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Resumo

RESUMO

O estudo fitoquimico das raizes e galhos de Salacia crassifolia resultou na obtencdo e
caracterizacdo de uma mistura de betulina (SC17) com acido betulinico (SC19) e de dezoito
compostos: o sesquiterpeno 94,104-epoxi-3p-hidroxi-15H,45H,56H,7H,11aH-guaian-
12,8p-olideo (SC10); os esteroides p-sitosterol (SC04) e 3-O-p-D-glicosil-A-sitosterol
(SC11); o flavonoide 4 -O-metilepigalocatequina (SC12); um cerebrosideo (SC13); um
dimero cariopristimerina (SC03); o0s quinonametideos, dispermoquinona (SCO06),
netzahualcoionol (SCOQ7), 20-hidroxi-20-epi-tingenona (SC08) e pristimerina (SC05); o
triterpeno aromatico 6-oxo-pristimerol (SC09); o ursano urs-12-eno-34,25,30-triol (SC02);
0 oleanano abruslactona-A (SCO01); o friedelano 21a-hidroxifriedelan-3-ona (SC16); os
lupanos betulina (SC17), lupeol (SC14), lup-20(29)-eno-2a,34-diol (SC18) e lup-20(29)-
eno-34,15a-diol (SC15). As estruturas quimicas foram determinadas por métodos
espectroscopicos (IV, RMN de 1D e 2D) e difracdo de raios-X. Das substancias isoladas, o
94,104-epoxi-3p-hidroxi-15H,45H,56H,7H,11aH-guaian-12,8-olideo (SC10) e o urs-
12-eno-34,25,30-triol (SCO02) ainda ndo foram descritos na literatura. Os compostos SCO03,
SCO05, SC08, SC09, SC12 (exceto para atividade citotoxica), SC14, SC15, SC16, SC17 e
SC18 foram avaliados em testes de inibicdo da enzima acetilcolinesterase, atividade
citotoxica in vitro e toxicidade utilizando modelo Caenorhabditis elegans. Todos 0s
compostos testados apresentaram inibicdo frente a enzima acetilcolinesterase, sendo que 0s
compostos SCO03 (99+9%), SC08 (100+9%) e SCO09 (99+8%) apresentaram inibicdo
préxima ou maior do que a do padrdo eserina (94+2%). Os compostos apresentaram baixa
citotoxicidade frente as linhagens de células de leucemia aguda (THP-1) e crénica (K562) e
também frente as células de carcinoma mamario (MDA-MB-231) quando comparadas aos
padrdes utilizados. No teste de toxicidade utilizando modelo C. elegans, nenhum dos
compostos testados apresentou toxicidade, uma vez que a taxa de sobrevivéncia das larvas
no estagio L1 foi maior que 90%.

Palavras-chave: Celastraceae, Salacia crassifolia, triterpenos, inibicdo da

acetilcolinesterase.
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Abstract

ABSTRACT

The phytochemical study of the roots and branches of Salacia crassifolia led to isolation of
a betulin-betulinic acid mixture (SC19) and eighteen compounds: the sesquiterpene 94,
10p-epoxy-3p-hydroxy-15H,45H,56H,75H,11aH-guaian-12,85-olide (SC10); the steroids
p-sitosterol  (SC04) and 3-O-D-glycosyl-sitosterol (SC11); the flavonoid 4°-O-
methylpigalocatechin (SC12); a cerebroside (SC13); the dimer caryopristimerin (SC03); the
quinonemethides dispermoquinone (SCO06), netzahualcoyonol (SC07), 20-hydroxy-20-epi-
tingenone (SCO08) and pristimerin (SC05); the aromatic triterpene 6-oxo-pristimerol
(SC09); the ursane urs-12-ene-3p4, 25,30-triol (SC02); the oleanane abruslactone A (SCO01);
the friedelane 2la-hidroxifriedelan-3-ona (SC16); the lupanes betulin (SC17), lupeol
(SC14), lup-20(29)-en-2a,3p-diol (SC18) and lup-20(29)-en-34,15a-diol (SC15). The
chemical structures were determined by spectroscopic methods (IR, 1D and 2D NMR) and
X-ray diffraction. SC10 and SC02 have not been described in the literature so far. The
compounds SCO03, SC05, SC08, SCO9, SC12 (except for cytotoxicity), SC14, SC15, SC16,
SC17 and SC18 were evaluated for acetylcholinesterase inhibition, in vitro cytotoxic
activity and toxicity tests using the Caenorhabditis elegans model. All tested compounds
inhibited acetylcholinesterase, and compounds SC03 (99+9%), SC08 (100£9%) and SC09
(99+£8%) showed inhibition close to or greater than that of the eserine standard (94 + 2%).
The tested compounds showed low cytotoxicity against the THP-1 (acute myeloid leukemia
cells), K562 (chronic myeloid leukemia cells) and MDA-MB-231 (mammary carcinoma
cells) cancer cell lines in comparison with the standards. None of the tested compounds and
extracts was toxic according to the C. elegans assay since the larvae survival rate in stage
L1 was higher than 90%.

Keywords: Celastraceae, Salacia crassifolia, triterpenes, acetylcholinesterase inhibition.
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CAPITULO 1: ESTUDO FITOQUIMICO

1 INTRODUCAO

Os compostos obtidos a partir de fontes naturais como plantas, animais e
microrganismos sdo conhecidos como produtos naturais (PATRIDGE et al., 2016).
Historicamente os produtos naturais tém sido reconhecidos como fonte de inspiracao
para diversas areas, tais como quimica, biologia e medicina (DUECKER; REUSS;
HERETSCH, 2019; GERRY; SCHREIBER, 2018). Esses compostos apresentam uma
grande variedade estrutural, em parte devido a grande biodiversidade de organismos
marinhos e terrestres existentes. Estes organismos conseguem produzir compostos com
estruturas quimicas com variadas fungdes quimicas e que apresentam diferentes
atividades biolégicas (BERNARDINI et al., 2018; DAVISON; BRIMBLE, 2019).

Nas plantas, esses compostos sdo conhecidos como metabolitos secundarios e
geralmente, ndo sdo considerados essenciais para sobrevivéncia e reproducdo, mas sim
fruto da adaptacdo ao meio ambiente ou de um possivel mecanismo de defesa contra
predadores, visando auxiliar e melhorar a sobrevivéncia da planta. Os metabdlitos
secundarios sdo produzidos a partir de intermediarios biossintéticos dos processos
celulares basicos, como fotossintese e diferentes reacBes quimicas, sendo esses
processos responsaveis pelas modificacdes estruturais observadas para esses compostos
(BERNARDINI et al., 2018).

Plantas com propriedades terapéuticas sdo conhecidas como “plantas
medicinais”. Essas tiveram seus efeitos descobertos possivelmente por um
conhecimento adquirido por tentativa e erro na busca para tratar doencas, sendo esse
conhecimento transmitido por geracbes (WRIGHT, 2019). O uso dessas plantas é
considerado uma das ciéncias mais antigas de paises como a China, Grecia, Egito e
india. Nas Gltimas décadas houve um aumento no interesse e uso de plantas medicinais
como fonte de novos medicamentos ou seu uso como fitoterapicos (HALBERSTEIN,
2005; JAMSHIDI-KIA; LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018). Parte desse interesse
pode ser atribuida a necessidade de descoberta de novos compostos ativos para o
tratamento de doencas que acometem a populagdo no mundo inteiro, como céancer,
malaria, doencas neurodegenerativas, dentre outras (DAVISON; BRIMBLE, 2019).
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Estima-se que um quarto de todos os medicamentos aprovados pela Food and
Drug Administration (FDA) e/ou pela Agéncia Médica Europeia (EMA) foi baseado em
compostos isolados de plantas (THOMFORD et al., 2018). Portanto, pode-se dizer que
as plantas medicinais contribuiram e continuam contribuindo para descoberta de novos
farmacos.

A descoberta da morfina, por exemplo, é considerada como um grande marco
para o desenvolvimento de medicamentos a partir de plantas medicinais. A morfina
(Figura 1, pag. 3) é um alcaloide, isolado a partir da flor de papoula, utilizado como um
potente analgésico (HAMILTON; BASKETT, 2000). Destaque também para
medicamentos obtidos para o tratamento do cancer como a vimblastina (Figura 1, pag.
3), isolada da Catharanthus roseus (NOBLE, 1990), e o paclitaxel (Figura 1, pag. 3),
um diterpeno que foi isolado da casca de Taxus brevifolia por Wall e Wani (WANI et
al., 1971). Este medicamento ap6s um longo processo de desenvolvimento, foi
finalmente aprovado para uso clinico contra o cancer de ovario em 1992 e contra o
cancer de mama em 1994 (CRAGG; NEWMAN, 2013).

Artemisia annua, uma planta utilizada tradicionalmente pela populagdo chinesa
para tratar febre, chamou a atencdo de pesquisadores e foi estudada com o objetivo de se
isolar os seus principios ativos. Este estudo levou ao isolamento de um sesquiterpeno, a
artemisinina (Figura 1, pag. 3), que apresentou alta atividade contra o Plasmodium
falciparum, parasita responsavel pela malaria (KLAYMAN, 1985). A descoberta deste
sesquiterpeno marcou um excelente momento para estudos de plantas medicinais, uma
vez que a sua utilizacdo contribuiu para reduzir a taxa de mortalidade em pacientes que
eram acometidos por esta doenca (CRAGG; NEWMAN, 2013; CZECHOWSKI et al.,
2019). Esse trabalho teve seu reconhecimento e, em 2015, o prémio Nobel de Fisiologia
ou Medicina foi concedido a farmacologista Youyou Tu, pesquisadora membro da
Academia de Medicina Tradicional Chinesa, por suas contribuic@es para a descoberta da
artemisinina (CALLAWAY; CYRANOSKI, 2015).
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Morfina Vimblastina Artemisinina

Paclitaxel

Figura 1: Farmacos obtidos a partir de plantas.

Além dos sesquiterpenos e diterpenos, os triterpenos também se destacam por
apresentarem varias atividades bioldgicas, e pertencem a uma das maiores classes de
metabolitos produzidos por plantas (XU et al., 2018). Triterpenos pentaciclicos
(TTPCs) sdo compostos que apresentam em seu esqueleto 30 atomos de carbono, que
podem estar dispostos em cinco anéis fundidos de seis membros cada ou quatro anéis de
seis membros e o Gltimo de cinco (CHUNG, 2019). Em relacdo ao esqueleto carbdnico

das estruturas, os TTPCs sdo divididos em subgrupos sendo 0s mais comuns: oleanano,

ursano, lupano e friedelano, Figura 2 (XIAO et al., 2018).

oy

Friedelano

Oleanano Ursano

Figura 2: Esqueleto base dos triterpenos pentaciclicos de alguns subgrupos.
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Pesquisas realizadas mostram que varios triterpenos apresentam atividade
antitumoral, antiviral e atuam na diminuicdo do colesterol (XIAO et al., 2018;
YOUSEF et al., 2018).

Na medicina tradicional, os triterpernos pentaciclicos estdo sendo considerados
adequados para o desenvolvimento de farmacos, principalmente devido as suas
atividades anticancerigenas, e pelo seu potencial no tratamento e prevencdo de diabetes
e da doenca de Alzheimer (HILL; CONNOLLY, 2017; NUNEZ et al., 2013).

Atividades anticancerigena e anti-inflamatoria tém sido descritas para alguns
triterpenos pentaciclicos como o lupeol, celastrol, pristimerina, acidos betulinico,
ursolico e oleandico (Figura 3), isolados de espécies da familia Celastraceae
(SALVADOR et al., 2017). Destaque para os quinonametideos, pristimerina e celastrol,

que tém sido objetos de varios estudos que visam avaliar seu potencial como

quimiopreventivo e para o tratamento de diferentes tipos de cancer (KASHYAP et al.,
2018; LI, JIA-JUN et al., 2019; YOUSEF et al., 2016).

