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RESUMO

O estudo fitoquimico de folhas, galhos e raizes de Tontelea micrantha levou ao
isolamento/identificacdo de 31 substancias. Foram isolados 20 triterpenos
pentaciclicos: friedelina (TM03), 38-friedelinol (TM04), acido 3,4-seco-friedelanoico
(TMO05), 28-hidroxifriedelan-3-ona (TMO06), friedelan-3,21-diona (TM13), 2183-
hidroxifriedelan-3-ona (TM14), 21a-hidroxifriedelan-3-ona (TM15), 30-
hidroxifriedelan-3-ona (TM16), 3-oxo-friedelan-28-al (TM17), friedel-1-en-3,21-diona
(TM18), friedelan-1,3,21-triona (TM19), acido 3-oxo-friedelan-28-oico (TM21), 28,29-
di-hidroxifriedelan-3-ona (TM22), 21a,30-di-hidroxifriedelan-3-ona (TM23), 28,30-di-
hidroxifriedelan-3-ona (TM24), tingenina B (TM27), netzahualcoiona (TM28),
netzahualcoiondiol (TM29), salaquinona A (TM30) e o acido ortosfénico (TM31).
Também foram isolados 4 flavonoides: 3-O-[a-L-ramnopiranosil(1—2)][a-L-
ramnopiranosil(1—6)]-B-D-glicopiranosideo de quercetina (TM10), rutina (TM11),
epiafzelequina-(48—8)-epicatequina (TM12) e a epicatequina (TM25). Além disso
foram isolados o esteroide B-sitosterol (TM20) e seu derivado glicosilado, o 36-
glicosil-B-sitosterol (TM08), um sesquiterpeno de esqueleto di-hidro- B-agarofurano,
2,3,6,15-tetra-acetoxi-1,9-dibenzoiloxi-8-oxo-B-agarofurano (TM26). Um carboidrato,
o dulcitol (TM09), uma mistura de acidos graxos (TMO07), o polimero guta percha
(TMO01) e o esqualeno (TM02) também foram isolados. As substancias TM18, TM19
e TM26 sao inéditos. O estudo biolégico consistiu da avaliacdo da atividade
antimicrobiana (antibacteriana e antifingica), da atividade antiviral contra virus Zika e
virus Mayaro, da atividade citotoxica e da atividade de inibicdo da enzima Na*,K*-
ATPase cardiaca. O extrato metandlico das folhas apresentou atividade anti-Mayaro
pronunciada. Os extratos das folhas e galhos mostraram atividade anti-Zika, sendo
que O extrato acetato etilico das folhas e o extrato metandlico das folhas
apresentaram inibicdo da penetracdo viral em concentragdes mais baixas do que
15,6 pg/mL. As substancias TM11, TM21, TM25, TM26, TM29 e o 6leo extraido das
sementes apresentaram atividade citotoxica moderada frente as linhagens de células
de leucemia mieloide aguda (THP-1), mieloide crbnica (K562) e células de

carcinoma mamario (MDA-MB-231).

Palavras-chave: Celastraceae, Tontelea micrantha, triterpenos, anti-Zika.
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ABSTRACT

Phytochemical study and biological evaluation of Tontelea micrantha
Mart. ex Schult. (Celastraceae)

The phytochemical study of leaves, branches and roots of Tontelea micrantha resulted
in the isolation/identification of 31 compounds. Among them 20 are pentacyclic
triterpenes: friedelin (TM03), 3B-friedelinol (TM04), 3,4-seco-friedelanoic acid (TMO05),
28-hydroxyfriedelan-3-one (TMO06), friedelan-3,21-dione (TM13), 213-
hydroxyfriedelan-3-one  (TM14), 21a-hydroxyfriedelan-3-one  (TM15),  30-
hydroxyfriedelan-3-one (TM16), 3-oxo-friedelan-28-al (TM17), friedel-1-en-3,21-dione
(TM18), friedelan-1,3,21-trione (TM19), 3-oxo-friedelan-28-oic acid (TM21), 28,29-
dihydroxyfriedelan-3-one (TM22), 21a,30-dihydroxyfriedelan-3-one (TM23), 28,30-
dihydroxyfriedelan-3-one (TM24), tingenin B (TM27), netzahualcoyone (TM28),
netzahualcoyondiol (TM29), salaquinone A (TM30) and the orthosphenic acid (TM31).
Four flavonoids were also isolated: 3-O-[a-L-rhamnopyranosyl (1 — 2)][a-L-
rhamnopyranosyl (1—6)]-B-D-glucopyranoside of quercetin (TM10), rutin (TM11),
epiafzelechin-(48 — 8)-epicatechin (TM12) dimer and epicatechin (TM25). In addition,
the steroid, B-sitosterol (TM20) and its glycosylated derivative, 3-O-p-D-glicosil-f-
sitosterol (TM08), and a B-di-hydroagarofuran sesquiterpene 2,3,6,15-tetra-acetoxy-
1,9-dibenzoyloxy-8-oxo-B-agarofuran (TM26) were isolated. A carbohydrate, dulcitol
(TM09), a mixture of fatty acids (TM07), the gutta percha (TM01) polymer and squalene
(TMO02), a precursor of pentacyclic triterpenes, were also isolated. The substances
TM18, TM19 e TM26 are new compounds. The study of the biological activity consisted
of the evaluation of the antimicrobial activity (antibacterial and antifungal), of the
antiviral activity against Zika virus and Mayaro virus, of the cytotoxic activity and the
study of the inhibition activity of the cardiac Na*,K*-ATPase enzyme. The methanolic
leaf extract showed pronounced anti-MAYYV activity. Leaf and branch extracts showed
anti-ZIKV activity, with the ethyl acetate and methanolic leaf extracts inhibiting viral
penetration at lower concentrations of 15.6 yg/mL. The compounds TM11, TM21,
TM25, TM26, TM29 and the seed oil showed moderate cytotoxic activity against the
mammary carcinoma cells (MDA-MB-231) and the acute (THP-1) and chronic myeloid
leukemia cells (K562).

Keywords: Celastraceae, Tontelea micrantha, triterpenes, anti-Zika.
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1.1 INTRODUCAO

1.1.1 Produtos Naturais

O uso das plantas e de suas formulac¢des para o tratamento de varias doencas
€ uma pratica muito antiga que vem sendo repassada ao longo das gera¢cfes. Dados
atuais mostram que mais de 80% da populacdo de paises em desenvolvimento,
como a India, utilizam preferencialmente a medicina tradicional, incluindo recursos
vegetais, excedendo o uso de medicamentos sintéticos (NANDI et al., 2016). Além
disso, mais de 100 paises tém regulamento para o uso de plantas como
medicamentos (SAVOIA, 2012). Mesmo hoje na medicina ocidental, e apesar do
progresso na quimica sintética, aproximadamente 25% dos medicamentos prescritos
ainda sao derivados direta ou indiretamente de produtos naturais (ROMERO-
BENAVIDES et al.,, 2017). Em torno de 50.000-70.000 espécies sdo usadas na
medicina tradicional ou moderna (NEWMAN e CRAGG, 2016) em todo o mundo. A
populacdo da india, por exemplo, usa aproximadamente 7.000-7.500 espécies de
plantas medicinais, em varias formas de preparacdes, para tratar varias doencas e
incobmodos (NANDI et al., 2016).

Produtos naturais representam uma rica fonte de agentes antibioticos,
antivirais, anticancerigenos, anti-inflamatérios, imunossupressores, inseticidas,
dentre outros (BALTZ, 2019; LIN et al., 2014; XIAO et al., 2018). A vantagem dos
produtos naturais sobre compostos sintéticos baseia-se no fato de que os produtos
naturais evoluiram ao longo de milhdes de anos para interagir com sistemas
bioldgicos, e apresentam uma rica diversidade estrutural (HERRMANN et al., 2016).
Apesar do avanco da medicina moderna, os produtos naturais ainda tém um papel
muito importante na busca por novos farmacos. De acordo com Newman e Cragg
(2016) mais de 57% dos medicamentos antitumorais usados clinicamente, entre
1940 e 2014 séo produtos naturais ou tém alguma relacédo com eles. Os farmacos
derivados de produtos naturais tém se tornado essenciais para a descoberta de
novos agentes antivirais. De 1981 a 2014, mais de 40% dos medicamentos antivirais
em uso clinico sdo produtos naturais ou projetados usando produtos naturais como

protétipos.
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O Prémio Nobel de 2015 de Fisiologia ou Medicina foi concedido a William
C. Campbell, Satoshi Omura e Youyou Tu, pelas descobertas ligadas a novas
terapias contra infec¢cdes causadas por vermes, que afetam principalmente a
populacao de paises pobres. Omura, um quimico de produtos naturais, em parceria
com Campbell, um parasitologista da Industria Farmacéutica Merck, pesquisaram
intensamente produtos naturais com atividade anti-helmintica. A escolha dos
produtos naturais como fonte preferida para a triagem inicial foi feita, pois Campbell
acredita que a natureza constantemente produz moléculas que ndo foram pensadas
pelos seres humanos. Eles descobriram o principio ativo avermectina, produzido por
bactérias isoladas do solo (Figura 1). A ivermectina, derivado da avermectina e que
€ mais eficiente que seu precursor, mata larvas dos vermes e tem diminuido
radicalmente a incidéncia de doencas parasitarias, especialmente a oncocercose e
elefantiase. Youyou Tu, em uma intensa pesquisa baseando-se na sua crenga na
medicina chinesa, descobriu o produto natural artemisinina, isolado a partir do
extrato em éter dietilico da planta Artemisia annua. Artemisinina e alguns de seus
derivados sdo uma classe muito importante de medicamento que diminuem
significantemente a taxa de mortalidade de pacientes com maléria (SHEN, 2015).
Esse Prémio Nobel tem um importante significado para as pesquisas com produtos

naturais e intensifica os interesses nessa area.
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Figura 1: Estruturas quimicas da avermectina, ivermectina e artemisinina.

Vérias doengas reemergentes que demandam novas terapias, bem como o
aumento das bactérias e virus multirresistentes aos tratamentos disponiveis, tém

despertado interesse crescente na triagem e desenvolvimento de novos farmacos
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atualmente (ZHANG et al.,, 2019). Por exemplo, o municipio de Belo Horizonte
apresentou, em 2019, uma das maiores epidemias de dengue de sua histéria (EM,
2019). Apesar de ser uma doenca antiga, as vacinas estado ainda sendo testadas e
as opcoes terapéuticas disponiveis sdo bastante limitadas (DA SILVEIRA, 2019). A
dengue é considerada um grave problema de saude publica ho mundo, infectando
cerca de 400 milhdes de pessoas mundialmente (LIM, 2019). O desenvolvimento de
tratamento profilatico e terapéutico usando produtos naturais € uma estratégia
importante. A baicaleina, um flavonoide de estrutura simples, por exemplo, exerce
uma atividade potente contra a adsorcao do virus na célula hospedeira e também
inibe a replicacdo viral. Além disso, véarios produtos naturais, como a quercetina,
também um flavonoide simples e muito distribuido no reino vegetal, bem como
extratos de algas marinhas, tém propriedades anti-dengue significativas (LIN et al.,
2014).

baicaleina quercetina

Figura 2: Flavonoides com atividade anti-dengue.

Dessa forma, a quimica de produtos naturais pode fornecer uma valiosa
contribuicdo para o descobrimento de novos agentes para tratar as mais diversas

doencas que acometem a populagdo em todo o mundo.

1.1.2 Triterpenos pentaciclicos

Entre os produtos naturais, os triterpenos constituem uma classe de
metabolitos secundarios com mais de 20.000 moléculas identificadas a partir de
plantas, animais e fungos. Estruturalmente, os triterpenos pentaciclicos (TTPC) sao
formados por um esqueleto de 30 atomos de carbono, tendo quatro anéis de seis

membros, nomeados de anéis A, B, C e D, e um quinto anel, E, que pode ser de
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cinco ou seis membros (Figura 3). Eles sdo classificados de acordo com seu
esqueleto, sendo os mais comuns os esqueletos friedelano, oleanano, ursano,
gamacerano, lupano e hopano (Figura 3) (XIAO et al., 2018). Eles podem ser
encontrados esterificados com acidos graxos, acidos livres ou como saponinas, e
podem ser o0s principais metabdlitos secundarios de plantas, como por exemplo as
da familia Celastraceae.

Friedelano

Gamacerano Lupano Hopano

Figura 3: Alguns esqueletos de triterpenos pentaciclicos.

Diversas atividades biolégicas séo atribuidas aos triterpenos pentaciclicos,
tais como atividades antibacteriana, antifingica, antiviral, antiparasitaria,
antioxidante, analgésica, hepatoprotetora, neuroprotetora, antitumoral e outros
efeitos (GONZALEZ-COLOMA et al., 2011; SHAN et al., 2013; MENA REJON et al.,
2007). Atualmente, a atividade antiviral dos TTPC tem atraido grande atencdo. A
glicirrizina e o acido glicirretinico (Figura 4, p. 5), por exemplo, foram intensamente
estudados e apresentam inibicdo de uma variedade de virus, incluindo o da hepatite
B e HIV, além de mostrarem atividade anti-tumoral e anti-inflamatéria (PADUCH e
SZERSZEN, 2014). O acido betulinico (Figura 4, p. 5) e varios de seus derivados,
incluindo o bevirimat, mostram importante atividade anti-HIV. O bevirimat, acido 3-O-
(3',3'-dimetilsuccinil)-betulinico, foi o primeiro inibidor da maturagéo do HIV e esteve
em testes clinicos em fase lla. No entanto, 40-50% dos pacientes apresentaram

resisténcia ao tratamento. Atualmente, outros derivados do bevirimat encontram-se



Capitulo 1: Estudo Fitoquimico 5

em testes clinicos, mas suas estruturas ndo sdo divulgadas ainda (XIAO et al.,
2018). O lupeol (Figura 4), encontrado em muitas plantas, apresenta potente
atividade  anti-inflamatéria e  anti-cancerigena, exibindo propriedades
antimutagénicas e antiangiogénicas, inibindo o crescimento de canceres altamente
metastaticos, diminuindo suas capacidades migratorias. Estudos in vivo, mostraram
que o lupeol levou a regressdao de melanoma em cédes (PADUCH e SZERSZEN,
2014). O acido oleandlico e o acido ursalico (Figura 4), triterpenos muito encontrados
em plantas, tém sido recentemente muito estudados devido a seus efeitos anticancer
para varios tipos de tumores. Esses compostos inibem a proliferacdo de células
tumorais e sua viabilidade, estando envolvidos no processo de apoptose. Estudos in
vitro e in vivo indicam que esses triterpenos sao promissores agentes anticancer
(PIET e PADUCH, 2019). Além disso, apresentam atividades anti-inflamatorias e
antivirais (JUNG et al., 2018).
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Figura 4: TTPC'’s com atividade bioldgica.

Os triterpenos quinonametideos possuem um padrdo de oxidacdo com

carbonila em C-2 e grupo hidroxila em C-3 (Figura 5, p. 6). Além disso, um sistema
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de insaturacdo conjugada estendida envolvendo os anéis A e B, confere
caracteristicas estruturais distintas das demais classes de TTPC (ALVARENGA e
FERRO et al., 2006). At¢é o momento, esses TTPC quinonametideos foram
encontrados apenas em Celastraceae, sendo marcadores taxonémicos dessa familia
(GOMES et al., 2011), e a eles sdo atribuidas diversas atividades biolégicas. A
Pristimerina € isolada de diversas espécies como Salacia reticulada, Salacia
impressifolia (DA SILVA, et al., 2016) e Tripterygium regelii (SEO et al., 2016). A
tingenona, outro exemplo de quinonametideo, € muito encontrada em plantas de
varios géneros da familia Celastraceae, por exemplo Austroplenckia populnea
(DUARTE et al.,, 2002), Maytenus acanthophylla (OLIVEIRA et al.,, 2006) e
Hippocratea excelsa (MENA-REJON et al., 2007). Diversas atividades bioldgicas
como anti-inflamatoria, antimalarica, antioxidante e antivirais, sdo atribuidas a
pristimerina e a tingenona (Figura 5) (DEEB et al., 2014; SEO et al., 2016). Além
disso, suas atividades anticAncer sao pronunciadas e varios estudos vém sendo
realizados com essas moléculas. Por exemplo, suas atividades citotoxicas contra
linhagens tumorais do pulmé&o apresentaram Clso em torno de 2 a 5 uM,
respectivamente (GOMES et al., 2011). Além disso, a pristimerina inibe a
proliferacdo e induz a apoptose em varias linhagens tumorais (adenocarcinoma) do
pancreas (DEEB et al., 2014). A tingenona apresenta inibicdo da proteina tubulina,
gue pode ser o modo de acéo que justifica a sua atividade citotdéxica e antitumoral
(MORITA et al., 2008). Estudos de relacéo estrutura-atividade sugerem que os anéis
A e B, que contém um grupo carbonilico a,8 insaturado e ligacbes duplas

conjugadas sdo essenciais para a atividade anticancer (GOMES et al., 2011).

Pristimerina Tingenona

Figura 5: Pristimerina e Tingenona.
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Devido a grande variedade de propriedades farmacoldgicas apresentadas
pelos TTPC e outras classes de metabdlitos secundéarios, é bastante promissor o

estudo fitoquimico e farmacolégico de espécies da familia Celastraceae.

1.1.3 Familia Celastraceae

A familia Celastraceae contém muitas espécies que tém sido estudadas em
funcdo de seu uso na medicina tradicional (SILVA et al., 2011). Ela é composta por
98 géneros e aproximadamente 1.264 espécies, apresentando-se geralmente como
arvores ou arbustos (MEDEIROS et al., 2010). As espécies estao distribuidas nas
regides tropical e subtropical, incluindo norte da Africa, América do Sul e Asia
(SPIVEY et al., 2002). Vérias espécies de plantas da familia Celastraceae tém um
uso tradicional na medicina popular para o tratamento de doengcas como disturbios
estomacais, artrite reumatoide e cancer (SPIVEY et al., 2002). Maytenus ilicifolia
vem sendo utilizada em diversas regibes do Brasil, para o tratamento de Ulceras
gastricas, inflamacfes e diarreia. Além disso, algumas espécies tém sido usadas
como estimulante do sistema nervoso central e para o tratamento de insénia,

demonstrando o potencial farmacolégico dessas plantas (FERREIRA et al., 2019).

1.1.4 Tontelea micrantha

Tontelea micrantha (Figura 6, p. 8), uma espécie da familia Celastraceae, é
conhecida como ruféo, e € encontrada no cerrado, especialmente no norte de Minas
Gerais (MERCADANTE-SIMOES et al., 2013). O extrato alcodlico das cascas de seu
rizoma é usado para o tratamento de problemas renais. O 6leo extraido de suas
sementes (Figura 7, p. 8) é usado como anti-inflamatério e representa uma
significativa fonte de renda de comunidades locais (MERCADANTE-SIMOES e
PAIVA, 2015), sendo atualmente comercializado em mercados de Montes Claros.
Até o momento ndo foram encontrados trabalhos sobre estudo fitoquimico ou de

atividade biolégica da planta.
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Figura 7: Fotos do 6leo extraido das sementes de Tontelea micrantha (foto da
autora) vendido em mercados de Montes Claros (MG).

Este trabalho traz o estudo fitoquimico das folhas, galhos e raizes de T.
micrantha, e a determinagdo do perfil em &acido graxo do 6leo extraido das
sementes. Além disso, apresenta a avaliacdo biolégica (atividades antimicrobiana,
antiviral, citotoxica e de inibicdo da enzima Na*,K*-ATPase cardiaca) de extratos,
substéancias isoladas e do 6leo das sementes.
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1.2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é contribuir com o estudo quimico e biol6égico

de Tontelea micrantha. Para isso, tem-se como objetivos especificos:

¢ Realizar o estudo fitoquimico de extratos de folhas, galhos e raizes.

e Caracterizar os constituintes quimicos isolados.

e Determinar o perfil em &cido graxo do 6leo extraido das sementes.

e Estudar as atividades antiviral, antimicrobiana, citotoxica e de inibicdo da

enzima Na'*,K*-ATPase cardiaca, dos extratos e/ou das substancias isoladas.



Capitulo 1: Estudo Fitoquimico 10

1.3 PARTE EXPERIMENTAL

1.3.1 Métodos gerais

Cromatografia em camada delgada

Para cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada suspensao de
silica gel 60G, em placa de vidro de 0,25 mm de espessura, ativada a 100 °C em
estufa. Além disso, foram utilizadas cromatoplacas pré-fabricadas de silica gel 60, de

0,2 mm de espessura da Sigma.

Reagentes reveladores

e Reagente: Vanilina-Acido perclérico
Utilizou-se solucéo 1:1 de acido percldrico a 3 % (v/v) em agua e vanilina a 1
% (v/v) em etanol, seguida por aguecimento em estufa a 100 °C. Trata-se de um

revelador geral, mas muito utilizado para deteccao de triterpenos.

e Reagente NP/PEG
Composto pela solucdo A (Solucdo metandlica de difenilboriloxietilamina a 2
%) e pela solucdo B (Solucdo etandlica de polietileno glicol-4000 a 5 %). A
cromatoplaca é pulverizada com a solugéo A, seguida imediatamente da solucéo B e
observada em luz UV. Fluorescéncias intensas principalmente nas cores laranja e
amarelo esverdeado sao indicativas da presenca de flavonoides e outras

substancias fendlicas.

¢ Reagente: Dragendorff
Este revelador € composto por duas solugdes. A Solucdo A (0,85 g de nitrato
de bismuto, Bi(NOs3)s, dissolvidos em 50 mL de solugdo aquosa 20 % de &cido
aceético) e a solucdo B (20 mL de solucdo aquosa 40 % de iodeto de potassio, Kil).
Combinam-se as duas solucbes obtendo-se a solucdo mée. A solucdo para
pulverizacdo é preparada adicionando-se a 20 mL da solugdo mae, 20 mL de acido

aceético glacial e 60 mL de agua destilada. ApGs a pulverizacdo da cromatoplaca,
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observa-se o desenvolvimento de coloracdo alaranjada que indica a presenca de
alcaloides e outros compostos nitrogenados.

Cromatografia em coluna (CC)

As colunas cromatograficas classicas foram preparadas utilizando-se como
fases estacionarias silica gel 60 com tamanho de particula 0,063-0,200 mm (70-230
Mesh) e silica 0,040-0,063 mm (230-400 Mesh).

Para o preparo de colunas cromatograficas de exclusdo foi utilizado
Sephadex LH-20, particulas de 25-100 um de diametro. Para o preparo do gel, este

foi intumescido previamente por 24 horas com o solvente a ser usado.

Para coluna de extrato rico em flavonoides foi utilizada como fase estacionaria
a poliamida CC6 Macherey-Nagel com tamanho de particula menor que 0,07 mm. A

poliamida foi intumescida previamente por 24 horas com agua antes do uso.

Solventes e reagentes

Os solventes utilizados nos métodos cromatograficos foram hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas em ordem crescente
de polaridade. A agua foi utilizada somente na coluna de adsor¢cdo com poliamida. A
reutilizacdo dos solventes, quando em mistura, para uma mesma coluna, foi feita
apos ajuste do indice de refracdo da luz, utilizando-se um refratbmetro marca
Briobrix. Solventes deuterados, CDCIs, CDsOD, (CDs3)2CO e Piridina-ds, foram
utilizados para obtencdo dos espectros de RMN 1D e 2D, e estdo indicados em cada

caso.

As temperaturas das faixas de fuséo, sem corregdo, foram medidas em
aparelho digital da Microquimica Equipamentos LTDA (MQAPF-302). As massas de
extratos, fracdes e substancias foram medidas em balanca analitica AB104 Mettler

Toledo ou balanca semi-analitica AL500C Marte.

Os espectros na regidao do IV foram obtidos utilizando-se espectrémetro
Shimadzu IR408 em pastilhas de KBr.

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram

realizadas em cromatografo SHIMADZU, equipado com duas bombas LC-20AT,
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detector UV/VIS SPD-20?2, programa LCsolution v.1.21 (SHIMADZU) e coluna
Supelco-54919 (Nucleosil®, C-18, particulas de 5 ym, dimensao 250 x 3,2 mm).

Para cromatografia liquida de média pressao utilizou-se 0 equipamento
Isolera One (Biotage®) equipado com detector UV/VIS, utilizando colunas de silica
SNAP Ultra®.

As andlises no cromatégrafo a gas foram realizadas no Departamento de
Quimica, em um equipamento HP7820A (Agilent) equipado com detector por
ionizacdo de chamas e coluna Supelcowax-10.

Espectro de massas de alta resolucédo foi obtido utilizando um espectrometro
de massas acoplado a cromatégrafo liquido de alta resolu¢cdo, em equipamento
MicroTOF QIIl (Bruker Daltonics) com fonte de ionizacéo por eletrospray e analisador
time of flight (HR-ESI-TOF), operando em modo positivo.

Os espectros de RMN 1D e 2D foram obtidos em espectrometros Bruker
Avance DRX-400, Bruker Avance Ill HD Nanobay 400 MHz e Bruker Ascend Avance
Neo 600 MHZ, do Laboratério de Ressonancia Magnética de Alta Resolucéo
(LAREMAR) no DQ da UFMG, operando a temperatura de 300 K. Os deslocamentos
quimicos (6) foram registrados em ppm usando o tetrametilsilano (TMS) como

padrao de referéncia interna, e as constantes de acoplamento (J) dadas em Hz.

1.3.2 Coleta e identificacao do material vegetal

Folhas, galhos e raizes de Tontelea micrantha foram coletados e identificados
pela Professora Doutora Maria Olivia Mercadante Simdes, em Montes Claros, Minas
Gerais (16°52’15” S, 44°00°58” W). Uma exsicata do material encontra-se depositada
no Herbario BHCB do Departamento de Boténica, no ICB/UFMG, sob o numero
214.463. Esta coleta teve registro junto ao sistema nacional de gestdo do patriménio

genético (SisGen), nimero de cadastro A7F8C85.

1.3.3 Preparo dos extratos de Tontelea micrantha

As folhas, galhos e raizes de T. micrantha foram secos a temperatura
ambiente e moidos em moinho de martelos. As folhas moidas (720,0 g) foram
submetidas a extracfes exaustivas com hexano (Hex), acetato de etila (ACOEt) e

metanol (MeOH), em ordem crescente de polaridade. Os galhos (2,6 Kg) e raizes
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(1,8 Kg) moidos foram submetidos a extracdes exaustivas, com Hex, cloroformio
(CHCIs), AcOEt e MeOH, em ordem crescente de polaridade. Durante a remog¢éo do
hexano em evaporador rotatério, para os extratos de folhas e galhos, foi observada a
formacao de sélidos brancos, que foram separados por filtragdo. Além disso, durante
a remocdo do metanol, do extrato metandlico das folhas, também ocorreu a
precipitacdo de um solido branco, que foi igualmente separado por filtracdo. Apos
filtracdo e remocé&o dos solventes, por destilacdo a presséo reduzida, foram obtidos
0s respectivos solidos e extratos: SHF (sélido do extrato hexanico das folhas), EHF
(extrato hexanico das folhas), EAF (extrato acetato de etila das folhas), SMF (solido
do extrato metandlico das folhas), EMF (extrato metandlico das folhas), SHG (sélido
do extrato hexanico dos galhos), EHG (extrato hexanico dos galhos), ECG (extrato
cloroférmico dos galhos), EAG (extrato acetato de etila dos galhos), EMG (extrato
metandlico dos galhos), EHR (extrato hexanico das raizes), ECR (extrato
cloroférmico das raizes), EAR (extrato acetato de etila das raizes) e EMR (extrato

metandlico das raizes) (Figuras 8, 9 e 10, p. 13 e 14).

Folhas moidas
(m=720,0g)

1. Extragdo com hexano
2. Filtragao

Extrato Torta 1
em hexano

1. Extragdo com acetato de etila

1. Remogao parcial do solvente 2. Filtragao  vacuo

2. Filtragdo a vacuo

|
Extrato em
= AcOEt Torta 2
Solido do extr., Filtrado

1. Extragdo com metanol

hexanico (SHF)

m=09g 1. Remogéo do solvente 2 Filtragio & viuio
1. Remogéo do l—
Solvents Extrato. I
Extrato doiia ool Extrato em Torta 3
hexénico (EHF) Lt MeOH
m=435¢

1. Remogdo parcial do solvente
2. Filtragdo a vacuo

I
Solido do extrato Filtrado
metanolico (SMF)

m=10g¢

1. Remogéo do solvente

Extrato

metandlico (EMF)
m=179,2¢g

Figura 8: Esquema utilizado na preparacao dos extratos das folhas de T. micrantha.
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Galhos moidos

m=26kg

1.Extragdo com hexano
2. Filtragdo a vacuo

Extrato em
hexano Tortat
1. Rgmogﬂéo.pafcial do solvente 1.Extragdo com CHCI,
2. Filtragdo a vacuo 2. Filtragéo a vacuo
Extrato em Torta 2
Solido do extrato . CHCl,
hexanico Filtrado
(SHG) )
3 Remogio do solvente 1. Extragéo com AcOEt

m=53g Remogéo do solvente 9 2. Filtragéo a vacuo

Extrato hexanico ,7 j
(EHG) Extrato

m=2579 cloroférmico
(ECG) Extrato em Torta'3
m=611g AcOEt (EAG)
1. Extragdgo com MeOH
Extrato acetato 2. Filtrag@o a vacuo
etilico 3. Remogéo do solvente
EAG
m=98g¢
Extrato
metandélico
EMG
m=225,7 g

Figura 9: Esquema utilizado na preparacao dos extratos dos galhos de T. micrantha.

Raizes moidas

m=18kg

1.Extragido com hexano
2. Filtragdo a vacuo

|

Extrato em Torta 1
hexano

‘ 1.Extragéo com CHCl;

Remocgéo do solvente 2 Flitraghioa vacuo

Extrato em
Extrato CHCl Torta 2
hexanico S
_EHR - 1. Extragdo com AcOEt
m= 1779 Remocgéo do solvente 2. Filtragdo a vacuo

Extrato ’7 “

cloroférmico Extiats sin
ECR
m= 11659 AcOEt Torta3

1. Extragdo com MeOH

Remogéo do solvente 2. Filtragdo a vacuo
3. Remogaéo do solvente

Extrato Extrato
acetato etilico metandlico
EMR
m=54g m=157,7g

Figura 10: Esquema utilizado na preparacdo dos extratos das raizes de T. micrantha.
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Os extratos EAR e EMR nao foram fracionados pois ndo houve tempo
suficiente. Todos os demais extratos foram utilizados para o estudo fitoquimico da
planta, utilizando cromatografia em coluna. Todas as substancias foram isoladas
pela primeira vez na espécie Tontelea micrantha.

A notacdo empregada para codificar as fracbes obtidas das colunas
realizadas no estudo fitoquimico de T. micrantha, tem as letras da coluna seguida
pela ordem de obtencdo das mesmas. As fracbes recromatografadas foram
escolhidas baseando-se em dois critérios: massa e perfil da fragdo em CCD. As
fragcbes cujas massas foram pequenas e que apresentavam perfil muito complexo
em CCD néao foram trabalhadas. As substancias isoladas receberam as iniciais “TM”
de Tontelea micrantha, seguida pela ordem de isolamento das mesmas.

1.3.4 Estudo fitoquimico das folhas

1.3.4.1 Fracionamento do extrato hexanico das folhas (EHF)

A aparéncia plastica do extrato EHF sugeria que guta percha estava presente
em grande guantidade, e analise de CCD desse extrato confirmou a presenca deste
composto. Sendo assim, EHF (43,5 g) foi submetido a uma coluna cromatografica
filtrante para separacdo da guta percha dos demais constituintes, conforme descrito
por Oliveira (2012). Como fase estacionaria utilizou-se silica gel 60 com tamanho de
particula 0,063-0,200 mm (70-230 Mesh) e como fases mdveis foram utilizados
metanol e cloroférmio. A primeira eluicdo foi feita com metanol, para arraste dos
constituintes de EHF, exceto a guta percha que é insollivel nesse solvente. Na
segunda eluicdo utilizou-se cloroférmio que, entdo, solubilizou e arrastou a guta
percha (TMO01), obtendo-se 20,3 g desse composto e 15,0 g de EHF sem guta. A
analise dos espectros de RMN de 'H e 3C permitiu confirmar a identidade de TMO1.

Parte do EHF (14,0 g), sem guta percha, foi submetida a coluna
cromatografica (Coluna HF: 4,5 cm/1,1 m) utilizando-se 342,5 g de silica gel 60 com
tamanho de particula 0,063-0,200 mm (70-230 Mesh). Foram recolhidas 102 fracdes
de 200 mL. Apods reducdo do volume em evaporador rotatorio, as fragcdes foram
reunidas em grupos, de acordo com o perfil apresentado em cromatoplacas. Os

grupos mais promissores foram submetidos a purificacdo em cromatografia em
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coluna e aqueles de perfis muito complexos ou de baixa massa nao foram

trabalhados.

O esquema do fracionamento do EHF é apresentado na Figura 11, p. 18.

Grupo HF1 (fragdes 1-6): apresentou-se como um Oleo de cor amarelada (0,4100
g), cuja andlise por CCD indicou a presenca de uma Unica mancha de coloracdo
azul. A andlise dos espectros de RMN de 'H e 3C permitiu identificar o 6leo como

sendo esqualeno (TMO02).

Grupo HF5 (fracdes 30-38): apresentou-se como um material solido em mistura
com graxa alaranjada (3,5953 ), cuja analise por CCD revelou mais de quatro
manchas roxas e uma amarela. O grupo foi recromatografado (Coluna HFA)
utilizando-se 120,0 g de silica gel (230-400 Mesh). Foram recolhidas 88 fracdes de
30 mL, agrupadas de acordo com o perfil observado em CCD. O subgrupo HFA56-
58 apresentou-se como um solido cristalino branco (0,0450 g), e a analise por CCD
apresentou uma Unica mancha amarela. A andlise dos espectros de RMN de H e
13C permitiu identificar o sélido como sendo friedelina (TM03). O subgrupo HFA59-
62 apresentou-se como um sélido cristalino branco em mistura com uma graxa
amarela. Apos sucessivas lavagens com hexano, o solido (0,0982 g) foi separado.
Andlise por CCD, com amostras padrdes, permitiu identificar o sélido como sendo
uma mistura de friedelina (TM03) e 3B-friedelinol (TM04). O subgrupo HFA63-78
apresentou-se como um solido branco (2,0404 g), cuja analise por CCD indicou duas
manchas roxas e uma amarela. O material foi recromatografado (Coluna HFB)
utilizando-se 105,6 g de silica gel (230-400 Mesh), sendo recolhidas 186 fracdes de
20 mL, agrupadas de acordo com o perfii em CCD. O subgrupo HFB53-55
apresentou-se com um sélido cristalino branco (0,0120 g), e anélise por CCD indicou
uma Unica mancha amarela. A andlise dos espectros de RMN de 'H e 13C permitiu
identificar o solido como sendo friedelina (TMO03). O subgrupo HFB57-74
apresentou-se com um soélido cristalino branco (0,0858 g), e a analise por CCD
revelou uma Unica mancha roxa. A andlise dos espectros de RMN de H e 13C
permitiu identificar o sélido como sendo 38-friedelinol (TM04). O subgrupo HFA79-
87 apresentou-se como um solido cristalino branco (0,0730 g), e a analise por CCD
indicou uma Unica mancha roxa. A andlise dos espectros de RMN de 'H e 13C

permitiu identificar o sélido como sendo acido 3,4-seco-friedelan-3-oico (TMO05).
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Grupo HF6 (fracdes 39-45): apresentou-se como um material solido (3,5536 g) com
graxa alaranjada cuja analise por CCD revelou quatro manchas roxas. O grupo foi
recromatografado (Coluna HFC) utilizando-se 85,4 g de silica gel (230-400 Mesh).
Foram recolhidas 100 fracdes de 30 mL cada, agrupadas de acordo com o perfil
observado em CCD. O subgrupo HFC35-45 apresentou-se como um sélido
cristalino branco (0,1029 g). A analise de CCD com amostras padrdes indicou tratar-
se de uma mistura de friedelina (TMO03) e 3B-friedelinol (TM04). O subgrupo
HFC46-67 apresentou-se como um solido cristalino branco (0,0225 g). A andlise dos
espectros de RMN de 'H e 13C permitiu identificar o sélido como sendo 28-
hidroxifriedelan-3-ona (TM06). O subgrupo HFC68-84 apresentou-se como um
sélido branco (0,1133 g), e analise por CCD evidenciou trés manchas roxas. O
material foi recromatografado (Coluna HFD) utilizando-se 12,8 g de silica gel (230-
400 Mesh), obtendo-se 77 fragbes de 10 mL. O subgrupo HFD 53-55 apresentou-se
como um soélido branco (0,0453 g). A andlise dos espectros de RMN de 'H e 13C,
juntamente com a analise por cromatografia gasosa com detector por ionizacdo de
chamas, permitiram identificar o material como sendo uma mistura de acido

palmitico, &cido estearico e acido oleico (TMO7).

Para analise no cromatografo a gas para determinacdo do perfil de acidos
graxos, TMO7 (10 mg) foi primeiramente submetido a metilacdo, de acordo com
metodologia desenvolvida por Vany Ferraz (SANDE et al., 2018), descrita na pagina
44. A analise no cromatdgrafo a gas foi realizada utilizando coluna Supelcowax-10
(30 m x 0,2 mm x 0,2 um) com gradiente de temperatura: 120 °C, 0 min, 10 °C/min
até 240 °C. Injetor (split de 1/50) a 250 °C e detector a 260 °C. Hidrogénio foi
utilizado como gas de arraste (3,0 mL/min) e o volume de injecdo foi 1 pL. A
identificacdo dos picos foi feita por comparacdo com padrbes de acidos graxos
metilados Supelco37 FAME mix (Supelco cat no 47885-U).

