”) exibiram

correlacdes com a carbonila de éster em oJc 166,3 (C-9’), bem como com os carbonos
benzénicos em oc 106,9 (C-2°/6’) e 131,0 (C-1°), sugerindo uma unidade cinamoila tri-

substituida conforme evidenciada na (sub-estrutura I).

MeO (|)
(E)
MeO Z4 o)

MeO

A posicdo da unidade benzoila tri-substituida em C-6, foi determinada pela
correlacdo do sinal em dy 6,06 (H-6) com a carbonila em oc 166,6 (C-7), enquanto o grupo
cinamoila foi posicionado em C-3 devido as correlagdes dos sinais em oy 5,37 (t, J=5,0 Hz, H-
3),6,97 (d, J = 16,0 Hz, H-8*) e 8,15 (d, J = 16,0 Hz, H-7") com a carbonila em dc 166,3 (C-

9’), conforme mostrado na Figura 38.

A estereoquimica relativa de EB-3 foi definida por cristalografia de raio-X (Figura
39) e pelo espectro NOESY (Figura 38, p 90), o qual mostrou acoplamento dipolar entre os
hidrogénios N-Me com H-7b, corroborando com a posi¢cdo da metila em pseudo-equatorial.
Desse modo, a estrutura do composto EB-3 foi determinada como 3a-(3’,4°,5’-
trimetoxicinamoilxi)-64-(3”,4”,5”-dimetoxibenzoiloxi)-74-hidroxi-tropano (Figura 38,

abaixo).
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Figura 38 - Estruturas mostrando suas correlagdes a longa distancia (3J) observadas no espectro de RMN 2D 'H,
13C — HMBC para EB-3.
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Figura 40 - Estrutura de EB-3 e do alcaloide obtido por Chavez er al, 2002.

EB-3 7p-Hidroxi-65-(3,4,5-trimetoxibenzoiloxi)-3 a-(E)-
(3,4,5-trimetoxicinamoiloxi)tropano

Chavez et al., (2002)

A comparagio dos dados de RMN de 'H e '*C de EB-3 com aqueles apresentados
por Chavez et al., (2001), confirmou a semelhanca dos compostos para alcaloide tropanico
denominado 7f-hidroxi-6f-(benzoiloxi)-3a-(37,4”,5”-trimetoxicinamoiloxi)-tropano (Tabela
19, p. 86), com pequenas diferencas nos deslocamentos quimicos dos carbonos do anel

aromético referentes a um grupamento benzoila ndo substituido.



Tabela 19 - Dados de RMN de 'H e 3C (CsHsN, 300 x 75 MHz) de EB-3.

EB-3

Chavez et al., (2002)

No. (CsHsN, 500 MHz) (CDCls, 500 MHz)
dc Jn dc Jn

1 604  333sl 66,1 3,205l

2 34,1 226m 27,0 2,29 dd (13,5:4.4)
1,75 d (15,0) 1,69 d (13,5)

3 678  S537t(43) 669 5261l (4.5

4 329  233m 272 234dd (11,7:4.2)
2,02d (15.,5) 1,73d (11,7)

660 3,505l 62,7 3435l

6 809  6,06dd (7827 791  5804d(6,0)

7 37,5 2.85dd (14.2; 754 4,801 (6,0)
7.8)
2,34 m

P 13,0 - 129.8 -

2/6° 1069 723 1056 732

3°/5° 1546 - 1534 -

4 1414 - 1402 -

7 1459  8,15d(16,0) 145,6 7,78 d (16,0)

8’ 1188 6,97d(16,0) 117, 6,36 d(16,0)

9 1663 - 1657 -

1 1265 - 1249 -

27/6” 1078  7.54s 1070 6,96

37/5” 1541 - 1530 -

4 1435 - 1425 -

77 1666 - 1664 -

£ MeO 610  3.95s 61,0 391

3/5MeO 565  3.89s 562 3.90

47MeO 610  3.95s 61,0 3,90

37/5"-MeO 56,5  3,80s 562 3.96

Me-N 396 2.61s 352 2,635
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Figura 41 - Espectro de massa de alta resolu¢do no modo positivo EB-3.
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Figura 42 - Espectro de massa de alta resolu¢do no modo positivo EB-3.
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Figura 43 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, C5D5N) de EB-3.
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Figura 44 - Espectro de RMN '3C (75 MHz, CsDsN) de EB-3.
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Figura 45 - Espectro de RMN COSY (500 MHz, CsDsN) de EB-3.
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Figura 46 - Espectro de RMN HSQC (125 MHz, C5D5N) de EB-3.
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Figura 47 - Espectro de RMN HMBC (125 MHz, CsDsN) de EB-3.
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Figura 48 - Espectro de RMN NOESY (500 x 500 MHz, CsDsN) de EB-3.
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6.1.4 Determinacao estrutural de EB-4
O tratamento cromatogrifico da fracdo EEEBC-A4, incluindo CLAE, (ver
experimental, item 5.5.1.4, P4g. 53), levou a obtencdo de 5,0 mg de EB-4, uma resina amarela,

com [a]2° -9.7° (¢ 0.1, CHCI3/MeOH 1:1).

O espectro de massas de alta resolu¢cao (EMAR-ESI) de EB-4 forneceu o pico da
molécula protonada [M+H]* em m/z 472,1961 (calculado para CisH3oNOs, 472,1966),
permitindo propor a férmula molecular C2sH29NOg e tornando possivel a atribuicdo de um IDH

igual a 12, semelhante a EB-2 (Pag 72).

Os espectros de 'H e '3C de RMN de EB-4 foram semelhantes aos de EB-2. No
entanto, uma andlise detalhada dos dados de 'H e '3C NMR desses dois compostos mostrou
diferencas considerdveis nos deslocamentos quimicos (Adc 3,4 - 5,0 ppm) referentes aos
carbonos metinicos C-3 e C-7, bem como para os carbonos metilénicos C-2 e C-4 (Tabela 20),
indicando a troca de posicionamento dos substituintes hidroxi e trimetoxi-benzoila [EB-2: 8c/0n
68,8/ 5,53, t,J =4,4 Hz (C-3) e dc¢/du 76,3/5,29, d, J = 6,0 Hz (C-7)]; EB-4: d¢/dn 63,8/4,31, t,
J=4,3Hz (C-3) e 6c/0u 79,7/0n 6,69, d, J = 6,3 Hz (C-7)].

A partir do espectro HMBC (Figura 57) observou-se as correlagdes a longa
distancia dos sinais em 01 6,69 (d, J = 6,3, H-7) e 7,58 (s, H-2°/6’) com o sinal de uma carbonila
em dc 166,2 (C-7), corroborando com o posicionamento do grupo trimetoxi-benzoila em C-7.
Um grupamento benzoila ndo substituido foi posicionado ao carbono C-6, como para os
compostos EB-1 a EB-3, devido as correlagdes dos sinais em ou 8,26 (2H, d, J = 7,3 Hz, H-
2”/H-6") e 6,71 (1H, d, J = 6,0 Hz, H-6) com a carboxila em dc 166,4 (C-77).

Assim, diferentemente do composto EB-2, ambos os grupos benzoilas foram
posicionados nos carbonos oximetinicos vicinais C-6 e C-7, em uma relacdo sin-periplanar,
conforme corroborado pela multiplicidade (dupleto) e o valor da constante de acoplamento (6,3

Hz) exibido para os hidrogénios oximetinicos H-6 e H-7 (PEREIRA et al., 2018).

A estereoquimica relativa de EB-4 foi sugerida com base no espectro NOESY o
qual exibiu correlacio dipolar de H-7 com H-2a e H-6 com H-4a, bem como do sinal da metila
em Ou 2,78 (Me-N) com ambos f posicionados em H-2 e H-4, indicando a posicao pseudo-axial
para o N-metil. Com isto, a estrutura de EB-4 foi estabelecida como o 6f-(benzoiloxi)-74-

(3,4,5-trimetoxibenzoiloxi)-3a-hidroxi-tropano.
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Figura 49 - Estruturas mostrando as correlacdes a longa distancia (*J) observadas no espectro de RMN 2D 'H,
13C —~HMBC e 'H,'H-NOESY para EB-4.

@idroxi—@ﬁ',7ﬁ—dibenzoiloxi—tr0@

A andlise dos dados discutidos, bem como a compara¢do com os dados de RMN de

'H e 13C registrados para EB-2, e aqueles obtidos por Cruz et al., (2016) para o alcaloide
tropanico 3a-hidroxi-6p,7/-dibenzoiloxi-tropano (Tabela 20, p.93), refor¢cou a elucidagcao
estrutural de EB-4 como 3a-hidroxi-74-(benzoiloxi)-64-(4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoiloxi)-

tropano (Figura 50).
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Tabela 20 - Dados de RMN de 'H e *C (CsHsN, 300 x 75 MHz) de EB-4 e do alcaloide isolado por Cruz et al.,

(2016).
No. HSQC (glr)uczl:t:(ﬁ; 1%2:1‘;)
dc On oc O
1 66,6 3,63 s 69,0 4,39 sl
2 35,0 2,27 dd (14,5; 2,8) 35,7 2,49 dl (15,5)
208 (14.5) 2,39d (15.5)
3 63,9 431t (4,0) 60,6 4,17 sl
4 35,0 2,27dd (13,9; 2,7) 35,7 2,49 dl (15,5)
2084 (13.9) 2,39d (15,5)
5 67,2 3,60 s 69,0 4,39 sl
6 79,9% 5,95 d (6,0)* 74,2 6,44 s
7 79,2% 6,71 d (6,0)* 74,2 6,44 s
1’ 122,0 - 128,5 -
2°/6° 108.,4 7,58 s 129,2 7,85d (7,7)
3’/5° 149,0 - 128.,3 7,34t (7,7)
4 143,3 - 133,5  7,57t(7.4)
7 166,7 - 164.8 -
8’ - - - -
9 - - - -
1” 131,5 - 128.5 -
27/6” 130,4 8,26 d (7,3) 129,2 7,85d (7,7)
37/5” 129,2 7,31t(7,1) 128,3 7,34t (7,7)
47 133,6 7,43 £ (6,5) 1335 7.57t(7.4)
7’ 166,4 - 164,8 -
p-MeO - - - -
m-MeO 56,3 3,49 s - -
Me-N 39,3 2,79 s 40,8 3,34 s

*Estes valores podem estar trocados.
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Figura 51 - Espectro de massa de alta resolu¢do no modo positivo EB-4
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Figura 52 - Espectro de massa de alta resolu¢do no modo positivo EB-4

100
80 w\»/ f\( d
\’; 7] 3563 s 1631-
-2 3410
(0]
o J
=
g 2928
E o Al I"\ 1054
@ 1583 / 1416 | ’
= 1303 1460
] 1248".}.
1340 1221
40 S
1710
1128
T T T T T T T T T T T T 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wave number (cm™)



Figura 53 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) de EB-4
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Figura 55 - Espectro de RMN COSY (500 MHz, C5D5N) de EB-4

Figura 56 - Espectro de RMN HSQC (125 MHz, CSD5N) de EB-4
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Figura 57 - Espectro de RMN HMBC (125 MHz, C5D5N) de EB-4
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Figura 58 - Espectro de RMN NOESY (500 x 500 MHz, C5D5N) de EB-4
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6.1.5 Determinacao estrutural de EB-5
O tratamento cromatogrifico da fracdo EEEBC-A4, incluindo CLAE, (ver
experimental, item 5.5.1.4, P4g. 53), levou a obten¢do de 11,0 mg de EB-5, uma resina amarela,

a qual apresentou [’ — 7.0° (¢ 0,1, CHCI3/MeOH 1:1).

O HRESIMS do composto EB-5 apresentou uma molécula protonada [M+H]*
(modo positivo) em m/z 458,1808 (calculado para C24H28NOg, 458,1809), indicando a férmula
molecular C24H27NOg com IDH igual a 12, semelhante a EB-4.

A andlise comparativa dos espectros de RMN de 'H e '3C dos compostos EB-4 e
EB-5 se mostraram bastante semelhantes, sendo que a tnica diferencga entre esses compostos a

substituicdo de um grupo metoxila em C-4' (EB-4) por uma hidroxila, corroborando com o EM.

A unidade 4’-hidroxi-3’,5’-dimetoxi-benzoila foi sugerida com base no simpleto
em on 3,49, com integracdo para seis hidrogénios, indicou duas metoxilas equivalentes, bem
como pelo sinpleto. A posi¢do vicinal para os dois grupos benzoilas foi confirmada pelo
espectro HMBC (Figura 8) o qual revelou correlagdo dos sinais em ou 8,26 (2H, d, J = 7,3 Hz,
H-2”/H-6") ¢ 6,86 (1H, d, J = 6,0 Hz, H-7) com a carboxila em dc 166,5 (C-7"), de H-7 com o
C-5 (0¢67,2), bem como dos sinais em ou 7,58 (1H, s, H-2°/H-6") ¢ 6,71 (1H, d, J = 6,1 Hz, H-
6) com dc 166,8 (C-7) e de H-6 com C-1 (d¢ 66,6).

A estereoquimica relativa de EB-5 (Figura 59), contendo os dois grupos benzoilas
cis e trans em relagdo ao grupo hidroxila em C-3, foi definida através dos valores de J (4 a 6
Hz) exibidos para H-3, H-6 e H-7, e pelo espectro NOESY, o qual mostrou acoplamento dipolar
entre os hidrogénios H-7 e H-2eq; H-6 e H-4eq, bem como da N-metila em ou 2,79 (3H, s, Me-

N) com o sinal em dy 4,31 (1H, t, J = 4,0, H-3), confirmando a metila na posi¢do axial.
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Figura 59 - Estruturas mostrando suas correlacdes a longa distancia (3J) observadas no espectro de RMN 2D 'H,
13C — HMBC e 'H,'H-NOESY para EB-5.
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A comparagio com os dados de RMN de 'H e °C de EB-5 com aqueles relatados

para o alcaloide tropanico 3a-hidroxi-64,74-dibenzoiloxi-tropano (CRUZ et al., 2016) (Tabela
21, p.100), cuja diferenga observada € a presenca do grupo benzoil tri-substituido em EB-5
reforgaram o estudo proposto, a qual foi nomeada como 3a-hidroxi-7f-(benzoiloxi)-64-(3,4,5-

trimetoxibenzoiloxi)-tropano, um comnposto inédito na literatura (Figura 60).