Lupeol Celastrol Pristimerina
(lupano) (quinonametideo) (quinonametideo)

H

Acido betulinico Acido ursolico Acido oleandlico
(lupano) (ursano) (oleanano)

Figura 3: Triterpenos isolados de espécies da familia Celastraceae.
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A familia Celastraceae € composta por aproximadamente 106 géneros e 1300
espeécies, distribuidos extensivamente em regides tropicais e subtropicais (BUKHARI;
JANTAN; SEYED, 2015). No Brasil, essa familia é representada principalmente por
quatro géneros: Maytenus Juss., Austroplenckia Lund., Franhofera Mart. e Salacia
Mart. (SIMMONS et al., 2008). Dentre as classes de triterpenos ja isolados de espécies
da familia Celastraceae, tem-se compostos que se destacam por apresentar varios tipos
de atividade biol6égica. Dentre eles, tém-se compostos da classe ursano
(anticancerigeno) (ZOU et al., 2018), lupano (antineoplésicos), (HILL; CONNOLLY,
2017), oleanano (antidiabetes) (MANNA; SIL, 2012), quinonametideo
(anticancerigeno) (YOUSEF et al., 2018) e friedelano (anti-inflamatério, analgésico e
antipirético) (ANTONISAMY; DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU, 2011). Os
quinonametideos, além de serem biologicamente ativos, sdo restritos a espécies da
familia Celastraceae, sendo considerados marcadores taxondmicos desta familia
(CORSINO et al., 2000).

A partir de espécies do género Salacia ja foram descritos isolamentos de
triterpenos de classes variadas. O género € composto por cerca de 200 espécies,
distribuidas em areas tropicais de todo o mundo, incluindo india, sul da China, e outros
paises do Sudeste Asiatico (RODRIGUES et al., 2019). O género Salacia € encontrado
também no Brasil e em outros paises da América do Sul e possui 21 espécies brasileiras.
Vérias atividades bioldgicas tém sido atribuidas a espécies desse género. Em muitos
paises, espécies desse género sao utilizadas como remédio tradicional contra diabetes e
como anti-inflamatoério (GOMES et al., 2019; TANABE et al., 2019).

Diversos estudos de espécies de Salacia levaram ao isolamento de triterpenos da
classe friedelano, oleanano, ursano, quinonametideo e lupano. Como exemplo, cita-se
um estudo fitoquimico recente de Salacia impressifolia que levou ao isolamento de
quinze compostos, sendo seis da classe quinonametideo (tingenona, pristimerina, 30-
hidroxi-pristimerina, isoiguesterina, 22-hidroxitingenona e netzahualcoionol), um
friedelano (friedelina), um aromatico (regeol A), quatro lupanos (lupeol, salicilina, 2-
0x0-20(29)lupen-3p-ol, 2p,3p-dihidroxilup-20(29)-eno), um oleanano, um ursano
(mistura de a e f-amirina), e um esteroide (fS-sitosterol) (DA SILVA et al., 2016)
(Figura 4, pag. 7). Rodrigues e colaboradores relatam que o extrato bruto acetato de

etila e 0s quinonametideos tingenona, pristimerina e 22-hidroxitingenona, isolados do
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caule de S. impressifolia, exibiram atividade in vitro quando testados frente a linhagens
celulares de leucemia (RODRIGUES et al., 2019).

Das raizes e caules de S. hainanensis foram isolados quinze metabdlitos, sendo
dois novos triterpenoides da classe lupano. Os lupanos isolados desta espécie (lupeol,
salacianona e lup-20(29)en-3,16-diol), apresentaram efeitos inibitorios in vitro sobre a
enzima a-glucosidase (YU et al., 2014) (Figura 4, pag. 7).

Das espécies Salacia amplifolia (WANG et al., 2011), S. reticulada (BRUNING;
WAGNER, 1978) e S. kraussi (FIGUEIREDO; RAZ; SEQUIN, 1998) foi descrito o
isolamento de varios metabolitos, dentre eles a pristimerina que tem sido objeto de
varios estudos, por apresentar diferentes atividades biologicas, como antimalarica
(FIGUEIREDO; RAZ; SEQUIN, 1998), antifingica (LUO et al., 2005), anti-
inflamatoria e antioxidante (JIN et al., 2016; SHAABAN et al., 2018). Também foi
descrita a capacidade deste metabolito em inibir o crescimento tumoral de alguns tipos
de cancer como de mama, préstata, pancreas e tumores de mieloma multiplo (LI, JIA-
JUN et al., 2019; WU, HAIYAN et al., 2019).
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Friedelina [-sitosterol o-amirina
(friedelano) (esteroide) (ursano)

Pamirina 2-0x0-20(29)-lupen-3 -0l salicinina
(oleanano) (lupano) (lupano)

HOH,C, COOCH3;

lup-20(29)-eno-2 -3 f-diol

(lupano) 30-hidroxipristimerina

. , tingenona
(quinonametideo)

(quinonametideo)

22-hidroxitingenona regeol A

. d o netzahualcoieno
(quinonametideo) (aromaético)

(quinonametideo)

lup-20(29)-eno-3,21-diona lup-20(29)-eno-3 416 S-diol
(lupano) (lupano)

COOCH3

Figura 4: Triterpenos isolados de espécies do género Salacia.
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Na medicina popular Salacia crassifolia (Figura 5) é conhecida como "Bacupari-
do-Cerrado” e € utilizada no tratamento de problemas renais, tosse, dores de cabeca,
como cicatrizante e no tratamento da malaria (CARNEIRO et al., 2013). Na regido de
Goias é utilizada por comunidades tradicionais para o tratamento de céncer, como
agente antimicrobiano e anti-inflamatorio (ESPINDOLA et al., 2018). Entretanto, ha
poucos relatos de estudo fitoquimico e das atividades biologicas dessa espécie na
literatura.

Dentre os relatos encontrados citam-se o estudo fitoquimico das folhas realizado
por Rodrigues e colaboradores que descreveram o isolamento dos compostos 3f-
palmitoxi-urs-12-eno, friedelina, 3p-hidroxifriedelano, 3-oxo-28-hidroxifriedelano, 3-
ox0-29-hidroxifriedelano, 28,29-di-hidroxifriedelan-3-ona, acido 3,4-seco-friedelan-3-
oico, 3p-hidroxi-olean-9(11):12-dieno, mistura de a-amirina e S-amirina, fS-sitosterol.
Dos compostos isolados &cido 3,4-seco-friedelan-3-oico e 28,29-dihidroxifriedelan-3-

ona apresentaram atividade antimicrobiana in vitro (RODRIGUES et al., 2015) (Figura
6, pag. 10).

Figura 5: Galhos, flores, folhas, frutas e raiz de S. crassifolia (Foto: acervo pessoal de

Maria Olivia Mercadante-Simdes).
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Foi encontrado também um estudo de isolamento guiado por bioensaio e
avaliacdo da atividade biologica dos extratos e substancias isoladas das raizes dessa
planta. Nesse estudo foi descrito o isolamento de quatro triterpenos pentaciclicos
(Figura 6, pag. 10), o 11p-hidroxipristimerina, a pristimerina, o 6-oxopristimerol e a
vitideasina, obtidos a partir do extrato hexanico, todos apresentaram atividade citotoxica
frente as linhagens testadas (ESPINDOLA et al., 2018).

O estudo realizado durante o mestrado, do extrato hexanico/éter etilico das raizes
de S. crassifolia levou ao isolamento de seis triterpenos pentaciclicos, sendo dois da
classe dos friedelanos, (&cido 2a,3a,224-trihidroxi-21-o0xo0-29-nor-friedelan-24-oico e 3-
ox0-29-hidroxifriedelano) e quatro quinonametideos (pristimerina, cariopristimerina,
tingenona e netzahualcoionol) (Figura 4 e 6; pags 7 e 10). Dentre os compostos
isolados, dois foram inéditos, o acido 2a,3a,22f-trihidroxi-21-ox0-29-nor-friedelan-24-
oico e a cariopristimerina, um dimero inédito entre o cariofileno e derivado da
pristimerina. O isolamento destes compostos inéditos nos motivou a continuar 0s
estudos com os demais extratos das raizes de Salacia crassifolia (SANTOS, et al.,
2019).
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-
-

3 f-palmitoxi-urs-12-eno 3 f-hidroxifriedelano 3-ox0-28-hidroxifriedelano
(ursano) (friedelano) (friedelano)

3-0x0-29-hidroxifriedelano acido 3,4-seco-friedelan-3-oico 3 f-hidroxi-olean-9(11):12-dieno
(friedelano) (friedelano) (oleanano)

COOCH;
COOCH3 3

28,29-dihidroxifriedelano-3-ona 11-hidroxipristimerina 6-oxo-pristimerol
(friedelano) (quinonametideo) (aromatico)

vitedeasina netzahualcoionol acido 2a,3 0,22 Btrihidroxi-21-0x0-29-nor-
(quinonametideo) (quinonametideo) friedelan-24-6ico (friedelano)
COOCH3

cariopristimerina

Figura 6: Triterpenos ja isolados da Salacia crassifolia.
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Além disso, nos estudos ja relatados sobre as raizes e folhas da Salacia

crassifolia ja foram isolados e descritos triterpenos de diferentes classes, assim essa

espécie se mostra promissora como fonte de novos compostos com esqueletos quimicos

diferentes.

Diante disso, a continuidade do estudo fitoquimico das raizes e o estudo dos

galhos, que ainda ndo foram estudados fitoquimicamente podem contribuir para a

descoberta de novos compostos bioativos e para o estudo quimiotaxondmico da familia

Celastraceae.

2 OBJETIVOS

Contribuir para o estudo fitoquimico de espécies da familia Celastraceae,

especificamente da espécie Salacia crassifolia, visando identificar novos metabélitos

bioativos. Neste contexto, o presente trabalho envolveu o0s seguintes objetivos

especificos:

Dar continuidade ao estudo do extrato hexano/éter etilico das raizes de S.
crassifolia;

Realizar o estudo fitoquimico dos extratos acetato etilico e aceténico das raizes;

Preparar e fracionar os extratos dos galhos;

Determinar a estrutura quimica das substancias isoladas, por meio de estudo
detalhado utilizando métodos espectroscopicos, como infravermelho,
ressonancia magnética nuclear (RMN) de 1D e 2D e difracdo de raios X de
monocristal;

Realizar o estudo do potencial bioldgico das substancias isoladas e/ou dos
extratos, avaliando a atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase,
atividade citotoxica frente a linhagens de células cancerigenas, e toxicidade

utilizando Caenorhabditis elegans.

11
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3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Métodos gerais

3.1.1 Solventes e reagentes

Os solventes empregados nas analises foram hexano, cloroférmio, diclorometano,
acetona, acetato de etila e metanol, sendo que hexano, cloroférmio e acetato de etila
foram previamente destilados. Quando necessaria a reutilizagdo de misturas de
solventes, foi realizado um ajuste de correcdo da refracdo da luz medida em
refratbmetro.

Como revelador de cromatoplacas utilizou-se solucdo 1:1 de &cido perclérico (a
3% em &gua) e vanilina (a 1% em etanol).

3.1.2 Instrumentos

As faixas de fusdo dos compostos foram determinadas em aparelho digital da
Microquimica Equipamentos LTDA (MQAPF-302). Para correcdo das proporcdes das
misturas de solventes foi utilizado o refratbmetro modelo Biobrix e as massas dos
extratos foram medidas em balanca analitica AL500C Marte. As massas das fracdes e
substancias isoladas foram medidas em balanca analitica AB104 Mettler Toledo do
NEPLAM do DQ da UFMG.