Grupo HF7 (fracdes 46-66): apresentou-se como um material alaranjado composto
por um sélido e residuo de dleo (0,7353 g) e revelou quatro manchas em CCD. O
grupo foi recromatografado (Coluna HFE) utilizando-se 23,0 g de silica gel (230-400
Mesh), obtendo-se 37 fracdes de 25 mL. O subgrupo HFE13-18 apresentou-se como
um solido branco (0,2630 g) que revelou apenas uma mancha roxa em
cromatoplaca. A andlise do espectro de RMN de *H permitiu identificar o sélido como
sendo 28-hidroxifriedelan-3-ona (TMO06).



Capitulo 1: Estudo Fitoquimico 18

Os grupos HF3, HF9 e HF10 também foram recromatografados, mas

nenhuma substancia foi isolada.

EHF

¢ Coluna filtrante

guta
percha EHF
T™MO1
Q039 'cmuna HF
HF1 | | HF3 || HFS HF6 HF7 || HF9 | | HF10
1 6 19-24 | | 30-38 39-45 46-66 71-88 89-102
': l Coluna HFA Coluna HFC Coluna HFEl l l
orvogz X \ HFE X X
(04100 2) g 3 3
Y ; Y ; 13-18
¢ + ¢ * HFC HFC HFC :
HFA |[ HFA [[ HFA | [HFA | | 35-45 || 46-67 ]| 68-84 :
56-58 || 59-62 | [ 63-78 | | 79-87 : ; Colig ¥
) : ) | Y v HFD  TMO06
| | Coluna ' (0.2630 g)
+ (0, g)
TMO3 TMO3+ y ™os oo, | 5355
004502 TMO4 (0.0730¢) S T
(0,0982 2)
Y \J
HFB HFB TMO7 00453 5)
53_,55 57-.74 TMO1 - guta percha
{ TMO2 - esqualeno
L : TMO3 - friedelina
Y \J TMO4 - 3-friedelinol
TMO03 T™M04 TMOS5 - acido 3,4-seco-friedelanoico
00120 ) (00858 g) TMO6 - 28-hidroxifriedelan-3-ona
TMO7 - mistura de acidos graxos

Figura 11: Esquema utilizado no fracionamento do EHF.

1.3.4.2 Fracionamento do sélido do extrato hexéanico das folhas (SHF)

O solido SHF (0,9 g) foi obtido durante a remocéo parcial do solvente do
extrato hexéanico e apresentou-se como um soélido amarelado. O material foi
submetido a CC (Coluna SF) utilizando 61,9 g de silica gel (70-230 Mesh), sendo
recolhidas 101 fracdes de 20 mL. O grupo SF32-38 apresentou-se como um sélido
branco (0,0627 g) que revelou apenas uma mancha amarela em cromatoplaca. A
analise de CCD comparando com amostra padrao permitiu identificar o sélido como
sendo friedelina (TM03). O grupo SF39-48 apresentou-se como um soélido branco

(0,3240 g) que apresentou duas manchas em cromatoplaca. A analise de CCD
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comparando com amostras padrées permitiu identificar o sélido como sendo uma
mistura de friedelina (TMO03) e 3B-friedelinol (TMO04).

1.3.4.3 Fracionamento do extrato acetato etilico das folhas (EAF)

O extrato EAF (45,0 g) foi submetido a fracionamento em coluna
cromatografica (Coluna AF) utilizando 920,0 g de silica gel 60 (70-230 Mesh) e
foram obtidas 228 frac6es de 500 mL, que apoOs terem seus volumes reduzidos
foram agrupadas de acordo com o perfil apresentado nas cromatoplacas. Os grupos
mais promissores foram submetidos a cromatografia em coluna. O esquema do

fracionamento do EHF é apresentado na Figura 12, p. 20.

Grupo AF3 (fracdes 12-15): apresentou-se como um material alaranjado composto
por um sélido e residuo de 6leo (0,1118 g), e a andlise por CCD do grupo indicou
trés manchas. O grupo foi recromatografado (Coluna AFA) utilizando-se 43,7 g de
silica gel (230-400 Mesh). Foram recolhidas 92 fracdes de 20 mL cada, agrupadas
de acordo com o perfil observado em CCD. O subgrupo AFA17-21 apresentou-se
como um sodlido branco (0,0263 g), e cuja analise por CCD comparando com

amostras padrdes permitiu identifica-lo como sendo friedelina (TM03).

Grupo AF5 (fracdes 24-49): apresentou-se como um material graxo de coloracéo
verde escura (0,9650 g) e analise por CCD indicou cinco manchas. O grupo foi
recromatografado (Coluna AFB) utilizando-se 100,5 g de silica gel (230-400 Mesh).
Foram recolhidas 62 fracbes de 25 mL cada, agrupadas de acordo com o perfil
observado em CCD. O subgrupo AFB19-21 apresentou-se como uma graxa verde
com cristais de sélido aderidos as paredes dos frascos. O material foi entdo lavado
com acetona, e um sdlido branco precipitou. Apds lavagens sucessivas o sélido foi
separado (0,0092 g). A andlise dos espectros de RMN de 'H e 3C permitiu
identificar o solido como sendo 28-hidroxifriedelan-3-ona (TMO06).

Grupo AFS8 (fracdes 64-81): apresentou-se como um material de coloragao verde
escura, de perfil complexo em CCD. O grupo (4,7072 g) foi recromatografado
(Coluna AFC) utilizando-se 329,5 g de silica gel (230-400 Mesh). Foram recolhidas

295 fracdes de 25 mL cada, agrupadas de acordo com o perfil observado em CCD.
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O subgrupo AFC254-257 foi lavado com acetona e houve precipitacdo de um sélido
branco. Sucessivas lavagens permitiram separar o solido (0,2630 g) que apresentou
apenas uma mancha roxa em cromatoplaca. A analise dos espectros de RMN de *H
e 13C permitiu identificar o sélido como sendo 3-O-f-D-glicosil-#sitosterol (TMO08).
Os grupos AF1, AF2, AF4, AF6 e AF7 foram submetidos a CC de silica gel
(230-400 Mesh), e os grupos AF4, AF9, AF11l e AF12 foram submetidos a coluna
utilizando Sephadex LH-20, mas nenhuma substancia foi isolada a partir dessas

colunas.

EAF

lColuna AF

Y Y Y ¥y ¥y ¥ v ¥y y y ¥

AF1 AF2 || AF3 || AF4 || AF5 || AF6 AF7 || AF8 || AF9 || AF11 || AF12
4-8 9-11 1215 || 16-23 || 24-49 || 50-54 | | 55-63 | | 64-81 || 83-90 [|151-183 |[184-228

l CXIFuKa i Coluna Coluna l l l
Y AFB AFC
' % x

A -—

X [ AFA Xy xX X
17.21 AFB | ° 3
' X | 19.21 AFC
: . 254257
v ' :
T TY\XOG ‘
(0.0263 q) 0.0092 ) ™08

TMO3 - friedelina (0.2630 g)

TMO6 - 28-hidroxifriedelan-3-ona
TMO8 - 38-glicosil-Bsitosterol

Figura 12: Esquema utilizado no fracionamento do EAF.

1.3.4.4 Andlise do sélido do extrato metandlico das folhas (SMF)

O solido SMF (1,0188 g) apresentou uma mancha vermelha em CCD (&cido
perclérico/vanilina). A andlise dos espectros de RMN de 'H e 13C permitiu identificar

o sélido como sendo dulcitol (TM09).

1.3.4.5 Fracionamento do extrato metandélico das folhas (EMF)

Andlise de CCD do EMF foi realizada utilizando reagente NP/PEG como
revelador, sob Iluz UV/VIS (365 nm). Foram observadas varias manchas
fluorescentes de coloracéo alaranjada e verde, sugerindo a presenca de flavonoides

da classe dos flavondis. Dessa forma, parte do EMF (36,2 g) foi submetido a uma
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coluna cromatogréfica (Coluna MF: 4,5 cm/1,1 m) utilizando poliamida CC6 (223,2 g)
como fase estacionéaria. A poliamida foi previamente imersa em agua mili-Q, por 24
horas. Como fases moveis foram utilizados agua, metanol, acetato de etila e
cloroférmio, em fase reversa de polaridade, puros ou em misturas. Foram recolhidas
52 fragbes de 400 mL. Todas as fracdes tiveram seus volumes reduzidos em
evaporador rotatorio, e aquelas que ainda apresentavam agua foram liofilizadas.
Posteriormente, as fracdes foram reunidas em grupos, de acordo com o perfil
apresentado em CCD, reveladas com NP/PEG e/ou vanilina/acido perclérico. O

esquema do fracionamento do EMF € mostrado na Figura 13, p. 22.

Grupo MF2 (fracBes 6-7): apresentou-se como um solido amarelado (0,6716 g) que
apresentou manchas fluorescentes em CCD quando revelada com NP/PEG e
observada sob luz UV (365 nm). O grupo foi submetido a coluna (Coluna MFA) de
Sephadex LH-20 (344 mL) suspensa em metanol. A eluicdo foi isocratica
empregando esse mesmo solvente, sendo recolhidas 20 fracdes de 15 mL. O
subgrupo MFA14-16 apresentou-se como um solido amarelado (0,2349 g) e a
andlise dos espectros de RMN de 'H e 13C permitiu identifica-lo como sendo 3-O-[a-
L-ramnopiranosil(1—2)][a-L-ramnopiranosil(1—6)]-B-D-glicopiranosideo de
guercetina (TM10).

Grupo MF4 (fracbes 11-21): sélido amarelado (2,7086 g) que em CCD revelou
apenas uma mancha alaranjada fluorescente (revelador NP/PEG/UV 365nm) e
outras duas manchas quando reveladas com mistura vanilina/acido perclorico. O
material foi submetido a coluna (Coluna MFB) de Sephadex LH-20 (445 mL)
suspensa em metanol. A coluna foi eluida isocraticamente com metanol, e foram
obtidas 38 fracdes de 30 mL. A subfracdo MFB16-18 apresentou-se como um solido
amarelado (0,9251 g) cuja analise por CCD mostrou uma mancha fluorescente
(NP/PEG/UV). A andlise dos espectros de RMN de H e 3C permitiu identificar o

sélido como sendo rutina (TM11).

Grupo MF5 (fracfes 22-24): solido marrom (0,9732 g) que apresentou trés
manchas fluorescentes em CCD (revelador NP/PEG/UV 365nm). O material foi
submetido a coluna (Coluna MFC) de Sephadex LH-20 (344 mL) suspensa em
metanol. A coluna foi eluida isocraticamente com metanol, e foram obtidas 25

fragOes de 15 mL. A partir das subfragcbes MFC13-16 foi obtida quantidade adicional
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(0,0731 g) de TM11. A subfracdo MFC21-25 (0,1689 g) foi submetida a purificacéo
em coluna (Coluna MFD) de Sephadex LH-20 (85,4 mL) suspensa em metanol e

eluida com este solvente, mas néo foi possivel isolar qualquer substancia.

Grupo MF6 (fracdes 25-28): solido marrom avermelhado (1,1520 g) que apresenta
em CCD uma mancha fluorescente (revelador NP/PEG/UV 365nm) e uma mancha
vermelha quando revelada com acido perclérico/vanilina. O material foi submetido a
coluna (Coluna MFE) de Sephadex LH-20 (445 mL) suspensa em metanol. A coluna
foi eluida isocraticamente com metanol, e foram obtidas 30 fracbes de 15 mL. A
subfracdo MFE25 apresentou-se como um sélido vermelho cristalino (0,0291 g). A
andlise dos espectros de RMN de 'H e 2C permitiu identificar o sélido como sendo
epiafzelequina-(4B—8)-epicatequina (TM12).

Grupo MF8 (fracBes 42-44). apresentou-se como um material verde escuro (0,4363
g) de perfil complexo em CCD (revelador acido perclérico/vanilina) e que nao
apresentou manchas fluorescentes (NP/PEG/UV 365 nm). O grupo foi
recromatografado (Coluna MFF) utilizando 210 mL de Sephadex LH-20 suspensa
em metanol e eluida isocraticamente com o mesmo solvente. Nenhuma substancia

foi identificada.

EMF
Coluna MF
’ MF2 MF4 MF5 MF6 | [ mFs
6-7 11-21 22-24 25-28 42-44
Ch(’)ql;_lza ‘ C'al;llr;a ‘ c'aigga Coluna MFE" lColuna MFF
MFA MFB ’ MFE X
14-16 16-18 2
v v v
™10 ™11 A ™12
(0.2349 g) (09251 q) 00291 )
( MFC [ MFC
13-16 21-25
' l Coluna MFD
™11
00731 g) X
TM10 -3-O-[g-L-ramnopiranosil(1 = 2)][a-L-ramnopiranosil(1= 6)]-3
D-glicopiranosideo de quercetina
TM11 - rutina
TM12 - epiafzelequina-(4 - 8)-epicatequina

Figura 13: Esquema utilizado no fracionamento do EMF.
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Parte do EMF foi também submetida a fracionamentos em CC de silica gel e
Sephadex LH-20, na tentativa de serem isolados outros compostos, mas néo foi
possivel obter qualquer substancia. Isso demonstrou que para extratos polares ricos
em flavonoides, a utilizacdo de cromatografia de adsorcao de poliamida é a melhor
alternativa. Além disso, algumas fracdes foram analisadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, em colunas analitica e preparativa de C-18, mas nao foi possivel

identificar qualquer substancia.

1.3.5 Estudo fitoquimico dos galhos

1.3.5.1 Fracionamento do extrato hexanico dos galhos (EHG)

A aparéncia plastica do material sugeriu que esse extrato também
apresentava guta percha, o que foi confirmado pelo perfil apresentado em CCD
comparando com amostra padrao dessa substancia. Dessa forma, EHG (25,7 g) foi
submetido a uma coluna cromatografica filtrante de silica gel (70-230 Mesh) (300,8
g) utilizando primeiramente o metanol e em seguida o cloroférmio, como eluentes.
As primeiras fragfes eluidas com metanol apresentaram coloragdo amarela e foram
agrupadas, sendo esse material denominado EHG-1 (2,2 g). As demais fracdes
foram agrupadas e esse material foi denominado EHG-2 (20,4 g). Foram obtidos
1,50 g de guta percha. Os extratos EHG-1 e EHG-2 foram trabalhados
separadamente.

1.3.5.1.1 Fracionamento do EHG-1

Parte do EHG-1 (1,8 g) foi submetido a coluna cromatografica (Coluna HG),
utilizando-se 170,4 g de silica gel (230-400 Mesh). Foram recolhidas 212 fragbes de
30 mL, que foram reunidas em grupos, de acordo com o perfil em CCD. O esquema

do fracionamento do EHG-1 é mostrado na Figura 14, p. 24.

Grupo HG1 (fracdes 91-105): apresentou-se como um solido branco, com residuo
de 6leo amarelado, que indicou trés manchas em CCD. O material foi lavado

sucessivas vezes com hexano e o sélido foi separado. Analise de CCD revelou duas
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manchas, uma amarela e uma roxa e a comparacado com padrdes permitiu identificar
o0 sélido (0,0370 g) como uma mistura de friedelina (TM03) e 3B-friedelinol (TM04).

Grupo HG3 (fracdes 123-125): apresentou-se como um solido amarelado com
residuo oleoso (0,3963 g), que revelou trés manchas em CCD. O grupo foi
recromatografado em CC (Coluna HGA) utilizando 16,0 g de silica gel (230-400
Mesh). Foram recolhidas 33 fracées de 10 mL. A partir do subgrupo HGA19-29 foi
isolado um solido branco (0,2832 g), que indicou apenas uma mancha amarela em
CCD. A andlise dos espectros de RMN de 'H e 13C indicou tratar-se de friedelan-
3,21-diona (TM13).

Grupo HG5 (fracdes 129-130): apresentou-se como um solido branco (0,0770 g)
que indicou apenas uma mancha em CCD. A andlise dos espectros de RMN de 'H e
13C indicou tratar-se de 21B-hidroxifriedelan-3-ona (TM14).

Grupo HG6 (fracBes 131-137): apresentou-se como um solido amarelado com
residuo oleoso (0,1399 g), que indicou trés manchas em CCD. O grupo foi
recromatografado em CC (Coluna HGB) utilizando 17,9 g de silica gel (230-400
Mesh), obtendo-se 59 fracfes de 10 mL. A partir do subgrupo HGB34-41 foi isolado
um soélido branco (0,0666 g), que indicou duas manchas em CCD. A andlise dos
espectros de RMN de 'H e 13C indicou tratar-se de uma mistura de 2la-
hidroxifriedelan-3-ona (TM15) e 30-hidroxifriedelan-3-ona (TM16).

EHG-1

Coluna HG
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Y Y Y ¥ Y ¥
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Coluna HGA C:_)il(lslga
" ; v \
TMO03+ HGA ™14
™04 19-29 o HGB
(0.0370 g) : (0. g) | 34-41
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Y
™13
(0.2832 g) TM15+
™16
TMO3 - friedelina (0.0666 gq)

TMO4 - 3 s-friedelinol

TM13 - friedelan-3,21-diona

TM14 - 21 g-hidroxifriedelan-3-ona
TM15 - 21 -hidroxifriedelan-3-ona
TM16 - 30-hidroxifriedelan-3-ona

Figura 14: Esquema utilizado no fracionamento do EHG-1.
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1.3.5.1.2 Fracionamento do EHG-2

Parte do EHG-2 (14,2 g) foi submetida a coluna cromatografica (Coluna HGA)
utilizando-se 619,5 g de silica gel (230-400 Mesh). Foram recolhidas 65 fracdes de
250 mL, que foram reunidas em grupos, de acordo com o perfil em CCD. O esquema

de fracionamento do EHG-2 é mostrado na Figura 15, p. 26.

Grupo HGS3 (fracdes 31-32). apresentou-se como um solido com residuo graxo
verde (5,3332 g) que revelou quatro manchas em CCD. O material foi lavado
sucessivas vezes com hexano e o solido foi separado e recromatografado em CC
(Coluna HGSA) utilizando 400,1 g de silica gel (230-400 Mesh). Foram recolhidas 90
fracbes de 30 mL utilizando hex, AcOEt e MeOH puros ou em gradientes de
polaridade. Os subgrupos HGSA52-59 (1,2002 g) e HGSA60-84 (1,0802 g) foram
recromatografados, separadamente, em CC (Coluna HGSB e Coluna HGSC,
respectivamente). Para a Coluna HGSB foram utilizados 80,5 g de silica gel (230-
400 Mesh) e foram recolhidas 157 fracdes de 10 mL. Para a Coluna HGSC foram
utilizados 64,3 g de silica gel (230-400 Mesh) e foram recolhidas 75 fracdes de 10
mL. A partir do subgrupo HGSB119-129 foi isolado um solido branco (0,5988 g), que
indicou uma mancha amarela em CCD. A analise de CCD comparando com
amostras padrOes isoladas indicou tratar-se de friedelina (TM03). A partir do
subgrupo HGSC46-47 foi isolado um sélido branco (0,3253 g), cuja analise por CCD,
comparando com amostras padrdes ja isoladas, indicou tratar-se de mistura de
friedelina (TM03) e 3B-friedelinol (TM04). O subgrupo HGSC48-52 (0,4500 @)
apresentou-se como um sélido branco com um residuo oleoso esverdeado, que
apresentou duas manchas roxas em CCD. O material foi recromatografado em CC
(Coluna HGSD) utilizando 47,1 g de silica gel (230-400 Mesh) e foram recolhidas 75
fragbes de 10 mL. A partir do subgrupo HGSD26-30 foi isolado um sdlido branco
(0,2605 g), que indicou duas manchas roxas em CCD. A analise dos espectros de
RMN de H e 3C indicou tratar-se de uma mistura de 2la-hidroxifriedelan-3-ona
(TM15) e 30-hidroxifriedelan-3-ona (TM16). A partir do subgrupo HGSD38-48 foi
isolado um solido branco (0,0853 g), que indicou uma mancha roxa em CCD. A
analise dos espectros de RMN de 'H e 3C indicou tratar-se de 30-hidroxifriedelan-
3-ona puro (TM16).
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Grupo HGS4 (fracdes 33-39): apresentou-se como um material graxo de coloracéo
marrom (2,3519 g) cuja analise em CCD revelou mais de quatro manchas. O grupo
foi recromatografado em CC (Coluna HGSE) utilizando 140,3 g de silica gel (230-400
Mesh). Foram recolhidas 184 fracdes de 15 mL. O subgrupo HGSE105-114 (0,6105
g) apresentou-se como um solido branco com um residuo oleoso esverdeado, que
apresentou duas manchas roxas em CCD. O material foi recromatografo em CC
(Coluna HGSF) utilizando 36,0 g de silica gel (230-400 Mesh) e foram obtidas 96
fracbes de 10 mL. A partir do subgrupo HGSF29-35 foi isolado um sélido branco
(0,4225 @), que indicou duas manchas roxas em CCD. A andlise dos espectros de
RMN de 'H e 13C indicou tratar-se de quantidade adicional de mistura de 21a-
hidroxifriedelan-3-ona (TM15) e 30-hidroxifriedelan-3-ona (TM16).

Os grupos HGS1 e HGS8 foram submetidos a CC de silica gel (230-400

Mesh), mas nenhuma substancia foi isolada.
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Figura 15: Esquema utilizado no fracionamento do EHG-2.
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1.3.5.2 Fracionamento do sélido do extrato hexanico dos galhos
(SHG)

SHG foi obtido durante a remocao parcial do solvente do extrato hexanico dos
galhos e apresentou-se como um sélido branco. Este solido (5,3070 g) foi submetido
a CC (Coluna SGA) utilizando-se 390,6 g de silica gel 60 (70-230 Mesh), e foram
obtidas 321 fracdes de 15 mL, agrupadas de acordo com o perfil apresentado nas
cromatoplacas. Na Figura 16, p. 28, é mostrado o esquema do fracionamento do
SHG.

Grupo SGA1 (fracdes 136-153): obtido como um soélido branco (0,0279 g), cuja
andlise de CCD, comparando com amostras padrdes, indicou tratar-se de friedelina
(TMO3).

Grupo SGA3 (fracbes 167-180): apresentou-se como um solido branco (0,0626 g)
que revelou uma mancha roxa em CCD. A andlise dos espectros de RMN de 'H e

13C indicou tratar-se de 3-oxo-friedelan-28-al (TM17).

Grupo SGA4 (fragcbes 181-189): isolado como um sélido branco (2,2008 g) que
indicou uma mancha roxa em CCD. A andlise dos espectros de RMN de 'H e 3C
indicou tratar-se de friedelan-3,21-diona (TM13).

Grupo SGA5 (fracdes 190-197): apresentou-se como um sélido amarelado graxo
(0,9573 g) que indicou duas manchas roxas em CCD. O grupo foi recromatografado
em CC (Coluna SGB) utilizando 45,1 g de silica gel (230-400 Mesh), obtendo-se 111
fracbes de 10 mL. A partir do subgrupo SGB33-34 foi isolado um solido branco
(0,0180 g), que indicou uma mancha em CCD. A andlise dos espectros de RMN uni
e bidimensionais permitiu identificar o sélido como sendo uma mistura de friedelan-
3,21-diona (TM13) e friedel-1-en-3,21-diona (TM18). Esse triterpeno insaturado
(TM18) é inédito na literatura. O subgrupo SGB35-43 apresentou-se como um solido
graxo amarelado (0,7670 g) que revelou duas manchas em CCD. O material foi
submetido a CC (Coluna SGC) utilizando 49,3 g de silica gel (230-400 Mesh) e
foram recolhidas 78 fracdes de 15 mL. A partir da fracdo SGC43 foi isolado um

sélido branco (0,0052 g), que indicou uma mancha amarela em CCD. A analise de
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CCD comparando com amostras padrdes indicou tratar-se de friedelan-3,21-diona
(TM13). A partir do subgrupo SGC45-50 foi isolado um solido branco (0,5350 g), que
indicou uma mancha roxa em CCD. A analise dos espectros na regido do IV e de
RMN de 'H e '3C, uni e bidimensionais, indicou tratar-se do triterpeno friedelan-

1,3,21-triona (TM19). Esse triterpeno é inédito na literatura.

Grupo SGAG6 (fragbes 198-245): apresentou-se como um solido graxo esverdeado
(13,1742 g) que indicou quatro manchas roxas em CCD. O grupo foi
recromatografado em CC (Coluna SGD) utilizando 65,7 g de silica gel (230-400
Mesh) e foram recolhidas 81 fragdes de 15 mL. A partir do subgrupo SGD40-44 foi
isolado um sélido branco, que foi submetido a CC (Coluna SGE) utilizando 60,25 g
de silica gel (230-400 Mesh) e sob presséao, sendo recolhidas 39 fracées de 10 mL.
A partir das subfragcbes SGE19-20 foi obtido 21a-hidroxifriedelan-3-ona (TM15)
(0,0391 g) e a partir das subfracbes SGE30-33 foi obtida quantidade adicional
(0,0563 g) de 30-hidroxifriedelan-3-ona (TM16).
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Figura 16: Esquema utilizado no fracionamento do SHG.
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1.3.5.3 Fracionamento do extrato cloroféormico dos galhos (ECG)

O extrato ECG apresentou-se com uma aparéncia plastica e cor verde e
andlise de CCD indicou a presenca de guta percha. Dessa forma, ECG (61,09 g) foi
submetido a uma coluna cromatografica filtrante de silica gel (70-230 Mesh) para
separacdo da guta percha, usando a mesma metodologia apresentada
anteriormente. Foram obtidos 19,69 g desse composto e 41,4 g de ECG sem guta. A
andlise dos espectros de RMN de 'H e *3C permitiu confirmar a identidade de TMO1.

O extrato ECG (38,5 g) sem guta percha foi submetido a coluna
cromatografica (Coluna CG: 4,5 cm/1,1 m) utilizando-se 834,1 g de silica gel 60 (70-
230 Mesh). Foram recolhidas 181 fracdes de 250 mL, que tiveram seus volumes
reduzidos em evaporador rotatério. Em seguida, as fracbes foram agrupadas de
acordo com o perfil apresentado nas cromatoplacas. O esquema de fracionamento

do ECG esta mostrado na Figura 17, p. 33.

Grupo CG1 (fragcBes 24-36): apresentou-se como um sélido amarelado (0,1808 @),
qgue foi recromatografado (Coluna CGA) utilizando-se 21,7 g de silica gel (230-400
Mesh). Foram recolhidas 72 fracées de 30 mL, agrupadas de acordo com o perfil
observado em CCD. O subgrupo CGA10-13 apresentou-se como um solido branco
(0,0254 g). A anélise de CCD com amostra padréo e a analise do espectro de RMN

de H permitiram identificar o sélido como sendo 28-hidroxifriedelan-3-ona (TMO06).

Grupo CG2 (fragcbBes 37-38): apresentou-se como um sélido amarelado (0,2856 @),
qgue indicou trés manchas em CCD. O grupo foi recromatografado (Coluna CGB),
utilizando-se aparelho de cromatografia de média pressdo equipado com detector
UV/IVIS (254 e 280 nm), utilizando coluna de silica SNAP Ultra® (100 g). Como
eluentes foram empregados hexano, acetato de etila e metanol, em fluxo de 75
mL/min, e foram obtidas 45 fragbes de 15 mL. O subgrupo CGB4-10, foi lavado com
hexano e um solido branco (0,0349 g) foi separado. A analise dos espectros de
RMN de 'H e 3C permitiu identificar o sélido como sendo 3-oxo-friedelan-28-al
(TM17).

Grupo CG3 (fracbes 39-46). apresentou-se como um material sélido com residuo
de 6leo amarelado (3,6780 g). Apds sucessivas lavagens com hexano foi obtido um

sélido branco (2,5991 g). A analise de CCD comparando com amostra padréo e a
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andlise do espectro de RMN de 'H permitiram identificar o sélido como sendo
friedelan-3,21-diona (TM13).

Grupo CG4 (fracbes 47-56). apresentou-se como um material sélido graxo
esverdeado (3,2776 @), que indicou trés manchas em CCD. O grupo foi
recromatografado (Coluna CGC) utilizando-se 129,06 g de silica gel (230-400 Mesh).
Foram recolhidas 73 frac6es de 30 mL, agrupadas de acordo com o perfil em CCD.
O subgrupo CGC28-39 apresentou-se como um sdlido branco (2,3621 g). A analise
em CCD com amostra padrdo e a andlise do espectro de RMN de H permitiram
identificar o so6lido como sendo friedelan-3,21-diona (TM13). O subgrupo CGC 40-
46 apresentou-se como um sélido branco (0,0251 g) e identificado como sendo B-

sitosterol (TM20), apés andlise dos seus espectros de RMN de H e 3C.

Grupo CG5 (fracdo 57): apresentou-se como um material graxo esverdeado
(0,1524 g), que indicou duas manchas em CCD. O grupo foi recromatografado
(Coluna CGD) utilizando-se 13,057 g de silica gel (230-400 Mesh). Foram recolhidas
28 fracbes de 30 mL, agrupadas de acordo com o perfil observado em CCD. O
subgrupo CGD10-12 apresentou-se como um sélido branco (0,0561 g). A analise por
CCD com amostra padrao permitiu identificar o sélido como sendo friedelan-3,21-
diona (TM13). O subgrupo CGD13-14 apresentou-se como um sélido branco
(0,0405 g), que mostrou uma mancha roxa em CCD. A andlise dos espectros de
RMN 'H e 3C mostrou tratar-se de uma mistura de 21B-hidroxifriedelan-3-ona
(TM14) e friedel-1-en-3,21-diona (TM18). Dessa forma, este solido foi submetido a
uma coluna de silica gel (230-400 Mesh) (Coluna AgG) incorporada com nitrato de
prata. Para isso, 1,0173 g de AgNOs foram dissolvidos em 10 mL de agua destilada e
a solucao resultante foi misturada a 10,11 g de silica. A mistura foi entdo deixada em
estufa a 60 °C, na auséncia de luz por 3 dias. ApGs a secagem, a coluna (coberta
por papel aluminio) foi empacotada com Hex/CHCIls 1:1, em capela com baixa
luminosidade. Foram recolhidas 24 fracbes de 10 mL, mas ndo houve a separacao

dos constituintes da mistura.

Grupo CG6 (fracdo 58-59): apresentou-se como um material graxo esverdeado
(0,3718 @), que indicou duas manchas em CCD. O grupo foi recromatografado
(Coluna CGE) utilizando-se 38,8625 g de silica gel (230-400 Mesh). Foram

recolhidas 42 fragcdes de 30 mL, agrupadas de acordo com o perfil observado em
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CCD. O subgrupo CGE17-20 apresentou-se como um sélido branco (0,3063 g). A
andlise dos espectros de RMN de 'H e 2C permitiu identificar o sélido como sendo
uma mistura de friedelan-3,21-diona (TM13) e 218-hidroxifriedelan-3-ona (TM14).

Grupo CG7 (fracdo 60-68): apresentou-se como um sélido graxo esverdeado
(2,9933 g), que indicou duas manchas em CCD. O material foi lavado varias vezes
com acetona e o sélido (0,9580 g) foi separado. A andlise dos espectros de RMN de
'H e 3C permitiu identificar o sélido como sendo uma mistura de 28-
hidroxifriedelan-3-ona (TM06) e 21B8-hidroxifriedelan-3-ona (TM14). Essa mistura
foi submetida a novos fracionamentos em coluna de silica gel (Colunas CGF e CGG)
para se obter quantidades adicionais destes triterpenos puros, no entanto, ndo

houve separacéo.

Grupo CG8 (fracdo 69-95): apresentou-se como um sélido graxo esverdeado
(4,5693 g), que revelou duas manchas em CCD. O grupo foi recromatografado em
CC (Coluna CGH) utilizando 330,55 g de silica gel (230-400 Mesh) e foram obtidas
352 fragbes de 40 mL. A partir do subgrupo CGH258-260 foi isolado um sélido
branco (0,2404 g), que foi identificado como sendo uma mistura de 28-
hidroxifriedelan-3-ona (TM06) e 21B-hidroxifriedelan-3-ona (TM14) apds analise
dos espectros de RMN de 'H e 13C. O subgrupo CGH267-293 apresentou-se como
um so6lido branco (1,7711 g) e a andlise dos espectros de RMN de 'H e 3C permitiu
identifica-lo como sendo uma mistura de 21a-hidroxifriedelan-3-ona (TM15) e 30-
hidroxifriedelan-3-ona (TM16). O subgrupo CGH294-297 revelou uma mancha em
CCD e a andlise dos espectros de RMN de 'H e 3C permitiu identificar o sélido
(0,0593 g) como sendo 30-hidroxifriedelan-3-ona (TM16).

Grupo CG9 (fracdo 96-98): apresentou-se como um sdlido graxo esverdeado
(0,1504 g), que foi lavado sucessivas vezes com acetona, obtendo-se um solido
branco (0,0672 g). A analise de CCD com amostra padrdo e a analise do espectro
de RMN de 'H permitiram identificar o sélido como sendo 30-hidroxifriedelan-3-ona
(TM16).

Grupo CG10 (fracdo 99-104): apresentou-se como um solido graxo esverdeado
(21,0305 g), que foi recromatografado em CC (Coluna CGI) utilizando 99,59 g de
silica gel (230-400 Mesh). Foram obtidas 184 fracdes de 30 mL. A partir do subgrupo
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CGI80-88 foi isolado um sdlido branco (0,2847 g), que mostrou uma mancha em
CCD. A andlise dos espectros de RMN de 'H e 13C permitiu identificar o sélido como

sendo acido 3-oxo-friedelan-28-oico (TM21).

Grupo CG12 (fracdo 130-136): apresentou-se como um solido graxo esverdeado
(0,9670 g), que foi recromatografado em CC (Coluna CGJ) utilizando 48,075 g de
silica gel (230-400 Mesh). Foram obtidas 40 fracées de 30 mL. A partir do subgrupo
CGJ19-20 foi isolado um sélido branco (0,0151 g). A analise dos espectros de RMN
de 'H e 3C permitiu identificar o sélido como sendo uma mistura de 28,29-di-
hidroxifriedelan-3-ona (TM22) e um segundo triterpeno pentaciclico que néo foi

possivel identificar.

Grupo CG13 (fracdo 137-144). apresentou-se como um material verde graxo
(3,2257 g). O grupo foi recromatografado em CC (Coluna CGL) utilizando 223,11 ¢
de silica gel (230-400 Mesh) e foram recolhidas 95 fracbes de 30 mL. O subgrupo
CGL74-77 foi lavado com acetona e um solido branco foi separado (0,0489 g). A
andlise dos espectros de RMN de 'H e 2C permitiu identificar o sélido como sendo
21a,30-di-hidroxifriedelan-3-ona (TM23). O subgrupo CGL82-85 foi também
lavado com acetona e um sélido branco foi separado (0,0807 g). A andlise dos
espectros de RMN de 'H e 13C permitiu identificar o sélido como sendo 28,30-di-
hidroxifriedelan-3-ona (TM24).

Grupo CG14 (fracdo 145-152). apresentou-se como uma graxa esverdeada (2,3227
g) com perfil complexo em CCD. O grupo foi submetido a CC (Coluna CGM) de silica
gel, mas nenhuma substéncia foi isolada ou identificada.

Grupo CG15 (fragdo 153-159): apresentou-se como uma graxa esverdeada (1,8736
g) com perfil complexo em CCD. O material foi recromatografado (Coluna CGN)
utilizando silica gel (230-400 Mesh), mas ndo foi possivel o isolamento ou

identificacdo de qualquer substancia.

Grupo CG16 (fragdo 160-168): apresentou-se como uma graxa esverdeada (2,2475
g) de perfil complexo em CCD. O grupo foi recromatografado em CC (Coluna CGO)
utilizando 253,74 g de silica gel (230-400 Mesh), e foram recolhidas 94 fracbes de
40 mL. O subgrupo CGO81-96 foi lavado sucessivas vezes com acetona e um solido

branco foi separado (0,1806 g). A partir da andlise dos espectros de RMN de 'H e
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13C foi possivel identificar o sélido como sendo 3-O-B-D-glicosil-B-sitosterol

(TMOS).

Grupo CG17 (fracdo 169-181): apresentou-se como uma graxa esverdeada, que
mostrou perfil complexo em CCD. O grupo foi submetido a coluna cromatografica

(Coluna CGP) mas nédo foi possivel o isolamento ou identificacdo de qualquer

substancia.
ECG
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Figura 17: Esquema utilizado no fracionamento do ECG.

1.3.5.4 Fracionamento do extrato acetato etilico dos galhos (EAG)

O extrato EAG (9,745 g) foi submetido a coluna cromatografica CC (Coluna
AG), utilizando-se 568,55 g de silica gel (70-230 Mesh). Foram recolhidas 125
fracbes de 125 mL, que tiveram seus volumes reduzidos em evaporador rotatério.
Em seguida, as fracbes foram agrupadas de acordo com o perfil apresentado nas
cromatoplacas. O esquema do fracionamento do EAG € mostrado na Figura 18, p.
34.
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Grupo AG3 (fragdes 53-54): apresentou-se como um sdlido verde graxo (0,0835 @)
gue indicou quatro manchas em CCD. O grupo foi recromatografado (Coluna AGA)
utilizando-se 10,2 g de silica gel (70-230 Mesh), e foram obtidas 25 fracdes de 25
mL. O subgrupo AGAS8 apresentou-se como um sélido branco (0,0231 g). A analise
de CCD com amostra padrdo e a andlise do espectro de RMN de 'H permitiram
identificar o s6lido como sendo friedelan-3,21-diona (TM13).