98

Tabela 21 - Dados de RMN de 'H e *C (CsHsN, 300 x 75 MHz) de EB-5 e do alacaloide isolado por Cruz et al.,

(2016).
oc On oc On
1 66,6  3,63s 69,0 4,39 sl
2 35,0  2,27dd (14,5;2,8) ax 35,7 2,49d1 (15,5)
2,08 (14,5) eq 239 d(15,5)
3 639 4,31t(4,0) 60,6 4,17 sl
4 350 2,27dd (13,9;2,7)ax 35,7 2,49d1(15,5)
2,08 d (13,9) eq 239 d(155)
5 67,2  3,60s 69,0 4,39 sl
6 79,9*%  5,95d (6,0)* 74,2 6,44 s
7 79,2*% 6,71 d (6,0)* 74,2 6,44 s
r 122,0 - 128,5 -
2’/6° 1084 7,58s 129,2  7,85d(7,7)
3°/5 149,0 - 128,3  7,34t(7,7)
4 1433 - 133,5  7,57t(7,4)
7 166,7 - 164,8 -
8’ - - - .
9 - - - .
1” 131,5 - 128,5 -
27/6” 1304 8,26d(7,3) 129.2  7,85d(7,7)
37/5” 129.2  7,31t(7,1) 128,3 7,34t (7,7)
47 133,6 7,43 t(6,5) 133,5 7,57t(7,4)
77 1664 - 164,8 -
p-MeO - - - -
m-MeO 56,3  3,49s - -
Me-N 393 2,79s 40,8 3,345

*Estes valores podem estar trocados.
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Figura 61 - Espectro de massa de alta resolu¢do no modo positivo EB-5
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Figura 63 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) de EB-5
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Figura 65 - Espectro de RMN COSY (500 MHz, CsDsN) de EB-5
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Figura 66 - Espectro de RMN HSQC (125 MHz, CsDsN) de EB-5
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Figura 67 - Espectro de RMN HMBC (125 MHz, CsDsN) de EB-5
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Figura 68 - Espectro de RMN NOESY (500 x 500 MHz, CsDsN) de EB-5

. Fo
Es
Eo
' Flo

Trrery T T T T T T T T TETTT
95 90 85 80 75 70 65 60 55 S50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 ppm



103
6.1.6 Determinacao estrutural de EB-6
A fracdo EEEBC-A4, apds sucessivas cromatografias, incluindo purificagdo por
CLAE (C-18), (ver experimental, item 5.5.1.4, Pag. 53) resultou na obten¢do de um sélido
branco (7,8 mg), de rotagdo especifica [oc]%5 -4,3° (¢ 0,11, CHCI3/CH30H 1:1), com P.F. 199-
201 °C, o qual foi denominado EB-6.

O composto EB-6 também foi obtido como um sélido branco cristalino e a exemplo
de EB-3, sua estrutura também foi estabelecida com base em cristalografia de raio-X e andlises
dos espectros de RMN de 'H e BC, e EMAR-ESI, cujo fon correspondente a molécula
protonada [M+H]* em m/z 574,2262 indicou a férmula molecular C29H3sNO11, (calculado para
C29H36NO11, 574,2283), IDH € igual a 13.

Assim como para o composto EB-3 (Péag. 85), também foram observados sinais em
ou 8,29 (1H, d, H-7’) e 6,87 (1H, d, H-8’), sendo o sinal mais desprotegido atribuido ao
hidrogénio S-conjugado a uma carboxila. A constante de acoplamento de 15,0 Hz, indicou uma
ligacdo dupla com configuragdo trans. No espectro HMBC estes sinais apresentaram
correlagdes tanto com o sinal da carbonila em dc 166,0 (C-9”) como com o sinal benzénico
108,6 (C-2°/6’), corroborando com a presen¢ca de uma unidade cinamoila, assim como,

anteriormente observado para EB-3.

A unidade benzoila tri-substituida (4”-hidroxi-3”,5”-dimetoxi-bezoila) foi
posicionada em C-6 a partir da correlacdo, no espectro HMBC, entre o hidrogénio oximetinico
em oy 6,27 (d, J = 6,0, H-6) com o sinal da carbonila em oc 167,4 (C-7) (Figura 69), enquanto,
a posicdo da unidade cinamoila em C-3 foi determinada por cristalografia de raio-X (Figura
70). Quanto a estereoquimica relativa, o espectro NOESY mostrou apenas as correlagdes entre
H-6 e H-9’, e do grupo N-metila com os hidrogénios axiais H-2 e H-4. Dessa forma, a estrutura
desse composto foi determinada como 7f-hidroxi-3a-(E)-(3,4,5-trimetoxicinamoiloxi)-64-(4-

hidroxi-3,5-dimetoxibenzoiloxi)-tropano (Figura 69, abaixo).
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Figura 69 - Estruturas mostrando suas correlagdes a longa distincia (3J) observadas no espectro de RMN 2D 'H,
13C —~HMBC e 'H,'H-NOESY para EB-6.

Figura 70 — Unidade assimétrica da estrutura cristalina de EB-6.
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Figura 71 - Estrutura de EB-6 e do alcaloide obtido por Chavez ef al, (2002).

EB-6 7 p-Hidroxi-6 8-(3,4,5-trimetoxibenzoiloxi)-3 a-(E)-
(3",4",5"-trimetoxicinamoiloxi)tropano

Chavez et al., (2002)

A comparacio dos dados de RMN de 'H e '3C de EB-6 com os apresentados por
Chavez et al., (2002), mostrou que os dados foram compativeis com os do alcaloide tropanico
denominado  7p-hidroxi-3a-(E)-(3,4,5-trimetoxicinamoiloxi)-6/-(3,4,5-dimetoxibenzoiloxi)-
tropano (Tabela 23, p. 108). As pequenas diferencas nos deslocamentos quimicos dos carbonos
do anel aromatico substituido justificam a presenga de uma hidroxila em substitui¢do a um dos

grupos metoxila no anel benzoila, confirmando EB-6 como um composto inédito na literatura.
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Tabela 23 - Dados de RMN de 'H e *C (CsHsN, 300 x 75 MHz) de EB-6 e do alcaloide isolado por Chavez et

al., (2002).

dc OH dc OH
1 68,2 3,36 sl 66,1 3,20 sl
2 29,3 2,27dd (14,5;4,2) ax 27,0 2,29dd
(13,5;4,4)
1,78 d (14,5) eq 1,69 d (13,5)
3 68,5 5,42t (4,0) 66,9 5,26 tl (4,5)
4 29,5 2,31dd (14,0;4,2) ax 27,2 2,34dd
(11,7;:4,2)
1,84 d (14,0) eq 1,73d (11,7)
5 64.4 3,59 sl 62,7 3,43 sl
6 80,3 6,27 d (6,0) 79,1 5,80d (6,0)
7 76,4 5,26 d (6.0) 75,4 4,80 t1 (6,0)
I 131,1 - 129,8 -
2’/6° 107,1 746s 105,6 7,32s
3/5° 154,6 - 153,4 -
4 1414 - 1402 -
T 146,0  8,29d (15,0) 145,6 7,78 d (16,0)
8 118,8 6,87 d (15,0 117,1 6,36 d (16,0)
9 166,0 - 165,7 -
1” 121,2 - 1249 -
27/6” 108,6  7,71s 107,0 6,96 s
37/5” 149,1 - 153,0 -
4” 143,1 - 1425 -
77 1674 - 166.,4 -
4’-MeO 61,1 3,99 s 61,0 391
3/5-MeO 56,6 3,97 s 56,2 3,90
4”-MeO - - 61,0 3,90
37/5”-MeO 56,5 3,74 s 56,2 3,96
Me-N 37,6 271s 35,2 2,63s
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Figura 72 - Espectro de massa de alta resolu¢do no modo positivo EB-6
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Figura 73 - Espectro de massa de alta resolu¢do no modo positivo EB-6
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Figura 74 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) de EB-6
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Figura 75 - Espectro de RMN '*C (75 MHz, CsDsN) de EB-6.
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Figura 76 - Espectro de RMN COSY (300 MHz, CsDsN) de EB-6.
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Figura 77 - Espectro de RMN HSQC (75 MHz, C5D5N) de EB-6

L] |JI‘ [ |

i

T T T T T
25 20 L5 10 05

T
ppm

T T T T T T T T T T t
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40

35

3.0

T T T
25 20 15 L0

- 30

P40

F S0

F 60

- 30

- 90

- 100

- 110

- 120

- 130

140

150

- 160

ppm



110
Figura 79 - Espectro de RMN HMBC (75 MHz, CsDsN) de EB-6.
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Figura 78 - Espectro de RMN NOESY (300 X 300 MHz, CsDsN) de EB-6.
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6.1.7 Determinacao estrutural de EB-7
O fracionamento cromatrogrifico de EEEBC-A3-BB, incluindo CLAE (ver
experimental 5.5.1.3, pg. 52), levou ao isolamento de EB-7, um sélido branco cristalino, ponto

de fusdo 178-180 °C e [a]3* + 29,54° (¢ 0,08, CHCl3/MeOH 1:1).

O espectro, EMAR-ESI, de EB-7 forneceu o pico da molécula protonada [M+H]*
em m/z 588,1734 (calculado para C3oH3sNOi1, 588,2445), indicando a férmula molecular
C30H37NO11, exibindo um IDH igual a 13, similar a EB-3 e EB-6.

A andlise comparativa dos espectros de RMN de 'H (300 MHz, CsDsN) e '*C (75
MHz, CsDsN), indicou um sistema o-f conjugado a carbonila, o qual foi confirmado pela
presenca dos sinais em Ju 8,27 (d, J = 16,1 Hz, 1H) e 6,88 (d, J = 16,1 Hz, 1H); dois simpletos
em ou 7,61 (s, 2H, H-27/6") e 7,44 (s, 2H, H-2°/6’), cada um equivalente a dois hidrogénios de
anel benzénico, sendo o primeiro, mais desprotegido, por fazer parte da conjugacdo coma
carbonila. Foram também observados sinais para seis grupos metoxilas ligados a anel
benzénico: representados pelos sinais em om 4,00, 3,93, 3,98 e 3,70, sendo os dois
ultimoscorrespondentes, cada um, a duas metoxilas. Além destes sinais, foram observados
hidrogénios metilénicos e metinicos do anel tropanico. Assim como em EB-6 (Pag. 105), a
posicdo do grupo benzoila tri-substituido no carbono C-6 foi confirmada pelo espectro HMBC
(Figura 88), o qual revelou correlagdo do sinal em 616,25 (1H, d, J = 6,0, H-6) com a carbonila
em oc 166,6 (C-7”), enquanto o grupo cinamoila foi posicionado em C-3 devido as correlacdes
dos sinais em on 5,42 (sl, H-3), 6,87 (d, J = 16,1 Hz, H-8") ¢ 8,27 (d, J = 16,1 Hz, H-7’) com a
carbonila em dc 166,3 (C-9°).

A diferenca observada para EB-7 em relacdo EB-6, foi devido o sinal em Ju 5,26
(d, J =5,22, 1H), o qual, pelo espectro HSQC mostrou correlagdo com o sinal em Jc 76,2 (C-
7), contendo um grupo hidroxila. A estereoquimica relativa de EB-6 foi definida por
cristalografia de raio-X (Figura 81). A relacdo trans entre o grupo cinamoila e os substituintes
em C-6 e C-7 foi corroborado pelo espectro NOESY, o qual mostrou acoplamento dipolar entre

os hidrogénios H-6 com H-7".
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Figura 80 - Estruturas mostrando suas correlacdes a longa distancia (3J) observadas no espectro de RMN 2D 'H,
13C — HMBC e 'H,'H-NOESY para EB-7.

Com base nas informacdes apresentadas e comparacdo com dados previamente
relatados para ocomposto 7f-hidroxi-3a-(E)-(3,4,5-trimethoxicinnamoiloxi)-64-(3,4,5-
trimethoxibenzoiloxi)-tropano (Figura 82, abaixo). Anteriormente isolado de Erythroxylum

rotundifolium (CHAVEZ et al., 2002), confirmou-se a estrutura proposta.
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Figura 82 - Estrutura de EB-7 e do alcaloide obtido por Chavez et al, (2002).

EB-7 7 f-Hidroxi-6 5-(3,4,5-trimetoxibenzoiloxi)-3 a-(E)-
(3.,4,5-trimetoxicinamoiloxi)tropano
Chavez et al., (2002)
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Tabela 22 - Dados de RMN de 'H e *C (CsHsN, 300 x 75 MHz) de EB-7 e do alcaloide isolado por Chavez et

al., (2002).

No. HSQC Chinesof al 2002
dc OH dc OH

1 68,1 3,36 sl 66,1 3,20 brs

2 30,1 2,28dd (14,7;4,4) 27,0 2,29dd (13,5;4,4)
1,79 d (14,7) 1,69 d (13,5)

3 68.1 542t (4,5) 669 5261 (4.5)

4 29,9 2,33dd (14,7;4,4) 27,2 2,34dd (11.7,4.2)
1,83 d (14.7) 1.73d (11,7)

5 64,2 3,59 sl 62,7 3,43 sl

6 80,8 624d(60) 79,1 5,80 d (6,0)

7 76.2 525d(60) 754 3.43 1 (6,0)

1’ 131,1 - 129,8 -

2°/6° 107,1 7,44 s 105,6 6,96 s

3’/5 154,6 - 153,4 -

4 141,4 ; 1402 -

7 145,9 8,24 d (16,1) 145,6 7,78 d (16,0)

8’ 118,7 6,85 d (16,1) 117.1 6,36 d (16,0)

9 165,9 - 165,7 -

1” 126,9 - 124,9 -

27/6” 107,9 7,61s 107,0 7,328

37/5” 153,9 - 153,0 -

4 1433 i 1425 -

7 167,0 i 1664 -

m-MeO 56,6 3,98 s 56,2 3,90 s

pMeO 61,1 4,00 s 61,0 3.91s

m"-MeO 563 3,69 s i i

Me-N 37,5 2,71 s 35,2 2,63s
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Figura 83 - Espectro de massa de alta resolu¢cdo no modo positivo EB-7.
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Figura 84 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) de EB-7.
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Figura 85 - Espectro de RMN '3C (75 MHz, CsDsN) de EB-7.
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Figura 87 - Espectro de RMN HSQC (75 MHz, CsDsN) de EB-7.
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Figura 89 - Espectro de RMN NOESY (300 X 300 MHz, CsDsN) de EB-7
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6.1.8 Determinacao estrutural de EB-8
O tratamento cromatografico da fracio EEEBC-A3-BB do extrato etandlico de E.
bezerrae (item 5.5.1.3, Pag. 52), incluindo purificacdo por CLAE (C-18), resultou no
isolamento de 10,4 mg de um sélido branco amorfo com ponto de fusio 185-186 °C e [a]3!

+39,88° (¢ 0,14, CHCl3/MeOH 1:1), denominado EB-8.