Para obtencdo dos espectros na regido do IV foram preparadas pastilhas de KBr,
utilizou-se espectrometro Shimadzu IR408 pertencente ao DQ da UFMG.

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrometro Bruker Avance DPX-200
ou DRX-400 do Laboratério de Ressonancia Magnética de Alta Resolucdo
(LAREMAR) no DQ da UFMG, operando a 300 K. Os deslocamentos quimicos ()
foram registrados em ppm, usando tetrametilsilano (TMS) como padréo de referéncia
interna. As constantes de acoplamento (J) foram expressas em Hz, os solventes

empregados estdo indicados em cada caso.

3.1.3 Métodos cromatograficos

Na cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada silica gel 60G (7g para
15 mL de agua) em placa de vidro de 0,25 mm de espessura (CCD analitica) ativadas a
100 °C em estufa. As colunas cromatograficas (CC) classicas foram preparadas com

12
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fase estacionaria de silica gel 60 (70-230 ou 230-400 Mesh) ou Sephadex. A
cromatografia liquida de média pressao (MPLC) foi realizada no equipamento Biotage®

Isolera"™Spektra One, utilizando coluna SNAP.
3.1.4 Coleta e identificacdo do material vegetal

As raizes e galhos de Salacia crassifolia (Mart.) G. Don. (Celastraceae) foram
coletados pela Professora Doutora Maria Olivia Mercadante-Simdes da UNIMONTES,
em Montes Claros, Minas Gerais (16°52'15" S, 44°00'58" W). Uma exsicata do material
encontra-se depositada no Herbario do Departamento de Botéanica, no ICB/UFMG, sob
0 numero BHCB 144624. O material coletado foi cadastrado junto ao sistema nacional

de gestdo de patrimdnio genético com nimero A3D535B.

3.1.5 Preparacdo dos extratos das raizes de Salacia crassifolia

Visando o isolamento de maior quantidade dos compostos inéditos isolados no
trabalho desenvolvido no mestrado (SANTOS; 2014) e a obtencdo de novos extratos,
uma nova coleta de raizes de S. crassifolia foi realizada em 2015.

Ap0s secagem a temperatura ambiente, as raizes foram fragmentadas em moinho
de martelos e obtiveram-se 1200 g de material. Os extratos das raizes pulverizadas
foram preparados empregando extracdo exaustiva por maceragdo a temperatura
ambiente, exceto para o extrato hexano/éter etilico (1:1) que foi obtido utilizando-se
aparelho Soxhlet. Os solventes utilizados em ordem crescente de polaridade foram
hexano/éter etilico, cloroférmio e acetato de etila. Apos filtracdo e remocgédo do solvente
por destilacdo a pressdo reduzida, foram obtidos os respectivos extratos: hexano/éter
etilico (EHE?2), cloroférmico (EC), e acetato etilico (EAE) (Figura 7, pag.14).

Fracdes do extrato hexano/éter etilico (EHEL), e o extrato acetonico (EAC) que
serdo descritos neste trabalho foram preparados durante o mestrado (SANTOS, 2014), e

ndo tinham sido fracionados.
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Raizes moidas

(m = 1200 g)

1. Extrac@o continua com hexano/éter etilico (1:1) em aparelho Soxhlet
2. Remogao do solvente

Extrato hexano/ Torta 1

éter etilico (1:1)
(EHE2)
m=49,0g

1. Maceragao com cloroformio
2. Filtragao
3. Remoc¢ao do solvente

Extrato
cloroférmico Torta 2
(EC)
m=18g
‘ 1. Maceracdo com acetato de etila
2. Filtragdo
3. Remocgdo do solvente
Extrato
acetato-etilico ||
(EAE)
m=50g Torta 3

Figura 7: Esquema de obtencdo dos extratos de raizes de Salacia crassifolia.

3.1.5.1 Elaboracao do extrato hexano/éter etilico (1:1) das raizes (EHE1L, primeira

coleta)

EHEL (27 g) foi obtido como sélido brilhante de coloragdo avermelhada intensa.
20 g do extrato foram submetidos a purificacdo por coluna cromatogréfica (Coluna
EH1A) utilizando 431,5 g de silica gel 60. Desta coluna foram obtidas 101 fragdes de
100 mL cada, como eluentes foram utilizados hexano e acetato de etila, puros ou em
gradiente de polaridade. As fragcbes foram agrupadas de acordo com o perfil

cromatografico. Foram obtidos 23 grupos sendo seis ndo trabalhados durante o

14



Capitulo 1: Estudo fitoquimico

mestrado. Esses seis grupos foram fracionados e refracionados por cromatografia em
coluna.

O esquema de fracionamento do extrato EHEL esta apresentado na Figura 8,
pagina 16.

Grupo EH1AL1 (fracbes 68 a 70 - Hex/AcOEt 1:1): O grupo foi obtido como um
solido marrom (691 mg). Na placa de CCD observaram-se varias manchas, sendo que a
de maior intensidade tinha uma colora¢do roxa quando revelada com vanilina/acido
perclérico. O material foi entdo submetido ao fracionamento em CC (Coluna EH1B)
utilizando-se 60,0 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes foram diclorometano,
acetato de etila e metanol, puros ou em misturas em gradiente de polaridade. Foram
coletadas 125 fracGes de aproximadamente 20 mL cada. As fracbes de 7 a 14 foram
reunidas em um subgrupo (EH1B.1). Algumas fragdes, ndo foram trabalhadas por
apresentarem muitas manchas em CCD ou pouca massa, enquanto outras foram
trabalhadas, mas nédo levaram ao isolamento de compostos puros.

As estruturas dos compostos isolados estdo apresentadas no apéndice B, pag. 167.

Subgrupo EH1B.1 (fragbes 7 a 14 - DCM/AcOEt 1:1): Foi obtido como um
s6lido (18 mg). Apds analise dos espectros na regido do IV e RMN de H e *C foi

possivel identificar este sélido como sendo a abruslactona A (SC01) impura.

Grupo EH1A2 (fragdes 71 a 73- Hex/AcOEt 1:1): O grupo foi obtido como um
solido marrom (300,5 mg) e apresentou algumas manchas em CCD, sendo a de maior
intensidade de coloracdo roxa quando revelada com vanilina/acido perclorico. Esse
grupo foi submetido a uma separacdo por CC (Coluna EH1C) utilizando-se 30,0 g de
silica gel 60. Os eluentes foram hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, puros
ou em misturas em gradiente de polaridade. Obtiveram-se 116 fracdes de
aproximadamente 20 mL cada. As fragbes 59 a 64 foram reunidas em um subgrupo
(EH1C.1).

Subgrupo EH1C.1 (fractes 59 a 64 - AcOEt): Foi obtido como um sdlido
cristalino branco (15,1 mg). Quando analisado por CCD apresentou uma tnica mancha
com coloracdo roxa depois de revelada com vanilina/acido perclorico. Foi realizada
entdo analise dos espectros na regido do IV e RMN de *H e *C (1D e 2D) permitindo
identificar o solido como sendo urs-12-eno-34,25,30-triol (SC02).
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Assim, do extrato hexano/éter etilico das raizes, obtido durante o trabalho de

mestrado, EHE1 obtiveram-se dois compostos, conforme esta apresentado na Figura 8.

EH1A1 EH1B.1
68-70 — 7-14 > SCO01
EHE1 691,0 mg 18,0 mg
20g
EH1A2 EH1C.1
71-73 59-64 —> SC02
300,0 mg 15,1 mg

SCO01:abruslactona
SCO02:urs-12-eno-34,25,30-triol

Figura 8: Esquema de fracionamento de alguns grupos do EHE1.

3.1.5.2 Elaboracdo do extrato hexano/éter etilico (1:1) das raizes (EHEZ2, segunda

coleta)

O extrato hexano/éter etilico (1:1) de raizes EHE2 (49,0 g) possuia coloracdo
avermelhada intensa. 38,0 g do extrato foram submetidos a separacdo por coluna
cromatografica (Coluna EH2A) utilizando 400 g de silica gel 60. Desta coluna foram
obtidas 108 fracGes de 100 mL cada e foram utilizados como eluentes, hexano, acetato
de etila e metanol, puros ou em misturas em gradiente de polaridade. Apo6s analise por
CCD, algumas fragdes foram reunidas em seis grupos. Outras fracdes ndo foram
trabalhadas por apresentarem muitas manchas em CCD ou pouca massa, enquanto
outras foram trabalhadas, mas ndo levaram ao isolamento de compostos puros.

O esquema de fracionamento do EHE?2 esta apresentado na Figura 9, pagina 19.
Grupo EH2A1 (fragdes 7 a 13 — Hex/AcOEt 8:2): Foi obtido como um solido

cristalino de coloragdo amarela (26,4 mg) e quando analisado por CCD, apresentou uma

unica mancha, de perfil bem definido com coloracdo roxa ap0s ser revelada com
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vanilina/acido perclérico. Utilizando os espectros no IV, de RMN de ‘H,**C e DEPT-

135, identificou-se este solido como sendo cariopristimerina (SC03).

Grupo EH2A2 (fragdes 17 a 20 - Hex/AcOEt 8:2): Foi obtido como um solido
branco (16,0 mg). Realizou-se analise por CCD comparando o solido com amostra
padrdo de S-sitosterol e ambos apresentaram o mesmo perfil na cromatoplaca. Espectros

de RMN de *H e **C permitiram confirmar que o composto era S-sitosterol (SC04).

Grupo EH2AS3 (fragdes 30 a 48 - Hex/AcOEt 7:3): Foi obtido como um solido
alaranjado (8,7 g). Quando analisado por CCD apresentou mais de uma mancha, porém
com uma de coloracdo roxa mais intensa. O sélido entdo foi submetido a uma separagédo
por CC (Coluna EH2B) para purificagdo. Utilizou-se silica gel como fase estacionéria e
os eluentes foram hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas em ordem
crescente de polaridade. O agrupamento das fracdes 70-92 levou a obtencdo de um
subgrupo (EH2B.1). FracBes com massa muito pequena ou que apresentavam varias

manchas em CCD néao foram trabalhadas.

Subgrupo EH2B.1 (fracdes 70 a 92 - Hex/AcOEt 7:3): Foi obtido como um
solido cristalino alaranjado (5,6 g) e apresentou uma Unica mancha em CCD. Apos
analise dos espectros de RMN de 'H, *C e DEPT-135 o sélido foi identificado como
pristimerina (SC05).

Grupo EH2A4 (fracdes 49 a 51 - Hex/AcOEt 6:4 ): Foi obtido como um solido
amarelo (12,0 mg). O sélido foi submetido & anélise por CCD e ap0s revelacdo em
vanilina/acido perclorico observou-se apenas uma mancha vermelha. Apos anélise de
espectros no IV, de RMN de 'H, *C e DEPT-135 o sélido foi identificado como
dispermoguinona (SC06).

Grupo EH2AS5 (fracbes 53 a 54 - Hex/AcOEt 1:1): Foi obtido como um solido
(424,8 mg) de coloracdo vermelha que, quando analisado por CCD, apresentou Vvérias

manchas, porém bem definidas. O sélido entdo foi submetido a uma purificagédo por CC
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(Coluna EH2C). Foram utilizadas 50 g de silica gel 60 (70-230 Mesh) e os eluentes
foram hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas, em ordem crescente de
polaridade. O agrupamento das fragdes 22 a 31 e 41 a 61 levou a obtencdo de dois

subgrupos.

Subgrupo EH2C.1 (fracBes 22 a 31 - Hex/AcOEt 7:3): Foi obtido como um
solido cristalino de coloragcdo vermelha (13,7 mg). Apresentou uma Unica mancha de
coloracdo avermelhada em analise por CCD quando revelada com vanilina/acido
perclérico. Apos analise dos espectros no IV, de RMN de ‘H, **C e DEPT-135 foi

elucidado como o netzahualcoionol (SC07).