Grupo AG4 (fragbes 55-71): apresentou-se como um material verde graxo
(0,0631g) com varias manchas em CCD. O grupo foi recromatografado (Coluna
AGB) utilizando silica gel (70-230 Mesh), mas nao foi possivel a identificacdo ou

isolamento de qualquer substancia.

Grupo AGS5 (fracBes 72-92): apresentou-se como um material verde graxo com
varias manchas em CCD. O grupo foi submetido a CC (Coluna AGC) de silica gel

(70-230 Mesh), no entanto nenhuma substéncia foi isolada ou identificada.

Grupo AG7 (fracdes 97-125): apresentou-se como um sélido amarelado (2,0752 g)
que indicou quatro manchas em CCD. O grupo foi recromatografado (Coluna AGD)
utilizando-se 198,55 g de silica gel (70-230 Mesh). Foram obtidas 107 fracdes de 30
mL que foram agrupadas de acordo com o perfil em CCD. O subgupo AGD69-75
apresentou-se como um sélido branco (0,0523 g) que foi identificado como sendo 3-
O-p-D-glicosil-#-sitosterol (TM08), a partir da analise dos espectros de RMN de 'H

e 13C.

EAG
‘ Coluna AG
AG3 AG4 AG5 AG7
53-54 55-71 72-92 97-125
Coluna Coluna Coluna Coluna
AGA AGB AGC AGD
AGA v AGD
8 X X 69-75
M TMO8 - 3 3glicosil-3-sitosterol 11V|v08
™13 TM13 - friedelan-3,21-diona
(0,0231 g) (0,0523 g)

Figura 18: Esquema utilizado no fracionamento do EAG.
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1.3.5.5 Fracionamento do extrato metanélico dos galhos (EMG)

O extrato EMG apresentou-se como um solido marrom avermelhado e a CCD
ndo apresentou manchas fluorescentes, caracteristicas de flavonoides, em
cromatoplaca revelada com solucdo NP/PEG e analisada sob luz UV (365 nm).

Parte do EMG (60,659 g) foi submetida a coluna cromatogréfica (Coluna MG:
4,5 cm/0,90 m) utilizando-se 849,467 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Foram
recolhidas 56 fracbes de 250 mL, que tiveram seus volumes reduzidos em
evaporador rotatério. Em seguida, as fracbes foram agrupadas de acordo com o
perfil apresentado nas cromatoplacas. O esquema do fracionamento do EMG é
mostrado na Figura 19, p. 36.

Grupo MG1 (fracdo 20-21): apresentou-se como um sélido branco (0,2305 g) que
revelou uma mancha vermelha em CCD. A andlise dos espectros de RMN de *H e
13C indicou tratar-se do flavonoide epicatequina (TM25).

Grupo MG3 (fracdo 25): apresentou-se como um solido esverdeado (0,1529 g) que
revelou uma mancha vermelha com rastro em CCD. O grupo foi recromatografado
(Coluna MGA), utilizando-se 7,5 g de silica gel (230-400 Mesh). Foram obtidas 49
fracBes de 20 mL que foram agrupadas de acordo com o perfil em CCD. O subgupo
MGA26-27 apresentou-se como um sdlido branco (0,0255 g) e sua CCD revelou
apenas uma mancha vermelha. A andlise dos espectros de RMN de 'H e 3C
permitiu identificar o sélido como sendo epicatequina (TM25).

Grupo MG4 (fracdo 26): apresentou-se como um material graxo esverdeado (3,988
g) que indicou duas manchas vermelhas com rastro em CCD. O grupo foi
recromatografado (Coluna MGB) utilizando-se cromatografo de média pressao
equipado com detector UV/VIS (254 e 280 nm), utilizando coluna de silica SNAP
Ultra® (100 g). Como eluentes foram empregados diclorometano e metanol, em
fluxo de 75 mL/min, sendo obtidas 58 fracbes de 15 mL. Nao foi possivel o

isolamento de qualquer substancia.

Grupo MG5 (fracédo 27-32): apresentou-se como um solido preto (35,8112 g) e em
cromatoplaca apresentou apenas rastro quando revelada com @ &acido

perclérico/vanilina e ndo apresenta fluorescéncia quando revelada com NP/PEG sob
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luz UV/VIS (365 nm). Parte do MG5 (0,3020 g) foi submetida a coluna
cromatografica (Coluna MGC) utilizando 189 mL de Sephadex LH-20 suspenso em
metanol. A eluicdo foi isocratica empregando o mesmo solvente. Foram obtidas 30

fracOes de 30 mL. N&o foi isolada qualquer substancia.

Grupo MG6 (fracdo 33-37): apresentou-se como um sélido preto (5,6877 g) e perfil
em CCD de dificil visualizac&o, pois apresentou apenas rastro, com varios sistemas
eluentes tendo sido testados. Apesar disso, parte de MGAG6 (3,0 g) foi submetida a
coluna cromatografica (Coluna MGD) utilizando 286,3 mL de Sephadex LH-20
suspenso em metanol. A eluicao foi isocratica empregando o mesmo solvente. N&ao
foi identificada qualquer substancia a partir desse grupo.

Os demais grupos nao foram trabalhados por apresentarem baixas massas,

perfis complexos em CCD ou baixa solubilidade em solventes organicos e agua.

EMG
Coluna MG
MG1 MG3 MG4 MG5 MG6
20-21 25 26 27-32 33-37
Coluna Coluna Coluna Coluna
\ MGA MGB MGC MGD
T™M25 ! |
(0,2305 g) MGA X X X
26-27
M ——
™25 TM25 - epicatequina
(0,0251 g)

Figura 19: Esquema utilizado no fracionamento do EMG.

1.3.6 Estudo fitoguimico das raizes

1.3.6.1 Fracionamento do extrato hexanico das raizes (EHR)

EHR (17,7 g) apresentou-se com uma aparéncia de borracha de cor
alaranjada, e foi submetido a coluna cromatogréafica (Coluna HR: 4,5 cm/1,1 m)
utilizando 625,0 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Foram recolhidas 236 fracdes de
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30 mL, que foram agrupadas de acordo com o perfil apresentado nas cromatoplacas.
Na Figura 20, p. 39, € mostrado o esquema do fracionamento do EHR.

Grupo HR1 (fragcbes 24-36): apresentou-se como um solido graxo alaranjado
(4,4569 g). Analise de CCD revelou trés manchas e a comparacdo com padrdes
indicou a presenca de guta percha (TMO01), friedelan-3,21-diona (TM13) e B-
sitosterol (TM20). Dessa forma, esse grupo néo foi purificado.

Grupo HR2 (fragdes 37-51): apresentou-se como um solido branco com residuo
oleoso alaranjado (0,7790 g). O grupo foi recromatografado (Coluna HRA) em
cromatografo de média presséo, utilizando coluna de silica SNAP Ultra® (100 Q).
Como eluentes foram empregados hexano, acetato de etila e metanol, em fluxo de
75 mL/min, sendo obtidas 127 fracées de 15 mL, que foram agrupadas de acordo
com o perfilem CCD. O subgrupo HRA40-44, apresentou-se como um solido branco
(0,0263 g) e a partir da andlise dos espectros de RMN de 'H e 3C foi possivel
identificar o sélido como sendo friedelan-3,21-diona (TM13). O subgrupo HRA73-
87, apresentou-se como um solido branco (0,1536 g) e a analise dos espectros de

RMN de 'H e 13C permitiu identificar o sélido como sendo B-sitosterol (TM20).

Grupo HR3 (fracdes 52-60): apresentou-se como um material sélido com residuo
de 6leo amarelado (1,943 g). O material foi lavado com hexano e o sobrenadante foi
separado. Andlise de CCD do sdlido (0,8952¢g) apresentou uma mancha roxa e a
comparacao com amostra padrao indicou tratar-se de B-sitosterol (TM20).

Grupo HR4 (fracBes 61-69): apresentou-se como um material sélido graxo (2,5568
g) que foi recromatografado (Coluna HRB) utilizando-se 265,7 g de silica gel (230-
400 Mesh). Foram recolhidas 155 fracdes de 20 mL, agrupadas de acordo com o
perfil observado em CCD. O subgrupo HRB23-28 foi submetido a CC (Coluna HRC)
em cromatografo de média presséao utilizando coluna de silica SNAP Ultra® (100 g).
Como eluentes foram empregados hexano, acetato de etila e metanol, em fluxo de
75 mL/min. Nenhuma substancia foi isolada. O subgrupo HRB29-35 foi lavado com
metanol e um solido branco (0,1439 g) foi separado. Analise em CCD comparando

com amostra padréo indicou tratar-se de TM20.

Grupo HR5 (fracbes 70-84): apresentou-se como um solido alaranjado (1,2522 Q)

que foi recromatografado (Coluna HRD) utilizando-se 162,5 g de silica gel (230-400
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Mesh). Foram recolhidas 50 fracdes de 30 mL, agrupadas de acordo com o perfil
observado em CCD. O subgrupo HRD20-25 apresentou-se como um sélido branco
(0,0521 g) e a partir da analise dos espectros na regiao do IV e dos espectros de
RMN uni e bidimensionais foi possivel identificar o sélido como sendo 2,3,6,15-tetra-
acetoxi-1,9-dibenzoiloxi-8-oxo-B-agarofurano (TM26). Esse composto é inédito na

literatura.

Grupo HR6 (fragcfes 85-101): apresentou-se como um soélido alaranjado (0,8375 Q)
gue foi recromatografado (Coluna HRE) utilizando-se 56,1 g de silica gel (230-400
Mesh). Foram recolhidas 60 fracdes de 30 mL, agrupadas de acordo com o perfil
observado em CCD. O subgrupo HRE9-18 apresentou-se como um sélido
alaranjado (0,0887 g) que apresentou uma mancha laranja em CCD. A analise dos
espectros de RMN de 'H e 13C permitiu identificar o sélido como sendo tingenina B
(TM27).

Grupo HR7 (fracdes 102-154): apresentou-se como um sélido alaranjado (1,4196 q)
que revelou duas manchas em CCD. O grupo foi recromatografado (Coluna HRF)
utilizando-se 128,0 g de silica gel (230-400 Mesh). Foram recolhidas 78 fracGes de
20 mL, agrupadas de acordo com o perfil observado em CCD. O subgrupo HRF4-6
apresentou-se como um soélido alaranjado (0,2697 g) que apresentou uma mancha
em cromatoplaca. A andlise dos espectros de RMN de 'H e 3C permitiu identificar o

sélido como sendo netzahualcoiona (TM28).

Grupo HR10 (fracdes 193-200): apresentou-se como um solido alaranjado (0,3360
g), que apresentou uma mancha em CCD. A andlise dos espectros de RMN de H e
13C permitiu identificar o sélido como sendo netzahualcoiondiol (TM29).

Grupo HR11 (fracdes 201-207): apresentou-se como um solido alaranjado (0,8998
g) que foi recromatografado (Coluna HRG) utilizando-se 95,2 g de silica gel (230-400
Mesh). Foram recolhidas 112 frac6es de 20 mL, agrupadas de acordo com o perfil
observado em CCD. Nao foi possivel a identificagéo ou isolamento de substancias a

partir desse grupo.

Grupo HR12 (fragbes 208-212): apresentou-se como um sélido alaranjado (0,2690
g), que foi purificado em CC (Coluna HRH) utilizando-se 45,2 g de silica gel (230-400
Mesh). Foram recolhidas 67 fracdes de 20 mL, agrupadas de acordo com o perfil

observado em CCD. O subgrupo HRH23-30 apresentou-se como um soélido
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alaranjado (0,0092 g) que apresentou uma mancha laranja em cromatoplaca. A
andlise dos espectros de RMN de 'H e 2C permitiu identificar o sélido como sendo
netzahualcoiondiol (TM29).

EHR

lCOIuna HR

HR1 HR2 HR3 HR4 HR5 HR6 HR7 HR10 HR11 HR12
2436 37-51 | | 5260 | | 61-69 70-84 | |85-101| | 102-154| [ 193.200 | |201-207 | | 208-212
: Coluna Coluna | Coluna| Coluna Coluna| Coluna
Y Y HRB HRD | HRE HRF Y HRG HRH
T™MO1 ™20 T™M29
™13 (0,8952 g) HRE HRF | (033609g) x
™20 HRB | | HRB 318 45 HRH
2328 2935 ' ' 2330
Coluna ) .
HRA Coluna ' : \ \ :
HRC ! Y ™27 TM28 Y
] Y T™M20 (0,0887 g) (0,2697 g) ™29
HRA HRA | X  (0,1439¢) (0,0092 g)
40144 7314;7 HRD
: ' 20-25
\j Y /
™13 T™20 V
(0,0263 g) (0,1536 g) TM26 (0,0521g)

TMO1 - guta percha

TM13 - friedelan-3,21-diona

TM20 - gsitosterol

TM26 - 2,3,6,15-tetra-acetoxi-1,9-dibenzoiloxi-8-oxo-g-agarofurano
TM27 - tingenina B

TM28 - netzahualcoiona

TM29 - netzahualcoiondiol

Figura 20: Esquema utilizado no fracionamento do EHR.

1.3.6.2 Fracionamento do extrato cloroféormico das raizes (ECR)

O extrato ECR apresentou-se com aparéncia plastica e cor alaranjada.
Andlise de CCD com amostra padrdo indicou a presenca de guta percha. Dessa
forma, ECR (116,5 g) foi submetido a coluna cromatografica filtrante para separacéo
da guta percha, obtendo-se 78,121 g desse composto e 31,85 g de ECR sem guta.
Entdo, parte do ECR (30,53 g) sem guta foi submetido a coluna cromatogréafica
(Coluna CR: 4,5 cm/1,1 m) utilizando 1,675 kg de silica gel 60 (70-230 Mesh). Foram

recolhidas 80 frac6es de 200 mL que tiveram o volume reduzido em evaporador
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rotatorio e em seguida foram agrupadas, de acordo com o perfil apresentado nas
cromatoplacas. Na Figura 21, p. 42, é mostrado o esquema do fracionamento do
ECR.

Grupo CR2 (fracbes 7-8): apresentou-se como um sdlido alaranjado graxo que foi
recromatografado em CC (Coluna CRA) utilizando 39,39 g de silica gel (230-400
Mesh). Foram obtidas 50 fragbes de 30 mL. O subgrupo CRA47 apresentou-se
como um soélido branco (0,0166 g) e a partir da analise dos espectros de RMN de H
e 13C foi possivel identifica-lo como sendo uma mistura de 21a-hidroxifriedelan-3-
ona (TM15) e 30-hidroxifriedelan-3-ona (TM16).

Grupo CR3 (fracfes 9-13): apresentou-se como um solido alaranjado (3,8111 g). O
grupo foi recromatografado (Coluna CRB) utilizando 301,91 g de silica gel (230-400
Mesh), e foram obtidas 116 fracdes de 30 mL. O subgrupo CRB54-78 (1,4507 g) foi
recromatografado em coluna de silica gel (230-400 Mesh) (Coluna CRC), mas

nenhuma substancia foi identificada.

Grupo CR4 (fracdes 14-16): apresentou-se como um solido alaranjado (5,3406 Q).
O grupo foi recromatografado (Coluna CRD) utilizando 348,58 g de silica gel (230-
400 Mesh), e foram obtidas 226 fragbes de 25 mL. O subgrupo CRD136-141 foi
lavado sucessivas vezes com acetona e um sélido branco (0,1422 g) foi separado. A
analise dos espectros de RMN 1D e 2D permitiu identificar o sélido como sendo
2,3,6,15-tetra-acetoxi-1,9-dibenzoiloxi-8-oxo-B-agarofurano (TM26). O subgrupo
CRD142-159 (1,9330 g) foi submetido a purificacdo em CC (Coluna CRE) utilizando
123,23 g de silica gel (230-400 Mesh), e foram recolhidas 51 fracées de 25 mL. O
subgrupo CRE29-32 (0,2250 g) foi analisado em CCD com amostra padréo e,
juntamente com a analise do espectro de RMN de *H, foi identificado como sendo
2,3,6,15-tetra-acetoxi-1,9-dibenzoiloxi-8-oxo-B-agarofurano (TM26).

Grupo CRS5 (fragbes 17-22): apresentou-se como um solido alaranjado (2,3817 g).
O grupo foi recromatografado (Coluna CRF) utilizando 236,0 g de silica gel (230-400
Mesh), e foram obtidas 109 fragcbes de 30 mL. O subgrupo CRF59-71 (0,2401 q)
apresentou duas manchas em CCD e foi recromatografado em coluna de silica gel

(230-400 Mesh) (Coluna CRG), mas nenhuma substancia foi identificada.
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Grupo CR6 (fragcbBes 23-25): apresentou-se como um solido alaranjado (3,9498 q).
O grupo foi recromatografado (Coluna CRH) utilizando 200,1 g de silica gel (230-400
Mesh), e foram recolhidas 230 fragcbes de 30 mL. O subgrupo CRH121-124, so6lido
alaranjado (0,1970), apresentou uma mancha em CCD. A analise dos espectros de
RMN de 'H e de '3C permitiu identificar o sélido como sendo uma mistura de dois
quinonametideos de mesmo rf, um deles identificado como salaquinona A (TM30).
Sendo assim, a mistura foi submetida a purificacdo em CC (Coluna CRI) utilizando
silica gel (230-400 Mesh), sob pressdo, mas nao foi possivel separar os
componentes da mistura. Outras tentativas de separacdo em CC foram realizadas,
no entanto, ndo foi possivel obter os quinonametideos puros e nem identificar o
segundo triterpeno. O subgrupo CRH126-136, um solido alaranjado (0,5105 g),
apresentou uma mancha em CCD e apds andlise dos espectros de RMN *H e 3C foi

identificado como sendo netzahualcoiondiol (TM29).

Grupo CRS8 (fracbfes 38-45): apresentou-se como um solido alaranjado (1,4790 g).
O grupo foi recromatografado (Coluna CRJ) utilizando 121,05 g de silica gel (230-
400 Mesh), e foram recolhidas 70 fracdes de 30 mL. O subgrupo CRJ48-65 foi
lavado sucessivas vezes com acetona e um sélido branco (0,0251 g) foi separado. A
andlise dos espectros de RMN *H e 2C permitiu identificar o sélido como sendo
acido ortosfénico (TM31).

Grupo CR9 (fracbes 46-62): apresentou-se como um solido alaranjado (0,6820 g).
O sdélido foi submetido a CC (Coluna CRL) utilizando-se 103,6 g de silica gel (230-
400 Mesh). Foram recolhidas 62 fracdes de 20 mL, que foram agrupadas de acordo
com o perfil observado em CCD. O subgrupo CRL11-20 (0,1007 g) apresentou uma
mancha em CCD e por meio de comparagcdo com amostra padrao foi identificado
como netzahualcoiondiol (TM29). O subgrupo CRL21-30 foi lavado com acetona e
um solido branco (0,0297 g) foi separado, apresentando uma mancha vermelha em
CCD. A andlise dos espectros de RMN de 'H e a comparacdo com amostra padrdo
em CCD permitiram identificar o solido como sendo acido ortosfénico (TM31). O
subgrupo CRL53-59 foi também lavado com acetona e um sélido branco (0,0154 g)
foi separado. A andlise dos espectros de RMN 'H e a comparacdo com amostra
padrdo em CCD permitiram identificar o solido como sendo 3-O-g-D-glicosil-g-
sitosterol (TMO08).
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Grupo CR10 (fracdes 63-75): apresentou-se como um sélido alaranjado (2,9401 g)
que foi submetido & CC (Coluna CRM) utilizando-se 290 g de silica gel (230-400
Mesh). Foram recolhidas 150 fracdes de 30 mL, que foram agrupadas de acordo
com o perfil observado em CCD. O subgrupo CRM107-144 (0,2070 g) apresentou
uma mancha em CCD e por meio de comparagdo com amostra padrdo foi

identificado como sendo netzahualcoiondiol (TM29).

ECR
lColuna CR
CR2 CR3 CR4 CR5 CR6 CRS8 CR9 CR10
78 913 14-16 17-22 23-25 38.45 46-62 63-75
Coluna Coluna Coluna Coluna Coluna Coluna Coluna Coluna
CRA CRB CRD CRF CRH CRJ CRL CRM
CRJ CRM
CRA CRB CRF
47 5478 5971 48f5 107-144
: Coluna Coluna ; "
Vl CRC l CRG i Y Tl:lz9
T™M15+ ™31
T™M16 x X (0,0251 g) (0,2070 g)
(0,0166 g) CRD CRD CRH CRH
136-141 | | 142.159 121124 | | 126-136
' Coluna . . | I
y WE Y v cRL |[ crL |[cRL
™26 11-20 21-30 53.59

CRE TM30 T™M29
(014229) | 2932 | (mistura) (5105

: N Y YooY
" g;’l'a ™29 ™31 TMo08
(0,1007 g) (0,0297 g) (0,0154 g)

TM26 T™M30
(0.22509)  (mistura) (01970 g)

TMO08 - 3-O-4-D-glicosil- -sitosterol

TM15 - 21 g-hidroxifriedelan-3-ona

TM16 - 30-hidroxifriedelan-3-ona

TM26 - 2,3,6,15-tetra-acetoxi-1,9-dibenzoiloxi-8-oxo- g-agarofurano
TM29 - netzahualcoiondiol

TM30 - salaquinona A

TM31 - acido ortosfénico

Figura 21: Esquema utilizado no fracionamento do ECR.
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1.3.7 Marcha quimica para obtencdo de alcaloides a partir das

raizes de Tontelea micrantha

Mercadante-Simdes e colaboradores (2014) realizaram o estudo histoquimico
e do perfil fitoquimico de T. micrantha, indicando a presenca de alcaloides nas raizes
da planta. Motivada nesse trabalho, foi realizada a marcha quimica dessa parte da
planta.

As raizes secas e moidas (1,12 kg) foram desengorduradas com hexano e em
seguida submetidas a uma extracdo exaustiva com cloroféormio para retirar a guta
percha, presente em grande quantidade no extrato. A torta foi entdo submetida a
extracao exaustiva com mistura etanol/agua 8:2 levando a obtencéo do extrato polar,
que foi entdo submetido a uma extracdo acido/base, de acordo com a metodologia

de Cannell (1998). O esquema de extracao € mostrado na Figura 22.

Raiz
1,12 kg

1.Extracdo com hexano
2. Filtragdo a vacuo

Extrato em

hexano Torta:d

1.Extragdo com CHCI3
2. Filtracdo a vacuo

Extrato em
CHCl3

Torta 2

1. Extracdo com etanol/agua 8:2
2. Filtragdo a vacuo
3. Redugéo parcial do volume

[ ]

Extrato
etanol/agua

Torta 3

1.Solucdo aquosa de HCI 5%
2. CHCI3

|

Fracéo Fracé.o'
cloroférmica acida aquosa acida
m=894g

1.Solucdo aquosa de NH;OH
2. CHCl3

[

Fracéo Fragdo
cloroférmica aquosa
alcaloidica (0,56 g)

Figura 22: Extracao acido/base de raizes de T. micrantha.
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1.3.7.1 Fracionamento da fracdo cloroférmica alcaloidica basica

A CCD da fracdo cloroformica basica utilizando reagente Dragendorff ndo
apresentou manchas alaranjadas, que s&o indicativo da presenca de alcaloides.
Dessa forma, o material (0,5550 g) foi submetido ao fracionamento em coluna
(Coluna MQ) de silica gel (230-400 Mesh) (82,43 g) utilizando mistura de hex/AcOEt,
MeOH e solucédo 3% de acido acético em metanol como eluentes. Foram recolhidas
30 fragbes de 15 mL. A partir da subfracdo MQ8-9 (0,047 g) foi isolado
netzahualcoiondiol (TM29).

As demais subfracBes apresentaram baixa massa e ndo foram trabalhadas.

Nao foi possivel obter nenhuma substancia da classe dos alcaloides.

1.3.8 Perfil de acido graxo do 6leo extraido de sementes de T.

micrantha

Amostras de Oleo de sementes de T. micrantha foram analisadas no
cromatdgrafo a gas para obtencdo dos perfis de acidos graxos. Uma amostra do
6leo (OCP) foi gentilmente cedida pela Cooperativa de produtores artesanais de uma
comunidade de Grao Mogol e a outra amostra do 6leo (OMC) foi comprada no

mercado central de Montes Claros.

1.3.8.1 Hidrdlise e metilacéo de 6leos

Em um tubo criogénico de capacidade de 2 mL, cerca de 1 mg do 6leo foi
misturado com 100 uL de uma solucéo de hidroxido de sddio 1 mol/L em etanol/agua
(95:5). Apés agitacdo em vortex por 10 s, o 6leo foi hidrolisado em um forno de
micro-ondas domeéstico (Eletrolux MT030), a poténcia 30 % durante 5 minutos. Apés
resfriamento, adicionaram-se 400 pL de solucdo de acido cloridrico 20 %, uma ponta
de espétula de NaCl e 600 pL de acetato de etila. ApOs agitacdo em vortex por 10 s
e repouso por 5 min, uma aliquota de 300 yL da camada organica foi retirada,
colocada em tubo de microcentrifuga e seca por evaporacdo, sendo obtidos os
acidos graxos livres (SANDE et al., 2018).
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Posteriormente os acidos graxos livres foram metilados com 100 pyL BFs/
metanol (14 %), a 60°C durante 10 minutos em banho de agua e extraidos com 500

ML de hexano. Em seguida foi realizada analise por cromatografia gasosa.

1.3.8.2 Andlise no cromatégrafo a gas

As analises foram realizadas em um Cromatografo a Gas HP7820A (Agilent)
equipado com detector por ionizacdo de chamas. Utilizou-se uma coluna
Supelcowax-10 (30m x 0,2mm x 0,2 um) com gradiente de temperatura: 150 °C, 1
min, 10 °C/min até 260 °C; injetor (split de 1/20) a 250 °C e detector a 260 °C. Foi
utilizado hidrogénio como gas de arraste (6 mL/min) e volume de injecdo de 1 pyL. A
identificacdo dos picos foi feita por comparacdo com padrbes de &cidos graxos
metilados FAME C14-C22 (Supelco cat no 18917).
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1.4 DETERMINACAO ESTRUTURAL

A relacdo dos compostos isolados no estudo fitoquimico de T. micrantha consta

na Tabela 1. As estruturas quimicas séo apresentadas ao longo do capitulo e também
no Apéndice, p. 217 e 218.

Tabela 1: Relacdo de compostos isolados a partir de T. micrantha

Cddigo Nome do composto Cdédigo Nome do composto
TMO1 guta percha T™M17 3-oxo-friedelan-28-al
TMO02 esqualeno TM18* friedel-1-en-3,21-diona
TMO3 friedelina T™M19* friedelan-1,3,21-triona
TMO04 3B-friedelinol T™M20 B-sitosterol

_ _ . acido 3-oxo-friedelan-
TMO5 acido 3,4-seco-friedelanoico TM21 )
28-oico
_ o 28,29-di-
TMO6 28-hidroxifriedelan-3-ona TM22
hidroxifriedelan-3-ona
_ o 21a,30-di-
TMO7 mistura de acidos graxos T™M23 ) o
hidroxifriedelan-3-ona
o _ 28,30-di-
TMO08 3-O-p-D-glicosil-g-sitosterol TM24 ) .
hidroxifriedelan-3-ona
TMO09 dulcitol TM25 epicatequina
3-O-[a-L-ramnopiranosil(1—2)][a-L- 2,3,6,15-tetra-acetoxi-
TM10 ramnopiranosil(1—6)]-B-D- T™M26* 1,9-dibenzoiloxi-8-oxo-
glicopiranosideo de quercetina B-agarofurano
™11 rutina T™M27 tingenina B
TM12 epiafzelequina-(48—8)-epicatequina TM28 netzahualcoiona
TM13 friedelan-3,21-diona T™M29 netzahualcoiondiol
TM14 21B-hidroxifriedelan-3-ona TM30 salaquinona A
TM15 21a-hidroxifriedelan-3-ona TM31 acido ortosfénico
TM16 30-hidroxifriedelan-3-ona

* Composto inédito
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1.4.1 TMOL1: 1,4-trans-poli-isopreno (guta-percha)

TMOL1 foi isolado de EHF, EHG, ECG, EHR e ECR em quantidades apreciaveis,
apresentando-se como uma goma amarelada solavel em cloroférmio, sugerindo
tratar-se do polimero guta percha, comumente isolado de plantas da familia
Celastraceae.

O espectro de RMN de 'H (Figura 1A, p. 155) de TMO1 apresenta um tripleto
em &4 5,12 (J= 6,4 Hz) caracteristico de hidrogénio olefinico. Multipletos centrados em
o+ 1,98 e &4 2,06 foram atribuidos aos grupos metilénicos C-1 e C-4, respectivamente.
O simpleto em &4 1,60 é referente ao grupo metila C-5.

O espectro de RMN de 3C (Figura 2A, p. 155) apresenta 5 sinais de carbono
que foram classificados como sendo 1 CHsz, 2 CH2, 1 CH e 1 C, a partir do
subespectro DEPT-135 (Figura 3A, p. 156). Os sinais em ¢c 124,25 e ¢c 134,93 sao
caracteristicos de atomos de carbono olefinicos e foram atribuidos a C-3 e C-2,
respectivamente. Os sinais em & 16,01, & 26,74 e &c 39,74 foram atribuidos a C-5,
C-4 e C-1, respectivamente (RODRIGUES et al., 2015).

Os dados obtidos de RMN de 3C e DEPT-135 foram comparados com a
literatura (RODRIGUES et al., 2015) (Tabela 2, p. 48), e juntamente com 0 aspecto
fisico e o padrdo obtido em CCD permitiram confirmar a identificacdo de TMO1 como
sendo 1,4-trans-poli-isopreno (guta-percha).
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Tabela 2: Comparacdo dos dados de RMN de 3C de TMO1l com os dados da
literatura para a guta-percha (RODRIGUES et al., 2015)

Tipo de oc* de &* ( RODRIGUES
Carbono
carbono | TMO1 et al., 2015)
1 CH:> 39,74 39,75
2 C 134,93 134,93
3 CH 124,25 124,26
4 CH:2 26,74 26,75
5 CHs 16,01 16,03

*CDCls/100 MHz

1.4.2 TMO02: Esqualeno

TMO2 foi isolado de EHF e apresentou-se como um 6leo de cor amarelada,
viscoso e soluvel em cloroférmio. A andlise por CCD indicou a presenca de uma Unica
mancha de coloracdo azul, usando-se hexano como eluente (revelador: acido
perclérico/vanilina).

O espectro de RMN de 'H (Figura 4A, p. 156) apresenta sinal entre &4 5,10 e
5,15, regido referente a sinais de atomos de hidrogénios olefinicos. A analise do
espectro de RMN de 3C (Figura 5A, p. 157) e subespectro DEPT-135 (Figura 6A, p.
157) indica a presenca de 15 sinais de carbono, que foram classificados como sendo
4 CHs, 5 CH2, 3 CH e 3 C. Esses dados sugeriram a presenca do esqualeno, que

possui uma estrutura simétrica de 30 atomos de carbono e € um precursor dos
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diversos tipos de triterpenos pentaciclicos, sendo comumente isolado de espécies da
familia Celastraceae. Os sinais nas regifes de carbono em o&c 124,30-124,43 e &c
131,25-135,12 no espectro de RMN de 3C sdo referentes a a&tomos de carbono
olefinico. Os simpletos em & 1,60 e 1,68, no espectro de RMN de 'H, foram
atribuidos aos atomos de hidrogénio dos grupos metila. Os valores das integrais
referentes aos sinais de hidrogénio sdo coerentes com a estrutura do esqualeno. O
sinal em &4 1,26 foi atribuido a graxa presente no composto.

Os dados de RMN de '3C foram comparados com os da literatura
(RODRIGUES et al., 2015) (Tabela 3) e foi possivel confirmar que TM02 trata-se do

esqualeno.

Tabela 3: Comparagdo dos dados de RMN de 3C de TM02 com os dados da
literatura para o esqualeno (RODRIGUES et al., 2015)

Carbono Tipode | &'de | &"(RODRIGUES
carbono | TMO2 et al., 2015)

1e30 CHs 25,69 25,69
2e23 C 131,25 131,26
3 e 22%%* CH 124,33 124,34
4e21 CH: 26,79 26,80
5 e 20%* CH: 39,74 39,75
6e19 C 135,12 135,12
7 e 18%* CH 124,30 124,30
8el7 CH: 26,69 26,69
9 e 16%*** CH: 39,76 39,77
10e 15 C 134,91 134,91
11e14 CH 124,43 124,44
12e13 CH: 28,29 28,30
24 e 25 CHs 17,69 17,68
26 @ 29%Fx*x CHs 16,01 16,01
27 @ 28*rxex CHs 16,05 16,06

*CDCls/100 MHz **CDCl3/50 MHz

*hk xkkk Axxk* - Ginais intercambiaveis
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1.4.3 TMOS3: friedelan-3-ona (friedelina)

TMO3 foi obtido a partir do fracionamento de EHF, SHF, EHG, SHG e EAF e
consistiu de um sélido branco, soluvel em cloroformio e com faixa de fusdo de 243,4-
244,4 °C. Analise por CCD deste solido mostrou a presenca de uma Unica mancha
amarela (revelador: acido perclérico/vanilina).

O espectro de RMN de *H (Figura 7A, p. 158) apresenta sete simpletos em &
0,73, &1 0,87 64 0,95, o1 1,00, &4 1,01, o+ 1,05 e o4 1,18 relativos a sete grupos metila
e um dupleto em & 0,88 (J = 6,0 Hz), associado a outra metila. Este ultimo sinal,
caracteristico de metila C-23 em triterpenos de esqueleto friedelano (MAHATO E
KUNDU, 1994), apresenta-se sobreposto ao simpleto em 64 0,87, conforme indicado
pela integral destes sinais.

O espectro de RMN de *3C (Figura 8A, p. 158) apresenta 30 sinais de carbono,
qgue foram classificados a partir da andlise do subespectro DEPT-135 (Figura 9A, p.
159). A presenca de sinal de carbono carbonilico préximo a &c 213,0 e um sinal de
metila em aproximadamente &c 6,6 € caracteristico de triterpenos friedelanos com
carbonila em C-3 e metila em C-23 (MAHATO E KUNDU, 1994). Portanto, o sinal em
oc 213,20 foi atribuido ao carbono carbonilico C-3 e o sinal em & 6,83 foi atribuido a
metila C-23.

Os dados de RMN de !3C obtidos foram comparados com os da literatura
(QUEIROGA et al., 2000) (Tabela 1A, p. 195) e permitiram confirmar que TMO0S3 trata-

se de friedelina.
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1.4.4 TMO4: friedelan-3-ol (34-friedelinol)

TMO4 foi isolado de EHF, EHG, SHG e apresentou-se como um solido branco
cristalino, parcialmente solavel em cloroférmio e com faixa de fusdo de 278,2-281,0
°C. A anélise por CCD deste solido indicou uma Unica mancha roxa (revelador: acido

perclérico/vanilina).

O espectro de RMN de *H (Figura 10A, p. 159) apresenta os sinais em &1 1,17,
o4 1,01, on 1,00, o4 0,99, &4 0,96, on 0,95, o4 0,94 e &4 0,87 que foram atribuidos a
oito grupos metila. O sinal entre o+ 3,75-3,74 é referente a hidrogénio ligado ao
carbono hidroxilado.

A andlise do espectro de RMN de 3C (Figura 11A, p. 160) indica a presenca de
30 sinais de carbono. O sinal em & 11,75 é referente a carbono metilico e o sinal em
oc 72,38 a carbono hidroxilado, atribuidos respectivamente a C-23 e C-3. Estes sinais
sdo caracteristicos de triterpeno de esqueleto friedelano e determinantes para a
identificacdo da estrutura. O subespectro DEPT-135 (Figura 12A, p. 160) permitiu a
classificar os &tomos de carbono como ndo hidrogenados, metinicos, metilénicos e
metilicos.

Os dados obtidos de RMN de '3C foram comparados com os da literatura
(QUEIROGA et al., 2000) (Tabela 2A, p. 196) e permitiram identificar TM04 como
sendo friedelan-38-ol.
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1.4.5 TMO5: acido 3,4-seco-friedelan-3-oico

TMO5 foi isolado de EHF e apresentou-se como um sélido branco com faixa de
fusdo de 135,4-137,7 °C. A analise por CCD deste sélido indicou uma unica mancha
roxa (revelador: acido percldrico/vanilina).

O espectro de RMN de 'H (Figura 13A, p. 161) mostra a presenca de sinais em
o4 0,79, on 0,88, ou 0,95, o4 0,98, &4 0,99, on 1,01, o4 1,17 e 1 1,26 que foram
atribuidos a oito grupos metila. O tripleto em 6+ 2,38 (2H, J = 8,5 Hz) foi atribuido aos
atomos hidrogénio ligados ao carbono vizinho a carbonila.

A andlise do espectro de RMN de 3C (Figura 14A, p. 162) indica a presenca de
30 sinais de carbono, que foram classificados a partir do subspectro DEPT-135
(Figura 15A, p. 162). O sinal em & 7,60 refere-se & metila em C-23 e o sinal em &
179,05 a um carbono de carboxila, em C-3. Estes sinais, associados com o sinal em
o 0,79 (H-23), do espectro de RMN de !H, sugeriram tratar-se de um triterpeno
friedelano com abertura do anel A e formacgéo de um acido carboxilico.