O composto EB-8 teve sua estrutura estabelecida pela interpretacdo dos espectros
de RMN de 'H e 13C, e EMAR-ESI, o qual exibiu o fon correspondente a molécula protonada
[M+H]* em m/z 498,2131, indicando a férmula molecular C27H31NOg (calculado para
C27H31NOs, 498,2128), com IDH igual a 13.

Andlise comparativa dos dados de RMN de '°C e 'H dos compostos EB-8 ¢ EB-7
se mostraram semelhantes, diferindo apenas pela presenca de um grupo benzoila ndo
substituido em EB-8 ao invés de um grupo benzofla tri-substituido em EB-7. Isto foi confirmado
pela presenca dos sinais em ou 8,23 (d, J =7,5, 2H, H-27/6”), 7,52 (t, J = 4,4, 1H, H-4”) e 7,40
(t, J=1,6,2H, H-3"/5”), os quais, no espectro HSQC, foram correlacionados aos sinais em dc
130,3 (C-27/67), 133,5 (C-4") e 129,1 (C-3"’/5”), respectivamente. A partir do espectro HMBC
(Figura 97), observou-se correlagdo do sinal em Ju 8,25 (d, J = 7,5, 2H, H-2"/6") com a
carbonila mais desprotegida em C-7”, a qual exibe correlacio com H-6 (du 6,20, d, J=6,0),

indicando a posi¢@o da unidade benzoila ndo substituida em oc 80,4 (C-6).

A configuragdo relativa de EB-8 se deu através do espectro de RMN NOESY, o
qual apresentou acoplamento dipolar para o sinal em oy 6,20 (H-6) com o sinal do hidrogénio
do carbono beta pseudoaxial em acordo com a posicao de H-6, também alfa posicionado a
carbonila em oy 8,20 (H-7’), indicando o posicionamento da unidade cinamoila em orientagao
alfa (Figura 90). O acoplamento dipolar do grupo N-metila (du 2,82) com os hidrogénios axiais

H-2 (0u 2,36) e H-4 (du 2,41), indicou a orientagdo do grupamento N-metil em posicao axial.
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Figura 90 - Estruturas mostrando suas correlacdes a longa distancia (3J) observadas no espectro de RMN 2D 'H,
13C —~HMBC e 'H,'H-NOESY para EB-8.

Figura 91 - Estrutura de EB-8.

EB-8

A comparagdo dos dados espectroscOpicos de EB-8 com os previamente relatados
na literatura (Tabela 23, p. 123), foram consistentescom a estrutura 74-hidroxi-3a-(E)-(3,4,5-
trimethoxicinnamoiloxi)-6/-(benzoiloxi)-tropano (ver Figura 91), previamente isolado por El-

Iman et al., (1987), a partir da espécie Erythroxylum zambesiacum.

Tabela 23 - Dados de RMN de 'H e '*C (CsHsN, 300 x 75 MHz) de EB-8.

No. HSQC Literatura (CDCl;, 250 MHz)




El-Iman ef al., 1987

dc OH oc OH
1 68,7  3,45sl - 32brs
2 30,8 2,36d(13,6) - 2,22 m
1,87 d (13.6)

3 67,9 541t(4,6) - 5,25t
4 30,6 2,41d(14,00 - 2,22 m
1,88 d (14.0)

5 64,8 3,45l - 3,45l

6 80,4  6,20d (6,0) - 5,87 sl

7 76,1 5,25 d (6,0) - 4,87 sl

I’ 131,7 - - -

2’/6° 107,1 7,38s - -

3/5 154,6 - - 6,9 s

4’ 1394 - - -

7 145,9 8,20d(16,1) - 7,77 d (16,0)
8’ 118,7 6,84d(16,1) - 6,35 d (16,0)
9 1659 - - -

1” 131,0 - - -

27/6” 130,3 8,23d(7.5) - 8,06 m
37/5” 129,1 7,40t (7,5) - 7,50 m

4” 133,5 7,52t(7,5) - -

7’ 167,1 - - -

p-MeO 56,6 394 s - 3,90 s
m-MeO 61,1 3.98s - 3,95

Me-N 384 2,82s - 2,75s
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Figura 92 - Espectro de massa de alta resolu¢do no modo positivo EB-8.
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Figura 93 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) de EB-8.
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Figura 94 - Espectro de RMN !*C (125 MHz, CsDsN) de EB-8.
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Figura 96 - Espectro de RMN HSQC (75 MHz, CsDsN) de EB-8.
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Figura 98 - Espectro de RMN NOESY (300 X 300 MHz, CsDsN) de EB-8.

ppm

11

0 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm



126
6.1.9 Determinacao estrutural de EB-9

A fracdo HLCCC-3 (Item 5.5.2.3, p. 58), originada do extrato n-hexano do lenho
do caule de E. Bezerrae, apds sucessivos fracionamentos cromatogréficos, resultou na obten¢ao
de um sélido branco cristalino (8,0 mg), com rotacio [oc]%4 -19.6° (¢ 0,5, CHCl3), o qual foi
denominado EB-9.

O espectro de massas de alta resolucdo (Figura 103, p. 128) exibiu o ion
correspondente a molécula protonada [M+H]* em m/z 317,2114 (calculado m/z 317,2117; erro
-- 0,9 ppm), indicando a férmula molecular C20H2803, com IDH igual a 7.

O espectro de RMN 'H [300 MHz, CDCl3] (Figura 104, p. 132), mostrou dois
singletos largos em ox 4,81 (1H, H-17a) e 4,87 (1H, H-17p), atribuidos a hidrogénios
metilénicos vinilicos, bem como dois sinais em 6y 4,46 (1H, td, J=11,0; 4,6, H-6) e 3,85 (1H,
dd, J=10,8; 6,3, H-3), inferidos a hidrogénios oximetinicos, os quais no espectro HSQC (Figura
107) apresentaram correlacdo com os carbonos em d¢ 75,0 (C-6) e 73,3 (C-3), respectivamente.
Adicionalmente, exibiu dois singletos atribuidos a hidrogénios metilicos em 6x 1,27 (3H, s, H-
19) e 1,12 (3H, s, H-20), além de um conjunto de deslocamentos quimicos na faixa de g 1,47-
1,77, caracteristicos de hidrogénios metilénicos e metinicos, compativeis com uma substincia
de natureza terpénica (YAMASAKI et al., 1976).

O espectro de RMN de '°C [75 MHz, CDCls] (Figura 105, p.133) apresentou sinais
correspondentes a vinte dtomos de carbonos, indicando um diterpeno. A comparagdo deste
espectro com o espectro de RMN de '"*C-DEPT 135° revelou a existéncia de dois carbonos
metilicos, oito metilénicos, sendo um olefinico em 6¢ 104,1 (C-17), cinco metinicos, incluindo
dois oxigenados em dc¢ 75,0 e 73,3. A subtracdo deste espectro mostrou cinco carbonos nao
hidrogenados, incluindo um grupo carboxila de lactona em 6¢ 181,3 e um carbono olefinico em
dc 153,4. De acordo com o espectro HSQC, as correlagdes dos dois hidrogénios olefinicos com
o sinal de carbono em 8¢ 104,1 (C-17) indicam uma ligacdo dupla exociclica. Além destas,
observou-se correlacdes dos sinais de carbonos oxigenados em d¢ 75,0 (C-6) e 73,3 (C-3) com
os sinais de hidrogénio em dx 4,45 (1H, td, J=11,1; 4,7, H-6), 3,85 (1H, dd, J=9,0; 2,4, H-3),
bem como as correcdes dos sinais de carbonos metilicos em d¢ 11,1 (C-19) e 17,6 (C-20) com
os sinais em oy 1,27 (3H, sl, C-19) e 1,12 (3H, sl, C-20), respectivamente. No espectro HMBC
(Fig 108) as correlagdes do sinal de hidrogénio metilico em o5 1,27 (Me-19) com o carbono
oximetinico dc¢ 73,3 (C-3) e carboxila em 6¢ 181,3 (C-18); do sinal em 64 1,12 (Me-20) com os
sinais de carbono em dc 57,9 (C-5), 54,9 (C-9) e 41,2 (C-1), bem como dos hidrogénios
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metinicos H-5 e H-6 com a carboxila evidencia a presenca de uma lactona de cinco membros

posicionada em C-4 (dc 45,5) e C-6 (dc 75,0). Além destas, as correlacdes dos sinais de
hidrogénio vinilico 6y 4,82 (1H, H-17a) e 4,87 (1H, H-17f) com os sinais de carbono em d¢
48,5 (C-15), 43,8 (C-13) e dos hidrogénios metilénicos 82,07 (1H, H-14a) e 1,65 (1H, H-14/5)
com o carbono olefinico 6¢ 153,4 (C-16), indicaram que EB-9 se trata de um diterpeno caureno,
com estrutura semelhante ao composto 3,7f-hidroxicaurenolideo (Figura 99) (HANSON et
al., 1973).

Figura 99 - Composto 38,7f-hidroxicaurenolideo e correlagdes a longa distdncia observadas no espectro de
HMBC de EB-9.

33,7 p-hidroxicaurenolideo EB-9

A configuracdo relativa (Figura 100) inferida para os centros estereogénicos foi
realizada através do espectro NOESY (Figura 109), o qual revelou interacdes espaciais do
hidrogénio oximetinico em dx 3,85 (H-3) com os hidrogénios em 65 1,02 (H-15) e 1,30 (H-55),
indicando uma f-orientagdo (equatorial) do grupo hidroxila em C-3, enquanto a posi¢do S para
a lactona foi confirmada pelas interacdes espaciais do sinal em oy 4,46 (H-6a) com os sinais de
hidrogénios metilicos em 6x 1,27 (Me-19a) e 1,12 (Me-20a). As configuracdes dos demais
estereocentros foram determinadas com base nas correlagdes do sinal em oy 1,18 (H-96) com
os sinais em 6y 1,02 (H-1), 1,30 (H-5), 1,90 (H-7), 2,24 (H-15) e 4,87 (H-17) como mostra a

figura 98, corroborada pela cristalografia de raio-X (Figura 101).
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Figura 100 - Correlagdes a longa distincia observadas no espectro de NOESY de EB-9.

Deste modo, a estrutura de EB-9 foi estabelecida como sendo 3a-
hidroxicaurenolideo (Figura 100), um diterpeno do tipo caureno ainda ndo registrado na
literatura. Para fins de comprovacao adicional da estrutura, na Tabela 25 sao mostrados os dados
espectrais de EB-9, obtidos em CDCls, comparando-os com aqueles relatados para a 3p,7p-

hidroxicaurenolideo (HANSON et al., 1974).

Figura 102 - estrutura de EB-9 foi estabelecida como sendo 3a-hidroxicaurenolideo.
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Tabela 24 - Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C (CDCl3, 300 x 75 MHz) de EB-9 e dados de RMN 13C
de 34, 7p-hidroxicaurenolideo (Hanson et al., 1974).

34,7p-
hidroxicaurenolideo
C (CDCl3)
d¢ Sp (multip, J 1, 1) d¢

1 41,2 1,81 (m) 36,6
1,02 (td, J=13,0, 4,4)

2 26,7 1,33 (m) 27,5
1,57 (m)

3 73,3 3,85 (dd, J=10,8, 6,3) 65,6

4 45,8 - 47,2

5 57,9 1,30 (m) 57,2

6 75,0 4,46 (td, J=11,0, 4,6) 84,5

7 39.8 1,88 (dd, J=11,0, 1,9) 70,9
1,90 (m)

8 459 - 46,1

9 54,9 1,18 (d, J=17,9) 56,4

10 37.4 - 34,3

11 18,3 1,50 (m) 17,4
1,47 (m)

12 32,3 1,65 (m) 32,9
1,55 (m)

13 43,8 2,72 (s) 38,2

14 44,6 2,07 (dd, J=11,0, 7,3) 34,2
1,65 (m)

15 48,5 2,26 (d, J=17,0) 42,7
2,19 (dt, J=17,0, 26)

16 153,4 - 160,5
17 104,1 a. 4,81 (sl) 106,9
b. 4,87 (s)

18 181,3 - 18,4
19 11,1 1,27 (s) 182,6
20 17,6 1,12 (s) 22,4
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Figura 103 - Espectro de massa de alta resolu¢dao no modo positivo EB-9
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Figura 105 - Espectro de RMN '3C (75 MHz, CDCl;) de EB-9.
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Figura 107 - Espectro de RMN HSQC (75 MHz, CDCls) de EB-9.
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Figura 109 - Espectro de RMN NOESY (300 x 300 MHz, CDCl3) de EB-9.
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6.1.10 Determinagdo estrutural de EB-10 o

O extrato n-hexano do lenho do caule de E. bezerrae, apds sucessivos fracionamentos
cromatogréficos (Item 5.5.2.5, p. 60), resultou na obtencdo de um sélido branco cristalino (70,0
mg), com rotacdo [a]33 -44.2° (¢ 0,5, CHCIs), o qual foi denominado EB-10.

A férmula molecular C20H300: foi estabelecida baseado no pico da molécula protonada
[M+H]* com m/z 303,2326 (calc. para C20H3102 m/z 303,2324), em acordo com o espectro de
massas de alta resolu¢do (Figura 112, p. 136) de EB-10.

A andlise do espectro de RMN de 'H [300 MHz, CDCls] (Fig. 115, p. 140) mostrou que
este composto apresenta um perfil estrutural semelhante ao de EB-9 (p. 130), ou seja, um
diterpeno caureno. Entretanto, apresentou dois sinais de dubletos referentes a hidrogénios
diastereotdpicos em oy 3,78 (J=7,5 Hz) e 3,55 (J=7,5 Hz).

Como esperado, o espectro de RMN de *C mostrou deslocamentos quimicos para vinte
atomos de carbonos, sendo a principal diferenca, em relagdo a EB-9, o aparecimento de um
sinal correspondente a um carbono oximetilénico d¢ 83,2, em vez da carboxila. Em acordo com
as informacdes apresentadas e na andlise comparativa dos dados de RMN 'H e !3C ficou
evidente que EB-10 se trata de um diterpeno contendo um heterociclo de cinco membros
localizado em C-4/C-5.

No espectro HSQC (Figura 118, p. 142), as correlagdes dos sinais em 6y 3,78 (d, J=7,6
Hz, H-18p) e 3,55 (d, J=7,6 Hz, H-18a) com o carbono oximetinico em o6c¢ 83,2 (C-18)
confirmou a proposta. Além disso, a presenca do anel heterociclo foi corroborada pelo espectro
HMBC (Fig. 119, p. 142), o qual mostrou correlacdo do sinal em &y 3,78 (J=7,6 Hz, H-18p)
com os sinais em oc¢ 78,0 (C-3), 59,5 (C-5) e 14,4 (C-19), e do sinal em dx 3,55 (J=7,6 Hz, H-
18a) com o sinal de carbono em 6¢ 72,6 (C-6), refor¢cando a proposta.