Subgrupo EH2C.2 (fracBes 41 a 61 - Hex/AcOEt 6:4): Foi obtido como um
solido vermelho (38,1 mg) e apresentou uma unica mancha na CCD quando revelada
com vanilina/acido perclérico. Apés anélise dos espectros no 1V, de RMN de *H,*C e
DEPT-135 foi elucidado com 20-hidroxi-20-epi-tingenona (SC08).

Grupo EH2AG6 (fracbes 61 a 64 - AcOEt): Esse grupo foi obtido como um
solido de coloracdo vermelha (1,1 g) e submetido ao fracionamento em CC (Coluna
EH2D) utilizando silica como fase estacionaria e como fase movel os eluentes hexano,
acetato de etila e metanol, puros ou em misturas em gradiente de polaridade. O
agrupamento foi realizado de acordo com o perfil cromatografico das fracdes. As
fragOes 44 a 73 foram agrupadas levando a obtengédo de um subgrupo (EH2D.1).

Subgrupo EH2D.1 (fracBes 44 a 73 - AcOEt/Hex 6:4): Foi obtido como um
solido de coloracdo alaranjada (708,9 mg) e foi submetido a uma separagdo por CC
(Coluna EH2E) utilizando-se 40 g de silica gel. Os eluentes foram diclorometano,
acetato de etila e metanol, puros ou em misturas. Foram obtidas 67 fragOes de
aproximadamente 20 mL. Apds andlise por CCD as fragdes foram agrupadas obtendo

assim dois novos subgrupos (EH2E.1 e EH2E.2).

Subgrupo EH2E.1 (fracbes 7 a 16 — DCM/ACOEt 7:3): Foi obtido como um
solido de coloracdo marrom (113 mg). Ao ser submetido a analise por CCD

observaram-se trés manchas de coloracdo amarela, roxa e rosa ao se revelar com
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vanilina/acido perclérico. O solido foi entdo submetido a purificagdo em coluna de
silica gel (Coluna EH2EL). Utilizaram-se 13 g de fase estacionaria e os eluentes foram
hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas em ordem crescente de

polaridade, mas n&o foi possivel o isolamento de nenhum composto puro.

Subgrupo EH2E.2 (fragdes 33 a 35 - DCM): Foi obtido como um sélido de
coloracdo alaranjada (29,1 mg) e quando submetido a analise por CCD foi observada
uma mancha de coloracdo vermelha. Utilizando os espectros de RMN de H,**C e
DEPT-135, foi possivel identificar o composto como 6-oxo-pristimerol (SCQ9).

Do fracionamento do EHE?2 obtiveram-se sete compostos puros conforme esta
apresentado na Figura 9.

s '
EHE2
38¢g
EH2A1 || EH2A2 EH2A3 EH2A4 EH2A5 EH2A6
7-13 17-20 30-48 49-51 53-54 61-64
26,4 mg 16 mg 8.7¢g 12 mg 424.8 mg 1.lg
* + l SCo06
SCo03 SC04 EH2B.1 EH2D.1
70-92 44-73
56¢ 708,9 mg
SC03:cariopristimerina + EH2C.1|| EH2C.2
SC04: Asitosterol SC05 22-31 41-61 EH2E.2
SCO5:pristimerina 137mg | [38,1mg 33-35
SC06:dispermoquinona + + 291m
SCO07:netzahualcoionol SC07 ——k
SCO8: 20-hidroxi-20-epi-tingenona SC08 +
SC09:6-oxo-pristimerol SC09

J

Figura 9: Esquema do fracionamento de EHE2.

3.1.5.3 Elaboracéo do extrato cloroférmico das raizes (EC)

O extrato cloroférmico das raizes de S. crassifolia foi obtido como um sélido de
coloragdo marrom. 1,5 g do extrato foram submetidos a purificacdo por CC (Coluna

ECA) utilizando 180,0 g de silica gel 60. Os eluentes foram diclorometano, acetato de
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etila e metanol, puros ou em misturas em gradiente de polaridade. Foram obtidas 150
fracdes de aproximadamente 20 mL cada. As fracbes foram agrupadas de acordo com o
perfil observado nas cromatoplacas, sendo reunidas em trés grupos (Figura 10, pag. 21).
FracBes com pouca massa ou que apresentaram varias manchas em CCD ndo foram

trabalhadas.

Grupo ECAL (fragdes 19 a 42 - DCM/AcOEt 9:1): O grupo foi obtido como
um sélido avermelhado (118,0 mg), que foi submetido a purificagdo por CC (Coluna
ECB) por apresentar manchas bem definidas em CCD. Desta coluna foram obtidas 64
fracdes de 10 mL e foram utilizados como eluentes: diclorometano, acetato de etila e
metanol, puros ou em misturas em gradiente de polaridade. As fragdes foram agrupadas
de acordo com o perfil cromatogréfico. As fracbes 6 a 33 foram reunidas em um
subgrupo (ECB.1).

Subgrupo ECB.1 (fragdes 6 a 33 - DCM): Foi obtido como um sélido (61,0
mg) e quando submetido a CCD utilizando vanilina/acido perclérico como revelador,
foram observadas manchas bem definidas. O sélido foi entdo submetido a separagédo por
CC (Coluna ECC). Para a eluigéo foram utilizados hexano, acetato de etila e metanol,
puros ou em misturas em gradiente de polaridade. Foram obtidos 26 frages de 20 mL.

Apds anélise por CCD as fragdes de 7 a 17 foram reunidas em um novo subgrupo.

Subgrupo ECC.1 (fragbes 7 a 17 - Hex/AcOEt 9:1): Foi obtido como um
s6lido alaranjado (8,0 mg). Apés anélise dos espectros na regido do IV, RMN de 'H e

3¢ o sélido foi identificado como pristimerina (SC05).

Grupo ECAZ2 (fracdes 49 a 54 - DCM/AcCOEt 9:1): O grupo foi obtido como
um sélido marrom (65,5 mg), sendo submetido ao fracionamento em CC (Coluna
ECD). Os eluentes foram diclorometano, acetato de etila e metanol, puros ou em
misturas em gradiente de polaridade. Obtiveram-se 86 fracGes de aproximadamente 10
mL cada. As fragcdes foram agrupadas de acordo com o perfil cromatografico e, mesmo

com o novo fracionamento, ndo foi isolado nenhum composto puro.

Grupo ECA3 (fragdes 55 a 69 - DCM/ACOEt 8:2 ): Foi obtido como um

solido marrom (43,0 mg) e foi submetido a uma separacéo por CC (Coluna ECE) por
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apresentar manchas bem definidas em CCD. Foram utilizados hexano, acetato de etila e
metanol, puros ou em misturas em gradiente de polaridade como eluentes. Foram
coletadas 38 fracOes de aproximadamente 10 mL. As fracdes de 17 a 24 foram reunidas

em um subgrupo.

Subgrupo ECE.1 (fraces 17 a 24 — Hex/AcOEt 8:2): Foi obtido como um
solido ceroso (27,0 mg). Espectros no 1V e de RMN 1D e 2D foram obtidos e suas
analises permitiram identificar o composto como 98,104-epoxi-34-hidroxi-
15H,48H,56H,7H,11aH-guaian-12,84-olideo (SC10).

Do fracionamento do EC foram obtidos dois compostos puros conforme esta

apresentado na Figura 10.

ECAl ECB.1 ECC.1
118.0 mg 61,0 mg 8,0 mg
EC ECA2
15g 49-54
65.5 mg
ECA3 ECE.1
55-69 1724 | 5 SC10
43,0 mg 27,0 mg
SCO05:pristimerina
SC10:94,108-epoxi-3 f-hidroxi-1 gH,4 fH,5 fH,7 fH1 1 oH-guaian-12,8 f-olideo

Figura 10: Esquema do fracionamento de EC.

3.1.5.4 Elaboracédo do extrato acetato de etila (EAE) das raizes

O extrato acetato de etila das raizes de S. crassifolia (EAE) foi obtido como um
solido de aspecto ceroso (5 g) e submetido a uma separagdo por CC (Coluna EAEA)
utilizando 200,0 g de silica gel 60 e como eluentes hexano, acetato de etila e metanol,
puros ou em gradiente de polaridade. Desta coluna foram obtidas 113 fracGes de
aproximadamente 150 mL cada. As fracbes foram agrupadas de acordo com o perfil
observado em CCD, sendo reunidas em 14 grupos. Alguns ndo foram trabalhados por
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apresentarem muitas manchas em CCD ou pouca massa, enquanto outras foram

trabalhados, mas nao levaram ao isolamento de compostos puros.

Grupo EAEAL (fragdes 100 a 107 — AcOEt/MeOH 9:1): Foi obtido como um
solido de coloragdo avermelhado (2,9 g) e submetido ao fracionamento por
cromatografia de média pressdo (Coluna EAEB) utilizando-se coluna snap ultra 100 g.
Os eluentes foram cloroférmio e metanol, puros ou em gradiente de polaridade.
Obtiveram-se 120 fracOes de aproximadamente 15 mL cada. As fracdes 32 a 34 foram

reunidas em um subgrupo (EAEB.1).

Subgrupo EAEB.1 (fragdes 32 a 34 — CHCI3): Foi obtido como um soélido de
coloragdo marrom (195 mg) e submetido a purificacdo em CC (Coluna EAEC). Quando
analisado por CCD apresentou mais de uma mancha, porém uma de coloragdo roxa era
mais intensa quando revelada com vanilina/acido perclorico. O solido foi submetido a
purificacdo por CC (Coluna EAEC.1). Foram utilizados 18 g de silica gel e os eluentes
foram cloroférmio e metanol, puros ou em misturas em gradiente de polaridade.
Obtiveram-se 20 fracdes de aproximadamente 15 mL cada. Ap6s analise por CCD, as

fragdes 10 a 12 foram reunidas em um subgrupo (EAEC.1.1).

Subgrupo EAEC.1.1 (fragdes 10 a 12 - CHCI3): O subgrupo foi obtido como
um sélido branco (17,5 mg). Quando submetido a CCD foi observada uma mancha de
coloracdo roxa quando revelada com vanilina/acido perclérico. A andlise dos espectros
na regido do IV, RMN de H e *3C, permitiu identificar o composto como sendo o 3-O-
S-D-glicosil-g-sitosterol (SC11).

N&o foi possivel isolar e identificar compostos a partir das outras fragdes da
coluna EAEA. Assim, do extrato acetato de etila das raizes foi possivel obter um

composto puro (Figura 11, pag. 23).
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EAEA1

EAEC.1.1

100-107 10-12 SC11
29g 17,5 mg
SC11: 3-0-4-D-glicosil-Bsitosterol
S J

Figura 11: Esquema do fracionamento de EAE.

3.1.5.5 Elaboracéo do extrato aceténico (EAC) das raizes

O extrato acetdnico (EAC) das raizes (42,0 g) foi obtido como um sélido marrom.
40,0 g do solido foram submetidos a purificagdo por CC (Coluna EAA) utilizando 100,0
g de silica gel. Desta coluna foram obtidas 97 fracdes de aproximadamente 100 mL
cada e foram utilizados como eluentes, cloroférmio e metanol, puros ou em gradiente de
polaridade. As fracGes foram agrupadas de acordo com o perfil cromatografico, obtendo
assim oito grupos. As fragfes que apresentavam muitas manchas em CCD ou massas
muito pequenas ndo foram trabalhadas.

O esquema de fracionamento do EAC esta apresentado na Figura 12, pagina 28.

Grupo EAAL (fracBes 4 e 5 - CHCIs): Foi obtido como um sélido amarelo com
aspecto ceroso (28,4 mg) e foi submetido a purificacdo por CC (Coluna EAB)
utilizando 4,0 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes foram hexano, cloroférmio
e metanol, puros ou em misturas em gradiente de polaridade. Obtiveram-se 23 fragdes
de aproximadamente 10 mL. As fracGes 18 e 19 foram reunidas em um subgrupo
(EAB.1).