Os dados obtidos de RMN de '3C foram comparados com os da literatura
(VIEIRA-FILHO, 2001) (Tabela 3A, p. 197) e permitiram identificar TMO5 como sendo
acido 3,4-seco-friedelan-3-oico.
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1.4.6 TMOG6: 28-hidroxifriedelan-3-ona

TMO6 foi isolado de EHF e apresentou-se como um solido branco cristalino,
faixa de fusdo de 241,5-244,0 °C, soltuvel em cloroférmio. A analise por CCD deste
soélido mostrou uma Gnica mancha roxa (revelador: acido perclorico/vanilina).

O espectro de RMN de 'H (Figura 16A, p. 162) apresentou seis simpletos em
o4 0,72, &4 0,87, &1 0,91, o4 0,98, 4 0,99 e on 1,13, atribuidos a seis metilas.
Apresenta ainda um dupleto sobreposto em 64 0,88 (J = 8,0 Hz) que foi atribuido a
metila C-23. O simpleto em &+ 3,63 (2H) foi relacionado a atomos de hidrogénio de um
carbono metilénico hidroxilado.

O espectro de RMN de 3C (Figura 17A, p. 163) apresenta 30 sinais de
carbono, que foram classificados a partir do subspectro DEPT-135 (Figura 18A, p.
163). O sinal em &c 212,99 foi atribuido a grupo carbonila, o sinal em &c 68,08 refere-
se a um carbono metilénico hidroxilado e o sinal em &c 6,82 a metila (C-23). Estes
sinais sugerem que TM06 € um triterpeno friedelano hidroxilado com carbonila em C-
3.

Os dados obtidos de RMN de 13C foram comparados com os da literatura
(RODRIGUES et al., 2015) (Tabela 4A, p. 198) e permitiram identificar TM0O6 como

sendo 28-hidroxifriedelan-3-ona.
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1.4.7 TMO7: mistura de acidos graxos

TMO7 foi isolado de EHF e apresentou-se como um 6leo transltcido.

Os espectros de RMN de 'H e de 13C (Figuras 19A e 20A, p. 164) apresentam
perfil de acido graxo devido aos sinais em 61 2,34 (2H, t, J=7,2 Hz) caracteristico de
hidrogénio ligado a carbono metilénico a-carboxilicos, o+ 1,63 (2H, qui, J = 8,0 Hz)
referente a &tomos de hidrogénio B-carboxilico e um sinal em &+ 0,88 (3H,t, J = 6,4
Hz) referente a metila terminal. O espectro de RMN de '°C também sugere um acido
graxo, devido ao sinal em ¢&c 179,77 que é referente a C=0 e o&c 14,24 caracteristico
de metila terminal de cadeia alifatica. A partir do subspectro DEPT-135 (Figura 21A, p.
165) todos os carbonos foram classificados. Os demais sinais sao referentes aos
grupos metilénicos da cadeia alifatica de TMO7.

Andlise no cromatégrafo a gas revelou que TM0O7 é uma mistura composta
principalmente por 65% de acido palmitico, 12% de acido estearico e 11% de acido
oleico (Tabela 4, p. 55). Os picos (Figura 23, p. 55) foram comparados com uma
mistura padréo de ésteres graxos (Supelco: 47885-U).
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Figura 23: Cromatograma de TMO7 obtido pela anélise CG-DIC sob condi¢des

descritas na pagina 17.

Tabela 4: Perfil de &cido graxo de TMO7

< . ) % de
Acido graxo Nome tr (Min) .

Acidos
C14:0 Acido miristico 3,922 21
C16:0 acido palmitico 5,606 65.4
Ci16:1 acido palmitoleico 5,748 07
C17:0 Acido margérico 6,419 3.4
Cc18:0 acido esterarico 7,248 123
Ci18:1 acido oleico 7,394 105
C18:2 acido linoleico 7,762 06
C18:3 acido linolénico 8,047 05
C20:0 acido araquidico 8,953 14
Outros - - 31
Total - - 100,0
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1.4.8 TMO08: 3-O-4-D-glicosil-gsitosterol

TMO8 foi isolado de EAF, ECG, EAG e ECR, e apresentou-se como um soélido
branco cristalino, parcialmente solivel em cloroférmio e com faixa de fusdo de 278,6-
280,2 °C.

O espectro de RMN de 'H (Figura 22A, p. 165) apresenta sinais entre &+ 0,67 e
o1 0,95 atribuidos a seis grupos metila. Sinais entre &4 3,55 e 61 4,13 indicam a
presenca de varias hidroxilas na estrutura. O sinal em 64 5,30 foi atribuido ao
hidrogénio olefinico H-6 de esteroide.

O espectro de RMN de 3C (Figura 23A, p. 166) apresenta 35 sinais, incluindo
sinais na regido de carbono hidroxilado, sugerindo a estrutura de um esteroide
glicosilado. O sinal em & 102,11 foi atribuido ao carbono anomérico C-1'. O sinal em
oc 78,24 foi atribuido ao carbono do esteroide (C-3) ligado a oxigénio e 0s sinais em
oc 121,73 e &c 140,66 foram atribuidos aos atomos de carbono olefinico em C-6 e C-
5, respectivamente. Todos os sinais de carbono foram classificados por meio da
analise do subspectro DEPT-135 (Figura 24A, p. 166).

Os dados obtidos de RMN de 13C foram comparados com os da literatura (RAI
et al., 2006) (Tabela 5A, p. 199) e permitiram identificar TMO8 como sendo 3-O-4-D-

glicosil-g-sitosterol.
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1.4.9 TMO09: dulcitol

1 CH,0H
H—21  oH
HO——}——H
HO——}——H
H——}——OH
6 CH,OH

TMO9 foi obtido a partir de SMF e apresentou-se como um solido branco com
faixa de fusdo de 182-184 °C, parcialmente solivel em metanol. A baixa solubilidade
em solventes organicos sugeriu tratar-se de um composto polar.

O espectro de RMN de 3C e o subespectro DEPT-135 (Figuras 25A e 26A, p.
167) apresentam 3 sinais na regido de carbono hidroxilado, sendo 1 CH2 e 2 CH,
sugerindo a estrutura de um carboidrato simétrico. Um carboidrato comumente
isolado na familia Celastraceae é o dulcitol, que foi entdo utilizado como base para
andlise dos espectros de RMN de 13C de TM09. Sendo assim, o sinal em &c 63,83 foi
atribuido a C-1 e C-6, & 70,04 foi atribuido a C-3 e C-4 e o sinal em & 70,85 é
referente a C-2 e C-5.

Os dados de RMN de 3C foram comparados com a literatura (FONSECA et al.,

2007) (Tabela 5) e permitiram confirmar que TMQ9 trata-se do dulcitol.

Tabela 5: Comparacdo dos dados de RMN de 3C de TM09 com os dados da
literatura para dulcitol (FONSECA et al., 2007)

\O G Tipo de | &c* de oc* (FONSECA
carbono | TM09 et al., 2007)
le6 CH2 63,83 63,20
2e5 CH 70,85 70,20
3e4 CH 70,04 69,59

*D20/100 MHz
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1.4.10 TM10: 3-O-[a-L-ramnopiranosil(1—>2)][a-L-ramnopiranosil(1—6)]-

B-D-glicopiranosideo de quercetina

TM10 foi obtido a partir de EMF e apresentou-se como um solido amarelado
com faixa de fusdo de 190-191,8 °C, soltvel em metanol e a andlise por CCD indicou
uma mancha alaranjada fluorescente, usando revelador NP/PEG sob luz ultravioleta.

O espectro de RMN de 'H (Figura 27A, p. 168) apresenta varios sinais na
regido de hidrogénios aromaticos e na regido de carboidratos, sugerindo a presenca
de um flavonoide glicosilado. O sinal entre &+ 7,61-7,63 (2H) foi atribuido a H-2' e H-6’
e o sinal entre &4 6,89-6,92 (1H) a H-5', do esqueleto flavonoidico. Os dupletos em o
6,38 (1H, J = 2,0 Hz) e & 6,19 (1H, J = 2,0 Hz) foram atribuidos a H-8 e H-6,
respectivamente. Estes sinais sugerem a presenca da quercetina na molécula. A
presenca de trés sinais caracteristicos de hidrogénio anomérico em &1 5,59 (d, 1H, J =
7,5 Hz), o1 5,24 e &+ 4,52 sugerem tratar-se de um trissacarideo. Além disso, os
dupletos em &4 1,08 (3H, J = 6,2 Hz) e o4 1,02 (3H, J = 6,3 Hz) sugerem a presenca
de duas unidades de ramnose. O espectro de RMN de 3C (Figura 28A, p. 168)
apresenta 33 sinais que foram classificados a partir do subespectro DEPT-135 (Figura
29A, p. 169). Os sinais em ¢ 100,44, & 102,17 e & 102,57 foram atribuidos aos
atomos de carbono anomeérico. Dois sinais em ¢c 17,48 e &c 17,78 séo referentes aos
grupos CHs de duas unidades de ramnose.

No mapa de contornos HMBC (Figura 24, p. 59), o sinal em & 134,40 (C-3) se
correlaciona com o sinal do hidrogénio em 64 5,59 (H-1"). O sinal em & 79,98 (C-27)

correlaciona-se com o sinal de hidrogénio em &4 5,24 (H-1"") e o sinal em & 68,22 (C-
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6”) correlaciona-se com o sinal de hidrogénio em &+ 4,52 (H-1""). Essas correlacdes
confirmam que a conex&o da genina com a glicose ocorre em C-3, e que as ramnoses
estdo conectadas a glicose em de C-2” e C-6".

A configuracéo relativa dos carbonos anoméricos dos carboidratos foi possivel
a partir da analise das constantes de acoplamentos presentes no espectro de RMN de
'H. A configuracdo B da glicose foi evidenciada pela constante de acoplamento
relativamente alta (Jui-+2 7,5 Hz) (SILVERSTEIN et al,, 2005). A configuracdo a das
duas unidades de ramnose foi inferida pela multiplicidade dos sinais de seus
hidrogénios anoméricos, pois eram esperados dupletos, e no entanto, foi
observada a presenca de simpletos, devido ao pequeno valor de J (Heg-eq 0-5
Hz; SILVERSTEIN et al., 2005) impossibilitando sua determinacéao.
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Figura 24: Expansdo do mapa de contornos HMBC (400 MHz) de TM10 em CD3sOD.

Os dados de RMN de *3C foram comparados com a literatura (SRINROCH et
al., 2019) (Tabela 6A, p. 200) e permitiram identificar TM10 como sendo 3-O-[a-L-
ramnopiranosil(1—2)][a-L-ramnopiranosil(1—6)]- B-D-glicopiranosideo de

guercetina.
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1.411 TM11l: 3-O-[a-L-ramnopiranosil(1—6)]-B-D-glicopiranosideo

de quercetina (rutina)

TM11 foi obtido a partir de EMF e apresentou-se como um solido amarelado
com faixa de fusdo de 200-201,5 °C, soluvel em metanol. A analise por CCD deste
sélido, usando revelador NP/PEG sob luz ultravioleta, indicou apenas uma mancha
alaranjada fluorescente.

O espectro de RMN de 'H (Figura 30A, p. 169) apresenta varios sinais na
regido de hidrogénios aromaticos e na regido caracteristica de sinais de carboidratos.
O espectro de RMN de 3C (Figura 31A, p. 170) apresenta 27 sinais e o subespectro
DEPT-135 (Figura 32A, p. 170) permitiu classificd-los como sendo 10 C, 15 CH, 1 CHs
e 1 CHz. A presenca de Varios sinais entre &c 68,59 e 78,21, juntamente com 0s
dados de RMN de 'H, sugerem a presenca de um flavonoide glicosilado. Tendo como
base o esqueleto de um flavonoide, foi realizada a analise detalhada do espectro de
RMN de H. Um dupleto duplo em & 7,63 (1H, J = 8,5 e 2,2 Hz) foi atribuido a H-6’, e
os dupletos em &1 7,67 (1H, J = 2,2 Hz), &+ 6,88 (1H, J =8,4 Hz), %41 6,39 (1H,J=2,1
Hz) e o4 6,21 (1H, J = 2,1 Hz) foram atribuidos a H-2’, H-5, H-8 e H-6,
respectivamente, caracterizando a quercetina. A presenca de dois sinais de
hidrogénios anoméricos em 64 5,11 (1H,d,J=75Hz.) e 1 4,52 (1H, d, J =1,7 H2)
indicaram que TM11 trata-se de um flavonoide dissacarideo. O dupleto em &4 1,12
(3H, J = 6,2 Hz) sugere que um dos carboidratos é a ramnose. No espectro de RMN
de 3C o sinal em & 17,89 (CHz) confirma a presenca da ramnose. Os dados de
RMN de 3C foram comparados com os dados da literatura (VENEGAS-CASANOVA
et al., 2018) (Tabela 7A, p. 201) e permitiram identificar TM11 como sendo a rutina.
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1.4.12 TM12: epiafzelequina-(4B8—8)-epicatequina

TM12 foi obtido a partir de EMF e apresentou-se como solido vermelho com
faixa de fusdo de 216-218 °C, solavel em acetona e metanol. A andlise por CCD deste
sélido indicou uma mancha vermelha (revelador: acido perclorico/vanilina).

O espectro de RMN de 'H (Figura 25, p. 62) apresenta varios sinais na regiao
de hidrogénios aromaticos. O espectro de RMN de 3C (Figura 26, p. 63) apresenta 35
sinais de carbono que foram classificados a partir da analise do subespectro DEPT-
135 (Figura 27, p. 63). Os sinais em ¢c 114,96-115,53 (CH), oc 119,32 (CH), &
129,19 (CH), &c 131,76 e &c 132,34 (C), &c 145,08-145,40 (C) e & 155,82-157,66 (C),
confirmaram tratar-se de um composto aromatico, sugerindo que TM12 seja um
flavonoide dimérico. Procianidinas, especialmente aquelas contendo unidades de
epicatequina, sao frequentemente isoladas de espécies Celastraceae e, portanto,
suas estruturas foram inicialmente a base da analise de TM12. O espectro de RMN de
13C apresenta quatro sinais intensos na regido de carbono hidroxilado, & 79,24 (CH),
oc 76,94 (CH), & 72,92 (CH), & 66,42 (CH), e dois sinais intensos de carbono
alifatico em 6c 36,90 (CH) e & 29,01 (CH2). Todos esses sinais estdo acompanhados
por outros de baixa intensidade, mostrando um padrdo de duplicidade. Essa
duplicacdo de sinais acontece em flavonoides diméricos devido a presenca de
isbmeros rotacionais, em consequéncia da ligacao interflavonoidica e € mais intensa
nos anéis A e C, especialmente no caso de dimeros contendo epicatequina
(AGRAWAL, 1989). Os sinais em o 36,90 e & 107,05 indicam que a ligagcdo
interflavonoidica acontece entre as posi¢cdes C-4, da unidade superior (U), e C-8 da
unidade inferior (L), e os valores sdo compativeis para uma seérie de procianidinas
diméricas contendo pelo menos uma unidade de epicatequina (AGRAWAL, 1989), um

flavonoide da classe das flavanas, comumente encontrado na familia Celastraceae.
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No espectro de RMN de 'H os sinais entre 4 5,92-6,03 (3H) e &4 7,28- 6,73 (7H)
foram atribuidos aos atomos de hidrogénio dos anéis A e B, respectivamente. A
integracdo dos sinais referentes ao anel B apontam que as unidades de flavonoides
séo diferentes. Os sinais em ¢4 2,73 (1H), o4 2,90 (1H), o1 4,02 (1H), o4 4,32 (1H), oH
4,74 (1H) e o4 4,98-5,10 (2H), totalizando sete atomos de hidrogénio, sédo referentes

aos anéis C.
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Figura 25: Espectro de RMN de *H (600 MHz) de TM12 em (CDs)2CO.

Os dados de RMN de 3C foram comparados com uma série de procianidinas
diméricas e mon6meros de flavonoides da classe das flavanas, e a maioria dos
valores (Tabela 6, p. 67) sdo consistentes com os dados da literatura (AGRAWAL,
1989) para a epicatequina e epiafzelequina, sugerindo que TM12 seja um dimero
dessas unidades. Um dimero dessas flavanas é a epiafzelequina-(48—38)-
epicatequina, e seus dados de RMN de '3C dos atomos de carbono dos anéis C,
foram encontrados na literatura (KASHIWADA et al., 1990) e sdo condizentes com 0s
encontrados para TM12 (Tabela 6, p. 67). No entanto, ndo foram encontrados dados
completos na literatura para esse dimero. Além disso, os dados de RMN de 3C dos
anéis A e C da epicatequina e epiafzelequina séo coincidentes (Tabela 6, p. 67),
dificultando estabelecer qual delas trata-se da unidade U ou L. Os dados de RMN de

'H de procianidinas variam muito entre os autores, e sdo bastante afetados pelo
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solvente utilizado, dificultando a comparacdo por meio desses valores (AGRAWAL,
1989). Dessa forma, partimos para analise de RMN bidimensional (HSQC e HMBC)

para atribuicdo completa e elucidacéo inequivoca da estrutura de TM12.
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Figura 26: Espectro de RMN de 3C (150 MHz) de TM12 em (CD3)2CO.
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Figura 27: Subspectro DEPT-135 (150 MHz) de TM12 em (CDs3)2CO.

A partir da analise do mapa de contornos HSQC (Figuras 28 e 29, p. 64 e 65)
de TM12, todos os sinais de hidrogénio foram correlacionados aos seus respectivos
atomos de carbono. E entdo fez-se a andlise detalhada do mapa de contornos HMBC
(Figura 30 e 31, p. 66).
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Figura 28: Mapa de contornos HSQC (600 MHz) de TM12 em (CD3)2CO.

A andlise do mapa de contornos HMBC foi feita usando como ponto de partida
o sinal em & 36,90, atribuido a C-4U, pois esse valor é condizente com uma série de
procianidinas com ligacao interflavonoides na posicdo 48—8. O sinal de C-4U em &
36,90 correlaciona-se com o sinal de hidrogénio em ¢4 4,02 que foi atribuido a H-3U
(Figura 30, p. 66), que por sua vez apresenta correlagdes com os sinais de carbono
em & 76,94 (C-2U), & 100,62 (C-10U), & 131,76 (C-1°U) e & 107,05 (C-8L). Este
altimo sinal, por sua vez, correlaciona-se com o sinal de hidrogénio em &4 4,74 (H-
4U), confirmando que de fato a ligagcéo interflavonoide acontece entre C-4U e C-8L
(Figura 30, p. 66). O sinal de C-10 de procianidinas, utilizando acetona como solvente,
€ coincidente para as duas unidades dos monémeros (AGRAWAL, 1989) e isso pode
ser confirmado pelas correlagbes de C-10 em &c 100,62 com os sinais de hidrogénio
em & 4,74 (H-4U), 61 2,73 (H-4al) € o1 2,90 (H-4l), além de se correlacionar com os
sinais entre o4 5,92-6,03 que foram atribuidos a H-6U/L e H8-U (Figuras 30 e 31, p.
66).

O sinal de C-2U em o&c 76,94 apresenta correlagbes com os sinais de
hidrogénio em &4 4,74 (H-4U), &4 6,73 e 64 6,98 (H-3'5'U) e o4 7,27 (H-2'6’U) (Figura
31, p. 66). Essa ultima correlagdo confirma que a unidade superior (U) é a
epiafzelequina, pois o sinal em & 129,19 correspondente a C-2’6’ n&o € observado na

epicatequina.
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Os sinais de H-4aL e H-4oL em & 2,73 e ou 2,90, respectivamente,
correlacionam-se com os sinais de carbono em o&c 66,42 (C-3L) e oc 79,40 (C-2L).
Além disso, H-4oL em o4 2,90 (H-3) correlaciona-se com o sinal de carbono em &
107,05 (C-8L) (Figura 30, p. 66).

O sinal em &4 4,98 (H-2L) possui correlagbes com os sinais de carbono em oc
132,34 (C-1'L), & 115,27 (C-2'L) e & 119,32 (C-6'L) (Figura 31, p. 66). Esta Gltima
correlagcdo também confirma que a unidade inferior (L) é de fato a epicatequina, pois o
sinal em &c 119,32 ndo € observado no monémero epiafzelequina. O sinal de H-6'L
em o4 6,74 apresenta correlagcdes com os sinais de carbono em &c 145,08-145,40 (C-
3'4’L). Varias outras correlagBes de sinais de hidrogénios arométicos de TM12 foram
observadas e estdo listadas na Tabela 7, p. 68.

A andlise dos espectros de RMN 1D e 2D e comparacdo com dados da literatura,
permitiram atribuir os deslocamentos quimicos de todos os atomos de carbono
(Tabela 7, p. 68) necessérios para confirmar que TM12 trata-se de epiafzelequina-

(48—8)-epicatequina.
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Figura 29: Expansao do mapa de contornos HSQC (600 MHz) de TM12 em (CD3)2CO.
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Figura 30: Mapa de contornos HMBC (600

MHz) de TM12 em (CD3)2CO.
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Tabela 6: Comparacdo dos dados de RMN de 3C de TM12 com os dados da

literatura (KASHIWADA et al., 1990; AGRAWAL, 1989) para a

epiafzelequina-(48—8)-epicatequina, epiafzelequina e epicatequina

Oc** (KASHIWADA et
Oc***(AGRAWAL, 1989)
al., 1990)

N° B2 EE Oc* de TM12 epiafzellequina-. Epiafzelequina | Epicatequina Tipo de

C (4B—8)-epicatequina C
2U CH 76,94 76,7 79,4 - CH
3uU CH 72,92 72,7 66,3 - CH
4U CH 36,90 36,8 29,0 - CH:
5U C 155,82 - 157,0 - C
6U CH 96,48 - 96,4 - CH
7U C 157,66 - 157,0 - C
8U CH 95,98 - 95,8 - CH
ou C 157,66 - 157,0 - C
10U C 100,62 - 99,7 - C
1U C 131,76 - 131,3 - C
2'U CH 129,19 - 128,9 - CH
3'U CH 115,53 - 115,5 - CH
4'U C 157,66 - 157,0 - C
5'U CH 115,53 - 115,5 - CH
6'U CH 129,19 - 128,9 - CH
2L CH 79,40 79,0 - 79,4 CH
3L CH 66,42 66,1 - 66,9 CH
4L CH2 29,01 28,4 - 29,1 CH:
5L C 157,59 - 157,4 C
6L CH 97,12 - 96,2 CH
7L C 157,59 - 157.,4 C
8L C 107,05 - 95,7 CH
oL C 157,59 - 157,0 C
0L C 100,62 - 99,7 C
1L C 132,34 - 132,1 C
2L CH 114,96 - 115,2 CH
3L C 145,08-145,40 - 145,2 C
4L C 145,08-145,40 - 145,2 C
5L CH 115,27 - 115,5 CH
6'L CH 119,32 - 119,4 CH

*(CD3)2C0/150 MHz **(CD3)2CO/D20 (8:2)/25 MHz ***(CD3)2CO
MarcacGes de mesma cor relacionam & parciais de TM12 com os respectivos valores da
literatura para epiafzelequina-(4/—8)-epicatequina, epiafzelequina e epicatequina
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Tabela 7. Dados de RMN 1D e 2D (600 MHz) de epiafzelequina-(48—38)-

epicatequina (TM12) em (CD3)2.CO

Ne | TipodeC | &*de TM12 S HMBC
Unidade U

2U CH 76,94 5,10 3U,4U, 3'U, 5'U, 2'U, 6’U
3U CH 72,92 4,02 4U

4U CH 36,90 4,74 3U

5U C 155,8 - 4U

6U CH 96,48 6,00 8u

7U C 157,66 - 4U

8u CH 95,98 6,00 6U

ou C 157,66 - 4U

10U C 100,62 - 3U, 4U, 6U, 8U
1'U C 131,76 - 3uU,3U, 5U
2'U CH 129,19 7,27 6'U
3uU* CH 115,53 6,74 2U,6'U,5U
4U C 157,66 - 2U, 6'U
5'U* CH 115,53 6,74 3'U

6'U CH 129,19 7,27 2'U

Unidade L

2L CH 79,40 4,98 41, 2'L, 5L, 6'L
3L CH 66,42 4,32 4L

4L CH: 29,01 2,73 (Ha) 2,90 (Hb) -

5L C 157,59 - 4L, 6L
6L CH 97,12 6,00 -

7L C 157,59 - 6L

8L C 107,05 - 3U, 4U
oL C 157,59 - 4L, 6L
10L C 100,62 - 4L, 6L
1L C 132,34 - 2L, 2°L, 5L
2L ** CH 114,96 7,11 2L, 6L
3L C 145,08-145,40 - 2L, 5L
4L C 145,08-145,40 - 2L, 5L
5L CH 115,27 6,98 2L, 6L
6'L CH 119,32 6,73 2L, 2L, 5L

* ** Gjnais intercambiaveis
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1.4.13 TM13: friedelan-3,21-diona

TM13 foi isolado de EHG, SHG, ECG, EAG e EHR. Apresentou-se como um
sdlido branco cristalino, soluvel em cloroformio e com faixa de fuséo de 227,0-230,6
°C. A analise por CCD deste solido indicou uma unica mancha amarela (revelador:
acido perclorico/vanilina).

O espectro de RMN de 'H (Figura 33A, p. 171) apresenta sinais em &4 0,74, &
0,88, &4 0,89, o1 1,06, o4 1,08, &4 1,15, o4 1,16 e &4 1,17 que foram atribuidos a oito
grupos metila, de acordo com a integracéo dos sinais. O dupleto em o4 2,60 (J = 12,8
Hz) e o sinal em &4 2,39 séo referentes a atomos de hidrogénio ligados a atomos de
carbono vizinhos a carbonila.

O espectro de RMN de 3C (Figura 34A, p. 171) apresenta 30 sinais de
carbono, que foram classificados a partir do subespectro DEPT-135 (Figura 35A, p.
172). Os sinais em ¢&c 212,85 e &c 218,74 séo referentes a dois grupos carbonila, e 0
sinal em ¢&c 6,82 a metila em C-23. Estes dados sugerem que TM13 é um TTPC
friedelano contendo duas carbonilas.

Os dados obtidos de RMN de '3C foram comparados com os da literatura
(PATRA et al., 1981) (Tabela 8A, p. 202) e permitiram identificar TM13 como sendo
friedelan-3,21-diona.
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1.4.14 TM14: 21B-hidroxifriedelan-3-ona

TM14 foi isolado de EHG e apresentou-se como um sélido branco cristalino,
soluvel em cloroférmio e com faixa de fusdo de 212,7-215,8 °C. A analise por CCD
deste sdlido indicou uma Unica roxa (revelador: acido perclérico/vanilina).

O espectro de RMN de 'H (Figura 36A, p. 172) apresenta sinais em & 0,73, &
0,87, &1 0,88, o1 1,02, 64 1,04, &4 1,06, o4 1,08 e &4 1,41 que foram atribuidos a oito
grupos metila. O sinal em 64 3,80 (1H, dd, J = 6,0 e 1,0 Hz) é atribuido a um atomo de
hidrogénio ligado a carbono hidroxilado.

O espectro de RMN de 3C (Figura 37A, p. 173) apresenta 30 sinais de
carbono, que foram classificados a partir do subspectro DEPT-135 (Figura 38A, p.
173). O sinal em oc 213,17 foi atribuido a carbonila em C-3 e o sinal em & 6,94 foi
atribuido a metila em C-23, que sdo sinais caracteristicos de triterpenos friedelano. O
sinal em &c 75,82 (CH) foi atribuido ao carbono hidroxilado.

Os dados obtidos de RMN de 13C foram comparados com os da literatura
(NGUYEN e TRAN, 2009) (Tabela 9A, p. 203) e permitiram identificar TM14 como

sendo 21B-hidroxifriedelan-3-ona.
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1.4.15 TM15: 21a-hidroxifriedelan-3-ona

TM15 foi isolado de SHG e apresentou-se como soélido amorfo, solivel em
cloroférmio e com faixa de fusdo de 247,6-249,0 °C. A analise por CCD deste sélido
evidenciou a existéncia de uma mancha roxa (revelador: &cido perclérico/vanilina).

O espectro de RMN de 'H (Figura 39A, p. 174) apresenta sinais em &4 0,72, &
0,87, &1 0,89, &1 0,91, &4 0,99, &4 1,07, &4 1,11 e &4 1,20 que foram atribuidos a oito
grupos metila, sugerindo a presenca de um triterpeno pentaciclico. O dupleto duplo
em ou 3,69 (1H, J = 4,3 e 12,1 Hz) é referente a um atomo de hidrogénio na posigcéo
axial de carbono contendo o grupo hidroxila.

O espectro de RMN de 3C (Figuras 40A, p. 174) apresenta 30 sinais, sendo
sete ndo hidrogenados, cinco metinicos, dez metilénicos e oito metilas classificados a
partir do subespectro DEPT-135 (Figura 41A, p. 175). O sinal em &c 74,45 confirma a
presenca de um atomo de carbono metinico hidroxilado. O sinal em & 213,26 indicou
a presenca de um atomo de carbono carbonilico, atribuido a C-3, e o sinal em &c 6,96
é referente & metila em C-23. Estes sinais confirmam tratar-se de um TTPC
friedelano.

A comparacdo dos dados de RMN de 3C com a literatura (SETZER et al.,2000)
(Tabela 10A, p. 204), permitiram identificar TM15 como sendo 21la-hidroxifriedelan-

3-ona.
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1.4.16 TM16: 30-hidroxifriedelan-3-ona

TM16 foi isolado de EHG, SHG e ECG, um sélido branco amorfo solivel em
cloroférmio e com faixa de fusdo de 257,3-259,1 °C. Andlise de CCD mostrou a
presenca de uma unica mancha roxa (revelador: acido perclérico/vanilina).

O espectro de RMN de 'H (Figura 42A, p. 175) apresenta sinais em &4 0,72, &
0,87, ou 0,89, o4 0,99, o4 1,00, o+ 1,07 e o1 1,15 referentes a sete grupos metila, de
acordo com as integracgdes. Dois dupletos em 64 3,36 (J = 10,5 Hz) e &4 3,43 (J =10,5
Hz) sugerem a presenca de dois atomos de hidrogénio, de acordo com as
integracdes, ligados a um carbono hidroxilado.

O espectro de RMN de 3°C (Figuras 43A, p. 176) apresenta 29 sinais de
carbono, sendo um deles com intensidade maior, indicando uma sobreposicao de
sinais. Com auxilio do subespectro DEPT-135 (Figuras 44A, p. 176) os sinais foram
classificados. O sinal em & 6,82 juntamente com & 213,12 sugerem uma estrutura
triterpénica da série friedelano (MAHATO E KUNDU, 1994), que possui carbonila em
C-3. O sinal em &c 72,01 indica a presenca de um atomo de carbono hidroxilado na
estrutura, que foi classificado como um CHz, a partir do subespectro DEPT-135.

Os dados obtidos de RMN de '3C foram comparados com os da literatura
(FERREIRA, 2014) (Tabela 11A, p. 205) e sugeriram que TM16 trata-se de 30-
hidroxifriedelan-3-ona.
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1.4.17 TM17: 3-oxo-friedelan-28-al

TML17 foi isolado de SHG e ECG, apresentou-se como um sdlido branco amorfo
com faixa de fusdo de 180,3-183,0 °C, soluvel em cloroférmio e que indicou a
presenca de uma Unica mancha roxa em CCD (revelador: acido perclérico/vanilina).

O espectro de RMN de 'H (Figura 45A, p. 177) apresenta sete sinais em &
0,67, 0,72, 0,84, 0,87, 0,95, 0,98 e 1,07 referentes a sete grupos metila, de acordo
com a integracao dos sinais. O sinal em 649,47 (1H) sugeriu a presenca de um grupo
CHO.

O espectro de RMN de 3C e subespectro DEPT-135 (Figuras 46A e 47A, p.
177 e 178) indicam a presenca de 30 sinais de carbono, que foram classificados como
sendo 7 CHs, 11 CH2, 5 CH e 7 C. O sinal em & 6,93, caracteristico de um carbono
de uma estrutura triterpénica da série friedelano (MAHATO e KUNDU, 1994), foi
atribuido & metila em C-23. Os sinais em & 213,10 e & 209,14 séo relacionados a
dois carbonos carbonilicos, sendo este ultimo de carbonila de aldeido.

Os dados obtidos de RMN de *3C foram comparados com os da literatura (LI et
al., 2010) (Tabela 12A, p. 206) e indicaram que TM17 trata-se de 3-oxo-friedelan-28-
al.
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1.4.18 TM18: friedel-1-en-3,21-diona e TM13: friedelan-3,21-diona

A mistura de TM18 e TM13 foi isolada de SHG. Apresentou-se como solido
amorfo, solivel em cloroférmio e evidenciou a existéncia de duas manchas roxas com
Rt bem proximos, em CCD (revelador: &cido perclorico/vanilina). Tentativas de
separacéo foram infrutiferas.

O espectro de RMN de 'H (Figura 32, p. 76) apresenta um grande nimero de
sinais entre o4 0,74 e 1,17, de diferentes intensidades, sugerindo tratar-se de uma
mistura. O dupleto em ¢4 2,61 (J = 12,9 Hz) é caracteristico de atomos de hidrogénio
vizinhos a carbonila e os sinais em ¢4 6,06 (dd, J = 10,2 e 3,1 Hz) e 6,92 (dd, J = 10,2
e 1,2 Hz), de baixas intensidades, indicam que o composto minoritario da mistura
possui ligacao insaturada.

O espectro de RMN de 3C (Figura 33, p. 76) apresenta 56 sinais de carbono,
que foram classificados a partir do subspectro DEPT-135 (Figura 34, p. 77). Os sinais
em oc 201,68, &c 212,89 e & 218,64 e &c 218,77 indicam a presenca de quatro
grupos carbonila. Estes dados, juntamente com a presenca dos sinais em &c 6,68 e &c
6,82, sugerem que a mistura é composta por dois triterpenos friedelanicos com
carbonila em C-3. Além disso, sinais em &c 130,28 (CH) e & 148.67 (CH) indicam que
um dos compostos apresenta ligacdo dupla. Considerando a integracdo dos sinais
referentes as metilas C-23 no espectro de RMN de 13C, pode-se indicar que o
composto minoritario corresponde cerca de 15 % da mistura. Os sinais foram listados
separadamente de acordo com suas intensidades e a partir da comparagdo com 0s
dados da literatura foi possivel identificar friedelan-3,21-diona (TM13) como
componente majoritario na mistura (Tabela 8, p. 75). Os dados do composto
minoritario foram comparados com os dados dos triterpenos friedel-1-en-3-ona e
friedelan-3,21-diona, que permitiram sugerir que TM18 trata-se de friedel-1-en-3,21-
diona, um composto inédito (Tabela 8, p. 75).
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Tabela 8: Comparacgédo dos dados de RMN de *3C da mistura de TM13 e TM18 com
os dados da literatura para friedelan-3,21-diona (PATRA et al., 1981) e
friedel-1-en-3-ona (MOITEIRO et al., 2001)

\o Tipode | oc*de oc** friedelan- oc* de oc*** friedel-1-en- Tipo de
carbono | TM13 3,21-diona TM18 3-ona carbono

1 CH: 22,27 22,4 130,28 130,3 CH
2 CH: 41,48 41,6 148,67 148,7 CH
3 C 212,89 213,0 201,68 201,4 C
4 CH 58,23 58,2 57,73 57,9 CH
5 C 42,10 42,2 43,70 43,70 C
6 CH: 41,22 41,3 39,78 40,0 CH2
7 CH: 18,28 18,4 17,78 18,6 CH2
8 CH 53,36 534 52,52 52,5 CH
9 C 37,49 37,5 37,05 36,8 C
10 CH 59,46 59,5 62,15 62,4 CH
11 CH: 35,55 35,6 35,03 35,5 CH2
12 CH: 32,78 32,9 32,48 30,3 CH2
13 C 38,20 38,3 38,16 40,1 C
14 C 39,92 40,0 40,0 38,4 C
15 CH: 30,62 30,7 30,32 32,3 CH:
16 CH: 37,02 37,1 37,02 36,1 CH:
17 C 33,23 33,3 36,64 30,1 C
18 CH 41,96 42,0 42,00 43,1 CH
19 CH: 35,10 35,1 34,61 35,0 CH:
20 C 42,74 42,8 42,79 28,2 C
21 C 218,77 218,8 218,64 33,0 C
22 CH: 54,96 55,1 54,96 39,3 CH:
23 CHs 6,82 6,9 6,68 6,6 CHs
24 CHs 14,66 14,8 13,75 13,8 CHs
25 CHs 17,74 17,9 17,74 17,9 CHs
26 CHs 18,46 18,6 19,58 19,8 CHs
27 CHs 21,20 21,4 20,76 18,6 CHs
28 CHs 33,56 33,6 33,53 32,2 CHs
29 CHs 28,81 28,9 28,81 31,8 CHs
30 CHs 24,98 25,9 24,98 34,9 CHs

*CDClIs/100 MHz  **CDCl3/20 MHz ***CDCls/75 MHz

Marcagbes de mesma cor relacionam ¢ parciais de TM18 com os valores da literatura
para friedelan-3,21-diona e friedel-1-en-3-ona.
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Figura 32: Espectro de RMN de *H (400 MHz) da mistura de TM13 e TM18 em CDCla.
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Figura 33: Espectro de RMN de 3C (100 MHz) da mistura de TM13 e TM18 em CDCls.

A fim de confirmar e elucidar inequivocamente a estrutura desse componente
minoritario inédito, procedeu-se a analise detalhada dos espectros de RMN uni e
bidimensional. Buscaram-se as correlagbes entre os sinais de menores intensidades,
especialmente as correlagbes dos anéis A e B desse triterpeno. As demais
mostravam-se sobrepostas, ja que ambos 0s componentes apresentam carbonila em

C-21 e a diferenciagéo ocorre apenas no anel A.
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Figura 34: Subspectro DEPT-135 (100 MHz) da mistura de TM13 e TM18 em CDCls.