Além destas correlagdes, foi possivel posicionar uma hidroxila em C-3 pelas correlacoes
dos hidrogénios metilicos em 6y 1,12 (s, H-19) e metinico em 8z 0,87 (m, H-5) com o sinal de

carbono oxigenado em 3¢ 78,0 (C-3), semelhante a EB-9.
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Figura 110 - Correlagdes a longa distincia observadas no espectro de HMBC de EB-10.

No espectro NOESY a interacdo espacial do hidrogénio H-3 com H-54 e H-1p
indicou que o grupo hidroxila se encontrava alfa-orientada, enquanto as correlacdes de Me-20
e Me-19 com H-6a indicaram a orientacdo beta para o anel heterociclico. A estereoquimica

relativa de EB-10 foi confirmada por cristalografia de raio-X (Figura 112, p. 137).

Figura 111 - Correlagdes a longa distdncia observadas no espectro de NOESY de EB-10.

De acordo com a andlise descrita, a estrutura para EB-10 foi estabelecida como 3a-
hidroxi-6a,194-epoxi-caur-16-eno (Figura 113, p. 138), um diterpeno do tipo caureno, ainda

ndo registrado na literatura.
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Figura 113 - Estrutura de EB-10.
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Tabela 25 - Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C (CDCl3, 300 x 75 MHz) de EB-10 e dados de RMN de

EB-9.
EB-10 EB-9
(CDCls) (CDCls)
¢ oc O (multip, J 1, 1) oc Ou (multip, J u, 1)
1 41,4 1,77 (m) 41,2 1,81 (m)
0,95 (td, J=13,0, 4,4) 1,02 (td, J=13,0, 4,4)
2 29,3 1,26 (m) 26,7 1,33 (m)
1,68 (m) 1,57 (m)
3 78,0 3,48 (dd, J=10,8, 6,3) 73,3 3,85 (dd, J=10,8, 6,3)
4 45,5 - 45,8 -
5 55,5 1,01 (m) 57,9 1,30 (m)
6 72,6 3,86 (td, J=11,1, 4,4) 75,0 4,46 (td, J=11,1, 4,4)
7 47,0 1.46 m 39,8 1,88 (dd, J=11,4, 1,9)
1.94dd (11.1, 4.4) 1,90 (m)
8 45,1 - 45,9 -
9 59,9 0,87 (m) 54,9 1,18 (d, J=7,9)
10 37,6 - 37,4 -
11 18,5 1,63 (m) 18,3 1,50 (m)
1,44 (m) 1,47 (m)
12 32,8 1,67 (m) 32,3 1,65 (m)
1,50 (m) 1,55 (m)
13 44,1 2,67 (s) 43,8 2,72 (s)
14 40,2 1,84 (d, J=11,7) 44,6 2,07 (dd, J=11,0, 7,3)
1,23 (m) 1,65 (m)
15 48,9 2,18 (s) 48,5 2,24 (s)
2,17 (s) 2,24 (s)
16 154.,6 - 1534 -
17 103,8 a. 4,77 (s1) 104,1 a. 4,81 (sl)
b. 4,83 (s]) b. 4,87 (s)
18 83,2 3,55 (d, J=1,5) 11,1 1,27 (s)
3,78 (d, J=7,5)
19 14,4 1,12 (s) 181,3 -
20 17,4 1,03 (s) 17,6 1,12 (s)
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Figura 114 - Espectro de massa de alta resolu¢do no modo positivo EB-10
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Figura 116 - Espectro de RMN '*C (75 MHz, CDCl;) de EB-10
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Figura 117 - Espectro de RMN COSY (300 MHz, CDCls) de EB-10.
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Figura 118 - Espectro de RMN HSQC (75 MHz, CDCls) de EB-10.
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Figura 120 - Espectro de RMN ROESY (300 x 300 MHz, CDCl3) de EB-10.
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6.1.11 Determinagdo estrutural de EB-11 w

O tratamento cromatografico de EHEBL-E, incluindo purificacio por CLAE,
resultou em uma resina incolor (11,0 mg) (Item 5.5.2.5, p. 60), com rotacdo [a]3* +70.3° (¢ 0.5,
CHCI»), o qual foi denominado EB-11.

O espectro de massas de alta resolucdo forneceu o pico da molécula protonada
[M+H]" em m/z 303,2311 (calc. para C20H3102 m/z 303,2319), permitindo propor a férmula
molecular C20H3002, com um IDH igual a seis.

O espectro de RMN de 'H [300 MHz, CDCls] (Figura 123, p. 143) mostrou dois
sinais simpleto referentes a grupos metilas em dx 1,38 (s, H-18) e 0,87 (s, H-20), sinais para
dois pares de hidrogénios vinilicos exo-metilénicos em 8z 5,12 (s, H-19p), 4,84 (s, H-190/H-
176) e 4,80 (s, H-17a), bem como um sinal de hidrogé€nio oximetinico em oy 3,94 (td, J=10,5,
4,2 Hz, H-6), além de outros sinais de hidrogénios de carbonos metilénicos e metinicos
caracteristicos de um composto de natureza diterpé€nica.

O espectro de RMN de 13C [75 MHz, CDCls] (Figura 126, p. 148) mostrou sinais
correspondentes a 20 dtomos de carbono, que foram definidos pelo espectro DEPT 135° em
dois carbonos metilicos, nove metilénicos e quatro carbonos metinicos e, por subtragdo, cinco
carbonos ndo hidrogenados. Diferentemente de EB-10, observou-se para este composto, sinais
para uma segunda ligacdo dupla exociclica em d¢ 104,6 (C-19) e 152,7 (C-4).

No espectro COSY (Figura 127, p 148), foi evidenciado o acoplamento alilico do
sinal &z 1,90 (H-5) com os hidrogénios vinilicos em dx 5,12 (H-195), 4,84 (H-19a) e com o
sinal em dx 3,94 (H-6), indicando a presenca de uma dupla ligacdo préxima a um carbono
contendo uma hidroxila em C-4 (3¢ 152,7). Adicionalmente, foi observado o acoplamento
alilico entre os hidrogénios em 652,18 (H-15) com os hidrogénios em 64,84 (H-175) e 4,80
(H-17a), confirmando a presenca de uma dupla ligacdo exociclica em C-16 (6¢ 154,0), como
observado em EB-9 e EB-10.

A analise do espectro HMBC (Figura 129, p 149) confirmou que uma dupla ligagao
exociclica encontrava-se em C-4 através das correlacdes dos hidrogénios em dx 5,12 (s, H-
19p), 4,84 (s, H-19a) com os sinais em dc¢ 74,0 (C-3) e 1,90 (C-5). Além dessa, observou-se
também a correlacdo dos prétons da metila em 6y 1,38 (H-18) com o carbono em 6¢ 152,7 (C-
4), indicando a posi¢do da metila em C-3 (d¢ 74,0), e dos prétons metilicos em C-20 (0 0,87)
com os sinais em 6¢ 38,7 (C-1), 52,8 (C-9) e 57,2 (C-5).
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Figura 121 - Estrutura mostrando as principais correlagdes observadas no espectro HMBC de EB-11.

A estereoquimica relativa de EB-11 foi deduzida através da andlise do espectro
NOESY (Figura 130, p 150), onde foram observados os acoplamentos dipolares do hidrogénio
em Oy 1,80 (H-14) com os hidrogénios beta-orientados em oy 1,38 (H-18) e 1,70 (H-11),
indicando a alfa orientagdo de HO-3. De forma semelhante, a hidroxila ligada ao C-6 foi beta
orientada devido as correlagdes dos hidrogénios metilicos alfa orientados em dx 0,77 (H-20)
com os hidrogénios em oy 3,94 (H-6a) e 1,95 (H-14a). Além destas, observou-se também
correlagdes a longa distancia entre o sinal 6y 2,18 (H-15) com os sinais beta orientados em oy
1,90 (H-5), 1,70 (H-7) e 1,26 (H-9).

Figura 122 - Estrutura mostrando as correlagdes observadas no espectro NOESY.

Adicionalmente, realizou-se a comparacdo dos dados de ressonancia (Tabela 11) do
composto EB-11 com o composto vitexfolin C (ONO et al., 2002), um diterpeno do tipo abietano com
estrutura semelhante a EB-11 nos aneis A e B. O composto EB-11 foi definido como cau-4,16-dien-
3a,6f-di-hidroxo, relatado pela primeira vez na literatura.

Figura 123 - Estrutura de EB-11 e de vitexfolin C.

Vitexfolin C
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Tabela 26 - Dados espectrais de EB-11, obtidos em CDCI3, comparando-os com aqueles encontrados para o
Vitexfolin C (ONO et al., 2002).

EB-11 Vitexfolin C
C (CDCls) : :
dc Ou (multip, J 1, 1) dc Ou (multip, J g, 1)
1 38,7 1,80 (m) 34,0 2,06 (ddd, 14,0,4,5, 2,5)
1,14 (td, 14,8, 4,9) 1,95 (ddd, 14,0, 14,0, 4,5)
2 29,9 1,26 (m) 37,0 1,84 (ddd, 14,0, 4,5, 2,5)
1,75 (ddd, 14,0, 14,0 4,5)
3 74,0 - 71,3 -
4 152,7 - 154,0 -
5 57,2 1,90 (m) 42,7 2,84 (m)
6 64,7 3,94 (td, 10,5, 4,2) 21,8 1,77 (m)
7 47,2 1,84 (m) 30,2 2,92 (dd, 10,0, 2,5)
1,60 (m) 2,84 (m)
8 43,8 - 134,7 -
9 52,8 1,26 (m) 1443 -
10 42,2 - 38,9 -
11 19,0 1,77 (m) 1254 7,22 (d, 8,0)
1,54 (m)
12 32,7 1,55 (m) 123,9 7,01 (dd, 8,0, 2,0)
13 43,9 2,68 (s) 145,8 -
14 40,2 1,95 (d, 11,6) 127,0 6,93 (d, 2,0)
1,30 (m)
15 49,5 2,18 (s) 33,5 2,84 (m)
16 154,0 - 24,0 1,23 (d, 7,0)
17 103,8 a. 4,80(sl) 24,0 1,23 (d, 7,0)
b. 4,84 (sl)
18 26,9 1,38 (s) 27,9 1,45 (s)
19 104,6 a. 4,84 (sl) 106,9 4,76 (s)
b. 5,12 (sl) 5,12 (s)
20 16,1 0,87 (s) 21,6 0,95 (s)




145
Figura 124 - Espectro de massa de alta resolu¢dio no modo positivo EB-11.
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Figura 126 - Espectro de RMN "*C (75 MHz, CDCl;) de EB-11.
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Figura 128 - Espectro de RMN HSQC (75 MHz, CDCls) de EB-11.
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Figura 129 - Espectro de RMN HMBC (75 MHz, CDCls) de EB-11

L]
Payes
e
[
5

.
8 .-

R Lu
A




Figura 130 - Espectro de RMN NOESY (300 x 300 MHz, CDCls) de EB-11.
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6.1.12 Determinacgdo estrutural de EB-12 -

Ap6s tratamento cromatogrifico de EHEBL-E, incluindo purificacdo por CLAE,
obteve-se um sélido branco amorfo (8,0 mg) (Item 5.5.2.5, p. 60), com rotacdo [a]3® +52.8° (¢
0,5, CHCly), e P.F. 164°, o qual foi denominado EB-12.

O HRESIMS forneceu o pico da molécula protonada [M+H]" em m/z 303,2311
(calc. para CyoH3102 m/z 303,2319), permitindo propor a férmula molecular C2oH3z002,
indicando um IDH igual a sete.

O espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) (Figura 136), mostrou sinais dubleto
em oy 7,13 (d, J=1,10 Hz, H-18) e 7,09 (d, J=1,10, H-19), caracteristicos de anel furinico
(SILVERSTEIN, 2006); dois dubletos em 643,84 (d, /=10,9 Hz, H-17B) ¢ 3,72 (d, /=10,9 Hz,
H-17a), sugerindo a presenca de hidrogénios metilénicos hidroxilados, além da presenca dos
sinais de hidrogénios metilénicos em 6y 2,60 (m, H-2), 1,82 (dd, J=12,7, 2,7, H-6), 1,67 (m, H-
7) e metinicos em dox 2,23 (d, J/=12,0 Hz, H-5), 1,18 (d, J/=7,2, H-9) € 2,07 (m, H-13), similares
aos do composto cafestol (Figura 131), um diterpeno de esqueleto ent-caurano
biogeneticamente modificado pela migracdo da metila do carbono 18 (ou 19) formando um anel
furano, previamente isolado por Novaes et al., 2020 (Tabela 28).

De acordo com o estudo realizado por Novaes et al., 2020, o cafestol possui
atividade hipercolesterolémica, hepatoprotetora e antioxidante, e esse fato sugere a
possibilidade de testagem do composto EB-12 para outras atividades além da atividade

citotoxica ja evidenciada neste trabalho.

Figura 131 - Estrutura do cafestol.

O espectro de RMN de *C (500 MHz, CDCls) (Figura 137), mostrou vinte sinais
de carbono, com deslocamentos quimicos préoximos ao do cafestol, sendo as principais
diferengas para os sinais de carbono em o6c 16,4, 138,0, 136,4 e 126,7, referentes aporcao
furanica. A partir desses sinais, foi possivel indicar que, diferentemente do anel furdnico no

cafestol, onde o carbono oxigenado do furano se encontra diretamente ligado ao nucleo caureno,
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a localizagdo esteja em C-3 e C-4 em EB-12, da por¢do furano que se encontra ligado através

dos carbonos oxigenados.

O aparecimento dos carbonos oxigenados em oc 82,2 (C-16) e 66,5 (C-17) em
substitui¢do aos sinais correspondentes a ligacdo dupla vinilica, indicaram a hidroxilagdo
daqueles carbonos. A confirmacgdo da posi¢ao do anel furano em C-3 e C-4 se deu a partir das
correlagdes no espectro HMBC (Fig. 140, p. 157), bem como do sinal de hidrogénio metilénico
em Oy 2,60 (m, H-2) com os carbonos vinila em o6c 119,9 (C-4) e 138,0 (C-18), além das
correlagdes do hidrogénio metinico em 9y 2,23 (d, J=12,0, H-5) com os sinais em oc 126,7 (C-

3), 38,4 (C-10), 136,4 (C-19) e 13,8 (C-20) (Figura 132).

Figura 132 - Algumas correlagdes importantes de 'H-'*C de HMBC.

Entdo, EB-12 foi determinado como sendo um diterpeno denominado (3,4,18,19,

c¢)-furan-16,17-dihidroxi-cauranol (Figura 133), inédito na literatura.

Figura 133 - Estrutura de EB-12.