Subgrupo EAB.1 (fracdes 18 e 19 — Hex/CHCI; 1:1): Esse subgrupo (5,2 mg)
foi submetido a analise por CCD e, ap0s revelacdo utilizando vanilina/acido perclérico,
observou-se uma mancha de coloragdo roxa. A anélise dos espectros no IV e de RMN

de *H e 3C permitiu identificar o composto como [-sitosterol (SC04).
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Grupo EAA2 (fracbes 6 a 10 - CHCI3/MeOH 9:1): Apos a remogéo do solvente
foi possivel obter um sélido amarelo com aspecto ceroso (77,4 mg) que foi submetido a
purificacdo por CC (Coluna EAC). Como fase estacionaria foi utilizada silica gel 60
(70-230 Mesh) e como fase movel os eluentes hexano, cloroférmio e metanol, puros ou
em misturas em gradiente de polaridade. Foram obtidas 35 fracGes de aproximadamente
10 mL cada. Apoés andlise por CCD, as fragdes 20 a 36 foram reunidas em um novo
subgrupo (EAC.1).

Subgrupo EAC.1 (fragdes 19 a 20 - CHCI3): Esse subgrupo foi obtido como um
solido branco (16,1 mg). Fez-se analise por CCD comparando o sélido obtido com uma
amostra auténtica de g-sitosterol e ambos apresentaram o mesmo valor de Rf. Foram
obtidos espectros no 1V e de RMN de *H e de *3C os quais permitiram concluir que o
solido trata-se do f-sitosterol (SC04).

Grupo EAA3 (fracdes 28 a 29 - CHCI3/MeOH 1:1): Foi obtido como um solido
(417,4 mg) e submetido ao fracionamento por CC (Coluna EAD) utilizando-se 31,0 g
de silica gel 60 (230-400 Mesh). Os eluentes foram hexano, diclorometano, acetato de
etila e metanol, puros ou em gradiente de polaridade. Obtiveram-se 64 fracbes de
aproximadamente 20 mL. As fragdes 9 a 12 foram agrupadas em um subgrupo (EAD.1).
As demais fragGes foram reunidas e lavadas com metanol e posteriormente submetidas a

uma nova coluna, mas néo foi isolado nenhum composto puro.

Subgrupo EAD.1 (fracbes 9-12): Esse subgrupo foi obtido como um so6lido
branco (5,5 mg). Fez-se analise por CCD comparando o sélido obtido com uma amostra
auténtica de p-sitosterol e ambos apresentaram o mesmo valor de Rf. Foram obtidos
espectros no 1V e de RMN de 'H e de **C os quais permitiram concluir que o sélido
trata-se do g-sitosterol (SC04).

Grupo EAA4 (fragdes 30 a 31 - CHCI3/MeOH 1:1): O grupo foi obtido como
um solido marrom ceroso (95,1 mg), sendo submetido ao fracionamento por CC
(Coluna EAE) utilizando-se 8,0 g de silica gel 60 (230-400 Mesh). Os eluentes foram
hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, puros ou em gradiente de polaridade.
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Obtiveram-se 42 fracOes de aproximadamente 10 mL cada. Apos andlise por CCD, as

fracdes 37 a 39 foram reunidas em um subgrupo (EAE.1).

Subgrupo EAE.1 (fra¢des 37-39): Foi obtido como um sélido branco (31,2 mg).
Ao ser submetido & CCD observou-se uma mancha de coloracdo roxa ao ser revelada
com vanilina/acido perclérico. A analise dos espectros na regido do IV, RMN de *H e

3¢, permitiu elucidar o composto como 3-O-4-D-glicosil--sitosterol (SC11).

Grupo EAAS (fracbes 32 a 34 - CHCI3/MeOH 1:1): Foi obtido como um
solido amarelo (57,9 mg), e apds adicdo de metanol e filtracdo sob pressdo reduzida
obteve-se um sdélido branco (17,5 mg). Este, quando submetido a analise por CCD,
apresentou uma Unica mancha roxa bem definida. Analise por CCD empregando uma

amostra padréo indicou tratar-se do 3-O-$-D-glicosil-f-sitosterol (SC11).

Grupo EAAG6 (fracbes 35 a 40 - MeOH): O grupo foi obtido como um sélido
marrom (220,4 mg) e submetido a uma purificagdo por CC (Coluna EAF) utilizando
silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes usados foram diclorometano, acetato de etila e
metanol, puros ou em misturas em gradiente de polaridade. Obtiveram-se 45 fracOes de
aproximadamente 20 mL. Apds analise por CCD, as fracGes 17 a 19 foram reunidas em
um subgrupo (EAF.1).

Subgrupo EAF.1 (fracdes 17 a 19 - DCM): Foi obtido como um soélido
amarelo claro cristalino (40,4 mg). Ao ser submetido a analise por CCD observou-se
uma mancha de cor vermelha ao ser revelada com vanilina/acido perclérico. Anélise dos
espectros na regido do 1V, RMN de *H e **C, permitiu identificar o composto como

sendo a 4’-O-metil-epigalocatequina (SC12).

Grupo EAAT (fracbes 41 a 50 - MeOH): Foi obtido como um sélido vermelho
ceroso (1,2 g) e submetido ao fracionamento utilizando cromatografia de media pressdo
(Coluna EAG) com coluna snap ultra 25 g. Os eluentes foram cloroférmio e metanol,
puros ou em gradiente de polaridade. Obtiveram-se 97 fragdes de aproximadamente 16
mL cada. Apds andlise por CCD, as fragOes 40 e 41 e 42-47 foram reunidas em dois
subgrupos (EAG1 e EAG2).
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Subgrupo EAG1 (fracbes 40 e 41 — CHCI3/MeOH 8:2): Foi obtido como um
solido marrom ceroso (87,9 mg) e submetido a purificacdo por CC (Coluna EAGL1). Foi
utilizada silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes utilizados foram hexano,
diclorometano e metanol, puros ou em mistura em ordem crescente de polaridade.
Foram obtidas 47 fracbes de aproximadamente 10 mL. As fracbes obtidas foram
agrupadas de acordo com o perfil cromatografico em CCD. As fracdes 12 a 20 e 28 a 36

foram agrupadas em dois novos subgrupos (EAG1.1 e EAGL1.2).

Subgrupo EAGL1.1 (fragdes 12 a 20 - DCM): Foi obtido como um soélido
branco (10,6 mg) que quando submetido a analise por CCD, apresentou uma unica
mancha roxa bem definida. Analise por CCD empregando uma amostra padrdo indicou
tratar-se do 3-O-p-D-glicosil-g-sitosterol (SC11).

Subgrupo EAGL1.2 (fracdes 28 a 36 - DCM): Foi obtido como um sélido
marrom (20,6 mg). O subgrupo quando submetido a andlise por CCD, levou a
formacdo de uma mancha de cor rosa quando revelado com vanilina/acido perclérico.
Apos analise de RMN 1D foi possivel identificar o composto como sendo cerebrosideo
(SC13).

Subgrupo EAG?2 (fracbes 42 a 47 — CHCI3/MeOH 8:2): O sélido obtido deste
grupo (405,5 mg) foi submetido a purificacdo por CC (Coluna EAG2). Como fase
estacionaria foram utilizados 50 mL de sephadex em metanol. A eluicdo foi isocratica
empregando metanol como eluente. Foram recolhidas 44 fracbes de 20 mL
aproximadamente. As fracOes de 12 a 14 foram reunidas em um novo subgrupo
(EAG2.1). As fragdes 19 e 20 (18,9 mg), 22 a 24 (20,8 mg) e 27 a 31 (11,6 mg)
levaram & formagcdo de trés sélidos que, quando submetidos & analise por RMN de H e
13C, apresentaram sinais caracteristicos de flavonoides, sendo dois deles glicosilados, no

entanto, néo foi possivel identifica-los.
Subgrupo EAG2.1 (fragdes 12 a 14 - MeOH): Foi obtido como um sélido

amarelo claro cristalino (50,4 mg). Ao ser submetido a analise po CCD observou-se

uma mancha de cor vermelha ao ser revelada com vanilina/acido perclérico. A anélise
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dos espectros na regi&o do 1V, RMN de *H e *C, permitiu identificar o composto como

de 4’-O-metil-epigalocatequina (SC12).

Grupo EAAS (fragdes 64 a 79 - MeOH): Foi obtido como um sélido vermelho
(3,2 g) e submetido a uma purificacdo por CC (Coluna EAH). Foi realizada uma coluna
isocratica, utilizando como fase estacionaria 250 mL de sephadex e como fase movel
metanol. Foram coletadas 74 fracdes de aproximadamente 100 mL cada. As fragdes de
18 a 25 foram reunidas em um subgrupo (EAH1).

Subgrupo EAH1 (fracbes 18 a 25 - MeOH): Foi obtido como um sélido
vermelho (303,3 mg), que foi submetido a uma nova separacdo por CC (Coluna EAH1)
utilizando como fase estacionaria 50 mL de sephadex e metanol como fase movel.
Foram recolhidas 21 fragOes de aproximadamente 20 mL cada. As fracfes de 8 a 18

foram reunidas em um novo subgrupo (EAH1.1).

Subgrupo EAH1.1 (fragdes 8 a 18 - MeOH): Esse subgrupo foi obtido como
um solido vermelho (215,4 mg). Ao ser submetido & analise por CCD observaram-se
manchas bem definidas de coloracdo vermelha ao se revelar com vanilina/acido
perclorico. O sélido foi submetido a purificacdo utilizando CC (Coluna EAH1.1).
Como fase estacionaria foi utilizada silica gel 60 (70-230 Mesh) e os eluentes foram
diclorometano e metanol, puros ou em gradiente de polaridade. Foram coletadas 41
fracdes de aproximadamente 20 mL. As fracdes 24 a 27 foram agrupadas levando ao

novo subgrupo EAH.1.1.1.

Subgrupo EAH.1.1.1 (fracfes 24 a 27 - DCM): Esse subgrupo foi obtido como
um solido amarelo (12,9 mg). Fez-se analise por CCD comparando o s6lido obtido com
uma amostra auténtica de 4’-O-metil-epigalocatequina e ambos apresentaram 0 mesmo
valor de Rf. Foram obtidos espectros de RMN de 'H e de *C os quais permitiram
concluir que o solido trata-se do 4’-O-metil-epigalocatequina (SC12).

Do extrato EAC das raizes obtiveram-se quatro compostos puros conforme esta

representado na Figura 12, pag. 28.
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EAC
40 g
EAAL|EAA2|{ EAA3|[EAA4|[EAAS| [EAAG |[EAA7| [EAAS EAHI
4-5 6-10 || 28-29 || 30-31 || 32-34 | | 35-40 || 41-50 | | 64-79 [T 1325
28,4 mgl|77.4 mg||417.4 md| 95 | mel | 57.9 mdl [220.4 md 120 32¢ 3033 m
‘ EAG2
EAB.1{|EAC.1||[EAD.I|[EAE.1 EAF.1 42-47 EAH1.1|
18-19 || 19-20 [| 9-12 || 37-39 17-19 1055 18 |
5=2+m2 16.1 mg| | 5.5 mg ||31.2 mg 40.4 m EAGI1 FAG2.1 2154m2_§‘
+ + + * 40-41 ’
SC11 12-14
SC04  SCo04 SC04  sC11 SC12  [g79mg 504 me EA;;I;II
12.9 mg
SC12 +
EAGLY [EAGL.2 SC12
12-20 28-36

SC04: f-sitosterol 10,6 mg 20,6 e
SC11: 3-O-4-D-glicosil- f-sitosterol :
SC12:4’-O-metilepigalocatequina * *
SC13: cerebrosideo sci SC13

Figura 12: Esquema do fracionamento de EAC.