A andlise do mapa de contornos HSQC (Figura 35) da mistura de TM13 e
TM18 permitiu correlacionar o sinal do carbono C-23 em ¢&c 6,68 com H-23 em oH

1,00. Vérios sinais de carbono foram correlacionados aos seus respectivos a&tomos de
hidrogénio.
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Figura 35: Mapa de contornos HSQC (400 MHz) da mistura de TM13 e TM18 em CDCls.
Usando como ponto de partida os valores de C-23/H-23, procedeu-se, entdo, a

analise do mapa de contornos HMBC (Figuras 36 e 37, p. 78). O sinal de H-23 em &
1,00 correlaciona-se com o sinal de carbono em o&c 201,68 (C-3), oc 57,73 (C-4) e &c
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43,70 (C-5) (Figuras 36 e 37). O sinal de carbono em & 201,68 (C-3) possui
correlagdes com os sinais de hidrogénio em 64 6,93 (H-2), o4 2,26 (H-4) e &+ 1,00 (H-
23) (Figura 36). O sinal em o&c 43,70 (C-5) correlaciona-se com 4 1,00 (H-23) e o
0,81 (H-24), &1 6,93 (H-2), e o1 2,26 (H-4) e o1 2,27 (H-10) (Figuras 36 e 37). Por sua
vez, o sinal & 62,15 (C-10) se correlaciona com os sinais em o4 6,07 (H-1), o+ 0,81
(H-24) e 64 0,95 (H-25). Além disso, o sinal em &4 0,95 (H-25) correlaciona-se com &c

52,52 (C-8) (Figura 36). As correlagbes observadas para TM18 estdo apresentadas
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Figura 36: Mapa de contornos HMBC (400 MHz) da mistura de TM13 e TM18 em
CDCls.
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Figura 37: Expansao do mapa de contornos HMBC (400 MHz) da mistura de TM13 e
TM18 em CDCls.
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A partir da andlise do mapa de contornos COSY (Figura 38) foi possivel
correlacionar os sinais em ¢+ 6,93 (H-2) com 64 6,06 (H-1), o4 1,00 (H-23) com ¢n 2,26
(H-4), on 2,27 (H-10) com 64 6,06 (H-1) e o 6,93 (H-2).
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Figura 38: Mapa de contornos COSY (400 MHz) da mistura de TM13 e TM18 em
CDCls.

Figura 39: Correlacdes HMBC (400 MHz) observadas para TM18.

A andlise dos espectros de RMN 1D e 2D e comparacdo com os dados da
literatura, permitiram atribuir os deslocamentos quimicos de todos os atomos de
carbono necessarios para identificar TM18 como sendo friedel-1-en-3,21-diona

(Tabela 9, p. 80), um triterpeno pentaciclico inédito.
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Tabela 9: Dados de RMN 1D e 2D (400 MHz) de friedel-1-en-3,21-diona em CDCl3

n°C | & Tmis | TipodeC S HMBC cosy
1 130,28 CH 6,06 10 2,10
2 148,67 CH 6,92 4,10 1,10
3 201,68 C - 2,4,23 -
4 57,73 CH 2,26 23, 24 23
5 43,70 C - 2,4, 10, 23, 24 -
6 39,78 CHz 134€1,83 24 -
7 17,78 CHz - -
8 52,52 CH 1,46 25 -
9 37,05 C - -
10 62,15 CH 2,27 1,24, 25 1,2
11 35,03 CHz - - -
12 32,48 CHz - - -
13 38,16 C - - -
14 40,0 C - - -
15 30,32 CHz - - -
16 37,05 CHz - - -
17 36,62 C - - -
18 42,00 CH 1.81 - -
19 34,61 CHz - - -
20 42,79 C - - -
21 218,64 C - - -
22 54,96 CHz - - -
23 6,68 CHs 1.00 3,4,5 4
24 13,75 CHs 0.81 4,10 -
25 17,74 CHs 0,95 - -
26 19,58 CHs - - -
27 20,76 CHs 1.07 - -
28 33,53 CHs - - -
29 28,81 CHs - - -
30 24,98 CHs - - -
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1.4.19 TM19: friedelan-1,3,21-triona

TM19 foi isolado de SHG e apresentou-se como um solido branco amorfo
solavel em cloroférmio, com faixa de fusdo de 223,8-226,8 °C, e indicou a presenca
de uma unica mancha roxa em CCD (revelador: acido perclérico/vanilina).

O espectro na regido do IV (Figura 40) de TM19 apresenta bandas em 2930-
2848 cm caracteristica de estiramento simétrico e assimétrico da ligagcdo CH de
compostos alifaticos, banda larga em 1716 cm™ referente a estiramento de ligacédo
CO de carbonilas e bandas em 1466 e 1392 cm™ caracteristicas de deformacéo
angular no plano de ligagcdo simples CH de compostos alifaticos. Além disso,
apresenta bandas em 3548 and 3412 cm, sugerindo a presenca de grupos
hidroxilas.
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Figura 40: Espectro na regido do IV da mistura de TM19 (KBr)
(Reproduzido de FERREIRA et al., 2019).
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O espectro de RMN de *H (Figura 41) apresenta oito sinais em 6 0,71, 64 1,05,
on 1,07, &1 1,09, on 1,14, &+ 1,16, o1 1,18 e o4 1,22 referentes a oito grupos metila,
conforme indicado pela integracdo dos sinais. Estes sinais sugerem tratar-se de um
triterpeno pentaciclico. Os sinais em o+ 2,39 (1H, s) e o 2,58 (2H, m) séo
caracteristicos de atomos de hidrogénio ligados a carbono vizinho a carbonila e os
sinais em o4 3,24 (1H, d, J = 16,0 Hz) e &1 3,44 (1H, d, J = 16,0 Hz) indicam a
presenca de atomos de hidrogénio ligados a carbono vizinho a grupos
eletronegativos.
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Figura 41: Espectro de RMN de *H (400 MHz) de TM19 em CDCls
(Adaptado de FERREIRA et al., 2019).

O espectro de RMN de 3C (Figuras 42, p. 83) indica a presenca de 30 sinais
de carbono que foram classificados, por meio do subespectro DEPT-135 (Figura 43,
p. 83), como sendo 8 CHs, 9 CH2, 4 CH e 9 C. Os sinais em &c 202,73, éc 203,96 e &
218,75 indicam a presenca de trés grupos carbonilas no composto e o sinal em &c
7,29 refere-se a metila C-23 vizinha a grupo C=0. O sinal em & 71,80 sugere a
presenca de carbono hidroxilado. No entanto, apos a andlise dos espectros de RMN
bidimensionais de TM19, esse sinal foi atribuido a um carbono metinico vizinho a
carbonila. Uma série de TTPC com carbonilas em C-1 e C-3 apresentam C-10 com
deslocamento quimico nessa regidao (MAHATO e KUNDU, 1994). Sendo assim, as
bandas de grupos hidroxilas observadas no espectro na regido do IV estdo
relacionadas a um equilibrio ceto endlico, em fase soélida, de um composto f3

dicetonico.
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N&o foram encontrados dados de RMN na literatura que fossem similares aos
dados experimentais, sendo assim foi realizada a andlise detalhada dos espectros de
RMN 1D e 2D para elucidacdo da estrutura de TM19, partindo da proposta de um

TTPC com carbonila em C-3.
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Figura 42: Espectro de RMN de 3C (100 MHz) de TM19 em CDCls
(Adaptado de FERREIRA et al., 2019).
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Figura 43: Subespectro DEPT-135 (100 MHz) de TM19 em CDCls
(Adaptado de FERREIRA et al., 2019).

A analise do mapa de contornos HSQC (Figuras 44 e 45, p. 86) de TM19

permitiu correlacionar o sinal do carbono C-23 em o&c 7,29 com H-23 em &4 1,05.
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Outros sinais de carbono foram correlacionados aos seus respectivos atomos de
hidrogénio, apds analise detalhada do mapa de contornos HSQC.

Usando como ponto de partida os valores de C-23/H-23, procedeu-se, entdo, a
analise do mapa de contornos HMBC (Figuras 46 a 49, p. 87 e 88)

O sinal de H-23 em o4 1,05 correlaciona-se com o sinal de carbono em &
203,96 (C-3) e & 59,04 (C-4) (Figuras 46, p. 87).

O sinal de carbono em & 203,96 (C-3) possui correlagcbes com os sinais de
hidrogénio em o4 2,58 (H-4), o4 3,24 (H-23) e o4 3,44 (H-20a) (Figura 46, p. 87). O sinal
de carbono em & 59,04 (C-4) possui correlagdes com os sinais de hidrogénio em ou
3,24 (H-2B), o4 2,39 (H-10), & 1,05 (H-23) e 64 0,71 (H-24) (Figura 46 e 47, p. 87)

O sinal de H-10 em &4 2,39 correlaciona-se com o sinal de carbono em &
202,73 (C-1) que, por sua vez, correlaciona-se com o sinal de &+ 3,24 (H-2B) e o1 3,44
(H-20) (Figura 46 e 49, p. 87 e 88). Estas correlagbes permitem associar as carbonilas
em & 202,73 e &c 203,96 com C-1 e C-3, respectivamente.

O sinal de C-10 em &c 71,80 possui correlagbes com os sinais de hidrogénio
em on 3,24 (H-2B), o1 2,58 (H-4), ou 1,89 (H-6B), o+ 1,22 (H-25) e on 0,71 (H-24)
(Figura 46, p. 87). Os respectivos sinais de carbono foram atribuidos a partir da
analise do mapa de contornos HSQC.

O sinal de H-25 em ¢4 1,22 possui correlagdes com os sinais de carbono em o&c
34,48 (C-11), & 37,23 (C-9), &c 52,40 (C-8) e &c 71,80 (C-10) (Figuras 46, 47 e 48, p.
87 e 88). O sinal de C-8 em & 52,40 correlaciona-se com os sinais de hidrogénio em
S1 1,22 (H-25) e &4 1,09 (H-26) (Figura 47, p. 87). O sinal de H-26 em & 1,09
correlaciona-se com os sinais de carbono em &c 32,75 (C-15) e oc 39,72 (C-13), e
este, por sua vez, correlaciona-se com o sinal de hidrogénio em o4 1,14 (H-27) (Figura
48, p. 88).

O sinal de C-26 em o&c 21,27 possui correlagbes com os sinais de hidrogénio
em o+ 1,55 (H-15) e on 1,33 (H-15) (Figuras 48, p. 88). O sinal de H-15 em 64 1,33
correlaciona-se com o sinal em & 33,17 (C-17) (Figura 48, p. 88), que por sua vez
correlaciona-se com os sinais de hidrogénio em 64 1,16 (H-28), o4 1,38 (H-16B), oH
1,60 (H-198), o4 1,79 (H-18), e &4 2,60 (H-22a) (Figura 47, p. 87). O sinal de C-19 em
oc 36,96 correlaciona-se com os sinais de hidrogénio em o4 1,79 (H-18) e &4 1,07 (H-
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29), e esse por sua vez correlaciona-se com o sinal de carbono em &c 24,97 (C-30)
(Figura 47, p. 87).

O sinal de H-30 em &4 1,18 correlaciona-se com 0s sinais de carbono em &
28,78 (C-29), & 42,75 (C-20) e oc 218,78 (C-21) (Figuras 48 e 49, p. 87 e 88). Por
sua vez, C-21 correlaciona-se com os sinais de hidrogénio em &4 1,07 (H-29), o4 1,60
(H-19), on 1,79 (H-22B) e ou 2,60 (H-22a) (Figuras 49, p. 88). O sinal de H-22a em &
2,60 correlaciona-se com o sinal em & 33,47 (C-28) (Figura 46, p. 87). Essas
correlagdes permitiram confirmar a posicao da terceira carbonila em C-21.

No mapa de contornos COSY de TM19 (Figura 50, p. 88), o sinal de hidrogénio
H-23 em &4 1,05 correlaciona-se com o sinal de hidrogénio H-4 em &4 2,58. O sinal de
hidrogénio H-2B em &4 3,24 correlaciona-se com o sinal de hidrogénio H-2a em &u
3,44. O sinal de hidrogénio H-158 em &4 1,55 correlaciona-se com o sinal de
hidrogénio de H-163 em &4 1,38 e o sinal de hidrogénio H-18 em &4 1,79 correlaciona-
se com o sinal de hidrogénio de H-193 em &4 1,60.

No mapa de correlacbes NOESY de TM19 observou-se que o sinal de
hidrogénio em o+ 1,05 (H-23) correlaciona-se com os sinais de hidrogénio em &4 2,58
(H-4), em &4 1,89 (H-6B) e em o4 0,71 (H-24) (Figuras 51 e 52, p. 89).

O sinal de hidrogénio em o4 2,58 (H-4) possui correlagbes com os sinais de
hidrogénio em o4 3,44 (H-2a) e em o4 2,39 (H-10) (Figura 51, p. 89). O sinal de
hidrogénio em &4 2,39 (H-10) correlaciona-se com os sinais de hidrogénio em &+ 1,26
(H-8), que correlaciona-se com o sinal em ou 1,14 (H-27) (Figura 51 e 52, p. 89). O
sinal de hidrogénio em &4 1,79 (H-18) correlaciona-se com o sinal de hidrogénio em
1,09 (H-26) e em o4 1,16 (H-28) (Figura 52, p. 89). Essas correlagbes estabelecem
gue os anéis B, C e D do esqueleto friedelanico estdo na conformacédo de cadeira
(Figura 53, p. 89).

O sinal de hidrogénio em &4 0,71 (H-24) possui correlacdo com os sinais de
hidrogénio em o1 1,22 (H-25), e em &+ 1,89 (H-6B) (Figura 51, p. 89). O sinal de
hidrogénio em &4 1,22 (H-25) possui correlagbes com os sinais de hidrogénio em &4
1,49 (H-12B) e em &4 1,09 (H-26) (Figura 52, p. 89).

O sinal de hidrogénio em o 1,18 (H-28) correlaciona-se com o sinal de
hidrogénio em 61 1,60 (H-19B), que por sua vez correlaciona-se com o sinal de
hidrogénio de H-18 em &4 1,79 (Figura 51 e 52, p. 89). O sinal de hidrogénio em



Capitulo 1: Estudo Fitoquimico

2,60 (H-22a) possui correlacbes com os sinais de hidrogénio em 61 1,14 (H-27) e oH
1,07 (H-29) (Figura 51, p. 89). O sinal de hidrogénio em ¢4 1,14 (H-27) correlaciona-se
com o sinal de hidrogénio em ox 1,07 (H-29) (Figura 51, p. 88). Essas correlagdes

estabelecem que o anel E do esqueleto friedelanico também esta na conformacédo em

cadeira (Figura 53, p. 89).
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Figura 44: Mapa de contornos HSQC (400 MHz) de TM19 em CDCls

(Reproduzido de FERREIRA et al., 2019).
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Figura 46: Mapa de contornos HMBC (400 MHz) de TM19 em CDCls
(Adaptado de FERREIRA et al., 2019).
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Figura 47: Expanséo do mapa de contornos HMBC (400 MHz) de TM19 em CDCl3
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Figura 51: Mapa de contornos NOESY (400 MHz) de TM19 em CDCls
(Reproduzido de FERREIRA et al., 2019).
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Figura 52: Expansdo do mapa de contornos NOESY (400 MHz) de TM19 em CDCls.

Figura 53: Correlacdes NOESY observadas para TM19.

A anélise dos espectros de RMN 1D e 2D permitiu atribuir os deslocamentos
guimicos de todos os atomos de hidrogénio e carbono (Tabela 10, p. 90) confirmando
que TM19 trata-se de friedelan-1,3,21-triona, um composto inédito. Sua férmula
molecular C3oH4603 foi confirmada por HR-ESI-MS (m/z 477,3221 [M+Na]*, calculado:
477,3339).
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Tabela 10: Dados de RMN 1D e 2D (400 MHz) de friedelan-1,3,21-triona em CDCl3

(Adaptado de FERREIRA et al., 2019)

Atomo | s&*Tm19 | TipodeC S HMBC cosy NOESY

1 202,73 C - 2,10 - -

2 60,57 CH, 3,248 eq) - 2 2a
3,44a (ax) - 2B, 4,10

3 203,96 C - 2,4,23 - -

4 59,04 CH 2,58a (ax) 2,10, 23, 24 23 2a, 6a, 10, 23

5 37,83 C - 4,10, 24 - -

6 40,52 CH, 1,380 (ax) 24 68 4,68
1,898 (eq) - 6a, 78 6a, 23, 24

7 18,09 CH, 1,290 (eq) - - -
1,488 (ax) - 68, 88 18

8 52,40 CH 1,26a 25, 26 78 10, 27

9 37,23 C - 25 - -

10 71,80 CH 2,39a (ax) 2,4,6,24,25 - 2a, 4,8, 11a

11 34,48 CH, 1,8a (ax) 10, 25 118, 12a 10, 118
2,198 (eq) - 1la, 12a, 128 78, 11a, 128

12 30,27 CH, 1,29a (eq) 27 118, 11a -
1,496 (ax) - 118 118, 25, 26

13 39,72 C - 26, 27 - -

14 38,10 C - 27 - -

15 32,75 CH, 1,330 (ax) 26 158 158, 27
1,558 (eq) - 15a, 168 15a, 26

16 34,97 CH, 1,388 (ax) 18, 28 158, 16a 18, 28
1,760 (eq) - 168 -

17 33,17 C - 15, 16, 18, 19, 22, - -

28

18 41,82 CH 1,798 (ax) 16, 19, 22, 28 19 1986, 26, 28

19 36,96 CH, 1,608 (ax) 18, 29 18 18, 28
1,83a (eq) - -

20 42,75 C - 29, 30 - -

21 218,78 C - 19, 22, 29, 30 - -

22 54,97 CH;, 1,798 (eq) 28 22a 22a
2,600 (ax) - 2283 22, 27, 29

23 7,29 CHs 1,05 (eq) 4 4 4,68, 24

24 15,96 CHs 0,71 (ax) 4,10 - 68, 23, 25

25 17,79 CH; 1,22 (ax) 10 - 128, 24,26

26 21,27 CHs 1,09 (ax) 15 - 128, 158, 18, 25

27 18,55 CH;s 1,14 (ax) 18 - 8, 15a, 22a, 29

28 33,47 CHs 1,16 (ax) 22 - 168, 18, 198

29 28,78 CH, 1,07 (ax) 30 - 22a, 27

30 24,97 CHs; 1,18 (eq) 29 - -

*Solvente: CDCl3
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1.4.20 TMZ20: B-sitosterol

TM20 foi isolado de ECG e apresentou-se como um sdlido branco, com faixa
de fusdo de 133,4-134,3 °C e uma Unica mancha roxa na analise por CCD (revelador:
acido perclorico/vanilina).

O espectro de RMN de 'H (Figura 48A, p. 178) apresenta um multipleto
centrado em &+ 3,52 atribuido a hidrogénio ligado ao carbono hidroxilado e um sinal
em on 5,34 referente a hidrogénio olefinico.

O espectro de RMN de 3C (Figura 49A, p. 179) apresenta 28 sinais, sendo que
um deles com maior intensidade, indicando sobreposicao de sinais, totalizando, dessa
forma, 29 sinais, sugerindo a presenca de esterdide. A partir da andlise do
subespectro DEPT-135 (Figura 50A, p. 179) foi possivel classificar os atomos de
carbono, sendo 6 CHs, 11 CH2, 9 CH e 3 C. O sinal em & 71,94 foi atribuido ao
carbono hidroxilado e os sinais em &c 121,84 (CH) e & 140,90 (C) séo referentes a
atomos de carbono olefinico. Um esteroide muito comum encontrado em plantas, bem
como na familia Celastraceae, é o B-sitosterol.

Sendo assim, os dados obtidos a partir do espectro de RMN de 3C e
subespectro DEPT-135 foram comparados com os da literatura (RODRIGUES et al.,
2015) para esse esteroide (Tabela 13A, p. 207) e permitiram confirmar que TM20

trata-se do B-sitosterol.
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1.4.21 TM21: Acido 3-oxo-friedelan-28-oico

TM21 foi isolado de ECG e apresentou-se como um sdlido branco, com faixa
de fusado de 238,3-239,5 °C e uma Unica mancha roxa na analise por CCD (revelador:
acido perclorico/vanilina).

O espectro de RMN de 'H (Figura 51A, p. 180) apresenta simpletos em & 0,72,
o+ 0,79, &4 0,81 64 0,86, o1 0,94 e on 1,04, além de um dupleto em o4 0,87, e suas
integragcdes sugerem a presenca de sete metilas.

O espectro de RMN de 3C (Figura 52A, p. 180) apresenta 29 sinais, sendo que
o sinal em & 37,85 (C) possui intensidade maior, indicando sobreposicéo de sinais. A
partir da analise do subespectro DEPT-135 (Figura 53A, p. 181) foi possivel classificar
todos os atomos de carbono. O sinal em & 6,94 e o sinal em & 213,26 sugerem a
presenca de um triterpeno friedelano e foram atribuidos a metila C-23 e ao carbono
carbonilico C-3, respectivamente. J4 o sinal em &c 184,54 indica a presenca de um
grupo acido carboxilico.

Os dados obtidos a partir do espectro de RMN de 3C e subespectro DEPT-135
foram comparados com os da literatura (NOZAKI et al., 1990) (Tabela 14A, p. 208) e
permitiram identificar TM21 como sendo o acido 3-oxo-friedelan-28-oico.
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1.4.22 TM22: 28,29-di-hidroxifriedelan-3-ona

OH

TM22 foi identificado em uma mistura isolada de ECG, e apresentou-se como
um solido branco, que indica uma Unica mancha roxa na andlise por CCD (revelador:
acido percldrico/vanilina).

O espectro de RMN de 'H (Figura 54A, p. 181) de TM22 sugere uma mistura
de triterpenos pentaciclicos devido a presenca de diversos sinais entre 64 0,72 e &
1,25 indicando grande numero de metilas, de acordo com a integracdo dos sinais.
Além disso, o espectro de RMN de 3C (Figura 55A, p. 182) apresenta 59 sinais, que
foram classificados de acordo com o subespectro DEPT-135 (Figura 56A, p. 182),
sendo que os sinais em & 213,20 (C-3, C=0), & 213,31 (C-3, C=0) e um sinal
intenso em & 6,96 (C-23, CHs) indicam tratar-se de dois TTPC de esqueleto
friedelano. Os sinais de carbono em &c 67,52 (CH2), &c 74,15 (CH2), &c 75,95 (CH2) e
oc 76,56 (CH) séo caracteristicos de atomos de carbono ligados a hidroxila. No
espectro de RMN de 'H os sinais em & 3,73 (1H, d, J = 10,9 Hz), 6+ 3,63 (1H, d, J =
10,9 Hz), ox 3,34 (1H, d, J = 10,4 Hz) e o4 3,27 (2H, J = 10,2 Hz) referem-se aos
atomos de hidrogénio ligados a carbonos hidroxilados.

Os dados foram comparados com os da literatura para uma série de triterpenos
de esqueleto friedelano hidroxilados com carbonila em C3, no entanto foi possivel
identificar apenas um componente da mistura (RODRIGUES et al., 2015) (Tabela
15A, p. 209) como sendo 28,29-di-hidroxifriedelan-3-ona (TM22).



Capitulo 1: Estudo Fitoquimico

1.4.23 TM23: 21a,30-di-hidroxifriedelan-3-ona

TM23 foi isolado de ECG, apresentando-se como um sélido branco, pouco

soluvel em solventes orgéanicos, com faixa de fusdo de 228,3-231,1 °C e uma Unica

mancha roxa na analise por CCD (revelador: acido perclorico/vanilina).

O espectro de RMN de 'H (Figura 54) apresenta simpletos em & 0,67, &4 0,76,
o 0,82, &1 1,21, &4 1,28 e o 1,44, além de um dupleto em &4 0,95 (3H, J = 6,6 Hz)

referentes a sete metilas, de acordo com as integracbes. Um dupleto duplo em &

4,45 (1H, J = 12,2 e 4,3 Hz) é referente a hidrogénio na posi¢cao axial de carbono
hidroxilado. Dois dupletos em 3,76 (1H, J = 10,1 Hz) e 3,90 (1H, J = 10,1 Hz) foram

atribuidos a carbono metilénico hidroxilado.
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Figura 54: Espectro de RMN de *H (400 MHz) de TM23 em piridina d-5.
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O espectro de RMN de *3C (Figura 55, p. 96) possui 28 sinais, sendo que o
sinal em & 30,35 apresenta intensidade maior, indicando sobreposicdo de sinais. A
partir do subespectro DEPT-135 os sinais foram classificados (Figura 56, p. 96). O
sinal em & 7,24 e o sinal em & 211,92 indicam a presenca de um triterpeno
friedelano e foram atribuidos a metila C-23 e ao carbono carbonilico C-3,
respectivamente. Os sinais em & 69,11 (CH) e & 71,88 (CH2) indicam a presenca de
dois carbonos hidroxilados.

Os dados obtidos a partir do espectro de RMN de 3C e subespectro DEPT-135
foram comparados com os da literatura (ZHENG-HONG et al., 2009) (Tabela 11, p.
100) e sugeriram que TM23 trata-se de 21a,30-di-hidroxifriedelan-3-ona. No
entanto, os valores de deslocamentos quimicos para os sinais de C-6, C-7, C-17, C-
19 e C-28 ndo estédo de acordo com os relatados na literatura. Dessa forma foi feita a
analise dos mapas de contornos HSQC e HMBC para confirmacdo inequivoca da
estrutura de TM23.

A partir da andlise do mapa de contornos HSQC (Figuras 57 e 58, p. 97) de
TM23 foi possivel correlacionar o sinal do carbono C-23 em &c 7,24 com H-23 em &
0,96. Todos os sinais de carbono hidrogenados tiveram suas correlacbes com o0s
respectivos atomos de hidrogénios observadas. No entanto, a analise descritiva sera
feita aqui com o objetivo de mostrar especialmente as correlacdes dos sinais que nao
coincidiram com aqueles publicados na literatura. Todas as correlagdes estao listadas
na Tabela 11 (p. 100).

Usando como ponto de partida os valores de C-23/H-23 procedeu-se, entéo, a
analise do mapa de contornos HMBC (Figuras 59 a 62, p. 98 e 99). O sinal de H-23
em o1 0,96 possui correlagdes com os sinais de carbono em oc 57,94 (C-4) e &c 42,03
(C-5) e estes correlacionam-se com o sinal de o4 0,67 (H-24) (Figura 60 e 62, p. 98 e
99). Além disso, o sinal de C-24 em &c 14,70 e o sinal de C-5 em & 42,03
correlacionam-se com os sinais de H-6 em ¢4 1,13 e &4 1,61 (Figuras 60 e 61, p. 98 e
99). O sinal de carbono &c 41,16 (C-6) possui correlagdes com os sinais de hidrogénio
em o 1,24 (H-7) e o1 1,37 (H-8) (Figura 60, p. 98). O sinal em & 51,37 (C-8)
correlaciona-se com os sinais de hidrogénio em o4 0,81 (H-26) e o4 0,76 (H-25)
(Figura 61, p. 99). O sinal em & 39,88 (C-20) possui, dentre outras, correlagdes com
os sinais de hidrogénio em & 1,53 (H-22) e o+ 2,17 (H-19) que, por sua vez,

correlaciona-se com o sinal de carbono em & 44,65 (C-18) (Figura 60, p. 98). O sinal
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de hidrogénio em o4 1,63 (H-18) correlaciona-se com os sinais de carbono em &
32,66 (C-17) e &c 33,49 (C-28). O sinal de C-17 em ¢&c 33,49 possui correlacdes com
os sinais de hidrogénio em &4 2,20 (H-22), o4 1,53 (H-22°) e &4 1,28 (H-28) (Figura 60,
p. 98).

A partir da andlise do mapa de contornos COSY (Figura 63, p. 99) foi possivel
correlacionar o sinal em ¢4 1,84 (H-1) com 64 2,36 (H-2) e 64 1,52 (H-10), e o sinal em
o+ 0,96 (H-23) com &4 2,23 (H-4). O sinal em &4 1,63 (H-18) correlaciona-se com 6
2,17 (H-19), e o sinal em &4 4,45 (H-21) correlaciona-se com &+ 1,53 (H-22a) e ¢4 2,20
(H-22b).

Estas correlagBes permitem corrigir as atribuices dos deslocamentos quimicos
da literatura (Tabela 11, p. 100) e indicam que TM23 trata-se de 21a,30-di-

hidroxifriedelan-3-ona.

—211.92

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 ﬁ\%o )100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

Figura 55: Espectro de RMN de *3C (100 MHz) de TM23 em piridina d-5.

71.87
69.11

Figura 56: Subspectro DEPT-135 (100 MHz) de TM23 em piridina d-5.
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Figura 57: Mapa de contornos HSQC (400 MHz) de TM23 em piridina d-5.
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Figura 58: Expansédo do mapa de contornos HSQC (400 MHz) de TM23 em piridina d-5.



Capitulo 1: Estudo Fitoquimico

98

C3/H2, C3/H1 C3/H23
[P, SHRL fH2a,

C3/H4C3/H2

C5/H24

=N
C7/H6

C29/H21, C29/H30 Ci/H = C29/H1D: .. &
cizmeLy ¢ MC19/H30 L R *czg/Fué C15/H26

N+ “c0H30 <c5/H4 e = Ol
2L, £ C18/H19% .,,.;%5..@,- "/

k=

CalHEL Sl CLO/H4, CIOMHIT = . .=+ Cl0/H2S
C30/H21, C21/H30 C10/H2/ Csopmts, - Cojrza ™™

N N 7~ RS 2

C21/H30 C21/H22 Ne3p 2 C21/H22

C10/H24

T T T T T T T T T T T T
6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f2 (ppm)

Figura 59: Mapa de contornos HMBC (400 MHz) de TM23 em piridina d-5.
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Figura 61: Expansdo do mapa de contornos HMBC (400 MHz) de TM23 em piridina d-5.
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Figura 62: Expansédo do mapa de contornos HMBC (400 MHz) de TM23 em piridina d-5.
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Tabela 11: Dados de RMN 1D e 2D (400 MHz) de TM23 e dados da literatura para

21a,30-di-hidroxifriedelan-3-ona

Tipo de 0c** (ZHENG-
neCl L | &'TM23 ¥ HMBC ok HONG et al.,
2009)
1 CHz 2246 | 157e1,84 2,10 2 22,5
2 CH 41,58 | 2,36 €244 4 1,2 41,2
3 C 211,92 - 1,2,4,23 - 211,9
4 CH 57,94 2,23 2,10, 23, 24 23 58,0
5 C 42,03 - 1,6, 10, 23, 24 - 42,0
6 CH 41,17 | 113e161 7,8, 24 6,7 18,5
7 CH 18,48 | 1,24e1,38 6,8 6 335
8 CH 51,37 1,37 6,7, 25, 26 - 51,4
9 C 37,60 - 7,10, 25 - 37,6
10 CH 59,30 1,52 1,2,4,8,11, 24,25 59,3
11 CH> 3543 | 124e134 8, 25 35,4
12 CH> 30,35 11, 27 30,3
13 C 39,23 - 26, 27 39,4
14 C 39,35 - 15, 16, 26, 27 39,2
15 CH: 30,35 1,30 e 1,40 16, 26 30,3
16 CH: 36,84 1,57 22,28 36,9
17 C 32,66 - 18, 21, 22, 28 30,0
18 CH 44,65 1,63 16, 19, 22, 27, 28 19 44,7
19 CHz 30,35 | 1,65€2,17 18, 29, 30 18 41,6
20 C 39,88 - 19, 21, 22, 30 40,0
21 CH 69,11 4,45 19, 22, 29, 30 22 69,1
22 CHz 46,94 | 153€2,20 16, 18, 21, 28 21 47,0
23 CHs 7,24 0,96 4 4 7.3
24 CHs 14,70 0,67 4,10 - 14,7
25 CHs 18,35 0,76 10, 11 - 18,4
26 CHs 17,35 0,82 8, 15 - 17,3
27 CHs 19,46 1,21 12,18 - 19,5
28 CHs 33,49 1,28 16, 18, 22 - 32,7
29 CHs 21,77 1,45 19, 21, 30 - 218
30 CH> 71,88 | 3,78 € 3,99 19, 21, 29 30 71,9

*piridina-ds/100 MHz

**piridina-ds/75 MHz
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1.4.24 TM24: 28,30-di-hidroxifriedelan-3-ona

OH

TM24 foi isolado de ECG e apresentou-se como um sélido branco, com faixa
de fusédo de 259-261,5 °C e uma Unica mancha roxa na analise por CCD (revelador:
acido perclérico/vanilina).

O espectro de RMN de 'H (Figura 57A, p. 183) apresenta simpletos em & 0,72,
o1 0,87, 61 0,90, &4 0,99, o4 1,14 e um dupleto em o4 0,88 (J = 6,96 Hz) referentes a
seis grupos metila. Dois dupletos, em ¢4 3,54 (1H, J = 10,9 Hz) e &4 3,63 (1H, J = 10,8
Hz), e um simpleto em & 3,32 (2H) sdo atribuidos a dois grupos metilénicos
hidroxilados.

O espectro de RMN de 13C (Figura 58A, p. 183) possui 30 sinais, que foram
classificados a partir da analise do subespectro DEPT-135 (Figura 59A, p. 184). Os
sinais em & 69,13 e o&c 73,42 séo referentes a dois atomos de carbono metilénicos
ligados a hidroxila. Os sinais em &c 6,94 e o sinal em & 213,38 foram atribuidos a C-
23 e C-3, respectivamente, e sdo caracteristicos de triterpeno friedelano.

Os dados obtidos a partir do espectro de RMN de 3C e subespectro DEPT-135
foram comparados com os da literatura (PATRA e CHAUDHURI, 1987) (Tabela 16A,

p. 210) e permitiram identificar TM24 como sendo o 28,30-di-hidroxifriedelan-3-ona.
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1.4.25 TM25: epicatequina (3,3’,4°,5,7-penta-hidroxiflavana)

OH
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OH

TM25 foi obtido a partir de EMG e apresentou-se como sdlido amarelo claro
com faixa de fusdo de 226-228 °C. A andlise por CCD deste sélido indicou apenas
uma mancha vermelha (revelador: acido perclérico/vanilina).

O espectro de RMN de 'H (Figura 60A, p. 184) apresenta varios sinais na
regido de aromaticos. A andalise do espectro de RMN de *3C (Figura 61A, p. 185) e do
subespectro DEPT-135 (Figura 62A, p. 185) permitiu identificar 15 sinais de carbono,
sendo sete nao hidrogenados, um metilénico e sete metinicos. Os perfis destes
espectros sugeriram que TM25 trata-se de um flavonoide, da classe da flavan-3-ol.
Uma flavana muito comum na familia Celastraceae é a epicatequina. Com esta
estrutura como base foram analisados os espectros, onde os dupletos em &4 5,91
(AH, J = 2,3 Hz) e 594 & (1H, J = 2,3 Hz) foram atribuidos a H-6 e H-8,
respectivamente, evidenciando o padrdo de substituicdo meta do anel aromatico A.
Os sinais em &4 6,76 (1H, d, J = 8,1 Hz), &4 6,79 (1H, dd, J =8,2 e 1,8 Hz) e &1 6,97
(1H, d, J = 1,6 Hz) foram atribuidos a H5", H6' e H-2’, do anel B, respectivamente. As
multiplicidades e constantes de acoplamentos dos sinais desse anel, permitem
estabelecer a relacdo orto entre H-5" e H-6’ e a relagdo meta entre este Ultimo e H-2'.
Sinais em &4 4,17 e 64 4,81 séo atribuidos a H-3 e H-2, respectivamente e dois
dupletos duplos em &4 2,73 (1H, J = 16,8 e 3,2 Hz) e &4 2,86 (1H, J = 16,8 e 4,5 H2)
séo referentes a H-4. O sinal em & 67,51 foi atribuido a C-3 e o sinal em & 29,29 a
C-4. A configuracdo de C-3 € comprovada pelas constantes de acoplamentos de
valores mais baixos de H-4, Jax-eq = 3,2 Hz e Jeqeq = 4,5 Hz, respectivamente
(Esperado 0-5 Hz, SILVERSTEIN et al.,, 1994). Os dados de RMN de 3C foram
comparados com a literatura (AGRAWAL, 1989) (Tabela 17A, p. 211) e confirmaram

gue TM25 trata-se da epicatequina.



Capitulo 1: Estudo Fitoquimico 103

1.4.26 TM26: 2,3,6,15-tetra-acetoxi-1,9-dibenzoiloxi-8-o0xo-
B-agarofurano

OAc
BzO / OBz
15/

AcO,

AcO

TM26 foi isolado de EHR e ECR, um solido branco, soltvel em cloroférmio e
com faixa de fusdo de 221-225,2 °C.