A configuragdo relativa de EB-12 foi determinada a partir do espectro de RMN 2D
'H,'H-NOESY, cuja correlagdo a longa distancia entre o sinal alfa posicionado em &5 1,82 (dd,
J=12,7, 2,7 Hz, H-6) com os sinais em 0x 0,86 (s, H-20a) e 7,09 (d, J=1,1 Hz, H-19), As
correlagdes NOESY de (3,4,18,19, ¢)-furan-16,17-di-hidroxi-cauranol.
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Figura 134 - Algumas correlagdes importantes de '"H-'H de NOESY.
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Tabela 27 - Dados espectrais de EB-12, obtidos em CDCls;, comparando-os com aqueles encontrados para o
cafestol (Novaes et al., 2020).

EB-12 Cafestol
C (CDClz) (CDCl)
oc OH (multip, Jun) oc OH (multip, J un)
1 36,4 1,99 (m) 35,8 2,05 (m)
1,14 (m) 1,25 (m)
2 16,4 2,58 (m) 20,8 2,63 (dd, J=5,8, 2,7)
2,67 (m)
3 126,7 - 148,8 -
4 119,9 - 120,2 -
5 52,2 2,23 (d, J=12,0) 443 2,28 (dq, J=12,6, 2,7)
6 23,1 1,82 (dd, J=12,7, 2,7) 23,2 1,82 (ddd, J=12,9, 6,2, 3,2)
1,65 (m)
7 40,5 1,66 (m) 41,0 1,65 (m)
1,69 (m) 1,74 (m)
8 44.8 - 44.8 -
9 45,5 1,18 (d, J=7,2) 52,2 1,19 (d, J=7,7)
10 38,4 - 38,7 -
11 19,3 1,74 (m) 19,1 1,74 (m)
1,59(m) 1,50 (m)
12 26,1 1,69 (m) 26,2 1,74(m)
1,50 (m) 1,50 (m)
13 44.8 2,07 (s) 455 2,06 (m)
14 455 2,07 (m) 383 2,06 (m)
1,67 (m) 1,70 (m)
15 535 1,67 (m) 53.4 1,74 (m)
1,52 (d, J=14,6) 1,50 (m)
16 82,2 5,1 (s) 82,1 ;
17 66,5 3,84 (d, J=10,9) 66,4 3,83 (d, J=11,1)
3,72 (d, J=10,9) 3,71 (d, J=11,1)
18 136,4 7,13 (d, J=1,2) 108,4 6,22 (d, J=1,8)
19 138.0 7,09 (d, J=1,2) 1407 7,26 (d, J=18)
20 13.8 0,86 (s) 13,5 0,83 (s)
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Figura 135 - Espectro de massa de alta resolu¢do no modo positivo EB-12.
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Figura 136 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCI3) de EB-12.
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Figura 137 - Espectro de RMN !*C (75 MHz, CDCl;) de EB-12.
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Figura 139 - Espectro de RMN HSQC (75 MHz, CDCls) de EB-12.
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Figura 140 - Espectro de RMN HMBC (75 MHz, CDCl3) de EB-12.
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Figura 141 - Espectro de RMN NOESY (300 x 300 MHz, CDCls) de EB-12.
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6.1.13 Determinagao estrutural de EB-13 >

Da fragao EHEBL-A (Item 5.5.2.1, p. 56), obteve-se um s6lido branco (14,0 mg),
com rotagdo [a] %3 —85,8° (¢ 0,5, CHCl3), o qual foi denominado EB-13.

A férmula molecular C20H30O para EB-13 foi proposta através do HRESIMS
(Figura 145, p. 162), o qual forneceu o pico referente a molécula protonada em m/z 287,2381
[M+H]* (calc. para C20H3101 m/z 287,2375), com célculo de IDH igual a 6.

O espectro de RMN de 'H [500 MHz, CDCIs] (Figura 146, p. 162) revelou a
apresenca de dois sinais de hidrogénios metilicos em oz 1,10 (s, Me-19) e 1,02 (s, Me-20), um
par de dubletos, correspondentes a hidrogénios diastereotopicos em 653,61 (J=7,1 Hz, H-18p)
e 3,38 (J=7,1 Hz, H-18a) e dois singletos largos em ox 4,82 (H-178) e 4,77 (H-17a),
correspondentes a dupla ligacdo exometilénica. Além disso, sinais na faixa de 0,76 a 1,74,
caracterizam EB-13 como um diterpeno do tipo caureno, similar ao composto EB-10 (Figura
113, p. 138), diferenciando-os apenas pela auséncia do grupo hidroxila em C-3 no composto
EB-13.

O espectro de RMN de '*C CPD [125 MHz, CDCl3] mostrou vinte sinais (Figura
147, p. 163) e a partir do espectro de RMN de '*C DEPT 135° foi possivel observar todos os
graus de hidrogenacdo dos dtomos de carbonos. Com base no espectro HSQC (Figura 147, p.
164) foi possivel correlacionar todos os hidrogénios aos seus respectivos carbonos. A
comparacao dos trés espectros mencionados acima, evidenciou, por consequécia, a presencga de
quatro carbonos nao hidrogenados, dos quais um corresponde a um carbono vinilico em 6¢
154,9 (C-16), de dupla ligacdo, comum em diterpenos do tipo caureno. A interpretagdo destes
dados corroborou com a proposta de que EB-13 se tratade um diterpeno carregando em sua
estrutura um heterociclo.

No espectro HMBC [500 x 125 MHz, CDCls] (Figura 148, p. 164), foram
observadas as correlacdes a longa distancia entre os hidrogénios em 6 3,38 (d, J=7,1 Hz, H-
196) e 3,61 (d, J=7,1 Hz, H-19a) com os carbonos em oc 72,7 (C-6), 61,1 (C-5), 39,9 (C-10) e
19,6 (C-18), sugerindo a posi¢ao do tetrahidrofurano em C-4 e C-6, conforme Figura 142. As
correlagdes dos hidrogénios em dx 4,82 (s, H-17p) e 4,77 (s, H-17a) com os carbonos em 6c
49,1 (C-15) e 44,2 (C-13), confirmaram a possivel presenca da dupla exociclica entre C-13 e
C-15. Outras correlacdes que confirmam a estrutura proposta se encontra na (Figura 142, p.

162).
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Figura 142 - Algumas correlagdes importantes de HMBC.

K EB-13 /

A estereoquimica relativa de EB-13 foi estabelecida através da anélise do espectro

NOESY (Figura 151, p. 165), onde foram observados os acoplamentos dipolares entre os
hidrogénios em 6y 3,80 (H-6) com os em 6z 1,10 (H-18) e 1,02 (H-20), indicando a posi¢do em

[ para o anel heterociclo.

Figura 143 - Algumas correlagdes importantes de 'H-'H de NOESY.

Com base na analise dos espectrosde RMN, o composto EB-13 foi caracterizado

como 6f,18f-epoxi-caur-16-eno (Figura 142), inédito na literatura.

Figura 144 - Estrutura de EB-13.
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Tabela 28 - Dados espectrais de EB-13, obtidos em CDCl3, comparando-os com aqueles encontrados para EB-10.

EB-13 EB-10
(CDCls) (CDCl3)
¢ oc O (multip, J 1, 1) oc Ou (multip, J u, 1)
1 413 1,74 (m) 41,4 1,77 (m)
0,76 (m) 0,95 (td, J=13,0, 4,4)
2 19,5 1,59 (m) 29,3 1,26 (m)
1,70 (m) 1,68 (m)
3 36,2 1,68 (m) 78,0 3,48 (dd, J=10,8, 6,3)
1,13 (m)
4 38,2 - 455 -
5 61,1 0,95 (d, J=11,6) 59,9 0,87 (m)
6 72,7 3,80 (td, J=11,1, 4,3) 72,6 3,86 (td, J=11,1, 4,4)
7 472 1,93 (dd, J=12,0, 4,0) 40,2 1,84 (d, J=11,7)
1,50 (m) 1,23 (m)
8 454 - 45,1 -
9 55,8 1,07 (d, J=8,0) 55,5 1,01 (m)
10 39,9 - 37,6 -
11 18,2 1,68 (m) 18,5 1,63 (m)
1,47 (m) 1,44 (m)
12 32,9 1,66 (m) 32,8 1,67 (m)
1,50 (m) 1,50 (m)
13 442 2,65 (s) 44,1 2,67 (s)
14 40,2 1,86 (d, J=11,4) 47,0 1,94 (dd, J=11,0, 7,1)
1,20 (dd, J=11,0, 4,3) 1,46 (m)
15 49,1 2,16 (d, J=13,0) 48,9 2,17 (s)
2,16 (d, J=13,0) 2,17 (s)
16 154.9 - 154.,6 -
17 103,6 a. 4,77 (sl) 103,8 a. 4,77 (sl)
b. 4,82 (sl) b. 4,83 (sl)
18 83,8 3,38 (d, J=7,1) 14,4 1,12 (s)
3,61 (d, J=7,1)
19 19,6 1,02 (s) 83,2 3,55 (d, J=7.5)
3,78(d, J=1.5)
20 17,2 1,10 (s) 17,4 1,12 (s)




Figura 145 - Espectro de massa de alta resolugdo no modo positivo EB-13.
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Figura 146 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de EB-1
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Figura 147 - Espectro de RMN !*C (125 MHz, CDCl;) de EB-13.
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Figura 148 - Espectro de RMN COSY (500 MHz, CDCl3) de EB-13.
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Figura 149 - Espectro de RMN HSQC (125 MHz, CDCls) de EB-13.
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Figura 150 - Espectro de RMN HMBC (125 MHz, CDCls) de EB-13.
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Figura 151 - Espectro de RMN NOESY (500 x 500 MHz, CDCls) de EB-13.
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6.1.14 Determinacdo estrutural de EB-14 o

A fracdo EHEBL-A foi submetida a cromatografia gravitacional (ver experimental,
item 5.5.2.1, p. 56), a qual resultou em um material sélido que, apOs recristalizacdo em
diclorometano: AcOEt (1:1), resultou em um sélido cristalino branco denominado EB-14, com
rotagio [a]4* -34.6° (¢ 0.5, CHCl3) e P.F. 119°.

O espectro de RMN de 'H [500 MHz, CDCls] (Figura 155, p. 169) de EB-14 revelou
a presenca de trés singletos correspondentes a grupos metilicos ligados a carbonos quartendrios
em oy 1,04 (Me-19), 1,06 (Me-20) e 1,16 (Me 18), bem como sinais para hidrogénios vinilicos
em oy 4,76 (H-17a) e 4,82 (H-17b), e oximetinico em oy 3,95 (H-6).

O espectro de RMN de *C CPD [125 MHz, CDCl;3] (Figura 156, p. 170), exibiu
vinte linhas espectrais, que ap6s andlise do espectro HSQC (Figura 157, p. 170) possibilitou
determinar a presenca de trés carbonos metilicos, nove metilénicos, sendo um sinal referente a
carbono vinila em 6c 155,3 (C-17), quatro metinicos, com um carbono oximetinico em oc 69,4
(C-6) e, por consequéncia, quatro sinais de carbono nao hidrogenados.

A principal diferenca de EB-14 para EB-13 (Figura 144, p. 159) se deu devido a
presenca de hidrogénios metilicos ao invés dos hidrogénios geminais oximetinicos do anel
heterociclo em EB-13. Além disso, observou-se a presenca de um grupo hidroxila em C-6,
justificando a prote¢do de C-6 (6¢ 69,4) em comparagdo a C-6 (6c 72,7) para EB-13.

No espectro HMBC (Figura 159, p. 171), as correlagdes dos hidrogénios metilico
em oy 1,06 (Me-20) e 1,04 (Me-19) com o carbono em dc 69,4 (C-5) e dos hidrogénios em 6y
0,90 (H-5), 1,79 (H-7b) e 1,57 (H-7a) com o carbono oximetinico em 6c 69,4 (C-6), reforcaram
a posicao do grupo hidroxila em C-6 (Figura 152).

Figura 152 - Algumas correlagdes importantes de 'H-'3C de HMBC.
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A configuracdo relativa do centro estereogénico C-6 foi atribuida levando em

considera¢do os acoplamentos dipolares das metilas alfa posicionadas em dx 1,06 (Me-20) e
1,04 (Me-19) com o sinal do hidrogénio oximetinico em 64 3,95 (H-6), indicando a posi¢do da

hidroxila em p.

Figura 153 - Algumas correlagdes importantes de 'H-'H de NOESY.

Além da comparacdo dos dados de RMN de EB-14 com os dados de EB-13,
comparou-se também com os dados de RMN de '*C relatados na literatura para o composto ent-
caureno (Figura 154), isolado da espécie Agathis australis Salisb. por Enzell e Thomas (1964).
As diferencas observadas foram nos valores de deslocamentos quimicos dos carbonos C-5, C-
6 e C-7, devido a presenca do grupo hidroxila em C-6 para EB-14.

Entdo, o composto EB-14 foi caracterizado como cauren-6f4-ol (Figura x), um
diterpeno anteriormente sintetizado por Satoru (1964), mas que estd sendo relatado pela

primeira vez como um diterpeno natural.

Figura 154 - Estrutura de EB-14 e do ent-caureno.
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Tabela 29 - Dados espectrais de EB-14, obtidos em CDCl3, comparando-os com os dados de EB-13 e do composto
ent-caureno.