3.1.6— Preparacdo dos extratos dos galhos de Salacia crassifolia

Apl6s secagem a temperatura ambiente, os galhos de S. crassifolia foram
submetidos a moagem em moinho de martelos, obtendo-se 620 g de material. Para
obtencdo dos extratos foi realizada entdo extracdo por maceracdo utilizando solventes
em ordem crescente de polaridade: hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol.
Apos filtragdo e remocéo do solvente por destilacdo sob pressao reduzida, foram obtidos
0s respectivos extratos: EHGS (extrato hexanico dos galhos), ECGS (extrato
cloroférmico dos galhos), EAGS (extrato acetato de etila dos galhos) e EMGS (extrato

metanolico dos galhos) (Figura 13, pag.29).
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Galhos moidos

(m = 620 g)

1. Macerag¢do com hexano
2. Filtragao
3. Remogao do solvente

) Torta 1
Extrato hexanico
(EHGS)
m=57g 1. l\/.[acereig:ﬁo com cloroférmio
2. Filtragao
/ 3. Remocao do solvente
Extrato
cloroférmico Torta 2
(ECGS)
m=55g
1. Maceragdo com acetato de etila
2. Filtragao
3. Remocao do solvente
Extrato
acetato-etilico ||
(EAGS)
m=14g Torta 3

1. Maceragdo com metanol
2. Filtragdo
3. Remogéo do solvente

Extrato metanolico
(EMGS)
m=45,6¢g

Figura 13: Esquema da obteng&o dos extratos de galhos de S.crassifolia.

3.1.6.1 — Elaboracéo do extrato hexanico dos galhos (EHGS)

EHGS (5,7 g) foi obtido como um sélido com aspecto ceroso de coloragéo verde.
Este foi submetido a purificacdo utilizando coluna cromatografica (Coluna EHGA).
Para a fase estacionaria foram utilizadas 50 g de silica gel 60 e, como fase movel, os
eluentes, hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em gradiente de polaridade. Desta
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coluna foram obtidas 69 fracGes de aproximadamente 100 mL cada. As fragdes foram
reunidas de acordo com o perfil cromatografico, obtendo assim seis grupos.

O esquema de fracionamento do EHGS esté apresentado na Figura 14 pagina 33.

Grupo EHGAL (fractes 6 a 7 - Hex/AcOELt 9:1): Apos evaporacdo do solvente
observou-se a formacdo de um sélido branco cristalino (271,2 mg) soltvel em
cloroférmio. Quando submetido a anélise por CCD observou-se uma Unica mancha roxa
quando revelada com vanilina/acido perclérico. A anélise dos espectros de RMN de *H,
13C e DEPT-135 permitiu identificar o sélido como sendo o lupeol (SC14).

Grupo EHGAZ (fracdes 8 a 11 - Hex/AcOEt 8:2): Foi obtido como um solido
branco ceroso (469,1 mg). O material foi entdo submetido ao fracionamento em CC
(Coluna EHGB) utilizando-se 80,0 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes foram
hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas em gradiente de polaridade.
Foram coletadas 126 fracdes de aproximadamente 20 mL cada. As fracGes 57 a 62 e 63

a 65 foram agrupadas em dois subgrupos (EHGB.1 e EHGB.2).

Subgrupo EHGB.1 (fragdes 57 a 62 - AcOEt): Foi obtido como um solido
branco ceroso (189,0 mg). Apbs lavagem com hexano foi possivel a obtencdo de um
solido branco cristalino (9,8 mg). Fez-se analise por CCD comparando o sélido obtido
com uma amostra auténtica de lupeol e ambos apresentaram 0 mesmo Rf. Observou-se
uma unica mancha de coloracdo roxa quando revelada com vanilina/acido perclorico. A
analise dos espectros de RMN de *H e **C permitiu confirmar a identificacéo do sélido

como sendo lupeol (SC14).

Subgrupo EHGB.2 (fracdes 63 a 65 - AcOEt): Foi obtido como um solido
branco impuro (116,9 mg). Quando realizada analise por CCD, foi possivel observar
uma mancha roxa intensa quando revelada com vanilina/acido perclorico. Foi realizada
uma nova purificacdo por CC (Coluna EHGC) utilizando 15 g de silica gel 60 (70-230
Mesh) e diclorometano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas em ordem
crescente de polaridade. Foram obtidas 70 fragdes de aproximadamente 10 mL cada.

As fracOes de 4 a 7 foram reunidas em um novo subgrupo (EHGC.1).
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Subgrupo EHGC.1 (fracdes 4 a 7 - DCM): Foi obtido como um solido branco
(13,5 mg). Quando realizada analise em CCD foi observada uma mancha de coloracao
roxa quando revelada com vanilina/&cido perclérico. Andlise dos espectros de RMN de
'H, 13C e DEPT-135, permitiu identificar o sélido como sendo o g-sitosterol (SC04).

Grupo EHGAS (fragdes 12 a 13 - Hex/AcOEt 8:2): Foi obtido como um solido
branco (491,8 mg). Quando submetido a analise por CCD observaram-se manchas de
coloracdo roxa quando revelada com vanilina/acido perclérico. Para purificacdo do
solido foi realizada uma CC (Coluna EHGD) utilizando-se 70 g de silica gel. Os
eluentes foram hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas em gradiente de
polaridade. Foram coletadas 82 fracdes de aproximadamente 20 mL cada. As fracGes 40
a 47 foram agrupadas (EHGD.1).

Subgrupo EHGD.1 (fracdes 40 a 47 — Hex/AcOEt 6:4): Apos evaporacao do
solvente observou-se um solido branco cristalino (63,3 mg). Quando realizada analise
em CCD observou uma mancha de coloragdo roxa quando revelada com vanilina/acido
perclérico. Espectros no 1V e de RMN de 'H, **C e DEPT-135, permitiu identificar o
solido como sendo lup-20(29)-eno-34,15«,diol (SC15).

Grupo EHGA4 (fracdo 14 - Hex/AcOEt 8:2): Apds evaporacdo do solvente foi
obtido um sélido branco cristalino (63,2 mg). Quando submetido a cromatografia de
camada delgada (CCD) observou-se uma Unica mancha roxa quando revelada com
4cido perclérico/vanilina. A anélise dos espectros de RMN de 'H, *C e DEPT-135,

permitiu identificar o sélido como sendo o 21a-hidroxifriedelan-3-ona (SC16).

Grupo EHGAS (fragbes 17 a 19 - Hex/AcOEt 7:3): Apos evaporacdo do
solvente observou-se a formagdo de um sélido branco cristalino (229,5 mg). Quando
submetido a cromatografia de camada delgada (CCD) observou-se uma Unica mancha
roxa quando revelada com &cido perclorico/vanilina. A analise dos espectros na regiao
do IV, RMN de *H, *3C e DEPT-135, permitiu identificar o sélido como sendo betulina
(SC17).
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Grupo EHGAG (fracdes 20 a 26 - Hex/AcOEt 7:3): Foi obtido como um
solido ceroso de coloracdo amarela (791,9 mg), sendo 0 mesmo submetido ao
fracionamento por cromatografia de média pressdo (Coluna EHGE) utilizando-se
coluna snap ultra 10 g. Os eluentes foram diclorometano, acetato de etila e metanol,
puros ou em gradiente de polaridade. Foram obtidas 67 fracdes de aproximadamente 16

mL cada. As fracbes 39 a 59 foram reunidas em um subgrupo (EHGE.1).

Subgrupo EHGE.1 (fracgdes 39 a 59 — DCM/AcOEt 1:1): Foi obtido como um
solido branco (369,1 mg). Ao ser submetido a CCD observaram-se manchas bem
definidas de coloracdo roxa quando revelada com vanilina/acido perclérico. Para a
purificacdo foi realizada uma nova CC (Coluna EHGF) utilizando 42 g de silica gel 60
(70-230 Mesh). Os eluentes foram hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em
misturas em ordem crescente de polaridade. Obtiveram-se 101 fracdes de
aproximadamente 10 mL cada. As fracbes 30 a 48 foram reunidas em um novo
subgrupo (EHGF.1).

Subgrupo EHGF.1 (fracdes 30 a 48 — Hex/AcOEt 7:3): Apés evaporacao do
solvente foi observado um sélido branco cristalino (76,7 mg) solavel em cloroférmio.
Em CCD observou-se uma mancha de coloracdo roxa quando revelada com
vanilina/acido perclorico. Espectros no IV e de RMN de 1D e 2D foram obtidos e
permitiram identificar o composto como lup-20(29)-eno-2«,34,diol (SC18).

Do extrato EHGS dos galhos obtiveram-se seis compostos puros conforme esta

apresentado na Figura 14 pagina 33.
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EHGS
5,7¢g
EHGA1||EHGA2|| EHGA3||EHGA4 || EHGAS |EHGAG6 EHGE.1
6-7 8-11 12-13 14 17-19 20-26 39-59
271+,2 mg [ |469,1 mg || 491.8 mg| | 63,2 mg || 229.5 mg| [ 791,9 mg 369,1 mg
SC14 |— + +
SC16 SC17
EHGF.1
EHGB.1| |EHGB.2 30-48
SC18 -
57-62 63-65
SC15 76,7 mg
189,0 mg| [ 116,9 mg
+ l SC14:lupeol
SC14 EHGC.1 SC04: S-sitosterol
4-7 —» SC04 SC15:1up-20(29)-eno-3 S,15a.,diol
13,5 mg SC16:3-o0xo0-21-hidroxifriedelano

SC17:betulina
SC18:1up-20(29)-eno-2a.,3 S,diol

Figura 14: Esquema do fracionamento de EHGS.

3.1.6.2 — Elaboracéo do extrato cloroférmico dos galhos (ECGS)

ECGS foi fracionado em CC (Coluna ECGA) utilizando-se 5,4 g de amostra e
210 g de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes empregados foram hexano, acetato de
etila e metanol, puros ou em misturas em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas
95 fracOes de aproximadamente 100 mL cada. Apds analise por CCD, as fracdes com
perfil similar foram reunidas em quatro grupos (Figura 15, pag. 35). Em relagédo as
outras fracdes, algumas ndo foram trabalhadas por apresentarem pouca massa ou Vvarias
manchas em CCD quando revelada com vanilina/acido perclérico. As demais fraces

foram trabalhadas, mas ndo levaram ao isolamento e identificagédo de compostos.

Grupo ECGAL (fracdes 4 a 5 — Hex/AcOEt 9:1): Foi obtido como um sélido

de coloragéo verde com aspecto ceroso (123,4 mg). Procedeu-se a purificacdo por CC
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utilizando 18 g de silica gel 60 (70-230 Mesh) como fase estacionaria. Os eluentes
foram hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas em ordem crescente de
polaridade. Foram obtidas 101 fracOes de aproximadamente 10 mL cada. As fragfes 15
a 20 foram agrupadas (ECGAL.1).

Subgrupo ECGAL.1 (fragdes 15 a 20 - Hex/AcOEt 8:2): Foi obtido como um
solido branco cristalino (34,1 mg). Em CCD observou-se uma mancha de coloragao
roxa quando revelada com vanilina/acido perclérico. Espectros de RMN de 'H e *3C

permitiram identificar o sélido como sendo lupeol (SC14).

Grupo ECGA2 (fracbes 11-14): Foi obtido como um solido branco com
aspecto ceroso (100,4 mg) e submetido a purificacdo em CC (Coluna ECGB) com 30 ¢
de silica gel 60 (70-230 Mesh). Os eluentes foram hexano, acetato de etila e metanol,
puros ou em misturas em ordem crescente de polaridade. Obtiveram-se 124 fracGes de
aproximadamente 10 mL cada. As fracdes de 9 a 14 foram reunidas em um subgrupo
(ECGB.1).