O espectro na regidao do IV (Figura 64) de TM26 apresenta banda de média
intensidade em 2982-2942 cm! caracteristica de estiramento simétrico e assimétrico
da ligacdo CH de compostos alifaticos, bandas intensas em 1752 e 1734 cm
referente a estiramento de ligacdo CO de carbonilas de ésteres e banda em 1226 cm-
! caracteristicas de deformacgédo angular de grupo C-O. Além disso, bandas em 3034,
1654 e 708 cm indicam a presenca de anel aromatico monossubstituido. A banda

em 1372 cm é referente a grupo gem-dimetila (SILVERSTEIN et al., 2005).
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Figura 64: Espectro na regiao do IV de TM26 (KBr).
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O espectro de RMN de !H (Figura 65) apresenta varios sinais na regido de
aromaticos, &4 7,60 (t, 4H, J = 14,6 Hz), &4 7,37 (t, 1H, J = 14,8 Hz), & 7,15-7,27 (m,
3H) e &1 6,96 (t, 2H, J = 15,5 Hz), totalizando 10 &tomos de hidrogénio de acordo com
a integracdo dos sinais, sugerindo dois grupos fenilas em TM26. Sinais em &4 6,45
(1H), &4 6,30 (1H), &+ 6,01 (1H), &4 5,49 (1H), &4 5,15 (1H), & 4,93 (1H) e & 4,72
(1H), sugerem a presenca de atomos de hidrogénio a a grupos ésteres alifaticos e
aromaticos (SILVERSTEIN et al., 2005). Dois simpletos em &+ 1,58 (3H) e &+ 1,50
(3H), além de um dupleto em 64 1,32 (3H, J = 7,9 Hz) séo referentes a trés grupos
metila. Estes sinais sugerem que TM26 seja um sesquiterpeno de esqueleto g-
agarofurano, comumente isolado de plantas da familia Celastraceae (NUNEZ et al.,
2016).

O espectro de RMN de 3C (Figura 66, p.105) possui 33 sinais, sendo que
quatro deles se apresentam sobrepostos, observado pela intensidade, totalizando 37
sinais. O subespectro DEPT-135 (Figura 67, p. 105) permitiu classificar todos os
sinais. O sinal em ¢c 197,68 é caracteristico de carbonila de cetona. Sinais em &
170,41, & 170,15, & 169,21, & 168,79, & 165,09 e & 165,07 séo referentes a
carbonila de ésteres. Sinais entre ¢c 128,07-133,14 séo caracteristicos de atomos de

carbono arométicos. Além disso, foram observados sete sinais de grupos metila.
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Figura 65: Espectro de RMN de H (400 MHz) de TM26 em CDCla.
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Figura 66: Espectro de RMN de 3C (100 MHz) de TM26 em CDCls.
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Figura 67: Subspectro DEPT-135 (100 MHz) de TM26 em CDCls.

Uma busca na literatura indica que TM26 trata-se de um composto inédito,
sendo assim foi realizada a andlise detalhada dos espectros de RMN 1D e 2D para
elucidacao inequivoca de sua estrutura.

A partir da analise do mapa de contornos HSQC (Figura 68, p. 108) de TM26,
todos os sinais de carbono foram correlacionados aos seus respectivos atomos de

hidrogénio. E entéo fez-se a anélise detalhada do mapa de contornos HMBC.
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Tendo como base o esqueleto de um sesquiterpeno agarofurano, a analise do
mapa de contornos HMBC (Figuras 69 a 73, p. 108 a 110) foi feita usando como ponto
de partida o sinal de C-11, em & 83,90, além dos sinais em & 51,73 (C-10) e &
91,03 (C-5), sendo esses dois ultimos carbonos das juncfes de anel. Estes valores
s&o condizentes com a literatura para uma série de di-hidro-B-agarofuranos (NUNEZ
et al., 2016).

O sinal de C-11 em ¢&c 83,90 possui correlagdes com os sinais de hidrogénio o
1,50 e &4 1,58, atribuidos as metilas H-12 e H-13 (Figura 70, p. 109). Além disso, C-11
possui correlacbes com os sinais de hidrogénio em o4 3,08 e &4 6,45, que foram
atribuidos a H-7 e H-6, respectivamente (Figuras 70 e 71, p. 109). O sinal de H-6, por
Sua vez, correlaciona-se com os sinais de carbono de C-10 em & 51,73, C-5 em &
91,03 e & 169,21 (C-6a) (Figura 69 e 71, p. 108 e 109). Além disso, os sinais de
hidrogénio de H-6 e H-7 possuem correlacées com o sinal de carbono em ¢&c 197,68,
atribuido a C-8 (Figura 73, p. 110).

Os sinais de C-8 e C-10 possuem correlagcdes com o sinal de hidrogénio em
6,01 (H-9), que por sua vez se correlaciona com o sinal de carbono em &c 165,09 (C-
9a) (Figuras 71 e 72, p. 109 e 110). Além disso, o sinal de C-9 em & 79,73
correlaciona-se com os sinais de hidrogénio em o4 3,08 (H-7), o4 4,72 (H-15) e o4 6,30
(H-1) (Figuras 70 e 71, p. 109). Este, por sua vez, correlaciona-se com o sinal de
carbono em &c 165,07 (C-1a) (Figura 72, p. 110). Os sinais de hidrogénio em 64 4,72
e o4 5,14 (H-15" e H-15") correlacionam-se com o sinal de carbono em & 170,41 (C-
15a) (Figura 72, p. 110).

Os sinais de carbono de C-1 em & 72,63 e C-10 em &c 51,73 correlacionam-se
com o sinal de hidrogénio em o4 5,49 (H-2), que se correlaciona com os sinais de
carbono em & 168,79 (C-2a), &c 73,51 (C-3) e &c 37,41 (C-4) (Figuras 71 e 72, p. 109
e 110). O sinal de hidrogénio em & 4,93 (H-3) correlaciona-se com o sinal de carbono
em oc 170,15 (C-3a) e o sinal em &4 2,76 (H-4) correlaciona-se com o&c 15,46 (C-14)
(Figuras 70 e 72, p. 109 e 110). As correlagdes entre os sinais de C-10 em & 51,73 e
C-5 em &c 91,03 com o sinal de hidrogénio em ou 2,76 (H-4) corroboram para as
atribuigcdes feitas para o sistema biciclico (Figura 70, p. 109).

Os sinais de carbono em &c 168,79 (C-2a), oc 169,21(C-6a) e oc 170,15 (C-3a)

correlacionam-se com os sinais de hidrogénio em &+ 2,16 atribuido a trés metilas



Capitulo 1: Estudo Fitoquimico 107

desses grupos acetila (C-2b, C-6b e C-3b). Além disso, o sinal de carbono em &
170,41 (C-15a) correlaciona-se com o sinal de hidrogénio em o1 2,06 atribuido a
metila C-15b (Figura 73, p.110).

Os sinais de carbono em & 165,07 e & 165,09, referentes as carbonilas dos
grupos benzoila (C-1a e C-9a), possuem varias correlacdes com sinais de hidrogénios
na regiao de aromaticos, & 7,60 (H-2'6' e H-2"6"), &1 7,20 (H-375”), e com 0s sinais
de hidrogénio em 6n 6,30 (H-1) e &4 6,01 (H-9) (Figura 72, p. 110).

No mapa de contornos COSY de TM26 (Figura 74, p. 111), o sinal de
hidrogénio H-1, em & 6,30, correlaciona-se com o sinal de hidrogénio H-2 em &4 5,49,
gue por sua vez possui correlagdo com o sinal de H-3 em &4 4,93. Este, por sua vez,
correlaciona-se com o sinal de H-4 em &1 2,76, que possui correlagdo com H-14 em
o4 1,32. O sinal de hidrogénio H-6 em &4 6,45 correlaciona-se com o sinal de
hidrogénio de H-7 em 6y 3,08. O sinal de hidrogénio H-4’ em 64 7,37 correlaciona-se
com o sinal de H-3'5’ em &4 7,17 e o sinal de H-4” em &4 7,20 correlaciona-se com o
sinal de hidrogénio de H-3"5” em &4 6,96. Estes, por suas vezes, correlacionam-se
com o sinal de hidrogénio H-2'6’ e H-2"6" em &4 7,60.

O mapa de correlagbes NOESY (Figura 75, p. 111) de TM26 possui
correlagdes do sinal de hidrogénio em 64 3,08 (H-7) com os sinais de hidrogénio em
o+ 1,50 (H-13), on 1,58 (H-12) e o4 6,45 (H-6). Este, por sua vez, correlaciona-se com
os sinais de hidrogénio em ¢4 1,32 (H-14) e &4 4,72 (H-15). O sinal de hidrogénio em
o+ 1,58 (H-12) possui correlagdo com o sinal em &+ 6,01 (H-9), que se correlaciona
com o sinal em &4 6,30 (H-1). Este ultimo correlaciona-se com o sinal de hidrogénio
em o4 5,49 (H-2), que se correlaciona, por sua vez, com o sinal de hidrogénio em
4,93 (H-3). Por ultimo, o sinal de H-3 correlaciona-se com 0s sinais em &4 2,76 (H-4) e
o 1,32 (H-14). As correlagdes NOESY observadas para TM26 estdo apresentadas na
Figura 76, p. 111.

A analise dos espectros de RMN 1D e 2D permitiu atribuir os deslocamentos
quimicos de todos os atomos de hidrogénio e carbono (Tabela 12, p. 112)
confirmando a estrutura inequivoca de TM26 como sendo 2,3,6,15-tetra-acetoxi-1,9-

dibenzoiloxi-8-0x0-B-agarofurano, um composto inédito na literatura.
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Tabela 12: Dados de RMN 1D e 2D (400 MHz, CDCI3) de TM26
n°cC Tipode C | s&*TM26 o HMBC COSsYy NOESY
1 CH 72,63 6,30 2,3,9,15 2 2,9
2 CH 70,48 5,49 3,4 1,3 1,3
3 CH 73,51 4,93 2,4,14 2,4 2,14
4 CH 37,41 2,76 2,14 3,14 14
5 C 91,03 - 3,4,6,7,14,15 - -
6 CH 75,57 6,45 7 7 7,14,15
7 CH 64,24 3,08 12,13 6 6,12
8 C 197,68 - 6,7,9 - -
9 CH 79,73 6,01 1,7,15 - 1,12
10 C 51,73 - 1,2,4,6,9,15 - -
11 C 83,90 - 6,7,12,13 - -
12 CHs 25,16 1,58 13 - 7,9
13 CHs 30,66 1,50 7,12 -
14 CHs 15,46 1,32 3,4 4 3,4,6,15
15 CH: 60,66 | 4,72e5,14 1,9 15 6, 14, 15
2a C 168,79 - 2,2b
3a C 170,15 - 3,3b
6a C 169,21 - 6, 6b
15a C 170,41 - 15, 15b
2b* CHs 20,76 2,16 - -
3b* CHs 21,08 2,16 - -
6b* CHs 21,28 2,16 - -
15b* CHs 21,39 2,06 - -
la* C 165,07 - 1,276" , 4” - -
9a*+ C 165,09 - 9,26, 3’5" - -
70w C 128,48 - 4, 3"5” - -

177 C 128,82 - 4, 3"5” - -
26" *** CH 129,45 7,60 26,4,4" 35 -
276" CH 129,66 7,60 26,4,4" 35 -
35 CH 128,07 6,96 26, 35, 4 4 -
357 CH 128,17 7,17 26, 35, 4 4 -

4w CH 133,01 7,37 35, 4 35 -

47 xx CH 133,14 7,20 26’ 35 -

* ** gjinais podem estar trocados *** os pares podem estar trocados



Capitulo 1: Estudo Fitoquimico 113

1.4.27 TMZ27: tingenina B

TM27 foi isolado de EHR, um sdlido alaranjado com faixa de fusdo de 184,4-
187,0 °C e uma uUnica mancha vermelha na analise por CCD (revelador: acido
perclérico/vanilina).

O espectro de RMN de 'H (Figura 63A, p. 186) apresenta sinais em &4 7,05 (d,
1H, J = 4,7 Hz), &1 6,54 (s, 1H) e o4 6,39 (d, 1H, J = 4,8 Hz), caracteristicos de
triterpenos quinonametideos, e foram atribuidos aos atomos de hidrogénio H-6, H-1 e
H-7, respectivamente. O sinal em &4 4,55 (d, 1H, J = 2,8 Hz) é referente a hidrogénio
ligado a carbono oxigenado. Simpletos em o4 0,87, o+ 0,98, o1 1,37, o4 1,52, 1 2,23 e
um dupleto em o 1,06 (J = 6,2 Hz) foram atribuidos a seis grupos metila
(CEVATEMRE et al., 2016).

O espectro de RMN de 3C (Figura 64A, p. 186) apresenta sinais entre &
117,29 e & 168,53, regido de carbonos insaturados, confirmando a presenca de um
triterpeno quinonametideo. O sinal em & 213,57 foi atribuido a carbonila em C-21, e 0
sinal em & 76,45 a carbono hidroxilado em C-22. Todos os sinais foram classificados
a partir do subespectro DEPT-135 (Figura 65A, p. 187)

Os dados obtidos a partir do espectro de RMN de *3C e subespectro DEPT-135
foram comparados com os da literatura (CEVATEMRE et al., 2016) (Tabela 18A, p.
212) e permitiram identificar TM27 como sendo a tingenina B (216-

hidroxitingenona).
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1.4.28 TM28: netzahualcoiona

TM28 foi isolado de EHR e apresentou-se como um solido alaranjado, com
faixa de fusdo de 161,8-164,5 °C e uma unica mancha vermelha na analise por CCD
(revelador: acido perclérico/vanilina).

O espectro de RMN de 'H (Figura 66A, p. 187) apresenta sinais em & 7,18 (d,
1H, J = 6,8 Hz), &x 6,57 (1H) e &4 6,21 (d, 1H, J = 6,8 Hz), caracteristicos de
triterpenos quinonametideos e foram atribuidos aos a&tomos de hidrogénio H-6, H-1 e
H-7, respectivamente. O sinal em &4 4,99 (1H) é referente a um atomo de H ligado a
carbono hidroxilado. Simpletos em &+ 0,93, o4 1,02, &4 1,29, o1 1,44, on 1,78, o4 2,26

e o1 3,78, foram atribuidos a sete grupos metila presentes na estrutura de TM28.

O espectro de RMN de 3C (Figura 67A, p. 188) possui de 30 sinais que foram
classificados como sendo 14 C, 5 CH, 4 CH2 e 7 CHs por meio do subspectro DEPT-
135 (Figura 68A, p. 188). Sinais na regido de carbonos insaturados confirmam uma
estrutura quinonametidica. Os sinais & 213,96, & 178,28 e & 175,39 foram
atribuidos a trés atomos de carbono carbonilicos.

Os dados obtidos a partir do espectro de RMN de 3C e subespectro DEPT-135
foram comparados com os da literatura (JELLER et al., 2004) (Tabela 19A, p. 213) e

permitiram identificar TM28 como sendo o netzahualcoiona.
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1.4.29 TM29: netzahualcoiondiol

TM29 foi isolado de EHR e ECR, um sdlido alaranjado com faixa de fusdo de
211,5-215,0 °C e uma unica mancha vermelha na analise por CCD (revelador: acido
perclérico/vanilina).

O espectro de RMN de *H (Figura 69A, p. 189) sugere tratar-se de um triterpeno
quinonametideo por apresentar sinais em ¢4 7,19 (d, 1H, J = 6,6 Hz), &+ 6,58 (s, 1H) e
o 6,16 (d, 1H, J = 6,8 Hz) atribuidos a H-6, H-1 e H-7, respectivamente. Os sinais em
o4 4,17 (1H) e o 3,53 (1H) séo referentes a atomos de H ligados a carbono
hidroxilados. Simpletos em o4 0,87, on 1,29, on 1,37, on 1,42, o1 1,72, &1 2,26 €

3,72, sao atribuidos a sete grupos metila.

O espectro de RMN de 3C (Figura 70A, p. 189) possui 30 sinais, que foram
classificados a partir do subespectro DEPT-135 (Figura 71A, p. 190). Sinais entre &
116,97 e oc 160,15, regido de carbonos insaturados, sugerem a presenca de um
triterpeno quinonametideo. Os sinais em & 69,44 (CH) e & 79,62 (CH) confirmam a
presenca de atomos de carbono hidroxilados, na estrutura de TM29.

Os dados obtidos a partir do espectro de RMN de 3C e subespectro DEPT-135
foram comparados com os da literatura (JELLER et al., 2004) (Tabela 20A, p. 214) e

permitiram identificar TM29 como sendo o netzahualcoiondiol.
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1.4.30 TMS30: salaquinona A

TM3O0 foi identificado em uma mistura isolada de ECR. A mistura apresentou-se
como um solido alaranjado, e uma Unica mancha vermelha na andlise por CCD
(revelador: acido perclérico/vanilina).

O espectro de RMN de 'H (Figura 72A, p. 190) apresenta sinais em &4 7,02 (d, J
= 7,2 Hz), & 6,97, &4 6,53 e &4 6,49 que sdo caracteristicos de triterpenos
quinonametideos. Os sinais em & 4,43 (1H, d, J = 3,1 Hz) e & 4,35 (1H) séo
referentes a atomos de hidrogénio ligados a carbono oxigenado. Varios sinais entre o
1,01 e & 2,22, totalizando 36 atomos de hidrogénio, sugerem a presenca de 12
grupos metila. O espectro de RMN de 3C (Figura 73A, p. 191) apresenta 55 sinais,
sendo que aqueles entre ¢&c 117,31-178,68 sdo da regido de carbonos insaturados,
confirmando a presenca de uma mistura de dois triterpenos quinonametideos. Quatro
sinais de carbonos n&o hidrogenados em & 213,72, &c 212,49, &c 210,30 e oc 209,86
sdo referentes a presenca de quatro carbonilas. H4 ainda dois sinais de carbono
hidroxilado, em ¢&c 79,29 (CH) e & 78,28 (CH). Todos os sinais foram classificados a
partir do subespectro DEPT-135 (Figura 74A, p. 191). Os dados obtidos a partir dos
espectros de RMN de 'H, RMN de 3C e subespectro DEPT-135 foram comparados
com os da literatura para uma série de triterpenos quinonametideos (MORIKAWA et
al., 2003) (Tabela 21A, p. 215) e permitiram identificar um componente como sendo a
salaquinona A (TM30). Nao foi possivel identificar o segundo componente da

mistura.
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1.4.31 TM31: Acido ortosfénico

TM3L1 foi isolado de ECR e apresentou-se como um solido branco, com faixa
de fuséo de 310,8-313,1 °C e que revelou uma mancha roxa em CCD.

O espectro de RMN de *H (Figura 75A, p. 192) mostra sinais em & 3,77 (d, 1H,
J=78Hz)e & 4,22 (d, 1H, J = 7,8 Hz), atribuidos aos dois atomos de hidrogénio
ligado a carbono oxigenado. Um sinal em ou 4,36 (1H) é referente a um sinal de
hidrogénio ligado a carbono hidroxilado. Simpletos em &4 0,85, &4 0,94, o4 1,13, H
1,18 e &1 1,41, além do dupleto em 61 1,21 (J=6,9 Hz) s&o atribuidos aos seis grupos
metila de TM31.

O espectro de RMN de *3C (Figura 76A, p. 192) possui 29 sinais, sendo que o
sinal em ¢&c 30,4 apresenta intensidade maior, indicando sobreposi¢céo. O sinal em &
181,37 sugeriu a presenca de um grupo acido carboxilico. Os sinais foram
classificados a partir da analise do subespectro DEPT-135 (Figura 77A, p. 193).

Os dados obtidos a partir do espectro de RMN de 3C e subespectro DEPT-135
foram comparados com os da literatura (DUAN et al., 2000) (Tabela 22A, p. 216) e

permitiram identificar TM31 como sendo o acido ortosfénico.
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1.4.32 Discusséao dos resultados — Estudo fitoguimico

Tontelea micrantha apresentou grande quantidade de guta percha, tanto em
folhas quanto em galhos e raizes. A guta percha € um polimero com unidades de 1,4
trans-poli-isopreno e apresenta propriedade dual, borracha e plastico, tendo
flexibilidade e plasticidade. Com estas propriedades e dureza a temperatura ambiente
€ um material promissor e tem aplicagbes em muitos campos, sendo utilizada em
tratamentos endodénticos de canal, para preencher espacos vazios da raiz do dente
(ZHANG et al., 2008). A guta percha isolada de T. micrantha representa 2,8 % das
folhas, sendo 46 % do EHF, 0,8 % dos galhos, sendo 5,8 % do EHG e 32,2 % do
ECG, 4,3 % das raizes sendo 67,3 % do ECR. E importante realizar pré colunas
filtrantes para separacdo da guta percha pois durante a purificacdo do extrato ela
pode ser arrastada ao longo de todo o fracionamento em cromatografia de coluna,
contaminando e dificultando o isolamento dos metabdlitos secundarios. A separacao
da guta, em coluna filtrante, € baseada na baixa solubilidade do polimero em
solventes muito apolares e muito polares, sendo sollvel apenas em solventes de
polaridade média, como o cloroférmio.

O fracionamento do extrato hexanico das folhas levou ao isolamento de sete
substancias: o polimero guta percha, o esqualeno (precursor de triterpenos
pentaciclicos), uma mistura de &cidos graxos compostos principalmente por acido
palmitico (66 %), acido esteéarico (12 %) e acido oléico (11 %), e os triterpenos
pentaciclicos da classe dos friedelanos; friedelina, 3B-friedelinol, acido 3,4-seco-
friedelanoico e 28-hidroxifriedelan-3-ona. O fracionamento do extrato acetato
etilico levou ao isolamento de quantidades adicionais de friedelina e 28-
hidroxifriedelan-3-ona e do derivado glicosilado de um esteroide, o 3-O-4-D-glicosil-
p-sitosterol. O extrato metandlico das folhas apresentou diversas manchas
fluorescentes em CCD quando reveladas com reagente NP/PEG sob luz UV-VIS (365
nm), indicando presenca de flavonoides. Optou-se entdo, por purificar o extrato em
coluna de poliamida, em fase reversa de polaridade. Foram isolados os flavonoides 3-
O-[a-L-ramnopiranosil(1—2)][a-L-ramnopiranosil(1—6)]-B-D-glicopiranosideo de
quercetina, um trissacarideo da quercetina, 3-O-[a-L-ramnopiranosil(1—6)]-B-D-
glicopiranosideo de quercetina (rutina), um dissacarideo de quercetina, o dimero

epiafzelequina-(48—8)-epicatequina e o carboidrato dulcitol, comumente isolado



Capitulo 1: Estudo Fitoquimico 119

de Celastraceae. Outras substancias apresentaram uma Unica mancha fluorescente
sob luz UV-VIS (365 nm), indicando estarem aparentemente puras e com rf diferentes
das anteriormente isoladas, mas devido a baixa massa ou baixas solubilidades nos
principais solventes, ndo foi possivel obter espectros de RMN conclusivos. Como
havia massa suficiente de EMF disponivel, ele também foi submetido a colunas de
silica gel e Sephadex LH-20, na tentativa de serem isolados outros metabolicos
secundarios. Diversos trabalhos, na literatura, apresentam estudos fitoquimicos de
extratos polares utilizando primeiramente uma coluna de exclusdo de Sephadex, mas
ndo foi possivel isolar qualquer substancia. Algumas subfracdes foram trabalhadas
por CLAE com detector UV-VIS, em colunas analiticas e preparativas, mas também
nao foi possivel isolar qualquer substancia, devido a baixa massa ou complexidade
das subfracoes.

O estudo fitoquimico dos galhos levou ao isolamento de maior nimero de
triterpenos pentaciclicos, todos de esqueleto friedelano: friedelina, 3B-friedelinol,
friedelan-3,21-diona, 21B-hidroxifriedelan-3-ona, 2la-hidroxifriedelan-3-ona,
friedelan-1,3,21-triona, mistura de friedel-1-en-3,21-diona e friedelan-3,21-diona,
30-hidroxifriedelan-3-ona, 28-hidroxifriedelan-3-ona, 3-oxo-friedelan-28-al, acido
3-oxo-friedelan-28-oico, 21a,30-di-hidroxifriedelan-3-ona, 28,30-di-
hidroxifriedelan-3-ona e 28,29-di-hidroxifriedelan-3-ona (impuro). Foram isolados
também o esteroide B-sitosterol e seu derivado glicosilado, o 3-O-g-D-glicosil-4-
sitosterol, além do flavonoide da classe das flavanas, a epicatequina.

No estudo fitoquimico das raizes foram trabalhados os extratos hexanico e
cloroférmico. Essa parte da planta ndo fazia parte do projeto inicial, mas como havia
disponibilidade do material iniciamos o estudo da mesma. No entanto, ndo foi
realizado o estudo dos extratos acetato etilico e metandlico das raizes, pois ndo havia
tempo suficiente. Desta parte da planta foram isoladas quantidades adicionais de
friedelan-3,21-diona e p-sitosterol, o &cido ortosfénico, um sesquiterpeno de
esqueleto B-agarofurano, 2,3,6,15-tetra-acetoxi-1,9-dibenzoiloxi-8-oxo-f-
agarofurano, e o0s triterpenos pentaciclicos quinonametideos, tingenina B,
netzahualcoiona, netzahualcoiondiol e a salaquinona A (em mistura). Os
triterpenos quinonametideos sédo marcadores taxondmicos da familia Celastraceae e
até hoje foram isolados apenas das raizes dessas plantas (CORSINO et al., 2000).
Isso sugere que a friedelina, intermediario chave na biossintese de quinonametideos,

é translocada até as raizes para as transformacdes biossintéticas.
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O triterpeno isolado em maior quantidade foi a friedelan-3,21-diona, que
representa cerca de 0,3 % (m/m) dos galhos, sendo 1,3 % do EHG, 41,5% do SHG e
8,8 % do ECG. O estudo fitoquimico de Tontelea micrantha mostrou que parece haver
uma preferéncia na biossintese de triterpenos com oxidacdo no carbono da posicéo
21, pois foram isolados dez triterpenos com modificacdo nesse atomo: friedelan-3,21-
diona, friedel-1-en-3,21-diona, friedelan-1,3,21-triona, 218-hidroxifriedelan-3-ona,
21la-hidroxifriedelan-3-ona, 21a,30-di-hidroxifriedelan-3-ona, tingenina B,

netzahualcoiona, netzahualcoiondiol e a salaquinona A (Figura 77).

Figura 77: Triterpenos pentaciclicos com oxidacdo em C-21, isolados de T. micrantha.

Também foram isolados cinco TTPC com oxidacdo em C-28, 28-
hidroxifriedelan-3-ona, 3-oxo-friedelan-28-al, acido 3-oxo0-28-friedelan-28-oico,
28,30-di-hidroxifriedelan-3-ona e 28,29-di-hidroxifriedelan-3-ona (Figura 78, p.
121). Esses resultados indicam que em T. micrantha, de uma forma geral, prevalece a
biossintese de TTPC com oxidacdo no anel E. Nao foram isolados triterpenos
pentaciclicos com oxidagdo em outros anéis, com excecao do anel A, que apresentou

carbonila ou hidroxila em C-3 em todos os TTPC, além de carbonila ou ligagdo dupla
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em C-1 nos compostos inéditos friedel-1-en-3,21-diona e friedelan-1,3,21-triona. No
entanto, triterpenos com oxidacdo nos anéis A, B, C e D, sdo muito comuns em

plantas da familia Celastraceae.

Figura 78: Triterpenos pentaciclicos com oxidacdo em C-28, isolados de T.micrantha.

Dentre as substancias isoladas, friedelan-1,3,21-triona, friedel-1-en-3,21-diona
e 2,3,6,15-tetra-acetoxi-1,9-dibenzoiloxi-8-oxo-B-agarofurano séo inéditos na

literatura. E todas as substancias isoladas sao inéditas no género Tontelea.

Foi realizada a marcha quimica das raizes para obtencao de alcaloides, pois ha
relatos na literatura de isolamento dessa classe de substancias em plantas da familia
Celastraceae. Um estudo histoquimico de Tontelea micrantha (Mercadante-Simdes et
al., 2014) indicou pequena quantidade de alcaloides em raizes, e isso motivou a
busca por essas substancias. Apesar disso, no entanto, ndo foi obtido nenhum
composto alcaloidico. Do fracionamento em coluna da fragéo alcaloidica da extracédo
acido/base foi isolado apenas netzahualcoiondiol, um triterpeno quinonametideo.

Duas amostras de 6leo das sementes de T. micrantha foram analisadas no
cromatdgrafo a gas para avaliacdo de seus perfis (Figuras 78A e 79A, p. 194), uma
vez que este Oleo € muito usado como anti-inflamatério pela populagdo de Montes

Claros. O 6leo comprado no mercado central de Montes Claros e o 6leo adquirido
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diretamente da Cooperativa de produtores artesanais apresentam o mesmo perfil:
45,2 e 47,1 % de &cido linoleico, 37,8 e 36,5 % de &cido oleico e 11,9 e 11,6 % de

acido palmitico, respectivamente (Tabela 13) (Figura 79). O acido oleico e o &cido

palmitico foram também identificados em uma mistura isolada do extrato hexanico das

folhas. O objetivo de conhecer esse perfil era importante, j& que previamos testes

biolégicos para esses materiais.

Tabela 13: Perfis de acidos graxos obtidos no cromatdgrafo a gas com detector por

ilonizagao de chamas

Acido graxo Nome tr(Min) | % OMC* | %OCP**
C16:0 acido palmitico 6.321 11,9 11,6
Cl6:1 acido palmitoleico | 6.560 0,4 0,5
C18:0 acido estearico 8.003 3,3 3,0
C18:1 acido oleico 8.205 37,8 36,5
C18:2 acido linoleico 8.606 45,2 47,1
C18:3 acido linolénico 9.128 0,3 0,4
C20:0 acido araquidico 9.617 0,2 0,2
Outros - 0,8 0,7
Total - 100,0 100,0

* OMC: amostra de 6leo obtida no mercado central de Montes Claros; ** OCP:

amostra de 6leo obtida em cooperativas de produtores artesanais de Montes Claros.

Wwon

acido linoleico

0
0
MOH (:\/\/\/\/\/IL
OH

acido oleico

acido palmitico

Figura 79: Acido graxos majoritarios presentes no 6leo de sementes de T. micrantha.
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2 — ESTUDO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

O estudo da atividade bioldgica neste trabalho compreende:

Estudo da atividade antimicrobiana (antibacteriana e antifiingica)

Estudo da atividade antiviral

Estudo da atividade citotoxica

Estudo da atividade de inibicdo da enzima Na*,K*-ATPase cardiaca

Os testes antimicrobianos e os testes antivirais foram realizados no
Laboratorio de Cultura de Células, no Departamento de Quimica, Biotecnologia e
Engenharia de Bioprocessos da Universidade Federal de S&o Jo&o Del Rei, Campus
Alto Paraopeba, Minas Gerais, sob a coordenacdo do professor José Carlos
Magalhdes. Os testes antivirais de extratos de T. micrantha fizeram parte do
trabalho de concluséo de curso da aluna Marcela de S& Hauck, defendido em 2017.
Os resultados dos testes antivirais foram publicados no periédico Journal of the
Brasilian Chemical Society (FERREIRA et al., 2019). Os testes antimicrobianos
foram publicados no periddico Journal of Pharmaceutical Negative Results (CRUZ et
al., 2019).

O teste da atividade citotdxica foi realizado no Laboratério de Hematologia
Clinica, da Faculdade de Farméacia da UFMG, pela Dra. Fernanda Gontijo, sob a
orientacdo do professor Dr. Adriano de Paula Sabino.

Os testes da atividade de inibicdo da enzima Na*,K*-ATPase foram realizados
na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas, no
trabalho de concluséo de curso da aluna Maria Cecilia de Souza Lelis, sob

orientacao da professora Dra. Clarice Veloso de Carvalho Moura.

2.1. Introducéao

A descoberta dos antibidticos revolucionou o tratamento de doencas
infecciosas e colaborou para o aumento da expectativa de vida das pessoas em todo
0 mundo. Essas doencas sdo ainda consideradas como a principal causa de
mortalidade no mundo e ao longo da histéria da humanidade. A diarreia infecciosa e

a pneumonia sao responsaveis por 40 % das mortes infantis em todo o mundo,



Capitulo 2: Estudo da Atividade Biologica 124

especialmente em regides subdesenvolvidas e mais de 1,5 milhdo de pessoas
morrem de complicacdes de doencas fungicas invasivas (CRUZ et al., 2019).

Apesar dos avancos da medicina moderna, a resisténcia bacteriana aos
antibidticos mais tradicionais é atualmente um dos maiores e mais consideraveis
obstaculos para a saude publica (SILVA e AQUINO, 2018). Alguns anos depois de
um novo antibiético ser descoberto e introduzido na clinica terapéutica, as cepas
patogénicas resistentes evoluem em um mecanismo de protecdo do alvo para se
evadir dos efeitos dos antimicrobianos (HERRMANN et al., 2016). Por exemplo,
existem relatos frequentes de patdgenos estafilocdcicos que sao resistentes a quase
todos os antibidticos disponiveis (TORTORA et al., 2012). Dessa forma, é muito
importante a busca por novos agentes antimicrobianos, especialmente por aqgueles
gue possam apresentar um mecanismo de acdo inovador que minimizem
diretamente a probabilidade de uma resisténcia preexistente ou, dependendo do
alvo celular especifico, possam impedir o rapido desenvolvimento de resisténcia dos
patégenos (HERRMANN et al., 2016).

Décadas ap0s a era de ouro dos antibidticos, poucos novos agentes foram
descobertos (HERRMANN et al., 2016). Nos ultimos 40 anos, apenas duas classes
de antibiéticos eficazes contra bactérias Gram-negativas foram aprovadas para uso
clinico. Além disso, atualmente, existe um arsenal terapéutico escasso para 0
tratamento de infecgBes fungicas (CRUZ et al., 2019).

Situacdo semelhante acontece com o desenvolvimento de novos antivirais.
Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatérios, ou seja, dependem de uma célula
hospedeira para se multiplicarem. Esse fato é importante para o desenvolvimento de
drogas antivirais, pois a maioria das drogas que interferem na multiplicacdo viral
também pode interferir com a fisiologia da célula hospedeira (TORTORA, 2012),
tornando-se toxicos para uso clinico. Encontrar um medicamento que tenha acgéo
contra o virus, sem interferir nas fungdes basais das células, é apontado como um
grande desafio (CRUZ et al., 2019) na busca por antivirais. Além disso, a rapida taxa
de mutagdo dos virus leva a resiténcia desses patdégenos aos antivirais, dificultando
a descoberta de agentes antivirais eficazes e de vacinas (XIAO et al., 2018). De fato
poucas drogas antivirais tém sido aprovadas e sao efetivas apenas contra um
namero extremamente pequeno de doencas virais. Muitas das drogas antivirais

recentemente desenvolvidas sdo direcionadas contra o HIV.
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Os virus séo responsaveis por um grande numero de doencgas, incluindo o
cancer e sindromes complexas como a doenca de Alzheimer e diabetes (LIN et al.,
2014). Nos paises desenvolvidos, estima-se que pelo menos 60 % de todas as
doencas infecciosas sdo causados por virus, e cerca de 15 % por bactérias. Além
disso, diversas epidemias causadas por virus re-emergentes, como 0s surtos da
dengue, Zika virus (ZIKV), virus ebola e influenza A sdo um problema de saude
publica (LIM, 2018).

As infeccbes pelo ZIKV podem ser muito graves e perigosas para as
mulheres gravidas, pois podem levar a microcefalia, uma anomalia cerebral que
causa ma formacao do cérebro e cabeca dos recém-nascidos, abortos, natimortos e
outras deficiéncias congénitas. Nos anos de 2015-2016, ocorreu um surto no Brasil
causando um aumento de 10 vezes no numero de recém-nascidos com microcefalia
em comparacdo com anos anteriores. Outra consequéncia do ZIKV é o
desenvolvimento da sindrome de Guillain-Barré, uma rara, mas séria doenca
autoimune que afeta o sistema nervoso central causando paralisia e deteriorizacao
de neurdnios (OLIVEIRA e VASCONCELOS, 2016; MALTA et al., 2017). Ainda n&o
ha tratamento ou medicamentos especificos contra o ZIKV (FERREIRA et al., 2019).

O Mayaro virus é transmitido por varios mosquitos, incluindo o Aedes
aegypti, e causa sintomas parecidos com os da febre amarela e chicungunha. Ele é
classificado como um virus emergente, endémico de regido de mata, mas com
potencial surgimento em areas urbanas. Normalmente a infeccdo evolui sem
gravidade, mas ha relatos de complicagbes como hemorragia, problemas
neurologicos e até a morte. No entanto, também n&o ha tratamento especifico para
essa doenca (CRUZ et al., 2019).

Sabe-se que existe uma relagcdo entre infec¢des, especialmente as
causadas por virus, e cancer (CHAN et al., 2016), pois quase tudo o que pode
alterar o material genético de uma célula tem o potencial de transformar uma célula
normal em uma célula cancerosa (TORTORA, 2012). De acordo com a Organizagao
Mundial da Saude (NACOES UNIDAS BRASIL, 2019) aproximadamente 14 milhdes
de novos casos de cancer séo registrados por ano globalmente, e calcula-se que
essas notificagbes devam subir 70 % até 2038. Atualmente existem muitos
medicamentos no mercado para tratar os diferentes tipos de cancer, mas nenhum é
totalmente eficaz e seguro (CHAUDHURI e SHARMA, 2017). Além disso, o

tratamento ainda é caro e inacessivel em muitos paises em desenvolvimento. Dessa
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forma, € muito importante a pesquisa por novas terapias para o tratamento do
cancer.

A insuficiéncia cardiaca € uma das principais causas de hospitalizacdes de
adultos e tem sido considerada como uma nova epidemia com elevada mortalidade
e morbidade, sendo apontada como um problema de saude publica
(ALBUQUERQUE et al., 2015). Os glicosideos cardioativos sdo uma classe de
esteroides isolados de algumas plantas como Digitalis purpurea e Strophanthus
gratus e sdo utilizados no tratamento da insuficiéncia cardiaca. Esses metabdlitos
atuam como inibidores da enzima Na*,K*-ATPase cardiaca, que esta envolvida nos
processos de manutencdo do gradiente eletroquimica da célula e nos ciclos de
contracao e relaxamento cardiaco (KUHLBRANDT, 2004). A inibicdo desta enzima &
realizada como estratégia para tratar a insuficiéncia cardiaca. No entanto, apesar da
sua eficacia comprovada, os glicosideos cardioativos apresentam diversos efeitos
adversos como disturbios visuais, arritmias, nauseas e vomitos, sendo importante a
busca por novos farmacos capazes de tratar a insuficiéncia cardiaca (LOPES et al.,
2018).