EB-14 EB-13 ent-caureno
(CDCls) (CDCls) (CDCls)

¢ oc Oun (multip, J u, 1) oc Ou (multip, J u, 1)

1 40,4 1,79 (dd, J=12.4, 3,8) 41,3 1,74 (m) 41,3
0,79 (td, J=12,6, 3,9) 0,76 (m)

2 18,5 1,57 (m) 19,5 1,59 (m) 18,7
1,37 (m) 1,70 (m)

3 43,7 1,34 (m) 36,2 1,68 (m) 42,0
1,19 (m) 1,13 (m)

4 33,6 - 38,2 - 33,3

5 61,0 0,90 (d, J=10,5) 61,1 0,95 (d, J=11,6) 56,1

6 69,4 3,95 (td, J=10,4, 3,5) 72,7 3,80 (td, J=11,1, 4,3) 20,3

7 51,6 1,79 (dd, J=12,4, 3,8) 47,2 1,93 (dd, J=12,0, 4,0) 40,4
1,57 (m) 1,50 (m)

8 443 - 454 - 442

9 55,4 1,06 (m) 55,8 1,07 (d, J=8,0) 56,1

10 41,0 - 39,9 - 39,3

11 18,1 1,57 (m) 18,2 1,68 (m) 18,1
1,37 (m) 1,47 (m)

12 332 1,60 (m) 32,9 1,66 (m) 33,3
1,47 (m) 1,50 (m)

13 43,7 2,65 (s) 44,2 2,65 (s) 442

14 40,5 1,95 (d, J=10,9) 40,2 1,86 (d, J=11,4) 39,9
1,24 (m) 1,20 (dd, J=11,0, 4,3)

15 49.3 2,12 (s) 49,1 2,16 (d, J=13,0) 49,2
2,12 (s) 2,16 (d, J=13,0)

16 155,3 - 154,9 - 156,0

17 103,4 a. 4,76 (sl) 103,6 a. 4,77 (sl) 102,8
b. 4,82 (sl) b. 4,82 (sl)

18 36,8 1,16 (s) 19,6 1,10 (s) 33,7

19 22,3 1,04 (s) 83,8 3,38 (d, J=7,1) 21,7

18,9 1,06 (s) 3,61 (d, J=7,1)
20 40,4 1,79 (dd, J=124, 3,8) 17,2 1,02 (s) 17,6




Figura 155 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) de EB-14.
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Figura 157 - Espectro de RMN COSY (500 MHz, CDCl3) de EB-14.
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Figura 158 - Espectro de RMN HSQC (125 MHz, CDCls) de EB-14.
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Figura 159 - Espectro de RMN HMBC (125 MHz, CDCls) de EB-14.
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6.1.15 Determinagdo estrutural de EB-15

Ap6s fracionamento cromatografico de EHEBL-A (ver experimental, item 5.5.2.1,
p. 56), obteve-se uma resina amarelada, com rotagao [a] %,4 -54.8° (¢ 0.5, CHCl3), denominada
de EB-15.

O espectro de RMN de 'H [500 MHz, CDCls] (Figura 163, p. 175), mostrou um
duplo dubleto em 615,90 (dd, J=10,8; 17,4, H-14), dois dubletos em 6y 5,20 (J=17,4, H-15b) e
5,05 (J=10,8, H-15a) e dois singletos em or 4,80 (H-17b) e 4,47 (H-17a), referentes a
hidrogénios vinilicos. Foram observados também sinais de singletos em 6 1,27 (Me-16), 0,86
(Me-18), 0,79 (Me-19) e 0,67 (Me-20), de hidrogénios de carbonos metilicos, além de outros
sinais de hidrogénios metilénicos e metinicos caracteristicos de diterpenos.

Como esperado, o espectro de RMN de '*C CPD [125 MHz, CDCIs] (Figura 164,
p. 171), revelou sinais correspondentes a vinte dtomos de carbono. A partir da comparacao dos
espectros de RMN de '°C, DEPT 135° e HSQC (Figura 166, p. 176), foi possivel determinar o
padrdo de hidrogenac¢do de cada carbono, como: quatro carbonos metilicos, nove metilénicos,
trés metinicos e, por consequéncia, quatro carbonos ndo hidrogenados. Dois grupamentos
vinilicos foram determinados com base na presenca dos carbonos olefinicos em 6c 111,8 (C-
15) e 106,5 (C-17).

A andlise do espectro de RMN 2D 'H,'H-COSY de EB-15 (Figura 165, p. 172),
mostrou acoplamentos dos hirogénios em 6x 5,20 (H-15b) e 5,05 (H-15a) com o hidrogénio em
ox 5,90 (H-14), permitindo diferenciar os hidrogénios vinilicos exometilénicos do grupo vinila
(-CH=CH>) terminal.

A posi¢do do grupo hidroxila em C-13 foi confirmada pelo espectro HMBC (Figura
167, p. 173), a partir das correlagdes dos sinais em oz 5,90 (?J, H-14), 5,20 (°J, H-15b), 5,05
(*J, H-15a), 1,70 (°J, H-12) e 1,27 (3J, Me-16) com o sinal de carbono oximetinico em &c 73,8
(C-13). A posi¢ao da metila (Me-16) também foi posicionada no carbono oximetinico (C-13)
devido a correlacao do sinal em 65 1,27 (Me-16) e do hidrogénio olefinico em 615,90 (H-14)
com o sinal em dc 41,6 (C-12). Além disso, a dupla insaturacao exociclica (C=CH;) em C-8 foi
definida através das correlacdes dos hidrogénios em ox 2,37 (H-7a), 1,96 (H-7b) e 1,55 (H-9)

com o sinal de carbono em 6¢ 106,5 (C-17).
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Figura 161 - Algumas correlacdes de HMBC.

k EB-15 /

Ao centro estereogénico C-13 foi atribuido a mesma estereoquimica relativa

observada para os compostos manool e 3f-hidroximanool (Figura 162), isolados de
Erythroxylum pictum e Erythroxylum betulaceum, respectivamente, com a metila na posicao a
e a hidroxila na posi¢cdo p, levando em consideracdo a similaridade dos valores de
deslocamentos quimicos e das contantes de acoplamentos dos hidrogénios H-14, H-15a, H-15p8
e Me-16 (ANSELL et al., 1993c; RIBEIRO et al., 2013), bem como dos valores de
deslocamento quimico do carbono 13 (Tabela 31).

A andlise dos dados discutidos, bem como a comparacdo dos dados de RMN de 'H
e 13C de EB-15, com aqueles obtidos por Ansell et al., (1993c) para o composto manool (Tabela
31, p. 170), permitiu identificar EB-15 como sendo o diterpeno labdano 8(17),14-labdadien-
13-0l, isolado de Erythroxylum pictum, conhecido como manool. De acordo com a literatura,

o manool apresenta propriedade anti-hipertensiva (AWANG et al., 2012).

Figura 162 - Estruturas de EB-15, 34-hidroximanool e Manool.

33-Hidroximanool Manool /
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Tabela 30 — Dados de RMN de 'H e *C de EB-15 comparando com os dados de 3/ -hidroximanool

e manool.
EB-15 3p-hidroximanool Manool
c (CDCls) (CDCls) (CDCly)
Oc Ou (multip, J u, 1) Oc Ou (multip, J u, 1) Oc
1 39,3 1,77 (d, J=12,7) 37,0 - 39,0
1,02 (m) -
2 19,6 1,57 (m) 27,8 - 19,3
1,48 (m) -
3 424 1,38 (d, J=13,0) 78,8 3,17 (dd, J=12,0, 4,5) 42,1
1,16 (td, J=13,0, 4,2)
4 33,8 - 39,1 - 33,5
5 55,8 1,09 (m) 54,6 - 55,5
6 24,6 1,68 (m) 23,9 - 244
1,31 (m) -
7 38,6 2,37 (d, J=12,7) 38,1 - 38,3
1,95 (td, J=13.2, 5,4) -
8 148.,9 - 148,1 - 148,4
9 57,5 1,55 (m) 56,9 - 57,2
10 40,1 - 39,5 - 39,8
11 17,9 1,55 (m) 17,8 - 17,6
1,33 (m) -
12 41,6 1,57 (m) 41,2 - 41,3
1,29 (m) -
13 73,8 - 73,6 - 73,4
14 1454 5,90 (dd, J=17,3, 10,7)  145,0 5,82 (dd, J=17,5, 10,5) 1449
15 111,8 5,20 (d, J=17,3) 111,6 5,13 (dd, J=12,0, 4,5) 111,4
5,05 (d, J=10,6) 4,98 (dd, J=10,5, 4,5)
16 28,2 1,27 (s) 28,0 1,19 279
17 106,5 a. 4,47 (s) 106,7 4,74 (d, J=1,5) 106,2
b. 4,80 (s) 4,42 (d, J=1,5)
18 33,8 0,86 (s) 28,2 0,91 (s) 33,5
19 21,9 0,79 (s) 15,3 0,69 (s) 21,7
20 14,6 0,67 (s) 14,4 0,60 (s) 14,4




Figura 163 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) de EB-15.
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Figura 166 - Espectro de RMN HSQC (125 MHz, CDCls) de EB-15.
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Figura 167 - Espectro de RMN HMBC (125 MHz, CDCls) de EB-15.
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Figura 168 - Espectro de RMN NOESY (500 x 500 MHz, CDCls) de EB-15.
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6.1.16 Determinacgdo estrutural de EB-16
O composto EB-16 foi obtido a partir de fracionamentos cromatogréficos da fracdo
diclorometano do extrato etandlico do cerne de E. bezerrae (item 3.5.4, p. 63) e apresentou-se
como um sélido branco amorfo, com [a]3* -18.3° (¢ 0.5, CHCls); lit. [a]* -14°, ¢ 0,04, CHCl3
(GARCEZ et al, 2004).

A andlise do espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl; — Fig. 172, p. 182) revelou
sinais para hidrogénios olefinicos em oy 5,21 (s, H-17b) e 5,08 (s, H-17a) referente a dupla
vinilica, dois sinais de hidrogénios oximetinicos, sendo um singleto oy 3,80 (H-15) e um duplo
dubleto on 3,21 (J=10,8, 5,8, H-3), além de trés sinais para metilas em 6u 1,03 (s, Me-20), 1,00
(s, Me-19) e 0,79 (s, Me-18). Soma-se a isto a presenca de varios sinais na faixa de on 1,24 -

2,52, ressaltando a natureza terpénica de EB-16.

No espectro COSY (Fig. 174, p. 183) o hidrogénio hidroximetinico em on 3,80
mostrou acoplamento alilico com os hidrogénios metilénicos exociclicos em on 5,21 (H-17b) e
5,08 (H-17a) e com os hidrogénios em oy 5,21 (H-14b) e 5,08 (H-14a), indicando a posi¢do de
um grupo hidroxila em C-15. De forma semelhante, também foi observado um sistema isolado
de spins para o sinal do hidrogéniooximetinico du 3,21 (H-3) com o hidrogénio metilénico mais

desprotegido em 6n 1,64 (H-2b), confirmando uma hidroxila em C-3.

O espectro de RMN *C CPD (75 MHz, CDCI3 — Fig 173, p. 182) de EB-16
apresentou 20 linhas espectrais, indicando um diterpeno caureno, semelhante a EB-15. Através
do espectro HSQC (Fig. 175, p. 183) foi possivel atribuir trés carbonos metilicos [6c 28,5 (C-
18), 17,9 (C-20) e 15,7 (C-19)], oito carbonos metilénicos, cinco carbonos metinicos, dentre

eles, dois oxigenados em oc 83,1 (C-15) e 79,2 (C-3), bem como quatro carbonos nao-

hidrogenados, sendo um olefinico [6c 160,7 (C-16)] (Tabela 32, p. 177).

A posi¢do f das hidroxilas e da insaturacdo na estrutura proposta foi
confirmada através das correlacdes apresentadas pelo espectro HMBC (Fig.
176, p. 184), assim como as correlagdes dos hidrogé€nios olefinicos em 6u 5,21 (H-17b) e 5,08
(H-17a) e do hidrogénio metilénico em ou 1,89 (H-14b) com o carbono oximetinico em dc 83,1
(C-15), o que mostra a proximidade do grupo hidroxila com a dupla ligacdo. Os hidrogénios
metilicos em on 1,00 (Me-19) e 0,79 (Me-18) mostraram correlacdo com o sinal de carbono
oximetinico em dc 79,2, assegurando um grupo hidroxila em C-3. Além destas, também foram

observadas correlagdes dos hidrogénios metilicos (Me-18, Me-19 e Me-20) com o carbono ndo
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hidrogenado em (C-10) e com C-3, corroborando com a estrutura de um diterpeno do tipo

caureno, cujas correlacdes estdo apresentadas na Figura 169 abaixo.

Figura 169 - Algumas correlagdes de HMBC de EB-16.

K EB-16 /

De acordo com Jia, Shi, Yang (1994), para estruturas ent-caurenoides, o hidrogénio

hidroximetinico 15a aparece como um tripleto com um valor de J na faixa de 2 a 3 Hertz,
enquanto o hidrogénio hidroximetinico 154 aparece como um singleto. Nesse sentido,
observou-se no espectro de RMN 'H um sinal correspondente a um singleto largo em & 3,80
(H-15), indicando a configuracdo beta do hidrogénio e, portanto, alfa para o grupo hidroxila.
Esse fato foi corroborado pelo espectro NOESY (Fig. 177, p. 185), o qual mostrou interagao
entre H-15 (dn 3,80) e H-94 (61 0,98), bem como a orientacdo alfa da hidroxila em C-3, devido
o acoplamento dipolar de H-3 com H-55 e H-18.

Figura 170 - Algumas correlacdes de NOESY de EB-16.

Os dados apresentados nesta discussdo, € a comparacdo com a literatura
para o diterpeno denominado 13a-ent-caur-16-en-34,156-diol (Euphoranginol B) (Fig. 171, p.
180), isolado de Euphorbia wangii (Jia, Gong Shi, Yang, 1994), confirmam o estudo proposto.
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Figura 171 - Estruturas de EB-16 e ent-caur-16-eno-34,154-diol.
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Tabela 31 — Dados de RMN de 'H e '3C de EB-16 comparando com os dados do composto ent-caur-16-eno-

34,15p-diol.
EB-16 ent-caur-16-eno-34,154-diol
(CDCl) (CDCl3,400 MHz)
¢ oc Ou (multip, J u, 1) oc Ou (multip, J u, 1)
1 37,8 1,89 (m) 38,7 1,85 (m)
0,91 (m)

2 27,5 1,64 (m) 27,3 1,64 (m)

1,46 (m) -
3 79,2 3,21 (dd, J=10,8, 5,8) 78,9 3,20 (dd, J=11,2,5,2)
4 39.4 - 39,2 -
5 55,3 0,77 (m) 55,0 0,76 (d, J=12,7)
6 18,3 1,55 (m) 19,1 1,52 (m)

1,40 (m) 1,35 (m)
7 354 1,70 (m) 352 1,73 (m)

1,41 (m) -
8 49,2 - 47,5 -
9 55,3 0,98 (m) 54,2 0,88 (m)
10 38,8 - 38,8 -
11 19,3 1,55 (m) 18,1 1,56 (m)

1,40 (m) -
12 32,9 1,62 (m) 32,7 1,60 (m)

1,46 (m) 1,60 (m)
13 424 2,75 (s) 42,3 2,74 (s)
14 36,4 1,89 (m) 36,2 1,87 (m)

1,24 (m) 1,31 (m)
15 83,1 3,80 (s) 82,9 3,79 (s)
16 160,7 - 160,3 -
17 108,5 5,21 (sl) 108,2 5,20 (sl)

5,08 (sl) 5,07 (sl)
18 28,5 0,79 (s) 28,4 0,78 (s)
19 15,7 1,00 (s) 15,5 0,98 (s)
20 17,9 1,03 (s) 17,7 1,02 (s)
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Figura 172 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de EB-16.
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Figura 174 - Espectro de RMN COSY (300 MHz, CDCls) de EB-16.
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Figura 175 - Espectro de RMN HSQC (75 MHz, CDCls) de EB-16.
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Figura 176 - Espectro de RMN HMBC (125 MHz, CDCls) de EB-16.
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6.1.17 Determinacgdo estrutural de EB-17

O composto denominado EB-17 foi isolado da fracaio EHEBL-B (item 5.5.2.2, p.