Subgrupo ECGB.1 (fracGes 9-14): Foi obtido como um solido branco (40,9
mg). Em CCD observou-se uma mancha de coloragdo roxa quando revelada com
vanilina/4cido perclérico. Espectros de RMN de *H e *3C permitiram identificar o sélido
como sendo uma mistura de 2la-hidroxifriedelan-3-ona (SC16) e lup-20(29)-eno-
3p,15a,diol (SC15).

Grupo ECGAS (fracdes 15-23): Foi obtido como um solido verde com aspecto
ceroso (678,3 mg) e submetido ao fracionamento utilizando cromatografia de média
pressdo (Coluna ECGC) com coluna snap ultra 25 g. Os eluentes foram hexano, acetato
de etila e metanol, puros ou em gradiente de polaridade. Obtiveram-se 82 fracfes de
aproximadamente 16 mL cada. Apos analise por CCD, as fracdes 18 a 30 foram
reunidas em um subgrupo (ECGC.1). Em relagdo as outras fragGes, algumas ndo foram
trabalhadas por apresentarem pouca massa ou varias manchas em CCD quando revelada

com vanilina/acido perclorico.

34



Capitulo 1: Estudo fitoquimico

Subgrupo ECGC.1 (fraces 18-30): Apos evaporacdo do solvente foi obtido
um solido com aspecto ceroso (212 mg), que foi lavado com hexano e foi possivel obter
45 mg de um sélido branco. Espectros de RMN de *H e **C permitiram identificar o
solido como sendo uma mistura de betulina (SC17) e acido betulinico (SC19).

ECGS
54¢g
ECGAL1 ECGA2 ECGA3| [ECGCA1
4-5 11-14 15-23 18-30
123,4 mg 100,4 mg 678,3 mg|  |212,0 mg _+
| SC17 + SC19
ECGAL. ECGB.1 SCl14:lupeol
1520 914 SCIS:lup-20(29)—epo—3ﬂ,1:5a,diol
SC16:3-0x0-21a-hidroxifriedelano
34,1 mg 40,9 mg SC17:betulina
SC19:4cido betulinico
SC14 SC15 + SC16

Figura 15: Esquema do fracionamento de EHGS.
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4 Resultados e discussao

Os dezoito compostos isolados de Salacia crassifolia (pagina v-vii e apéndice B,
pagina 167) foram caracterizados por técnicas espectroscopicas, espectrométricas,
temperatura de fusdo e, os conhecidos, comparados com dados da literatura. Os
compostos SC03 e SC10 foram também submetidos a difracdo de raios-x.

Portanto, na determinacdo estrutural serdo discutidos os dados mais importantes

que levaram a identificacdo destes compostos.
4.1 Determinacao estrutural

4.1.1 SCO01: abruslactona A
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O composto foi isolado do EHE1 como um s6lido, e no espectro no IV (Figura
Al, péag. 115) foi observada uma banda intensa em 3488 cm™, caracteristica de grupo
hidroxila além de uma banda de absorcdo em 1748 cm™, caracteristica de carbonila.

Observaram-se no espectro de RMN de 'H (Figura A2, pag. 115) sete sinais
referentes a grupos metila em oy 0,79, 0,87, 0,88, 0,93, 0,94, 0,99 e 1,08. O multipleto
entre oy 4,10-4,15 foi atribuido ao hidrogénio H-22. O dupleto duplo em Jy 3,22 (1H, J
= 11,0 e 4,6 Hz) foi atribuido a H-3, e o sinal largo em dy 5,30 foi atribuido ao H-12.
Apbs analise do mapa de contornos HMBC (Figura A5, pag.117), observou-se que 0S
sinais em dy 5,40 e entre oy 7,00-8,10, ndo apresentavam correlagbes com os sinais dos
atomos de carbonos pertencentes a abruslactona e, portanto, foram atribuidos a
impureza, ndo identificada, contida na amostra.

A analise do espectro de RMN de *C (Figura A3, pag. 116) permitiu identificar
30 sinais de carbono com intensidade similar e, de acordo com o espectro DEPT-135
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(Figura A4, pag. 116), foi possivel classificar os tipos de carbono como sendo C, CH,,
CH e/ou CHs. Esses dados estdo de acordo com os sinais caracteristicos de triterpenos
pentaciclicos de esqueleto oleanano. O sinal observado em Jc 182,40 (C-29),
caracteristico de carbono carbonilico, juntamente com o sinal em Jc 83,14 (C-22),
permitiram confirmar a presenca do grupo y-lactona. O sinal em d¢ 78,94 foi atribuido a
C-3. Os sinais observados em dc 124,67 e 140,29 foram atribuidos aos atomos de
carbono olefinicos C-12 e C-13, respectivamente. Os sinais entre 130-166 foram
atribuidos a impureza na amostra.

A comparacdo dos dados de RMN de **C obtidos para SCO1 com aqueles
descritos na literatura para abruslactona A (DUARTE, 2000) permitiu concluir que o
composto se trata desse triterpeno. Os dados de RMN de *C de SCO1 estio

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Dados de RMN de *3C de SC01 (CDCI5/100 MHz) e dados da literatura para
abruslactona A (DUARTE, 2000).

\e Tipo de C oc de| oc*(Duarte, \o Tipo de C oc de | oc* (Duarte,
SCO01 2000) SCO01 2000)
1 CH, 38,67 38,60 16 CH; 24,37 24,31
2 CH, 27,23 27,17 17 C 35,30 35,25
3 CH 78,94 78,87 18 CH 43,50 43,42
4 C 38,79 38,74 19 CH, 39,90 39,82
5 CH 55,27 55,20 20 C 42,58 42,51
6 CH, 18,36 18,31 21 CH; 33,88 33,82
7 CH, 33,18 33,12 22 CH 83,14 83,11
8 C 39,35 39,28 23 CH; 28,13 28,08
9 CH 47,58 4751 24 CH; 15,66 15,62
10 C 37,07 37,00 25 CH; 15,66 15,62
11 CH, 23,53 23,47 26 CH; 17,01 16,96
12 CH 124,67 124,63 27 CH; 25,01 24,96
13 C 140,29 140,21 28 CH; 24,08 24,04
14 C 39,55 39,51 29 C 182,40 182,42
15 CH, 25,24 25,19 30 CH; 21,01 20,97

*CDCl;/100 MHz
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4.1.2 SCO02: urs-12-eno-34,25,30-triol
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O composto SCO02 foi isolado do EHEL, como um solido branco cristalino
soltvel em cloroférmio. O espectro no IV (Figura A6, pag.117) apresentou banda larga
e intensa entre 3100-3600 cm™, caracteristica de grupo hidroxila, e bandas em 2860 e
2924 caracteristicas de estiramento simétrico e assimétrico da ligacdo CH.

No espectro de RMN de *H (Figura A7 e A8, pag. 118) observou-se um sinal em
on 5,14 que se refere ao hidrogénio olefinico H-12. Foram observados dois dupletos, um
em oy 4,04 (d, J=12,1 Hz, 1H) e outro em Jy 4,14 (d, J=12,1 Hz, 1H), e também dois
dupletos duplos em oy 3,57 (dd, J =10,7 e 6,4 Hz, 1H) e 4 3,75 (dd, J =10,7 e 3,3 Hz,
1H), caracteristicos de grupos hidroximetileno, de acordo com a integracdo desses
sinais. O sinal em oy 3,31 foi atribuido a H-3 e apresenta-se como um dupleto duplo,
com constante de acoplamento 11,7 e 4,5 Hz, indicando que o hidrogénio encontra-se na
posicdo axial, logo a hidroxila esta na posicdo equatorial.

A analise do espectro de RMN de *C e espectro DEPT-135 (Figura A9 e A10,
pag. 119) indicou um total de 30 sinais de carbono, que foram classificados como sendo
seis CHs, onze CH,, sete CH e seis C. Os sinais observados em J¢c 125,68 (C12) e
138,95 (C13) foram atribuidos a atomos de carbono olefinicos. Estes dados comparados
com dados da literatura sugeriram que SCO2 tratava-se de um triterpeno do tipo ursano
(SUKUMAR et al., 1995).

Utilizando os valores de deslocamentos quimicos em oy 5,14 (H-12), d¢c 125,68

(C-12) e 138,95 (C-13) como ponto de partida, procedeu-se, entdo, a analise detalhada
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dos mapas de contornos HMBC, HSQC e COSY, a fim de elucidar a estrutura quimica
de SCO2.

Na Figura Al2 (p4g. 121) observou-se correlacdo do sinal do atomo de
hidrogénio H-12 com os sinais de carbono em d¢ 25,23 (C-11), 42,28 (C-14), 48,56 (C-
9) e 58,99 (C-18).

A partir do mapa de contornos HSQC (Figura All, pag. 120) foi possivel

determinar o deslocamento quimico dos sinais dos a&tomos de hidrogénio H-11 (2,46 e
2,09), H-9 (1,63) e H-18 (1,36).

No mapa de contornos HMBC (Figuras. A12 e A13 pag. 121 e 122) observaram-
se correlagdes do sinal de hidrogénio H-18 com os sinais em J¢ 33,66 (C-17), 42,28 (C-
14), 125,68 (C-12) e 138,95 (C-13). O sinal de H-18 correlaciona também com os sinais
em J¢c 17,12 (C-29), 28,17 (C-16), 28,67 (C-28), 34,06 (C-19), 41,25 (C-22) e 47,29 (C-
20).

A andlise do mapa de contornos HSQC (Figura All, pag. 120) de SCO02
permitiu atribuir os deslocamentos quimicos dos sinais dos atomos de hidrogénio H-20
(0n 0,99), H-16 (61 2,02) e H-28 (84 0,82).

No mapa de contornos HMBC, observaram-se correlagbes do sinal de
hidrogénio H-28 com os sinais em 6¢ 28,17 (C-16); 33,66 (C-17), 41,25 (C-22) e 58,99
(C-18) (Figuras A12 e A13, Pag. 121 e 122).

Observou-se, no mapa de contornos HMBC, correlagdo entre o sinal em oy 2,02
(H-16) com d¢ 26,67 (C-15) (Figura Al3, pag. 122) e no mapa de contornos HSQC os
sinais em dy 0,99 e 1,86 foram atribuidos aos atomos de hidrogénio H-15. Observou-se
correlacdo entre o sinal do &tomo de hidrogénio H-15 (1,86) com os sinais em oc 28,17
(C-16), 23,72 (C-27) e 42,28 (C-14) (Figura A13, pag. 122). O sinal em &y 1,08 foi
atribuido ao H-27 a partir do mapa de contornos HSQC (Figura All, pag. 120). Foi
observada correlagdo de H-27 com os sinais em 26,67 (C-15), 42,28 (C-14) e com
138,95 (C-13). No mapa de contornos HMBC o sinal em o¢ 40,31 (C-8) correlacionou-
se com o sinal em 6y 1,15 (H-26) (Figura A13, pag. 122), observou-se correlacdes entre
o sinal de hidrogénio H-26 com atomos de carbono em dJ¢ 33,25 (C-7), e em 48,56 (C-
9). A partir do mapa de contornos HSQC foram definidos os deslocamentos dos atomos
de hidrogénio H-7 e H-9. O sinal de hidrogénio H-9 (1,63), correlaciona-se com atomos
de carbono em J¢c 17,41 (C-26), 33,93 (C-1), 41,37 (C-10) e 60,96 (C-25) (Figura Al3,
pag. 122).
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A andlise do mapa de contornos HSQC permitiu atribuir os deslocamentos
quimicos dos atomos de hidrogénio diastereotopicos H-25 (64 4,04; 4,14) (Figura Al1,
pag. 120). Observaram-se, no mapa de contornos HMBC, correlagdes dos sinais
referentes aos atomos de hidrogénio diastereotdpicos H-25 com os sinais em d¢ 33,93
(C-1), 41,37 (C-10), 48,56 (C-9) e com 55,44 (C-5).