Os triterpenos pentaciclicos, encontrados em abundéncia em plantas da
familia Celastraceae (ALVARENGA e FERRO, 2006), apresentam ampla gama de
atividades bioldgicas. Além disso, varias espécies de plantas dessa familia ja vém
sendo usadas na medicina tradicional para o tratamento de varias doencas. Sendo
assim, é bastante promissor a avaliacdo de extratos de plantas dessa familia, bem

como de seus metabdlitos secundarios isolados, frente a diferentes alvos biolégicos.

2.2 Atividade antimicrobiana

Foram submetidos a testes de atividade antimicrobiana e antifingica os
extratos hexanico das folhas (EHF), acetato de etila das folhas (EAF), metandlico
das folhas (EMF), hexanico dos galhos (EHG), cloroférmico dos galhos (ECG) e
acetato de etila dos galhos (EAG).

Os micro-organismos testados nesse trabalho sdo originados da American
Type Culture Collection (ATCC), gentilmente cedidos pela Fundagcdo Oswaldo Cruz.
A atividade antimicrobiana foi determinada utilizando nove bactérias Gram-
negativas, (Enterobacter cloacae ATCC 23355, Escherichia coli ATCC 25922,
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Acinetobacter baumannii ATCC 19606, Klebsiella pneumoniae ATCC 4352,
Klebsiella oxytoca ATCC 0182, Shigella flexneri ATCC 12022, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442, Salmonella enterica serovar typhimurium ATCC 14028 e
Salmonella choleraesius ATCC 10708), seis bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305,
Streptococcus agalactiae ATCC 13813, Enterococcus faecalis ATCC 19433, Bacillus
subtilis ATCC 6051 e Bacillus cereus ATCC 11778), e quatro espécies de Candida
(Candida albicans ATCC 18804, C. albicans 10231, Candida glabrata ATCC 2001,
Candida krusei ATCC 34135 e C. tropicalis ATCC 28707). Os testes foram
realizados utilizando o método da Concentragéo Inibitoria Minima (CIM).

2.2.1 Metodologia — método da concentragdo inibitéria minima

A concentracao inibitéria minima (CIM) é a menor concentracdo da amostra
capaz de inibir pelo menos 50 % do crescimento microbiano e é determinada pela
medida da atividade de uma sequéncia decrescente de concentracfes das amostras
em um meio nutriente inoculado com a concentracdo padronizada do micro-
organismo em teste.

Foi preparado um pré-indculo no qual as bactérias e leveduras estocadas
foram transferidas, utilizando al¢ca de platina, e inoculadas em tubo de ensaio
contendo 3,0 mL de meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion, Infuso de cérebro e
coracdo). Os tubos foram entdo incubados em estufa a 37 °C por 18 horas. Em
seguida, 500 pL do pré-in6culo foram transferidos para tubos de ensaio contendo 4,5
mL de agua destilada estéril. Os tubos foram homogeneizados e a concentracédo
ajustada comparando-se com o tubo 0,5 da escala de McFarland de turbidez padréo
(108 UFC/mL), obtendo-se assim, os in6culos bacterianos utilizados no teste.

As amostras foram pesadas e solubilizadas em dimetilsulféxido (DMSO),
resultando em uma solucdo estoque com concentracdo de 50 mg/mL. As solucbes
de trabalho foram preparadas pela diluicdo de 40 pL da solugao estoque em 960 pL
de meio de cultura BHI.

Os testes foram realizados em placa de 96 micropogos, em duplicata. Em
cada poco foram adicionados 100 pL do meio de cultura BHI. No primeiro pocgo

foram adicionados também 100 pL da solucéo de trabalho. Apés homogeneizagéo
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100 pL foram transferidos para o segundo poco e, assim, sucessivamente.
Desprezaram-se os 100 pL finais do dltimo poco. Essa microdiluicdo forneceu dez
concentracbes de cada amostra: 500,00, 250,00 125,00, 62,500, 31,250, 15,625,
7,812, 3,900, 1,950 e 0,970 pg/mL. A seguir, 100 pL do inéculo do micro-organismo
a ser testado foram adicionados a cada pogo.

Foram realizados dois controles, um para controle de crescimento do micro-
organismo, no qual ndo houve adicdo da solucdo de trabalho (para verificar a
viabilidade celular) e o branco, em que néo se adicionou o in6culo bacteriano (para
se eliminar o efeito da coloracdo da solucdo de trabalho). Uma placa controle
contendo 100 puL de meio de cultura BHI e 100 pL de agua destilada estéril foi
adicionada ao experimento, sendo o controle de esterilidade do meio de cultura BHI.
Para as bactérias, o controle positivo utilizado foi a amoxicilina e o cloranfenicol e,
para a levedura utilizou-se a nistatina. As primeiras leituras das microplacas foram
feitas apés montagem do experimento (leitura a Oh) em leitor de placa de Elisa (492
nm). Em seguida as microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C e, apés 24

horas, foi realizada nova leitura.

2.2.2 Discussao dos resultados

Todos os extratos de folhas e galhos testados foram inativos frente aos micro-
organismos testados, pois apresentaram CIM > 500 pug/mL (Tabela 14, p. 129). De
acordo com Mbaveng e colaboradores (2015), a atividade antimicrobiana de
potenciais drogas é considerada significativa se o valor da CIM for menor que 10
pg/mL, moderada se 10< CIM <100 pg/mL e baixa se CIM >100 pg/mL.
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Tabela 14: Resultados dos testes antimicrobianos para os extratos de folhas e

galhos de Tontelea micrantha

_ _ Concentracdo inibitéria minima (ug/mL)
Microorganismo

EHF EAF EMF EHG ECG EAG AMOX | CLOR NIS
E. cloacae >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 - 0,9 -
K. pneumoniae >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 - 3,9 -
k. oxytoca >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 - 62,5 -
P. aeruginosa >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 - 15,6 -
E. coli >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 1,95 - -
A. baumannii >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 125 - -
S. flexneri >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 0,24 - -

S. enterica typhimurium >500,0 >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 >500,0 0,49 - -

S. enterica choleraesius | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 0,24 - -

S. aureus >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 0,98 - -
S. saprophyticus >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 1,96 - -
S. epidermidis >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 0,49 - -
S. agalactiae >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 0,98 - -
E. faecalis >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 0,98 - -
B. subtilis >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 - -
B. cereus >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 6,25 - -
C. albicans >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 - - 2
C. albicans >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 - - 4
C. glabrata >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 - - 4
C. krusei >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 - - 8
C. tropicalis >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 | >500,0 - - 2

AMOX: amoxicilina CLOR: cloranfenicol NIS: nistatina (Adaptado de CRUZ et al.,2019).

2.3 Atividade antiviral contra virus Zika e virus Mayaro

Foram submetidos a testes de atividade anti-Zika e anti-Mayaro virus os
extratos EHF, EAF, EMF, EHG, ECG e EAG.

2.3.1 Metodologia

2.3.1.1 Células VERO

As células de mamifero, VERO, foram utilizadas para avaliagées dos antivirais.
A linhagem VERO (ATCC CCL-81) é epitelial, derivada de rim de macaco verde

africano. O meio de crescimento foi 0 meio MEM modificado por Dulbecco (DMEM),
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suplementado com 5 % (v/v) de Soro Fetal Bovino (SFB) e um coquetel de
antibiéticos, conforme instru¢cdes dos fabricantes. As células foram mantidas a 37

°C, em estufa de COz: e repicadas a cada 3 dias.

2.3.1.2 Cultivo dos virus

Amostra do virus Zika (ZIKV) foi cedida pela Profa. Cintia Lopes de Brito
Magalhdes (ICEB/UFOP), o qual foi multiplicado em culturas de células de mosquito
Aedes albopictus C6/36. Amostra do virus Mayaro (MAYV) foi cedido pelo Prof®
Mauricio Lacerda Nogueira, da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto e
multiplicados em células Vero.

Culturas semiconfluentes dessas células foram inoculadas com uma aliquota
viral em 4 garrafas de 50 cm? e monitoradas, quanto ao aparecimento de efeito
citopatico desencadeado pelo virus, comparando-se com uma garrafa controle (nédo
infectada). Por se tratarem-se de virus que ocasionam lise celular e séo liberados no
sobrenadante das culturas, o meio foi coletado e centrifugado a 10.000 rpm por 20
minutos a 4 °C na centrifuga Hettich, com rotor 320R. O sobrenadante foi recolhido,
aliquotado e armazenado em freezer -80 °C, conforme metodologia descrita por
Barrows e colaboradores (2016) até 0 momento dos ensaios.

Para utilizagdo dos virus, primeiramente foi determinado o titulo viral/mL, e
para tal uma placa de 6 camaras foi implantada com células VERO (~1x10° células
/cdmara) e ao atingirem 90 % de confluéncia, foram adicionados 200 pL de diluigdes
seriadas do estoque de virus, em 5 das camaras, mantendo-se uma como controle.
A placa foi mantida por 1 hora a 37 °C para adsorcao do virus, quando foi removido
o inoculo viral, acrescentando-se a cada camara 2,0 mL de meio de crescimento
DMEM semi-solido acrescido de 2 % (m/v) de carboximetilcelulose (CMC) e 2 %
(v/v) de SFB, seguindo nova incubacdo a 37 °C. Apos 48 horas, o meio foi
desprezado e as células fixadas em solucéo PBS (tampéao fosfato salino) com 10 %
de formaldeido por 30 minutos. Para a revelagdo, a monocamada foi corada com
solucéo de cristal violeta 1 % (m/v) por 15 minutos. O titulo foi expresso pelo nimero
de unidades formadoras de placas (UFP) obtido nas cémaras cujas diluicbes
apresentaram entre 20 e 200 placas de lise viral, multiplicado pelo inverso da

diluicdo, e convertido para UFP/mL.
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2.3.1.3 Ensaio de citotoxicidade

Antes dos testes antivirais, os extratos foram submetidos a um teste de
citotoxicidade, a fim de determinar a concentracéo de trabalho citotoxica para 50 %
das células (CCso). As células foram distribuidas em microplacas de 96 pocgos (4x10°
células/100 pL/pogo) e incubadas a 37 °C por 24 horas. Em seguida, foram
adicionados 100 pL/pogco de meio completo com 2 % (v/v) de SFB e diferentes
concentracfes dos extratos, dissolvidos em DMSO (2 % em &agua). A analise foi
realizada em triplicata e DMSO foi utilizado como controle negativo. Ap6s 48 horas
de incubacdo foram adicionados 25 pL da solugdo de brometo 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (2 mg/mL em PBS), incubando-as a 37 °C por 90
minutos. Entdo, 130 uyL de DMSO foram adicionados em cada poc¢o para dissolver
0s cristais de farmazan, mantendo as culturas sob agitagdo a 150 rpm por 15
minutos. As absorbancias em cada pogo foram determinadas em leitor de placas (A=
492 nm). A CCso foi calculada de acordo com a expressédo B/A x100 (A = células

nao tratadas; B = células tratadas).

2.3.1.4 Atividade antiviral global

Os extratos que apresentaram CCso maior que 100 pug/mL foram submetidos
aos testes de atividade antiviral in vitro. Assim, células VERO foram distribuidas em
microplacas de 96 pocos (4x10° células/100 yL/pogo) e incubadas por 24 horas. O
meio foi removido e 100 pL das diluicdes seriadas dos extratos (250 — 15,6 pyg/mL)
foram adicionados a placa. Em uma placa espelho, as mesmas diluicbes de extratos
foram misturadas ao inoculo viral calculado para que a infeccdo tivesse uma
multiplicidade de infeccdo (MOI) de 0,1 virus/célula. Ambas as placas foram
incubadas por 1 hora a 37 °C em 5 % de CO.2. Entéo, transferiu-se a suspenséo da
placa espelho para a placa contendo células e incubou-se por 48 horas a 37 °C. Este
procedimento foi realizado para garantir uma avaliacdo adequada do efeito antiviral,
investigando a ac¢do dos extratos no virus e nas células a serem infectadas ao longo
do ciclo multiplicativo do virus. Apos 48 horas de infeccdo, a mesma metodologia do
teste de citotoxicidade foi realizada novamente, para estabelecer a concentracao
antiviral eficaz mediana (CEso) que € a concentracdo capaz de promover a protecao

de 50 % das células tratadas da infeccao viral. A porcentagem de protecéo (CEso) foi
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calculada usando a absorbancia (A = 492 nm) de cada pogo, determinada em um
leitor de placas, e foi expressa como [(A-B)/(CB)]x100 (A = células tratadas e
infectadas, B = células néo tratadas e infectadas e C = células néo tratadas e nao
infectadas). Os resultados sdo médias obtidas a partir das triplicatas. A pesquisa foi
feita conforme descrito por Barrows e colaboradores (2016), com algumas
modificacdes.

2.3.1.5 Avaliacdo em diferentes estagios da infeccao viral

Para estabelecer o efeito antiviral, as células e o virus foram incubados com
extratos em diferentes estagios do ciclo de infeccao viral. No estagio de adsorcéo, as
células foram pré-tratadas com os extratos antes da infec¢do viral. No estagio de
penetracdo, as células foram infectadas com o virus antes da adigdo dos extratos. O
efeito virucida também foi avaliado para verificar se os extratos foram capazes de
interagir com o virus em um estagio anterior a infeccao viral das células hospedeiras.
Entéo, o virus foi incubado com os extratos antes de infectar as células. Os dados

apresentados sao as médias obtidas a partir das triplicatas.

2.3.1.5.1 Atividade antiviral na etapa da adsorcao

O objetivo nesta etapa foi a analise da interacdo dos extratos com receptores
celulares, uma vez que nesta etapa ha o contato prévio dos extratos com as células

antecedendo a infecgéo.

Os extratos, em concentracdes seriadas de 250,0 a 15,6 pg/mL, foram
adicionados a monocamada celular (placa de 24 pocos, 5x10° células/poco) e
incubadas a 37 °C por 1 hora em estufa com atmosfera de 5 % de CO2). Entédo, as
células foram lavadas e infectadas com o ZIKV (MOI = 0,1 virus/célula). Apds o
periodo de 1 hora de adsor¢do viral, o in6culo contendo virus ndo adsorvidos foi
removido e as células foram lavadas com PBS e entdo adicionou-se 1 mL do meio
199 semissoélido contendo 2 % (v/v) de SFB e 2 % (v/v) carboximetilcelulose (CMC).
O meio semissolido € necessario para evitar a infeccdo de células de maneira
aleatéria, uma vez que quando ocorre a lise celular hd o extravasamento de virus

para o sobrenadante e com o meio semissolido tal vazamento fica concentrado na
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regido vizinha a célula lizada, viabilizando entdo a formacéo de placas de lise. Apos
48 horas, as células foram fixadas com PBS/10 % (v/v) de formaldeido por 30
minutos, lavadas e coradas com cristal violeta 5 % (m/v) por 15 minutos para a
revelacao.

As placas de lise foram observadas e comparadas com células néo tratadas e
nao infectadas (controle celular), células tratadas com DMSO (20 % em agua) e
infectadas (controle do solvente), células tratadas com ribavirina 200 pg/mL e
infectadas (controle da droga) e apenas células infectadas (controle ZIKV).
Ribavirina (Sigma-Aldrich, USA) foi utilizada como controle negativo pois pode inibir

a multiplicacao viral na fase intracelular.

2.3.1.5.2 Atividade antiviral na etapa da penetracao

O objetivo nesta etapa foi investigar se o0s extratos poderiam causar 0
impedimento da penetracdo do virus através da membrana celular. Sabe-se que a
penetracdo viral ocorre devido a acdo enzimatica celular, e sucede a adsorcao viral
na membrana lipoproteica.

Para isso, células VERO foram distribuidas em placa de 24 pocos (5 x 10°
células/100 uL/pogo), 24 horas antes do ensaio. Entdo, as células foram infectadas
com ZIKV (MOI = 0,1 virus/célula) sem nenhum tratamento prévio e incubadas a 4
°C por 1 hora. Em seguida, o inoculo de virus foi removido e as células foram
lavadas com PBS. Os extratos, em concentracdes seriadas (250,0 a 15,6 ug/mL),
foram adicionados, e as células incubadas por 1 hora a 37 °C em atmosfera 5 % de
COs2. Os extratos foram removidos e as células tratadas com tampao citrato, pH 3,0,
por 1 minuto. Em seguida, adicionaram-se 0 meio 199 semissélido contendo 2 % de
SFB, 2 % (m/v) de CMC e o coquetel de antibibticos, sendo a placa de células
incubada novamente a 37 °C em atmosfera 5 % de COa2. A revelagao das placas e

grupos controle foram os mesmos descritos no teste da etapa de adsorc¢ao.

2.3.1.6 Atividade virucida

Esse ensaio tem 0 objetivo de investigar se 0s extratos possuiam efeito
virucida, que é a capacidade de interagir com o virus de maneira que impeca a

infeccdo antes mesmo do contato do virus com a célula hospedeira.
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Os extratos foram adicionados ao in6culo (diluicbes entre 250,0 a 15,6 ug/mL)
a 37 °C por 1 hora. Entdo os indculos tratados foram adicionados a placa contendo
as células VERO e incubados a 37 °C por 1 hora em estufa com atmosfera 5 % de
CO2. Em seguida, o in6culo viral foi removido e adicionou-se meio 199 semissolido
contendo 2 % (v/v) de SFB e 2 % (m/v) CMC e, entéo a placa foi incubadas por 48
horas em estufa com atmosfera 5 % de CO2. As placas foram fixadas com
formaldeido a 10 % em PBS e coradas com cristal violeta 1 % (m/v) por 15 minutos
para revelacdo. Os grupos controle foram os mesmos descritos no teste da etapa de

adsorcao.

2.3.2 Discussao dos resultados

A citotoxicidade para células VERO e a atividade antiviral global contra ZIKV e
MAYV foram avaliadas a partir da concentragcdo citotoxica (CCso), concentracao
efetiva (CEso) e indice de seletividade (IS). Os valores sdo apresentados nas
Tabelas 15 e 16 (p. 137). Valores de CCso maiores do que 100 pg/mL indicam um
extrato ndo toxico. Por outro lado, valores baixos de CEso mostram uma efetiva
atividade antiviral. O IS foi calculado pela relacdo entre a concentracdo do extrato
que reduz a viabilidade celular para 50 % (CCso) e concentragdo necessaria para

inibir o efeito citopatico para 50 % (CE-so).

Tabela 15. Concentracdo citotoxica (CCso) para células Vero, concentracdo efetiva
(CEs0) contra ZIKV e indice de seletividade (IS) dos extratos de T. micrantha
(Adaptado de FERREIRA et al., 2019)

Extratos CCso(pg/mL) CEso (ng/mL) Ier-lce de
seletividade (IS)
EHF 157,2 £ 14,2 59,1+125 2,7
EAF 224,9 + 23,8 74,2+4,9 3,0
EMF 351,5+22,4 83,1+12,1 4,2
EHG 181,9+125 38,7+4,9 4,7
ECG 370,8 +43,5 38,5+8,2 9,6
EAG 191,9+37,1 67,3+ 10,6 2,9
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Todos os extratos testados ndo apresentaram toxicidade frente a células
Vero, pois seus valores de CCso sdo maiores que 100 pg/mL. Os valores de CEso
variaram de 38,5 a 83,1 ug/mL, indicando que os extratos apresentam atividade anti-
ZIKV. Os extratos EMF, EHG e ECG apresentaram o0s maiores IS, indicando
importante efeito inibitério viral. Todos os extratos com IS maior que trés foram
avaliados em diferentes estagios da infeccdo do ZIKV (adsorcdo e penetracdo da
particula viral), assim como os seus efeitos virucida.

No estagio de adsorcéo, as células Vero foram pré tratadas com os extratos
antes da infeccdo para verificar as interagdes com receptores celulares. Os extratos
EAF e EMF apresentaram uma atividade mais pronunciada com CEso de 31,2 pg/mL
(Figura 80). Estes valores de concentracdes dos extratos de folhas sdo similares
agueles relatados por Tan e colaboradores (2017) para 0 medicamento suramina, 0
qual induz o bloqueio de 80% da adsor¢céo a uma concentracdo de 50,0 pg/mL. O
extrato ECG também apresentou uma significativa atividade antiviral na
concentracdo de 125 pg/mL, mostrando placas de lise em menores quantidades
guando comparadas com o controle viral ndo tratado. O extrato EHG néo apresentou

atividade nesse estagio.

4

» EHG

> ECG

2sopgiml. 128 pgiml. 62.Sugiml 312 ug/mt 18,6 ug/mi. 250piML 125 ugimL G2.5ugimL 31,2 ugimL 156 pgimt

Figura 80. Efeito dos extratos no estagio de adsorcdo celular do Zika virus.
Diminuicdo do dano celular por infeccdo viral devido ao aumento da concentracdo de
extratos EAF, EMF, EHG e ECG. CC (controle celular) = células ndo tratadas e néo
infectadas; CV (controle ZIKV) = células infectadas pelo virus mas ndo tratadas; CR
(controle ribavirina) = células infectadas e tratadas com 200 pg/mL de ribavirina; CD
(controle DMSO) = células infectadas e tratadas com DMSO 0,2 % (Adaptado de FERREIRA
et al., 2019).
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A fim de ser avaliado o estdgio da penetracdo, as células Vero foram
infectadas com ZIKV e incubadas a 4 °C por uma hora. Essa etapa foi necessaria
pois em baixas temperaturas as enzimas responsaveis pela penetracao viral sao
desativadas, causando somente a adsor¢cdo na célula. Entdo, os extratos foram
adicionados aos micropocos em diluicbes seriadas e a temperatura aumentada para
37 °C para reativagdo das enzimas. Ambos extratos das folhas, EAF e EMF,
protegeram as células, mesmo nas concentracfes mais baixas de 15,6 pg/mL
(Figura 81) quando comparadas ao controle ribavirina, um antiviral tipo analogo
nucleosideo. O extrato ECG parcialmente inibiu a penetracdo do virus na
concentracdo de 62,5 pg/mL. O extrato EHG promoveu uma protecado parcial

somente na concentracdo mais alta de 250 pg/mL.
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Figura 81. Efeito dos extratos no estagio da penetracdo do Zika virus. CC (controle celular)
= células nao tratadas e ndo infectadas; CV (controle ZIKV) = células infectadas pelo virus
mas nao tratadas; CR (controle ribavirina) = células infectadas e tratadas com 200 ug/mL de
ribavirina; CD (controle DMSO) = células infectadas e tratadas com DMSO 0,2 % (Adaptado
de FERREIRA et al., 2019).

A capacidade para inibir o ciclo da multiplicacdo viral antes da infeccao celular
(efeito virucida) foi avaliada pela adicdo das diluicbes seriadas dos extratos a
suspensao viral (MOl = 0,1 virus/célula) antes da incubacdo com as células Vero.
Todos os extratos inibiram 100 % da infecgdo viral mesmo na mais baixa
concentracéo testada (15,6 pg/mL), pois nenhuma placa de lise foi formada em

microplacas (Figura 82, p.137).
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Figura 82. Efeito virucida dos extratos em particulas de Zika virus. CC (controle celular) =
células ndo tratadas e nao infectadas; CV (controle ZIKV) = células infectadas pelo virus
mas ndo tratadas; CR (controle ribavirina) = células infectadas e tratadas com 200 pyg/mL de
ribavirina; CD (controle DMSO) = células infectadas e tratadas com DMSO 0,2% (Adaptado
de FERREIRA et al., 2019).

Esse ensaio demonstra que todos 0s extratos agem principalmente na
particula viral. Em geral, um agente antiviral eficiente deve inibir a multiplicacdo viral
sem interferir diretamente na célula hospedeira, possibilitando a recuperacdo da
infeccdo celular e manutencéo metabdlica. No entanto, a atividade antiviral também
foi detectada para os extratos no estagio de adsorcdo e penetracdo, implicando na

possibilidade de um componente celular no mecanismo.

Tabela 16. Concentracdo citotoxica (CCso) para células Vero, concentracdo efetiva

(CEso) contra MAYYV e indice de seletividade (IS) dos extratos de T. micrantha

Extratos CCso(png/mL) CEso (ng/mL) Ier-ice de
seletividade (IS)
EHF 1484+ 12,4 50,1+ 5,8 29
EAF 201,5+ 33,2 55,8+ 2.3 3,6
EMF 351,5+224 11,4+ 8,8 30,8
EHG 177,7£12,5 143,7 £ 31,5 1,2
ECG 327,9 + 43,5 91,0+ 14,4 3,6
EAG 2244+ 37,1 63,7+54 3,5
Ribavirina 532,3+425 118,8+1,9 4.4

Os extratos EHF, EAF, ECG e EAG apresentaram CEso variando de 50,1 a
91,0 pg/mL, indicando atividade anti-MAYV em concentragfes menores que a
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apresentada pelo padréo ribavirina, por outro lado seus IS foram menores, indicando
uma atividade global menos eficaz. O extrato EMF apresentou importante efeito
inibitorio viral, com CEso de 11,4 pg/mL e IS 30,8, indicando atividade maior que a
do padrdo ribavirina, um antiviral ndo especifico. De acordo com Barros e
colaboradores (2011), IS = 4 indicam pronunciada atividade antiviral. A maior
atividade antiviral contra MAYV de EMF pode estar relacionada a presenca de
flavonoides no extrato, no entanto, € importante um estudo mais detalhado, assim
como a investigacdo nas diferentes etapas da infeccao.

As atividades antivirais tém sido relatadas para algumas espécies da familia
Celastraceae. Kanyara e Njagi (2005) demostraram que extratos de Maytenus
buchanani e M. senegalensis foram capazes de bloquear a infec¢cdo HIV-10, e Kohn
e colaboradores (2012) mostraram que extratos de M. ilicifolia inibem o herpesvirus.
No entanto, essa € a primeira vez que o potencial antiviral foi relatado para o género
Tontelea.

A avaliacdo da atividade anti-ZIKV e anti-MAYV dos compostos isolados esta

sendo atualmente realizada e sera publicada futuramente.

2.4 Avaliacéo da atividade citotoxica

As amostras foram submetidas a avaliagdo da citotoxicidade contra as
linhagens tumorais humanas de células de leucemia mieloide aguda (THP-1ATCC-
TIB-202), células de leucemia mieloide cronica (K562 ATCC-CRL-3344) e células de
carcinoma mamario (MDA-MB-231ATCC-HTB-26). A linhagem normal Wi-26VA4
(células de fibroblastos de pulméo, ATCC- CCL-75) foi utilizada para estabelecer o

indice de seletividade.

2.4.1 Metodologia

2.4.1.1 Cultivo celular

As linhagens utilizadas foram mantidas congeladas em meio de cultura
RPMI1640 com 10 % de soro fetal bovino (SFB), em criotubos com 5 % de DMSO.
Para o cultivo, os contetdos dos criotubos foram descongelados e transferidos para
um tubo de centrifuga de 15 mL, contendo 2 mL de meio RPMI-1640 com 10 % SFB.
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Em seguida foram submetidos a centrifugagdo em 800 rpm, por 5 minutos
(centrifuga CS-6R, Beckman, EUA), e o sobrenadante foi descartado. A massa
celular obtida foi ressuspendida em 5 mL de meio de cultura. A suspenséao celular foi
transferida para uma garrafa plastica de cultivo celular T75 (75 cm?, volume de 250
mL) (Corning Costar Inc., EUA) e mantida em estufa (Thermo eléctron, EUA) a 37 °C
com atmosfera umida de 5 % de COs..

Apoés a adeséo celular realizou-se a manutencéo da linhagem, na qual o meio
foi trocado a cada 48 horas para garantir a renovacédo dos nutrientes. A morfologia
celular e a formacdo de monocamada foram observadas com o auxilio de um
microscopio invertido (Olympus, CKX 41).

Quando as culturas apresentavam aproximadamente 80 % de confluéncia fez-
se um repique utilizando a solucao tripsina-EDTA (0,25 %) para remover as células
aderidas ao fundo da garrafa. Posteriormente foram transferidas para tubo de
centrifuga de 15 mL e foram ressuspendidas em 5 mL de meio RPMI-1640 com 10
% SFB. Esse tubo foi centrifugado por 4 minutos a 800 rpm e seu sobrenadante
descartado. A massa celular foi ressuspendida em 5 mL de meio de cultura novo.
Desta suspensao de células foram retirados 50 uL e misturados com 50 pL de azul
de Tripan para contagem manual de células viaveis em camara de Neubauer. O azul
de Tripan corou o citoplasma de células mortas possibilitando assim a contagem de
células inviaveis. Em seqguida, a suspenséo celular (1 x 10° células/100 uL por pogo)
foi distribuida em placas de 96 pocos (Corning Costar Inc., EUA) para realizacéo do

ensaio de viabilidade celular.

2.4.1.2 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio colorimétrico utilizando o
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio (MTT). Este método é
baseado na atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase que se
encontra ativa apenas em células metabolicamente funcionais. Essa enzima reduz o
sal de tetrazdlio solavel de cor amarela em um produto insoluvel de cor violeta,
cristais de formazan (CARMICHAEL et al.,1987), cuja quantidade pode ser

determinada por espectrofotometria (ap0s a solubilizagdo com DMSO), onde a



Capitulo 2: Estudo da Atividade Biologica 140

intensidade da cor resultante da dissolu¢éo dos cristais é proporcional a atividade da
enzima e, por conseguinte, ao nimero de células viaveis.

Para avaliacdo da atividade citotdxica foi feita um plaqueamento de 1 x 10°
células em placas de 96 pocos em meio RPMI-1640 acrescido de 10 % de SFB.
Apos o plaqueamento celular, as placas foram incubadas em estufa por 24 horas a
37 °C em atmosfera de 5 % de CO2 em ambiente imido, para adicdo das amostras.

Os testes de citotoxicidade foram realizados em quatro diluicdes seriadas a
partir da solucdo estoque (compostos e controle positivo em DMSO), utilizando
RPMI-1640 com 1 % de suplementagcdo de SFB. Cada concentracao foi testada em
triplicata e cada ensaio foi também repetido em triplicata. Como controle positivo
foram utilizados os farmacos citarabina (para a linhagem TPH-1), imatinibe (para a
linhagem K562) e etoposideo (para as linhagens MDA-MB-231). Apés incubacéo de
48 horas, o reagente MTT (100 pL, 5 mg/mL) foi adicionado a cada poco. Apés trés
horas de incubacgéo a 37 °C, adicionaram-se 50 yL de DMSO em cada pogo para
dissolver os cristais de formazan. A leitura colorimétrica foi medida em
espectrofotometro no comprimento de onda de 550 nm (Espectrofotdmetro
SpectraMax Plus — Molecular Devices, EUA).

A citotoxicidade foi expressa pelos valores de concentracdo da amostra que
inibe 50 % do crescimento das células (ICso) em comparacdo com as células
cultivadas na auséncia da amostra (controle negativo). O indice de seletividade foi
calculado pela razdo entre o ICso obtido para as células normais (Wi-26VA4) e o

obtido para as linhagens de células tumorais.

2.4.2 Discussao dos resultados

Os compostos isolados TM11, TM21, TM25, TM26, TM29 e o 6leo extraido de
sementes de Tontelea micrantha (OCP) foram avaliados quanto as suas
citotoxicidades frente a linhagens tumorais THP-1, K562 e MDA-MB-231. Os demais
compostos ndo foram avaliados devido a baixa solubilidade em DMSO, ou por ja
terem sido avaliados frente a essas linhagens tumorais, em outros trabalhos
relatados na literatura. Além disso, algumas substancias ndo haviam sido isoladas

na ocasiao desses testes.
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Os valores de ICso e dos indices de seletividades sdo apresentados nas
Tabelas 17 e 18, p. 141 e p. 142. Todas os compostos testados e OCP
apresentaram citotoxicidades moderadas (ICso < 62,50 pg/mL) contra todas as
linhagens tumorais, quando comparados aos respectivos padrées (ICso < 12,70
pg/mL). Os IS foram menores em todos os casos quando comparados aos
medicamentos controles citarabina (IS 4,62), padrdo para THP-1, e imatinibe (IS
6,63), padrao para K562, indicando menor eficacia. Por outro lado, as seletividades
de todos os compostos testados e OCP foram maiores que aquelas do padréo
etoposideo, em todas as linhagens tumorais testadas. O etoposideo é um
medicamento usado no tratamento do cancer para retardar o crescimento de
tumores. Para THP-1, os compostos TM25, TM11 e OCP apresentaram 0s maiores
IS, cerca de 2,5 vezes maiores que o do etoposideo. Para K562, TM11 (IS 1,70) e
TM29 (IS 1,76) apresentaram os maiores IS. E para MDA-MB-231, TM21 e TM29
apresentaram indices de seletividade (IS 2,15 e 2,25) cerca de 3 vezes maior que 0
do etoposideo (IS 0,71).

Tabela 17: Valores de ICso (ug/mL) de compostos isolados e do 6leo extraido das

sementes de T. micrantha

ICso (pg/mL)

Compostos THP-1 K562 MDA-MB-231 WI-26VA4
™11 31,30 £1,29 32,50 + 2,15 39,20 + 2,05 55,14 + 2,57
™21 46,92 + 3,28 55,90 + 4,88 30,45 + 2,55 65,60 + 3,70
TM25 32,62 +1,68 40,11 + 2,87 45,06 + 3,02 58,90 + 2,50
TM26 62,50 + 4,78 59,50 + 4,05 60,10 + 3,95 72,34 + 3,74
T™M29 43,15+2,11 39,25 + 1,95 30,68 + 2,77 69,02 + 2,88
OCP 32,50 + 2,05 38,75+ 1,80 35,30 + 1,95 58,45 + 3,10

citarabina 12,70+ 1,20 - - 58,70 + 3,76

imatinibe - 10,50 + 1,05 - 69,63 + 3,13

etoposideo 12,04 £ 2,32 9,11 +1,33 12,00 £ 0,63 8,63 +0,13
P valor <0,052 <0,05° <0,05° <0,05¢

a: THP-1, citarabina e etoposideo vs todas as amostras testadas; b: K562, imatinibe e etoposideo vs
todas as amostras testadas; c: MDA-MB-231, etoposideo vs todas as amostras testadas; d: Wi-26
VA4, citarabina, etoposideo e imatinibe vs todas as amostras testadas.
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Tabela 18: Valores de IS obtidos para os compostos isolados e 6leo extraido das

sementes de T. micrantha

Compostos THP-1 K562 MDA-MB-231
TM11 1,76 1,70 1,41
™21 1,40 1,17 2,15
TM25 1,81 1,47 1,31
TM26 1,16 1,22 1,20
TM29 1,60 1,76 2,25
OCP 1,80 1,51 1,66

citarabina 4,62 - -
imatinibe - 6,63 -
etoposideo 0,72 0,95 0,71

Os resultados indicam uma atividade citotéxica moderada dos compostos e
do oleo extraido das sementes de T. micrantha, quando comparados com o0s
padrées. No entanto, estudos de avaliacdo da atividade citotoxica contra outras
linhagens tumorais podem colaborar para a busca de moléculas bioativas mais
eficazes para o tratamento do cancer. Além disso, outras substancias isoladas nesse

trabalho e que ndo foram testadas serdo futuramente avaliadas.

2.5 Avaliacdo da atividade de inibicdo da enzima Na',K'™-ATPase

cardiaca

Alguns triterpenos pentaciclicos foram submetidos a avaliagdo in silico da
atividade de inibicdo da enzima Na*,K*-ATPase cardiaca. Foram avaliados 28-
hidroxifriedelan-3-ona (TMO06), friedelan-3,21-diona (TM13), 218-hidroxifriedelan-3-
ona (TM14), 30-hidroxifriedelan-3-ona (TM16), friedelan-3-oxo-28-al (TM17) e
friedelan-1,3,21-triona (TM19).
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2.5.1 Docking molecular

Para o estudo de docking molecular utilizou-se a estrutura da Na*,K*-ATPase,
PDB 3A3Y, cocristalizada com a oubaina obtida do banco de dados Protein Data
Bank e o software Autodock vina. Os compostos avaliados foram preparados e
tiveram sua geometria e energia minimizados no programa ChemBioDraw e foram
também submetidos a minimizacdo de energia pelo Merck Molecular Force Field
(MMFF94). As interacOes foram avaliadas nos aspectos de menor energia de ligacao
(Kcal/mol), nimero de ligacdes de hidrogénio e outras intera¢des formadas entre os

residuos de aminodacidos do sitio ativo da macromolécula e os compostos testados.

2.5.2 Discussao dos resultados

Os TTPC avaliados apresentaram energia de Gibbs muito proximas a do
inibidor ouabaina, mas TM19 exibiu uma energia menor que a do inibidor seletivo,
mostrando um bom potencial de inibicdo da enzima Na*,K*-ATPase cardiaca. Além
disso, todos os compostos exibiram interacdes hidrofébicas e interagiram com o
aminoacido Phe790, constituinte do sitio ativo da enzima. Esses resultados indicam
gue os TTPC avaliados podem exibir atividade de inibicdo da enzima.