57) como um sélido branco amorfo, com [a]%* -53,7° (¢ 0,5, CHCl5).

O espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls — Fig. 177, p. 184) mostrou a presenga
de trés de singletos referentes a grupos metilicos ligados a carbonos nao hidrogenados em 6u
1,02, 0,98 e 0,78, caracteristicos de diterpenos semelhante aos isolados anteriormente, com as
metilas em C-20 e C-19 em posicdo axial e em C-18 em posi¢do equatorial (DUTRA et al.,
2014). Adicionalmente, observou-se dois sinais em dn 4,80 e 4,75, tipicos de hidrogénios de
uma ligacdo dupla exociclica, bem como um sinal de hidrogénio oximetinico em dn 3,30, tipicos

de diterpenos anteriormente isolados.

O espectro de RMN de '*C CPD (125 MHz, CDCl; — Fig. 180, p. 188) apresentou
20 linhas espectrais, semelhante a EB-16, compativeis com a estrutura de um
diterpeno caurano. A analise do espectro HSQC (Fig. 182, p. 189) demonstrou a existéncia de
trés carbonos metilicos [6c 28,4 (C-18), 17,6 (C-20) e 15,5 (C-19)], nove carbonos metilé€nicos,
sendo um olefinico [6c 103,0 (C-17)], quatro carbonos metinicos, entre eles um oxigenado [oc
79,1 (C-3)] e quatro carbonos nao-hidrogenados [oc 155,8 (C-16), 44,0 (C-8), 39,1 (C-10) e
38,7 (C-4)] (Tabela 33, p. 187).

A andlise comparativa dos deslocamentos quimicos de 'H e '’C, incluindo
informacdes obtidas do espectro HSQC de EB-16 com EB-17 aponta que os dois compostos
diferem entre si quanto aos deslocamentos quimicos dos carbonos C-8, C-15 e C-16 que
passaram de [(6c 47,5, 82,9 e 160,3)], respectivamente, em EB-16 para valores de
deslocamentos mais protegidos [(0c 44,0, 49,1 e 155,8)] em EB-17. Essas informacgdes sugerem
que o composto em questdo apresenta o mesmo tipo de esqueleto (diterpeno caurenoico), sem

o grupo hidroxila em C-15.

Através das correlagdes a longa distancia exibidos no espectro HMBC (Fig 183, p.
190) foi possivel atribuir corretamente os deslocamentos quimicos e confirmar a estrutura de
EB-17. As principais correlagdes observadas foram entre os hidrogénios olefinicos H-17a (6u
4,75) e H-17b (6 4,80) com os carbonos C-13 (dc 44,0) e C-15 (¢ 49,1), confirmando a dupla
ligacdo exociclica em C-16, bem como a correlaciao hidrogénio oximetimico H-3 (6u 3,20) com
os carbonos C-4 (d¢ 38,7), C-18 (6c 28,4) e C-19 (oc 15,5), corroborando com a posicdo do
grupo hidroxi em C-3.
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A configuracao relativa de EB-17 foi sugerida através do espectro NOESY (Fig

184, p. 191), o qual revelou a orienta¢do alfa da hidroxila em C-3, devido a correlacdo a longa
distancia de H-3 com H-5 e H-18 (ambos beta-posicionados), bem como de H-20 com H-14 e

H-19 compativeis com hidrogénios alfa-posicionados.

A andlise dos dados apresentados, junto com a comparagdo dos dados de RMN de
'H e '*C com os relatados na literatura, possibilitou identificar EB-17 como sendo o diterpeno
ent-3f-hidroxi-caur-16-eno (Fig. 178, p. 186), previamente isolado da casca do caule de Annona

vepretorum, por DUTRA et al., 2014.

Figura 178 - Estruturas de EB-17 e ent-caur-16-en-34-ol.
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Tabela 32 — Dados de RMN 'H e 3C de EB-17 e de ent-3f-hidroxi-caur-16-eno. 185

EB-17 ent-3p-hidroxi-caur-16-eno
(CDCl3, 500 MHz) (CDCl3,400 MHz)
¢ oc Ou (multip, J u, 1) dc O (multip, J u, 1)
1 38,8 1,85 (dt, J=13,2;3,8) 38,7 1,85 (ddd, J=13,4;3,7; 3,4)
0,90 (td, J=13,1;4,4) 0,90 (ddd, J=13,2;12,4;5,2)
2 274 1,64 (m) 274 1,63 (m)
1,60 (m)
3 79,1 3,20 (dd, J=11,1;5,0) 79,1 3,19 (dd, J=10,9;5,6)
4 38,7 - 38,9 -
5 55,3 0,76 (m) 55,2 0,76 (dd, J=11,8;1,9)
6 20,0 1,58 (m) 20,0 1,55 (m)
1,40 (m) 1,40 (m)
7 41,2 1,51 (m) 41,2 1,52 (m)
1,48 (m)
8 44,0 - 44,0 -
9 55,3 1,05 (m) 559 1,03 (m)
10 39,1 - 39,1 -
11 18,3 1,65 (m) 18,3 1,62 (m)
1,56 (m) 1,53 (m)
12 274 1,64 (m) 39,8 1,98 (m)
1,11 (dddd, J=11,4;5,1;1,8;1,6)
13 44,0 2,65 (s) 43,9 2,64 (s)
14 33,2 1,65 (m) 33,2 1,62 (m)
1,50 (m) 1,48 (m)
15 49,1 2,07 (s) 49,0 2,06 (m)
2,05 (m)
16 155,8 - 155,8 -
17 103,0 4,80 (s]) 103,0 4,80 (s])
4,75 (sl) 4,74 (s)
18 28,4 0,99 (s) 28,4 0,98 (s)
19 15,5 0,79 (s) 15,5 0,78 (s)

20 17,6 1,03 (s) 17,6 1,02 (s)
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Figura 179- Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) de EB-17
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Figura 180 - Espectro de RMN '*C (125 MHz, CDCl;) de EB-17.
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Figura 181 - Espectro de RMN COSY (300 MHz, CDCls) de EB-17.
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Figura 182 - Espectro de RMN HSQC (125 MHz, CDCls) de EB-17.
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Figura 183 - Espectro de RMN HMBC (125 MHz, CDCls) de EB-17.
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Figura 184 - Espectro de RMN NOESY (300 x 300 MHz, CDCl3) de EB-17.
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6.1.18 Determinagdo estrutural de EB-18
Ap6s tratamento cromatografico de EHEBL-C, incluindo purificagdo por CLAE,
obteve-se um sélido branco amorfo (8,0 mg) (Item 5.5.2.3, p. 58), com [0(]%3 -25,3° (¢ 0,5,
CHCI»), o qual foi denominado EB-18.

O espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl; —Fig. 186, p. 194) para EB-18, se
mostrou semelhante ao de EB-17, mas apresentou um quarteto do tipo AB (2H) com dupletos
centrados em Jn 3,39 e 3,47 (J=10,8 Hz), sugerindo a presenca de um grupo hidroximetila ao

invés de uma insaturag¢ao dupla exociclica.

O espectro de RMN 3C CPD (75 MHz, CDCls — Fig. 187, p. 194) mostrou sinais
para 20 carbonos, os quais foram caracterizados a partir do espectro HSQC (Fig. 189, p. 195)
em tré€s carbonos metilicos [dc 33,8 (C-18), 21,8 (C-19) e 17,8 (C-20)], dez carbonos
metilénicos, incluindo um hidroxilado em éc 70,0 (C-17), trés carbonos metinicos e, por fim,

quatro carbonos nao hidrogenados, dos quais um € oxigenado em 6C 80,0 (C-16).

A caracterizacdo da estrutura de EB-18 foi concluida através das correlacdes
observadas no espectro de RMN 2D 'H, '3C - HMBC (Fig. 190, p. 196), no qual foi possivel
confirmar a posi¢ao da hidroxila em C-17 devido a correlacio dos hidrogénios em Ju 3,39 (H-
17a) e 3,47 (H-17b) com os sinais de carbono em doc 41,0 (C-13), 53,0 (C-15) e 80,0 (C-16).
Adicionalmente, a partir das correlacdes dos sinais em ou 2,03 (d, J=12,1, H-14b) e 1,01 (m,
H-14a) com o sinal caracteristico de carbono oximetinico em d¢ 80,0 (C-16) indicou a presenca
de uma hidroxila em C-16. Essas e outras correlagdes presentes no espectro HMBC encontram-

se representadas na figura 185 (p. 193).

A estereoquimica relativa de EB-18 foi determinada a partir do espectro NOESY
(Fig. 191, p. 197), devido as correlacdes espaciais dos sinais em Ju 3,39 e 3,47 (H-17) com os
sinais em on 2,03 (d, J=12,1, H-14b), 1,01 (m, H-14a) e 1,42 (H-7), corroborando com a
orientacdo dos grupos hidroximetilénico e hidroxila alfa e beta posicionados, respectivamente,
em C-16. A posicdo relativa desses grupos em C-16 também foi estabelecida baseando-se nos
valores de deslocamento quimico de H-17a/H-17b, os quais, de acordo com Etse, Gray e
Waterman (1987), quando um quarteto AB com dubletos estd centrado em Ju 3,66 e 3,78
(J=11,0 Hz), a orientagdo do grupo hidroximetilénico é beta posicionado, enquanto para o
quarteto centrado em on 3,37 e 3,47 (J=11,0 Hz), a orientacdo do grupo hidroximetilénico é

alfa posicionado. Dessa forma, de acordo com os dados discutidos e por comparacdo com 0s
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dados relatados na literatura, identificou-se EB-18 como um diterpeno caurano, previamente

isolado por Etse, Gray e Waterman (1987), denominado 16f,17-dihidroxicaurano (Figura 186).

Tabela 33 — Dados de RMN de 'H e '3C de EB-18 e de 16f,17-dihidroxicaurano.

EB-18

(CDCls, 300 MHz)

164,17-di-hidroxicaurano

(CDCls, 400 MHz)

€ dc du (multip, J u, 1) dc Su (multip, J 1. 1)
1 40,6 1,80 (m) 41,4
0,77 (m)
2 19,0 1,65 (m) 18,7
1,43 (m)
3 422 1,14 (m) 42,0
4 33,4 - 33,2 -
5 56,4 0,77 (m) 56,1
6 20,2 1,90 (m) 20,0
1,54 (m)
7 42,1 1,42 (m) 38,2
8 437 - 43,5 -
9 57,2 1,13 (m) 56,9
10 39,6 - 39,3 -
11 18,8 1,65 (m) 18,6
1,43 (m)
12 26,9 1,76 (m) 26,7
1,61 (m)
13 41,0 2,09 (s) 52,6
14 38,5 2,03 (d, J=12,1) 40,4
1,01 (m)
15 53,0 1,42 (m) 56,1
16 80,0 - 79,7 -
17 70,0 3,47 (d, J=10,8) 69,7 3,47 (d, J=11,0)
3,39 (d, J=10,8) 3,37 (d, J=11,0)
18 33,8 0,85 (s) 33.6
19 21,8 0,80 (s) 21,5
20 17.8 1,03 (s) 17,6




191

Figura 185 - Algumas correlagdes de HMBC de EB-18.

Figura 186 - Estrutura de EB-18.

EB-18

Figura 187 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) de EB-18
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Figura 188 - Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCl3) de EB-18.
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Figura 190 - Espectro de RMN HSQC (125 MHz, CDCls) de EB-18
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Figura 191 - Espectro de RMN HMBC (125 MHz, CDCl3) de EB-18.
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Figura 192 - Espectro de RMN NOESY (300 x 300 MHz, CDCls) de EB-18.
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6.1.19 Determinacgdo estrutural de EB-19
O composto EB-19, um sdélido branco amorfo, foi isolado a partir da fracdo
diclorometano do extrato hexanico do lenho do caule de E. bezerrae (item 5.5.2.4, p. 59), [a]3*

-31.2° (¢ 0.5, CHCl).

O espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl; —Fig. 194, p. 200) de EB-19 se
mostrou semelhante ao de EB-18, mas apresentou um sistema de spin AB (2H) com dupletos,
mais desprotegidos centrados em Ju 3,78 e 3,66 (J=10,8 Hz), ao invés de dn 3,39 e 3,47 (J=10,8
Hz).

O espectro de RMN de '*C CPD (125 MHz, CDCI3 — Fig. 195, p. 200) apresentou
20 linhas espectrais, com sinais de deslocamentos quimicos semelhante a EB-18. A andlise do
espectro de RMN 2D 'H,"*C-HSQC (Fig. 196, p. 201) demonstrou a existéncia de trés carbonos
metilicos [6C 18,0 (C-20), 21,7 (C-19) e 33,7 (C-18)], dez carbonos metilénicos, sendo um
oxigenado [dC 66,6 (C-17)], trés carbonos metinicos e, por fim, quatro carbonos nao

hidrogenados, dos quais um € oxigenado em [6C 82,1 (C-16)] (Tabela 48, p. 199).

A andlise comparativa dos deslocamentos quimicos de 'H e 'C, incluindo
informacdes obtidas do espectro HSQC de EB-19 com EB-18 aponta que os dois compostos
diferem entre si quanto aos deslocamentos quimicos dos sinais em dc 42,2 (C-14), 45,7 (C-13),
66,6 (C-17) e 82,1 (C-16) para EB-19, os quais em EB-18 aparecem em dc 40,6 (C-14), 41,0
(C-13), 70,0 (C-16) e 80,0 (C-17) para EB-18.

Essas informagdes sugerem que o composto em questao se trata de um epimero de
EB-18, ou seja, com a orientag@o espacial do grupo hidroximetil em C-16, que passou de alfa

para beta em EB-19.

Através das correlacdes a longa distancia observadas no espectro de RMN 2D 'H,
BC-HMBC (Fig 197, p. 202) foi possivel confirmar a estrutura de EB-19. As principais
correlagdes observadas 2 longa distancia (2/ e *J) foram entre os hidrogénios hidroximetilénicos
H-17a (ou 3,66) e H-17b (du 3,78) com os carbonos C-13 (dc 45,7) e C-15 (dc 53,6), dos
hidrogénios metilicos H-19 (du 0,85) e H-20 (oH 0,85) com os carbonos C-3 (dc 42,3) e C-10
(dc 39,6), respectivamente, e dos hidrogénios metinicos H-5 (du 0,80) com C-18 (éc 33,7) e H-
9 (0u 1,01) com C-5 (éc 56,4).
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A andlise dos dados apresentados, junto com a comparagdo dos dados de RMN de

"H e 13C com os relatados na literatura, possibilitou identificar EB-19 como sendo um diterpeno
caurano 16a,17-dihidroxicaurano (Fig. 193, p. 198), relatado pela primeira vez no género
Erythroxylum, mas que foi isolado de Annona reticulata (ETSE; GRAY; WATERMAN,
1987).