Dessa forma, foram realizados testes biolégicos de dosagem da atividade da
enzima na presenca dos triterpenos testados. Esses testes bem como os resultados
encontrados fazem parte do trabalho de conclusédo de curso da aluna Maria Cecilia
Lelis, defendido em julho de 2019, sob orientacdo da Professora Doutora Clarice de
Carvalho Veloso Moura, da Universidade Federal do Amazonas (LELIS, 2019). Os
testes in vitro sugeriram que, de forma geral, os TTPC avaliados apresentaram uma
tendéncia gradativa em aumentar a atividade enzimatica, em concentragfes entre 1-
10 pmol/L, seguida por uma tendéncia gradativa em diminuir a atividade, em
concentracbes entre 50-200 umol/L. No entanto, apesar de todos TTPC testados
exibirem uma tendéncia em diminuir a atividade enzimatica nas concentracdes de
200 pmol/L, ndo é possivel afirmar que hd um grau de inibicdo, pois ndo houve
relevancia estatistica. A diferenca observada entre os resultados das analises in
silico e in vitro pode ocorrer por alguns fatores, como auséncia de interferentes no
docking molecular, como pH, presenca de cétions que regulam a atividade

enziméatica, agua, dentre outros.
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CONCLUSAO

Neste trabalho foi realizado o estudo fitoquimico de folhas, galhos e raizes de
Tontelea micrantha (Celastraceae) e o estudo da atividade biologica de extratos e
alguns compostos isolados. Foram fracionados, utilizando cromatografia em coluna:
sélido do extrato hexanico das folhas (SHF), extrato hexanico das folhas (EHF),
extrato acetato de etila das folhas (EAF), extrato metandlico das folhas (EMF), sélido
do extrato hexanico dos galhos (SHG), extrato hexanico dos galhos (EHG), extrato
cloroférmico dos galhos (ECG), extrato acetato de etila dos galhos (EAG), extrato
metanodlico dos galhos (EMG), extrato hexanico das raizes (EHR) e extrato
cloroférmico das raizes (ECR). Trinta e uma substancias foram obtidas e
identificadas utilizando métodos espectroscépicos como infravermelho e ressonancia
magnética nuclear unidimensional (*H, **C e DEPT-135) e bidimensional (HSQC,
HMBC, COSY, NOESY). O estudo bioldgico incluiu as avaliacbes das atividades
antimicrobiana (antibacteriana e antifingica), antiviral, citotoxica e de inibicdo da
enzima Na*,K*-ATPase cardiaca.

Foram isolados os seguintes compostos: friedelina, 38-friedelinol, acido 3,4-
seco-friedelanoico, 28-hidroxifriedelan-3-ona, friedelan-3,21-diona, 216-
hidroxifriedelan-3-ona, 21a-hidroxifriedelan-3-ona, friedelan-1,3,21-triona, friedel-1-
en-3,21-diona, 30-hidroxifriedelan-3-ona, 3-oxo-friedelan-28-al, acido 3-oxo-
friedelan-28-oico, 21a,30-di-hidroxifriedelan-3-ona, 28,30-di-hidroxifriedelan-3-ona,
28,29-di-hidroxifriedelan-3-ona, tingenina B, netzahualcoiona, netzahualcoiondiol,
salaquinona A, acido ortosfénico, 3-0O-[a-L-ramnopiranosil(1—2)][a-L-
ramnopiranosil(1—6)]-8-D-glicopiranosideo de guercetina, 3-O-{[a-L-
ramnopiranosil(1—6)]-8-D-glicopiranosideo de quercetina (rutina), epiafzelequina-
(4B8—8)-epicatequina, epicatequina, p-sitosterol, 3B-glicosil-B-sitosterol, 2,3,6,15-
tetra-acetoxi-1,9-dibenzoiloxi-8-oxo-B-agarofurano, dulcitol, mistura de acidos
graxos, guta percha e o esqualeno.

Os triterpenos pentaciclicos friedelan-1,3,21-triona, friedel-1-en-3,21-diona e o
sesquiterpeno de esqueleto di-hidro-B-agarofurano, 2,3,6,15-tetra-acetoxi-1,9-
dibenzoiloxi-8-oxo-B-agarofurano, sdo inéditos. Todas as substancias foram isoladas

pela primeira vez no género Tontelea.
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O estudo da atividade antiviral foi realizado frente a Mayaro e Zika virus e
foram avaliados os extratos de folhas e galhos (EHF, EAF, EMF, EHG, ECG e EAG).
O extrato EMF apresentou importante efeito inibitério anti-Mayaro com CEso de 11,4
pug/mL e IS 30,8, indicando atividade maior que a do padrao ribavirina. Todos os
extratos das folhas e galhos mostraram atividade anti-Zika, e foram investigados os
efeitos dos extratos nas diferentes etapas da infeccdo e o efeito virucida. Os extratos
EAF e EMF apresentaram inibicdo da adsorcao viral na concentracao de 31,2 pg/mL
e inibicdo da penetracéo viral em concentracfes mais baixas do que 15,6 pg/mL.

Os extratos de folhas e galhos foram avaliados frente a nove bactérias Gram-
negativas, seis bactérias Gram-positivas e quatro espécies de Candida, no entanto
nao apresentaram atividade.

Os compostos rutina (TM11), epicatequina (TM25), agarofurano (TM26), acido
3-oxo-friedelan-28-oico (TM21), netzahualcoiondiol (TM29) e o éleo das sementes
(OCP) foram avaliados frente as linhagens de células de leucemia mieloide aguda
(THP-1), mieloide crénica (K562) e frente as linhagens de células de carcinoma
mamario (MDA-MB-231) apresentando atividade moderada.

No estudo da atividade de inibicdo da enzima Na*,K*-ATPase cardiaca, foram
avaliados 28-hidroxifriedelan-3-ona (TMO06), friedelan-3,21-diona (TM13), 216-
hidroxifriedelan-3-ona (TM14), 30-hidroxifriedelan-3-ona (TM16), friedelan-3-oxo-28-
al (TM17) e friedelan-1,3,21-triona (TM19). Foi realizado ensaio de docking
molecular e os resultados indicaram que os TTPC avaliados poderiam exibir
atividade de inibicdo da enzima. Testes in vitro de dosagem da atividade da enzima
na presenca desses triterpenos indicaram que ndo houve interferéncia dos TTPC

avaliados na atividade enzimatica.

Este trabalho colabora para o estudo quimiotaxonémico de espécies da
familia Celastraceae e mostra que Tontelea micrantha é uma importante fonte de
metabolitos secundarios, especialmente triterpenos pentaciclicos e flavonoides, com

potencial atividade bioldgica.
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ESPECTROS

TMOL1: 1,4-trans-poli-isopreno (guta-percha)

—7.26

2.08
2.06
2.04
2.00
1.98
1.96
1.60

0.00

uuuuuuuu

ey
g w
oo N
N o w

_
N —
ﬁ

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
ppm (t1)7'00 6.50 6.00 5.50 5.00 4.50 4.00 3.50 3.00 2.50 2.00 1.50 1.00 0.50 0.00

Figura 1A: Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de TM01 em CDCls3
(Adaptado de FERREIRA et al., 2019).
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Figura 2A: Espectro de RMN de 13C (100 MHz) de TM01 em CDCl3
(Reproduzido de FERREIRA et al., 2019).
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(Reproduzido de FERREIRA et al., 2019).
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Figura 5A: Espectro de RMN de 13C (100 MHz) de TM02 em CDCl3
(Reproduzido de FERREIRA et al., 2019).
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Figura 6A: Subespectro DEPT-135 (100 MHz) de TM02 em CDClIs
(Reproduzido de FERREIRA et al., 2019).
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TMO3: friedelan-3-ona (friedelina)
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Figura 7A: Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de TM03 em CDCls
(Reproduzido de FERREIRA et al., 2019).
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Figura 8A: Espectro de RMN de *3C (100 MHz) de TM03 em CDCls
(Reproduzido de FERREIRA et al., 2019).
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(Reproduzido de FERREIRA et al., 2019).

TMO4: friedelan-38-ol (38-friedelinol)
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TMO5: acido 3,4-seco-friedelan-3-oico
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Figura 13A: Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de TM05 em CDCl3
(Reproduzido de FERREIRA et al., 2019).
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TMO7: mistura de acidos graxos
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Figura 19A: Espectro de RMN de *H (400 MHz) de TMO7 em CDCls
(Adaptado de FERREIRA et al., 2019).
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(Reproduzido de FERREIRA et al., 2019).
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(Reproduzido de FERREIRA et al., 2019).
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(Reproduzido de FERREIRA et al., 2019).
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TM24: 28,30-di-hidroxifriedelan-3-ona

00°0-—
[4AL]
£8°07
88'0
060+
66'0

P11
mN.L
€T
YE'T
9T
8e' T
T
9’1
8’
6b'T
157
€51
95'1
99'T
89'T
69'T
7T
vLT
9%'T
¥z
92z
LET
8T
e
zee
€5°€
95°¢
9°€
b€

Lel—

Lo

0.5

1.5

25

n—

[ mE

- 1 (pp
Figura 57A: Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de TM24 em CDCls.

5.5

6.5

7.0

469
6L°bT
62'8T,|
98T
9,81/
26T
62T
0£'82
££'82]
€62
01°0€
9z'0€
€17
bLTE
bE'EE
81'GE

1Gce

8§'LE
r'8E
18'8€
65'6€
9E'TH
91T
jrara 2
0S°2ZS
€8S
19'6S
£€1°69
EL

8E'ETT—

100 90 80 70 60 50 40 30 20

110
f1 (ppm)

Figura 58A: Espectro de RMN de '3C (100 MHz) de TM24 em CDCls.

220



184

Apéndice

6LPT—
67'8T
wm.mﬁv

ze6t
seze’
0g'82,
€082
Te6e
01087
9Z'0€ ;\¢
£

7€)

155/
T8'8E~
9 Thy
09T~

0§'¢S—
£€'85~

T9'65—

£1°69-

WeL—

10

15

50 45 40 35
f1 (ppm)

55

60

75 70

0

Figura 59A: Subspectro DEPT-135 (100 MHz) de TM24 em CDCls.

TM25: epicatequina (3,3,4,5,7-penta-hidroxiflavanana)
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CROMATOGRAMAS

Oleo de sementes de Tontelea micrantha
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Figura 78A: Cromatograma do 6leo de sementes de T. micrantha vendido no

mercado central de Montes Claros (OMC).
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Figura 79A: Cromatograma do 6leo de sementes de T. micrantha da Cooperativa de

produtores de uma comunidade local de Montes Claros (OCP).
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TABELAS

Tabela 1A: Comparacdo dos dados de RMN de '3C de TMO03 com os dados da
literatura para friedelina (QUEIROGA et al., 2000)

carbong | TPOde | 8c de T 8c"(QUEIROGA
carbono TMO3 et al., 2000)

! CH: 22,30 2.3
2 CH: 4154 415
3 C 213,20 5132
4 CH 58,25 583
5 C 42,16 221
6 CHz 41,32 413
7 CH2 18,25 18,2
8 CH 53,13 531
9 C 3747 74
10 CH 59,51 504
11 CH: 35,65 %6
12 CH: 30,52 305
13 C 39,72 397
14 C 38,32 383
15 CHz 32,44 324
16 CH: 36,03 6.0
1 C 30,02 30,0
18 CH 42,82 128
19 CH; 35,37 33
20 C 28,18 281
21 CH: 32,80 32.7
22 CH2 39,27 392
23 CHa 6,83 68

24 CHs 14,67 1456
25 CHa 17,96 179
26 CHs 20,27 20,2
27 CHa 18,67 18,6
28 CHa 32,11 321
29 CHa 35,03 3.0
30 CHs 31,79 318

*CDCls/100 MHz **CDCl3/75 MHz
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Tabela 2A: Comparacdo dos dados de RMN de 3C de TM04 com os dados da
literatura para friedelan-34-ol (QUEIROGA et al., 2000)

Carbono Tipode | &c*de | 8c**(QUEIROGA
carbono TMO04 et al., 2000)
! CHz 15,91 15,48
2 CHz 36,10 36,14
3 CH 72,38 71,87
4 CH 49,33 48,86
5 C 37,92 37,48
6 CHz 41,81 41,38
! CH. 17,59 17,18
8 CH 53,22 52,78
9 C 37,13 36,70
10 CH 61,46 61.00
11 CHz 35,40 35,16
12 CHz 30,66 2928
13 C 38,38 37.93
14 C 39,69 3911
15 CHz 32,34 32,34 A
16 CHz 35,59 35,68
17 C 30,03 29,62
18 CH 42,85 42,41
19 CH: 35,35 34,94
20 C 28,18 27,79
21 CHz 32,84 32,41
22 CH: 39,29 38,87
23 CHs 11,75 11,37
24 CHs 16,43 16,04
25 CHa 18,28 17.89
26 CHs 18,66 18.28
21 CHs 20,13 1973
28 CHs 32,10 3178
29 CHs 35,03 34,66
30 CHs 31,81 31,44

*CDCls + piridina ds /100 MHz  **CDCl3 /75 MHz
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Tabela 3A: Comparacdo dos dados de RMN de 3C de TM05 com os dados da
literatura para acido 3,4-seco-friedelan-3-oico (VIEIRA-FILHO, 2001)

Carbono | PO %€ | Ocde 5c* (VIEIRA-
carbono TMO05 FILHO, 2001)

! CH; 21,08 21,15
2 CH; 37,41 3724
8 C 179,05 178,78
4 CH; 36,08 36,18
5 C 37,85 37.90
6 CH; 38,97 39.05
7 CH; 18,12 18.16
8 CH 53,01 5307
o C 39,08 3914
10 CH 59,05 5989
11 CHz 35,21 35.28
12 CHz 30,22 30,27
13 C 39,65 39,70
14 C 38,34 38,40
15 CH: 32,31 32,38
10 CH: | 3611 36,15
1 C 30,03 30,07
18 CH 42,87 42,97
19 CH; 35,33 35,39
20 C 28,18 28,20
21 CH; 32,88 32,95
22 CH; 39,31 39,34
23 CHa 7,60 7,60

24 CHa 19,41 19,50
25 CHs 17,94 17.96
26 CHs 20,16 2015
27 CHa 18,75 18,74
28 CHs 32,13 32,16
29 CHs 34,98 34,98
30 CHs 31,86 31,88

*CDCls/100 MHz
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Tabela 4A: Comparacdo dos dados de RMN de 3C de TM06 com os dados da
literatura para 28-hidroxifriedelan-3-ona (RODRIGUES et al., 2015)

carbono | TPO de | Bc*de | Bc*(RODRIGUES
carbono TMO06 et al., 2015)

! CHz 22,27 22,27
2 CH: 41,51 41,51
8 C 212,99 213,13
4 CH 58,25 58,24
5 c 42,11 42,11
6 CH: 41,29 41,26
7 CH: 18,26 18.25
8 CH 52,53 52,50
9 C 37,50 37,47
10 CH 59,54 59.51
11 CH: 35,47 35.45
12 CH: 30,12 30,11
13 C 39,40 30.38
14 C 38,18 38.16
15 CH: 31,31 31.26
16 CH> 29,15 29.14
17 C 35,19 318
18 CH 39,48 30.46
19 CHz 34,53 3450
20 c 28,16 28.16
21 CHz 31,44 31.40
22 CHz 33,41 3338
23 CHs 6,82 6.83

24 CHs 14,68 1467
25 CHs 18,08 1808
26 CHs 19,09 19.08
27 CHs 19,20 19.20
28 CHz 68,08 68.07
29 CHs 32,85 32.84
30 CHs 34,27 34.26

*CDCls/100 MHz
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Tabela 5A: Comparacdo dos dados de RMN de 3C de TM08 com os dados da
literatura para 3-O-4-D-glicosil--sitosterol (RAI et al., 2006)

Tipo de oc* de &c** (RAI et
Carbono
carbono TMO8 al., 2006)

1 CH2 37,33 37,47
2 CH2 29,90 30,23
3 CH 78,24 78,57
4 CH2 39,84 39,94
5 C 140,66 140,88
6 CH 121,73 121,91
7 CH: 32,01 32,17
8 CH 31,93 32,05
9 CH 50,21 50,33
10 C 36,75 36,92
11 CH2 21,11 21,28
12 CH: 38,98 39,32
13 C 42,36 42,47
14 CH 56,76 56,82
15 CH2 24,36 24,50
16 CH: 28,34 28,55
17 CH 56,17 56,23
18 CHs 11,90 11,99 L o
19 CHs 19,32 19,43 b 5~
20 CH 36,20 36,39
21 CHs 18,89 19,02
22 CH2 34,05 34,19
23 CH2 26,25 26,35
24 CH 45,92 46,03
25 CH 29,30 29,44
26 CHs 19,14 19,22
27 CHs 19,88 20,00
28 CH2 23,22 23,38
29 CHs 12,06 12,12
1 CH 102,11 102,54
2 CH 74,54 75,29
3 CH 77,75 78,45
4 CH 71,42 71,64
5 CH 77,46 78,05

CH2 62,64 62,80

*CDCls + piridina ds /100 MHz **piridina-ds /100 MHz
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Tabela 6A: Comparacdo dos dados de RMN de 3C de TM10 com os dados da

literatura para 3-O-[a-L-ramnopiranosil(1-2)][a-L-ramnopiranosil(1—6)]-B-D-
glicopiranosideo de quercetina (SRINROCH et al., 2019)

. oc* . Oc*
noc | TPode | octde (SRINROCH | Noc | "'P° de | octde (SRINROCH
carbono | TM10 carbono | TM10
et al., 2019) et al., 2019)

2 C 158,89 158,9 17 CH 100,44 100,5
3 C 134,40 134,5 27 CH 79,98 80,0
4 C 179,20 179,3 37 CH 78,81 78,9
5 C 162,99 163,2 4 CH 71,78 71,9
6 CH 99,75 99,7 5” CH 76,94 77,1
7 C 165,54 165,6 6” CH: 68,22 68,3
8 CH 94,70 94,7 1 CH 102,57 102,6
9 C 158,35 158,4 2 CH 72,20 72,3
10 C 105,85 105,9 37 CH 72,32 72,4
1 C 123,50 123,5 4 CH 73,98 74,1
2 CH 117,41 1174 57 CH 69,91 70,0
3 C 145,82 145,9 6" CHs 17,48 17,5
4 C 149,46 149,5 1 CH 102,17 102,3
5 CH 116,05 116,1 2" CH 72,06 72,1
6’ CH 123,43 123,6 37 CH 72,20 72,3

47 CH 73,82 73,9

5”7 CH 69,67 69,7

67" CHs 17,78 17,8

*CD30OD/100 MHz
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Tabela 7A: Comparacdo dos dados de RMN de 3C de TM11 com os dados da
literatura para a rutina (VENEGAS-CASANOVA et al., 2018)

T F
N C Tipo de | oc* de (VENEGAS- N C Tipo de Oc* de (VENEGAS-
carbono | TM11 CASANOVA carbono T™M11 CASANOVA
et al., 2018) et al., 2018)
2 C 158,53 158,5 1’ CH 104,78 104,8
3 C 135,66 135,7 2” CH 78,21 78,2
4 C 179,41 179,4 3’ CH 73,97 74,0
5 C 162,99 163,0 4” CH 72,13 72,1
6 CH 100,02 100,0 5” CH 75,76 75,8
7 C 166,13 166,0 6” CHz 68,59 68,6
8 CH 94,93 94,9 1 CH 102,45 102,4
9 C 159,35 159,3 2 CH 71,42 71,4
10 C 105,63 105,7 3” CH 72,27 72,3
1 C 123,14 123,2 4 CH 77,23 77,2
2 CH 117,73 117,7 57 CH 69,74 69,7
3 C 145,85 145,8 6 CHs 17,92 17,9
4 C 149,84 149,8
5 CH 116,09 116,1
6’ CH 123,60 123,6

*CDsOD/100 MHz **CDsOD/75 MHz
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Tabela 8A: Comparacdo dos dados de RMN de 3C de TM13 com os dados da
literatura para friedelan-3,21-diona (PATRA et al., 1981)

e Tipo de oc*de 8c** (PATRA
carbono TM13 et al., 1981)

1 CH:2 22,28 22,4
2 CH:2 41,49 41,6
3 C 212,85 213,0
4 CH 58,23 58,2
5 C 42,10 42,2
6 CH:z 41,22 41,3
7 CHz 18,28 18,4
8 CH 53,37 53,4
9 C 37,49 37,5
10 CH 59,46 59,5
11 CH2 35,55 35,6
12 CH2 32,79 32,9
13 C 38,20 38,3
14 C 39,93 40,0
15 CH2 30,63 30,7
16 CH: 37,03 37,1
17 C 33,22 33,3
18 CH 41,97 42,0
19 CH: 35,11 35,1
20 C 42,74 42,8
21 C 218,74 218,8
22 CH:z 54,99 55,1
23 CHs 6,82 6,9

24 CHs 14,66 14,8
25 CHs 17,74 17,9
26 CHs 18,46 18,6
27 CHs 21,20 21,4
28 CHs 33,22 33,6
29 CHs 28,82 28,9
30 CHs 24,99 25,9

*CDCls/100 MHz **CDCl3/20 MHz
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Tabela 9A: Comparacdo dos dados de RMN de 3C de TM14 com os dados da
literatura para 21B-hidroxifriedelan-3-ona (NGUYEN e TRAN, 2009)

Carbono Tipo de 5c*de | b (NGUYEN e
carbono | TM14 | TRAN, 2009)

1 CHz 22,40 22.3
2 CHo 41,64 415
8 C 213,17 213.0
4 CH 58,37 582
5 C 42,37 221
6 CH: 41,42 213
! CH: 18,39 182
8 CH 53,36 532
9 C 37,56 374
10 CH 59,64 595
11 CH: 35,78 356
12 CHz 30,83 307
13 C 39,82 397
14 C 38,38 382
15 CH: 32,53 324
16 CH: 36,84 36.7
7 C 30,01 98
18 CH 42,84 127
19 CH> 36,01 359
20 C 33,94 338
21 CH 75,82 757
22 CH> 48,64 485
23 CHs 6,94 o

24 CHa 14,79 -

25 CHa 18,05 179
26 CHa 20,84 207
27 CHa 18,88 187
28 CHs 34,54 343
29 CHs 34,88 347
30 CHs 24,10 54,0

*CDCl3/100 MHz **CDClIs *** N&o foram encontrados dados para esses deslocamentos
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Tabela 10A: Comparacédo dos dados de RMN de 3C de TM15 com os dados da
literatura para 21a-hidroxifriedelan-3-ona (SETZER et al., 2000)

e Tipo de | &c*de Oc** (SETZER
carbono | TM15 et al., 2000)
1 CH2 22,41 22,30
2 CH2 41,62 41,50
3 C 213,26 213,2
4 CH 58,34 58,20
5 C 42,20 42,00
6 CH2 41,38 41,20
7 CH2 18,39 18,00
8 CH 51,69 51,50
9 C 37,64 37,50
10 CH 59,64 59,50
11 CHz 35,43 35,30
12 CHz 30,33 30,20
13 C 39,16 39,00
14 C 38,95 38,80
15 CHz 30,58 30,40
16 CHz 36,24 36,10
17 C 32,63 32,50
18 CH 44,45 44,30
19 CH:2 36,12 35,90
20 C 34,50 34,40
21 CH 74,45 74,30
22 CH: 47,16 47,00
23 CHs 6,96 6,80
24 CHs 14,81 14,60
25 CHs 17,88 17,70
26 CHs 18,35 18,20
27 CHs 19,42 19,30
28 CHs 33,28 33,10
29 CHs 32,01 31,90
30 CHs 25,06 24,90

*CDCl3/100 MHz **CDCls/125 MHz
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Tabela 11A: Comparacédo dos dados de RMN de 3C de TM16 com os dados da
literatura para 30-hidroxifriedelan-3-ona (FERREIRA, 2014)

carbono | TPOde | Bctde [ Bc*(FERREIRA,
carbono TM16 2014)
1 CHz 22,30 2236
2 CHz 41,53 41.39
3 C 213,12 215,01
4 CH 58,27 5838
> C 42,16 4241
° CHz 41,33 41,34
7 CH: 18,27 18.36
8 CH 53,03 53.05
9 c 37,48 3758
10 CH 59,55 50.53
11 CH: 35,61 35.70
12 CH: 30,54 3054
13 c 39,83 39.92
14 c 38,41 3854
15 CHz 32,15 3218
16 CHz 35,96 36.08
17 c 30,02 3011
18 CH 42,79 4286
19 CHz 30,54 30.50
20 c 33,40 33.42
21 CHz 28,20 2824
22 CHz 38,12 3802
23 CHs 6,82 6.67
24 CHs 14,68 14.68
25 CHs 18,02 18.08
26 CHs 19,97 19,94
27 CHs 18,56 18.67
28 CHs 32,15 3218
29 CHs 28,94 28.99
30 CHz 72,01 7177

*CDCl3/100 MHz
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Tabela 12A: Comparacédo dos dados de RMN de 3C de TM17 com os dados da

literatura para 3-oxo-friedelan-28-al (LI et al., 2010)

. Tipo de Oc* de O6c** (LI et
carbono TM17 al., 2010)

1 CH:z 22,38 22,2
2 CH:z 41,60 41,5
3 C 213,10 213,0
4 CH 58,32 58,2
5 C 42,11 42,1
6 CH:z 41,18 41,2
7 CH:2 18,17 18,0
8 CH 52,95 52,8
9 C 37,25 37,1
10 CH 59,38 59,2
11 CH: 35,56 354
12 CH: 30,73 30,6
13 C 38,86 38,7
14 C 37,79 37,6
15 CH:2 32,53 324
16 CH: 35,07 34,9
17 C 47,85 47,7
18 CH 36,57 36,4
19 CH:2 35,56 35,4
20 C 28,45 28,3
21 CH:2 32,49 324
22 CH:2 28,16 28,0
23 CHs 6,93 6,8

24 CHs 14,74 14,6
25 CHs 17,31 17,2
26 CHs 20,14 20,0
27 CHs 18,92 18,8
28 CH 209,14 209,1
29 CHs 34,63 34,5
30 CHs 29,53 29,4

*CDCls /100 MHz **CDCls/75 MHz
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Tabela 13A: Comparacédo dos dados de RMN de 3C de TM20 com os dados da
literatura para o fg-sitosterol (RODRIGUES et al., 2015)

carbono | [P0 de | &ctde | &c*(RODRIGUES
carbono TM20 et al., 2015)
1 CHz 37,40 37,28
2 CH: 31,78 31,70
3 CH 71,94 71,84
4 CHz 42,42 42,33
S C 140,90 140,79
6 CH 121,84 121,73
! CHz 32,05 31,94
8 CH 29,30 31,94
° CH 50,28 5017
10 C 36,65 36.53
11 CHz 21,23 5111
12 CHz 39,92 39.81
. C 42,42 4233
14 CH 56,20 56.80
15 CH, 24,44 24,32
16 CHz 28,38 28,26
17 CH 56,20 56,09
18 CHs 12,00 11,87
19 CHs 19,18 19,41
20 CH 36,29 36.16
21 CHs 18,92 18.80
22 CH: 34,09 33.98
23 CH: 26,23 26.13
24 CH 45,98 45.88
25 CH 29,30 20.19
26 CHs 19,53 19,83
27 CHs 19,18 19,05
28 CHz 23.21 5310
29 CHs 12,12 12.00

*CDCl3/100 MHz
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Tabela 14A: Comparacédo dos dados de RMN de 3C de TM21 com os dados da
literatura para o acido 3-oxo-friedelan-28-oico (NOZAKI et al.,1990)

carbono | |P0 e | &ctde | 8™ (NOZAKI
carbono T™M21 et al.,1990)

1 CH: 22,40 2223
2 CH: 41,64 42.05
3 C 213,26 213.26
4 CH 58,37 58.16
5 C 44,64 44,74
6 CH: 41,27 41,47
7 CHo 18,24 18,04
8 CH 53,17 52,95
° C 37,85 37.64
10 CH 59,44 59,21
11 CHz 36,07 35,87
12 CHz 31,20 31,01
13 C 42,22 41,05
14 C 39,06 38.85
15 CHz 29,56 29,31
16 CH: 32,61 32.56
17 C 37,85 37,64
18 CH 37,97 37,61
19 CHz 35,63 35,41
20 C 28,58 58,39
21 CH: 34,99 32,79
22 CHz 32,82 32,60
23 CHs 6,94 6,79

24 CHs 14,80 14.62
25 CHs 17,64 17,47
26 CHs 20,74 20,56
27 CHs 18,67 18,52
28 CHs 184,54 184,99
29 CHs 29,89 29.69
30 CHs 34,64 34,46

*CDCl3/100 MHz **CDCls/62,5 MHz
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Tabela 15A: Comparacédo dos dados de RMN de 3C de TM22 com os dados da
literatura para o 28,29-di-hidroxifriedelan-3-ona (RODRIGUES et al.,

2015)
e Tipo de oc* de oc* (RODRIGUES
carbono TM21 et al., 2015)

1 CH2 22,39 22,26

2 CH2 41,56 41,51

3 C 213,20 213,07

4 CH 58,32 58,19

5 C 42,22 42,11

6 CH2 41,36 41,24

7 CH2 18,36 18,23

8 CH 53,17 53,08

9 C 37,54 37,42 ' Sou
10 CH 59,57 59,44
11 CHz 35,61 35,52 on
12 CHz 30,33 30,20
13 C 39,83 39,75

14 C 38,07 37,95

15 CH:z 28,72 28,62

16 CHz 31,77 31,90
17 C 35,96 35,98

18 CH 38,51 38,45

19 CHz 29,03 29,14
20 C 33,09 33,04
21 CH2 28,31 28,36
22 CH2 32,24 32,27
23 CHs 6,96 6,83

24 CHs 14,79 14,65
25 CHs 18,09 17,95
26 CHs 20,19 20,11
27 CHs 18,87 18,75
28 CHs 67,53 66,97
29 CHs 74,15 73,87
30 CHs 26,50 26,48

*CDCls+pirindina ds /100 MHz
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Tabela 16A: Comparacédo dos dados de RMN de 3C de TM24 com os dados da
literatura para o 28,30-di-hidroxifriedelan-3-ona (PATRA e
CHAUDHURI, 1987)

R Tipo de oc* de oc** PATRA e
carbono | TM24 CHAUDHURI, 1987)

1 CH> 22,39 22,3
2 CH> 41,61 41,5
3 C 213,38 212,9
4 CH 58,34 58,3
5 C 42,23 42,1
6 CH> 41,36 41,4
7 CH> 18,36 18,3
8 CH 52,50 52,5
9 C 37,58 37,5
10 CH 59,61 59,7
11 CHz 35,51 35,5 o
12 CHz 30,10 30,0
13 C 39,59 39,6
14 C 38,42 38,4
15 CHz 31,13 31,1
16 CHz 29,32 29,2
17 C 35,18 35,2
18 CH 38,81 38,9
19 CHz 31,74 31,5
20 C 33,34 33,3
21 CH> 30,26 30,2
22 CH> 28,30 28,3
23 CHs 6,94 6,8
24 CHs 14,79 14,7
25 CHs 18,29 18,2
26 CHs 18,76 18,7
27 CHs 19,22 19,1
28 CH> 69,13 69,0
29 CHs 28,73 28,6
30 CH> 73,42 73,4

*CDCls/100 MHz **CDCls/20 MHz
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Tabela 17A: Comparacédo dos dados de RMN de 3C de TM25 com os dados da
literatura para a epicatequina (AGRAWAL, 1989)

Carbono Tipo de &c* de Oct*
carbono | TM25 (AGRAWAL, 1989)

2 CH 79,90 79,4

3 CH 67,51 66,9

4 CH:2 29,29 29,1

5 C 157,68 157,4

6 CH 96,43 96,2

7 C 158,02 157,4

8 CH 95,93 95,7

9 C 157,39 157,0

10 C 100,11 99,7

1 C 132,31 132,1

2 CH 115,35 115,2

3 C 145,80 145,2

4rwx* C 145,96 145,2

5 CH 115,94 115,5

6’ CH 119,44 119,4
*CDs0OD/100 MHz **acetona de *** sinais intercambiaveis.

5 OH
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Tabela 18A: Comparacédo dos dados de RMN de 3C de TM27 com os dados da
literatura para o tingenina B (CEVATEMRE et al., 2016)

Carbono Tipode | &6c*de | &c*(CEVATEMRE et
carbono T™M27 al., 2016)
1 CH 119,80 1198
2 c 178,41 178.2
3 C 146,10 146.1
4 C 117,29 1174
5 c 127,74 1277
6 CH 133,77 1336
f CH 118,20 118.1
8 C 168,53 1685
9 C 42,63 42,6
10 C 164,75 164.7
11 CH: 34,03 34,0
12 CH: 29,94 29,9
13 C 44,33 443
14 C 40,61 406
15 CH: 28,27 283
16 CH: 29,52 295
17 C 44,85 448
18 CH 45,03 5.0
19 CH:z 32,04 32.0
20 CH 40,88 409
21 c 213,57 2135
22 CH 76,45 76.4
23 CHs 10,29 103
25 CHs 39,18 391
26 CHs 21,63 216
21 CHs 20,53 205
28 CHs 25,01 24.9
30 CHs 14,75 14.7

*CDCls/100 MHz
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Tabela 19A: Comparacédo dos dados de RMN de 3C de TM28 com os dados da

literatura para o netzahualcoiona (JELLER et al., 2004)

Carbono Tipode | &c*de | &c** (JELLERetal.,

carbono TM28 2004)
1 CH 120,29 120 1
2 C 178,28 178.0
3 C 146,43 1463
4 C 116,89 1168
5 C 128,26 1282
6 CH 134,23 1341
7 CH 122,34 1222
8 C 159,48 158.4
o C 44,19 441
10 C 157,22 1571
1 CHz 37,18 371
12 CH: 36,02 35.9
13 C 42,23 421
14 C 135,99 1359
15 C 126,37 126.3
16 CH2 38,28 38,2
17 c 49,00 48.9
18 CH 46,39 463
19 CH: 34,32 34,2
20 C 50,43 50,3
21 CH 74,50 744
22 C 213,96 2137
23 CHs 10,48 10.3
25 CHs 29,05 289
26 CHs 22,04 219
27 CHs 24,32 242
28 CHs 22,50 224
29 C 175,39 1753
30 CHs 13,78 13.6
31 CHs 52,75 52.6

*CDCl3/100 MHz **CDCls/125 MHz
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Tabela 20A: Comparacédo dos dados de RMN de 3C de TM29 com os dados da
literatura para o netzahualcoiondiol (JELLER et al., 2004)

Carbono Tipode | &c*de | &c* (JELLERetal,

carbono TM29 2004)
1 CH 120,18 1202
2 C 178,26 1781
3 C 146,42 1462
4 C 116,97 1167
5 C 127,92 1277
6 CH 134,77 1345
7 CH 121,65 1215
8 C 159,21 159.0
o C 44,71 445
10 C 160,15 150.9
11 CH: 37,61 374
12 CHz 35,00 348
13 C 42,65 42,4
14 C 136,20 136.0
15 C 126,83 1266
16 CH:z 38,10 37,9
17 C 39,06 38.9
18 CH 38,91 38.7
19 CHz 34,11 339
20 C 47,63 474
21 CH 69,44 69.2
22 CH 79,62 79.4
23 CHs 10,53 10.3
25 CHs 29,65 205
26 CHs 21,97 21.8
27 CHs 24,74 245
28 CHs 27,24 270
29 C 179,22 179.0
30 CHs 17,32 173
31 CHs 52,45 527

*CDCls/100 MHz **CDCls/125 MHz
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Tabela 21A: Comparacéo dos dados de RMN de *3C de TM30 com os dados da

literatura para o salaquinona A (MORIKAWA et al., 2003)

carbong | TPO e | &crde | 5o (MORIKAWA et
carbono T™M27 al., 2003)
1 CH 119,56 1102
2 C 178,47 178.0
3 C 146,31 145.9
4 C 117,31 1175
5 C 128,38 128.0
6 CH 133,30 132.9
7 CH 124,66 1243
8 c 157,23 1571
° C 42,45 425
10 C 163,60 163.1
11 CH2 31,91 317
12 CHz 29,12 28.9
13 C 43,39 438
14 C 57,92 58.0
15 c 209,86 200.3
16 CH: 48,00 478
17 c 48,02 478
18 CH 43,98 439
19 CH: 30,10 302
20 CH 40,08 39.9
21 C 212,49 212.0
22 CH 78,28 78.0
23 CHs 10,40 103
25 CHs 39,62 394
26 CHs 21,67 215
27 CHs 24,54 244
28 CHs 25,01 248
30 CHs 15,15 15.0

*CDCls/100 MHz **CDCls/125 MHz
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Tabela 22A: Comparacédo dos dados de RMN de 3C de TM31 com os dados da

literatura para o acido ortosfénico (DUAN et al., 2000)

Carbono Tipode | &c*de | & (DUAN
carbono TM31 et al., 2000)

1 CHz 28,70 28,7
2 CH 74,08 74,2
3 C 107,98 108,1
4 CH 46,78 46,8
5 C 47,46 47,5
6 CH2 33,98 34,0
7 CH2 19,65 19,7
8 CH 50,39 50,4
9 C 37,42 37,5
10 CH 53,22 53,3
11 CH2 34,64 34,7
12 CH2 29,46 29,5
13 C 39,55 39,6
14 C 39,28 39,3
15 CH:z 29,67 29,7
16 CHz 36,66 36,7
17 C 30,43 30,5
18 CH 44,73 44.8
19 CHz 30,43 30,9
20 C 40,67 40,7
21 CHz 30,84 30,5
22 CH:z 37,34 37,4
23 CHs 8,29 8,4

24 CH2 72,07 72,1
25 CHs 16,91 16,9
26 CHs 16,79 16,8
27 CHs 18,01 18,1
28 CHs 32,10 32,1
29 C 181,37 181,3
30 CHs 32,26 32,3

*piridina d-5/100 MHz ** piridina d-5/125 MHz
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