Figura 193 - Estrutura de EB-19.
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Tabela 34 — Dados de RMN de H e C de EB-19, EB-18 e do composto 16a,17-dihidroxicaurano.

EB-19

(CDCls, 300 MHz)

EB-18

(CDCl3, 300 MHz)

16a,17-di-hidroxicaurano

C (CDCl3,400 MHz)
oc Ou (multip, J u 1) Oc Ou (multip, J u.u)  Oc Ou (multip, J u 1)
1 40,8 1,78 (m) 40,6 1,80 (m) 41,4
0,71 (td, 12,8, 3,5) 0,77 (m)
2 18,5 1,62 (m) 19,0 1,65 (m) 18,7
1,40 (m) 1,43 (m)
3 42,3 1,11 (m) 42,2 1,14 (m) 42,0
4 334 - 334 - 33,2
5 56,4 0,80 (m) 56,4 0,77 (m) 56,1
6 20,6 - 20,2 1,90 (m) 20,0
1,58 (m) 1,54 (m)
7 37,5 1,97 (d, J=12,0) 38,5  2,03(d, J=12,1) 38,2
1,57 (m) 1,01 (m)
8 450 - 43,7 - 43,5
9 57,0 1,01 (m) 57,2 1,13 (m) 56,9
10 396 - 39,6 - 39.3
11 188 - 18,8 1,65 (m) 18,6
1,39 (m) 1,43 (m)
12 26,5 26,9 1,76 (m) 26,7
1,58 (m) 1,61 (m)
13 457 2,04 (s) 41,0 2,09 (s) 52,6
14 422 1,40 (m) 42,1 1,42 (m) 40,4
1,11 (m) 1,14 (m)
15 53,6 1,61 (m) 53,0 1,42 (m) 56,1
1,43 (m)
16 82,1 - 80,0 - 79,7
17 66,6 3,78 (d, J=11,0) 70,0 3,47 (d, J=10,8) 69,7  3,80(d, J=11,0)
3,66 (d, J=11,0) 3,39 (d, J=10,8) 3,65 (d, J=11,0)
18 33,7 1,02(s) 338 0,85(s) 33,6
19 21,7 085(s) 21,8 0,80 (s) 21,5
20 18,0  0,80(s) 17,8 1,03 (s) 17,6

197
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Figura 194 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) de EB-19.
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Figura 195 - Espectro de RMN !*C (75 MHz, CDCl;) de EB-19.
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Figura 196 - Espectro de RMN HSQC (75 MHz, CDCl;) de EB-19
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Figura 197 - Espectro de RMN HMBC (75 MHz, CDCl3) de EB-19.
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6.2 Testes farmacolégicos

6.2.1 Ensaio da citotoxicidade in vitro dos alcaloides tropanicos isolados de E. bezerrae

As propriedades antiproliferativas dos alcaldides isolados foram avaliadas contra
quatro linhagens celulares de cancer humano [cdncer de prdstata metastitico (PC-3),
adenocarcinoma de célon (HCT-116), glioblastoma (SNB-19) e cancer de pulmao (NCI-H460)]
e uma linhagem celular de fibroblastos murino (L929). Como pode ser visto na Tabela 36,
apenas o composto EB-3 (Fig. 198) apresentou citotoxicidade: HCT-116 (Clso 3,38 uM) e NCI-
H460 (Cls0 5,43 uM). As demais amostras mostraram valores de Clso maiores que 10 uM, ndo

tendo sido consideradas citotoxicas.

Figura 198 - Estrutura de bioatividade moderada de E. bezerrae.

EB-3

Correlacionando estrutura com a atividade observou-se que o composto EB-3 néo
possui hidroxila ligada ao biciclo tropanico, o que o torna mais apolar, o que, provavelmente,

pode ter influenciado na citotoxicidade.
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Tabela 35 - Atividade citotéxica in vitro dos compostos EB-1 a EB-8 frente a linhagem de célula tumoral.

MTT Clso pg/mL (uM)
Compostos | L.929 PC-3 HCT-116 SNB-19 NCI-H460
EB-1 >40 17,14 28,95 36,67 15,45
(15,11 - 19,46) (26,21 - 31,97) (21,81 -61,66) (12,60 —18,93)
EB-2 >40 >40 28,07 21,23 21,95
(25,58 - 30,81) (17,60 —25,63) (18,80 —25,63)
EB-3 20,71 15,02 3,38 10,47 5,43
(18,42 —23,31) (13,36 — 16,89) (3,05 -4,20) 9,64 - 11,37) (4,88 —6,04)
EB-4 >40 >40 >40 >40 >40
EB-5 >40 >40 38,88 >40 >40
(36,50 —41,42)
EB-6 >40 >40 17,75 28,41 29,81
(15,52 -20,31) (25,38 -31,80) (26,30 —-33,79)
EB-7 19,40 10,56 16,45 13,89 10,55
(14,69 —25,89) 9,75-11,45) (14,15-17,87) (12,65 — 15,26) (9,43 - 11,80)
EB-8 30,58 >40 19,26 31,37 17,33
(25,29 — 30,80) (17,75 -20,91) (25,92 -31,99) (15,74 —19,08)
Dox 1,72 0,76 0,21 0,15 2,06
(1,58 -1,87) (0,59 - 0,93) (0,16 —0,29) (0,13-0,18) (1,73 -2,45)

Dox = Dosoxorrubicina.

Figura 199 - Estrutura da desoxorrubicina.
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6.2.2 Ensaio da citotoxicidade in vitro dos diterpenos isolados de E. bezerrae

Para o teste de atividade dos diterpenos foram utilizadas células tumorais de HCT-
116 (adenocarcinoma de c6lon), SNB 19 (sistema nervoso), PC-3 (carcinoma de préstata), HL-
60 (leucemia), A549 (pulmdo), NCIH460 (pulmiao) e MRCS5 (fibroblasto de pulmdo nao
tumoral). O ensaio foi feito numa concentracio tnica de 25 pg.mL-1. Os compostos EB-9 a
EB-13, EB-15 a EB-16 e EB-19 apresentaram porcentagem de inibi¢do acima de 75%. Apds
este “screening”, os compostos ativos foram submetidos a um segundo ensaio pelo método
MTT, para a determinagdo da medida da concentragdo que inibe 50% das células tumorais
(ClIso) sobre a linhagem HL-60. Foram encontrados valores de Clso de 10,34 a 19,55 uM, os

quais representam uma baixa seletividade dos compostos testados (Tabela 37).

Tabela 36 - Atividade citotdxica in vitro dos compostos EB-9 a EB-19 frente a linhagem de célula tumoral HL-
60.

MTT Clso uM
Compostos | HL-60 |
EB-9 12,30

(10,39 - 16,97)
EB-10 12,42
(9,71 - 15,87)
EB-11 10,34
(8,72 - 12,25)
EB-12 12,90
(10,03 — 16,59)
EB-13 15,58
(12,56 — 19,3)
EB-15 19,55
(3,32-11,5)
EB-16 16,33
(13,11 —20,00)
EB-19 15,35
(11,96 — 19,71)
Dox 0,21
(0,16 — 0,29)

6.2.3 Determinacao da atividade anti-inflamatoéria in vitro dos diterpenos
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O ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-tetrazélio (MTT) foi

realizado para avaliar os efeitos citotéxicos dos compostos diterpénicos em células de
macréfagos murinos RAW 264.7 (Mosmann, 1983). Conforme mostrado na Tabela x, os
compostos demonstraram uma reducdo da viabilidade com valores Clso na faixa de 70,57 a
346,3 uM. Para avaliar os efeitos dos compostos na producio de 6xido nitrico (NO) induzido
por polissacarideos sulfatados (LPS) em células RAW 264.7, as concentragdes de nitrito no
meio foram medidas como um indicador da produgao de NO de acordo com a reacdo de Griess
(GASPARRINI, 2018).

A avaliacdo da viabilidade celular evidenciou valores de Clso para EB9 a EB19
variando de 70,57 — 346,3. Considerando os valores de viabilidade celular e inibi¢do do NO,
observou-se que os diterpenos EB-9, EB-10 e EB-16 exibiram semelhante atividade inibitoria
do NO, porém EB-10 teve menor citotoxicidade em comparacdo com os compostos EB-9 e EB-
16 (Tabela 38). O diterpeno EB-14 apresentou citotoxicidade potente, com o menor valor de
Clso na viabilidade celular, mas mostrou um potencial significativo para inibir a producao de
NO. A partir dos dados de producao de NO, selecionou-se os diterpenos EB-9, EB-10 e EB-16
para avaliar os efeitos na produgdo das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-6 induzidas por
LPS em RAW 264.7 e observou-se que o LPS elevou significativamente os niveis de TNF-a e
IL-6 em células tratadas com veiculo. Os diterpenos selecionados foram capazes de reduzir
significativamente os niveis elevados de TNF-a e IL-6 induzidos por LPS em células
RAW264.7, enquanto o diterpeno EB-10 reduziu os niveis de TNF-a e IL-6 de forma

semelhante a dexametasona.

Tabela 37 - Efeito de EB9-EB19 sobre a viabilidade celular e a produgéo de 6xido nitrico (NO) em células
RAW 264,7 estimuladas por LPS.

Viabilidade celular Inibicdo NO
Composto Clso (média + DP, Clso (média + DP, uM)
uM)

EB-9 113,3 +£9,60 3,21£0,23
EB-10 219,1 + 23,07 3,76 £0,21
EB-11 1179+ 11,44 12,21 £ 0,52
EB-12 2457 + 41,95 10,24 £ 0,32
EB-13 133,6 +9,92 48,57 +1,21
EB-14 70,57 +12,75 1,23 £0,02
EB-15 99,17 +£27,20 14,54 £ 0,42
EB-16 120,7 + 14,91 3,56 £0,32
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EB-17 200,3 + 16,46 13,84 £ 0,55
EB-18 110,4 + 24,90 10,46 £0,98
EB-19 346,3 + 40,90 59,28 1,25
Dexametasona - 0,75 £0,03

Os valores representam as médias dos resultados de trés experimentos independentes com padrdes semelhantes (n
= 6). A dexametasona foi usada como controle positivo para a inibicdo da producdo de NO.

O presente estudo examinou os efeitos anti-inflamatérios dos diterpendides de
Erythroxylum bezerrae usando o modelo RAW 264.7 induzido por LPS. Macréfagos
estimulados por LPS desencadeiam uma resposta inflamatoria, produzindo e secretando niveis
mais altos de mediadores pré-inflamatérios, como citocinas, incluindo TNF-a e IL-6, e NO
(AQUILA et al., 2009). Nesse contexto, sabe-se que varios diterpendides ent-cauranos possuem
atividade anti-inflamatoria por inibir a producido de NO, TNF-a e IL1-$ induzida por LPS em
macrofagos RAW 264.7, efeito relacionado a inibi¢do da resposta de neutréfilos devido a
inibicao da liberacao de célcio citosdlico, bem como a inibicdo da producdo de prostaglandina
E2 (PGE2) através da supressdo da ativacao do fator nuclear-«B (NF-xB) (WENG et al., 2007;
HWANG et al., 2001). Hwang et al. (2001) descreveram alvos relevantes dos quais diterpenos
do tipo caurano, isolados de Isodon japonicus (Labiatae) mostraram ser fortes inibidores da
producdo de NO e PGE2 induzida por LPS em células RAW264.7, bem como inibicdo da
ativacdo de NF-«B.
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7 CONCLUSOES

A prospec¢do quimica da casca e do cerne do caule de Erythroxylum bezerrae
resultou no isolamento de dezenove substincias, das quais dez estdo sendo descritas pela
primeira vez: (3a-(4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoiloxi)-64-(benzoiloxi)-74-hidroxi-tropano
(EB-1), 3a-(3,4,5-trimetoxibenzoiloxi)-64-(benzoiloxi)-74-hidroxi-tropano (EB-2), 3a-(3,4,5-
trimetoxicinamoiloxi)-6/-(3,4,5-trimetoxibenzoiloxi)-tropano (EB-3), 6p-(benzoiloxi)-7p-
(3,4,5-trimetoxibenzoiloxi)-3a-hidroxi-tropano (EB-4), 6f-(benzoiloxi)-74-(4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzoiloxi)-3a-hidroxi-tropano  (EB-5),  3a-(3,4,5-trimetoxicinamoiloxi)-6/-(4-
hidroxi-3,5-dimetoxibenzoiloxi)-74-hidroxi-tropano (EB-6), 3f3,7p-hidroxicaurenolideo (EB-
9), 3a-hidroxi-6a,194-epoxi-caur-16-eno (EB-10), cau-4,16-dien-3a,6f-di-hidroxo (EB-11),
(3,4,18,19, c)-furan-16,17-di-hidroxi-cauranol (EB-12). Foram isolados e caracterizados oito
alcaloides tropanicos, dos quais seis sdo inéditos, onze diterpenos cauranos, sendo cinco
inéditos e um diterpeno abietano ja descrito na literatura.

Através dos resultados descritos neste trabalho € possivel observar a predominancia
de alcaloides tropénicos e diterpenos do tipo caurano para a espécie E. bezerrae. Estes sao
metabolitos secundérios considerados marcadores taxondmicos do género Erythroxylum. Este
fato ratifica a importancia de estudos com outras espécies, uma vez que alcaloides tropanicos e
diterpenos normalmente sao substincias bioativas.

A atividade citotoxica in vitro apresentada pelo composto EB-3 evidencia a
necessidade de estudos posteriores com esta substancia a fim de prosseguir com a investigagao
em busca de novas drogas citotoxicas. Além disso, a baixa toxicidade dos alcaldides tropanicos
EB-1 a EB-8 em relacdo a drea do cancer, incluindo uma linhagem celular de fibroblasto
murino, pode ser ttil para mostrar sua importancia para outros fins terapéuticos, tais como:
anestésico, anticolinérgico e anti-hipertensivo.

O teste de atividade anti-inflamatdria dos diterpenos mostrou que os compostos EB-
9, EB-10 e EB-16 sdo capazes de reduzir significativamente os niveis elevados de TNF-a e IL-
6 induzidos por LPS em células RAW264.7, sendo que EB-10 reduziu os niveis de TNF-a e
IL-6 de forma semelhante a dexametasona.

Este trabalho contribui com o conhecimento quimico e farmacolégico ndo somente

da espécie, mas também para o género.
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