Os sinais em 6y 0,90 e 2,36 foram atribuidos aos atomos de hidrogénio H-1 e o
sinal em oy 0,86 ao atomo de hidrogénio H-5 a partir do mapa de contornos HSQC
(Figura Al11, pag. 120).

No mapa de contornos HMBC observou-se correlacéo entre o sinal do atomo de
hidrogénio H-5 (0,86) com os sinais em &¢c 16,08 (C-24) e 28,97 (C-23) (Figura Al3,
pag. 122).

O sinal de hidrogénio H-24 (0,90) correlaciona-se com os sinais em d¢ 38,94 (C-
4), 55,44 (C-5) e com 78,78 (C-3) (Figura A12 e A13, pdg. 121 e 122). Na Figura A12
(pag. 121) observou-se correlacdo do sinal em Jy 3,30 (H-3) com o sinal em J¢c 28,38
(C-2).

No mapa de contornos COSY (Figura Al4, pag. 123) observou-se que o sinal
em oy 1,72 (H-2) correlaciona-se com os sinais em Jy 2,36 (H-1) e com o sinal em Jy
3,30 (H-3). Observaram-se correlaces entre os &tomos de hidrogénio em oy 2,46 (H-
11) e 2,09 (H-11) com o atomo de hidrogénio Jy 1,63 (H-9). O sinal em dy 2,02 (H-16)
correlaciona-se com atomos de hidrogénio em Jy 0,99 (H-15). Observaram-se também
correlagbes do 4&tomo de hidrogénio H-20 em dy 0,99 com os sinais em dy 3,57 e 3,75
atribuidos aos atomos de hidrogénio H-30 (Figura Al4, pag. 123).

As andlises dos espectros de RMN 1D (*H, *C e DEPT-135) e 2D (HSQC,
HMBC e COSY) permitiram atribuir todos os deslocamentos quimicos dos 4&tomos de
hidrogénio e carbono de SC02, que estdo listados na Tabela 2, pag. 41, e foi possivel
elucidar SC02 como urs-12-eno-34,25,30-triol, composto ainda ndo descrito na

literatura.
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Tabela 2: Dados de RMN 1D e 2D (400 MHz, CDCl; + piridina-ds) de SCO2.

N | % Tipo de C 1 SCO2 HMBC (H=> C) COSY
SC02
1 | 3393 CH, 0,90; 2,36 35 12
2 | 2838 CH, 1,72: 0,86
3| 78,8 CH 3,30 2,23.24 2
4 | 3894 C
5 | 5544 CH 0,86 1,23.24 6
6 | 18,15 CH; 1,36: 1,50 7
7 | 3325 CH, 1,36 1,63 5,26 6
8 | 40,31 C
9 | 4856 CH 1,63 1,10,11,25,26
10 | 41,37 C
11| 2523 CH, 2,46, 2,09 8,9,12,13 9,11
12 | 125,68 CH 5,14 9,11,14,18 11
13 | 138,95 C
14| 42,28 C
15 | 26,67 CH, 0,09; 1,86 14,16,27 16
16 | 2817 CH, 2,02 15
17 | 33,66 C
18 | 58,99 CH 1,36 12,13,14,16,17,19,20,22,28,29
19 | 34,06 CH 1,63
20 | 47,29 CH 0,99
21| 2531 CH, 1,50; 1,64 20,30
22 | 41,25 CH, 1,30; 1,50 18,20
23 | 28,97 CH, 1,06 3,45
24 | 16,08 CH, 0,90 3,45
25 | 60,96 | CH,OH 4,04; d, J=12,1Hz 1,5.9,10
4,14; d, J=12,1 Hz
26 | 17,41 CH, 1,15(3) 78,914
27 | 2372 CH, 1,08(5) 8,13,14,15
28 | 28,67 CH, 0,82(5) 16,18,22
29 | 17,12 CH, 0,82(5) 20
30 | 65,87 CH,OH | 3,57;dd,J=10,7e3,3Hz 19,20 20

3,75;dd, J=10,7e 6,4 Hz
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4.1.3 SCO03: cariopristimerina
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SCO03 foi isolado do EHE2 como um sdlido amarelo cristalino solivel em
cloroférmio e se decompds em 230 °C. No espectro na regido do IV (Figura A15, pag.
123) observou-se uma banda em 1728 cm™ caracteristica de estiramento de ligagéo

C=0. A banda observada em 1630 cm™ é caracteristica de ligagdo dupla C=C.
A andlise do espectro de RMN de 'H (Figura A16, pag. 124) permitiu observar

dez sinais referentes a grupos metila em 6y 0,73; 0,82; 0,85; 0,87; 0,97, 0,99; 1,09; 1,15;
1,20 e 3,69, sendo o ultimo referente & metila de grupo metoxila. Os sinais em 6, 4,88 e

5,01 sdo referentes aos &tomos de hidrogénio olefinicos.
Observaram-se no espectro de RMN de **C (Figura A17, pag. 124) 45 sinais de

atomos de carbono e a analise do espectro DEPT-135 (Figura A18, pag. 125) permitiu

classificar os tipos de carbono como sendo C, CH,, CH e/ou CH3;. Foram observados

trés sinais caracteristicos de carbono carbonilico em 6¢ 179,17; 192,12 e 193,13.

42



Capitulo 1: Estudo fitoquimico

A partir dos dados de RMN de **C (Tabela 3, pag. 46) obtidos para SCO03 e
comparacdo com dados da literatura (SANTOS et. al; 2019), conclui-se que se tratava
do composto cariopristimerina isolado durante o trabalho de mestrado. Este composto
foi renomeado, uma vez que o nome usado anteriormente, crassifolina, é na verdade de
um composto ja descrito na literatura pertencente a classe dos alcaloides. Quando
isolado pela primeira vez a estrutura de SCO3 foi elucidada utilizando-se técnica de
RMN, EM, IV e difragdo de raios-X. Os dados obtidos anteriormente por raios-X do
composto precisaram ser refinados para uma melhor adequacdo do pardmetro Flack e
consequentemente, neste trabalho, a estereoquimica foi corrigida.

A analise do mapa de contornos NOESY (Figura 16) permitiu observar
correlagdes dos atomos de hidrogénio H-31 com o H-27 mostrando assim que ambos

estdo do mesmo lado. Observaram-se também correlac@es de H-15 e H-13’ com H-31 e

H-27, sugerindo um dobramento da molécula. Este dobramento foi confirmado pela

analise da estrutura obtida por difracdo de raios-X (Figura 17, pag. 44).
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Figura 16: Mapa de contornos de NOESY (400 MHz, CDCl3) de SCO03.
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Capitulo 1: Estudo fitoquimico

Figura 17: Estrutura cristalina de raios X de SCO03. As linhas pontilhadas representam
as interacOes relevantes observadas no NOESY.

A proposta de formacdo de SCO03 esta representada no Esquema 1. Nela um
derivado de pristimerina a partir do equilibrio ceto-endlico, reage com o cariofileno via

reacao Diels-Alder.

L
0 1042 ‘?'z
O‘
ES 7
0 5

equilibrio ceto-endlico

Esquema 1: Reacdo de Diels-Alder e via hipotética de formacdo de SCO3.
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A fim de provar que o composto SCO03 ¢é, de fato, biossintetizado pela planta, e
ndo um artefato formado durante a extracdo, dois experimentos foram realizados. O
primeiro experimento consistiu em uma reagdo quimica entre o cariofileno (comercial) e
a pristimerina. Ambos os compostos foram submetidos as condi¢des similares
empregadas na metodologia de extracdo. Apos 72 h a mistura resultante foi analisada
por cromatografia de camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
e comparada com os materiais de partida. Nao houve presenca de nenhum componente
diferente dos materiais de partida, indicando que nenhum artefato foi formado durante a
preparacdo do extrato. O segundo experimento consistiu em preparar um novo extrato
por maceracdo (temperatura ambiente, 72 h) e isolamento do composto SC03. No
entanto, devido as quantidades limitadas de raizes, o extrato foi obtido em pequena
quantidade e submetido a andlise por cromatografia liquida de alta resolucéo acoplada a
espectrometro de Massas (LC/ESI-QTOF/MS), no modo positivo. O pico de massa em
m/z 693,4860 (calculado 693,4853) foi observado e atribuido a CssHgsO4Na [M+Na]”,
coerente com a formula molecular de um aduto de sédio do SCO03, reforcando a

evidéncia de que esse dimero é biossintetizado pela planta.
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Tabela 3: Dados de RMN de *3C (CDCls, 100 MHz) de SCO03 e dados da literatura para
cariopristimerina (SANTOS et. al; 2019).

N | e SCO3 TipC(:) de 6.3;(;851(;1;8)5 et. NP 8¢ SCO3 TipC(:) de 6c’;(|;838t1%s) et.
1 49,07 CH 49,02 25 22,34 CH; 22,35
2 193,13 C 193,20 26 16,04 CH; 15,99
3 192,12 C 192,15 27 17,20 CHs 17,19
4 60,52 C 60,48 28 31,86 CH; 31,85
5 131,71 C 131,71 29 179,17 C 179,20
6 28,25 CH, 28,23 30 31,91 CH; 31,95
7 18,31 CH; 18,30 31 51,59 O-CH; 51,61
8 45,66 CH 45,59 I 60,81 CH 60,79
9 37,43 C 37,42 2’ 24,45 CH, 24,42
10 148,80 C 148,80 3’ 41,29 CH; 41,25
11 30,96 CH; 30,90 4 39,76 C 39,71
12 29,69 CH; 29,67 5 44,39 CH 44,40
13 39,56 C 39,55 6’ 25,09 CH; 25,06
14 39,33 C 39,30 7 36,12 CH; 36,08
15 28,91 CH; 28,85 8’ 151,40 C 151,42
16 36,39 CH; 36,34 9 42,52 CH 42,49
17 30,27 C 30,25 10° 36,24 CH, 36,34
18 44,53 CH 4451 1 34,79 C 34,79
19 30,45 CH; 30,43 12° 21,94 CH; 21,93
20 40,66 C 40,64 13 30,00 CH; 30,01
21 29,98 CH, 29,98 14° 16,70 CHj; 16,69
22 36,70 CH, 36,66 15 111,77 CH, 111,75
23 9,05 CH; 9,06

*CDCls;, 100 MHz
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4.1.4 SCO04: p-Sitosterol
29

O composto SCO04 foi isolado do EHEL e do EAC, apresentando-se como um

solido cristalino branco, soltvel em cloroférmio e de faixa de fusdo de 125-126 °C.
No espectro na regido do IV (Figura Al19, pag. 125) observaram-se bandas de

absorcdo em: 3408 cm™, caracteristica de estiramento de ligacio OH de hidroxila, e
2958-2854 cm™, que correspondem a estiramento simétrico e assimétrico de ligacdo CH

de compostos alifaticos.
No espectro de RMN de 'H (Figura A20, pag. 126) observaram-se dois
multipletos entre Jy 3,48-3,56 e 5,34-5,36 atribuidos aos atomos de hidrogénio

carbinolico H-3 e ao hidrogénio olefinico H-6, respectivamente.
A anélise do espectro de RMN de *C e espectro DEPT-135 (Figuras A21 e A22

pag. 126 e 127) permitiu atribuir os sinais com deslocamentos observados em dc 140,82

(C-5) e 121,73 (C-6) a atomos de carbono da ligacdo dupla e o sinal em oc 71,86 foi
atribuido ao carbono hidroxilado (C-3).

A analise comparativa dos dados de RMN obtido para 0 composto com os dados
descritos na literatura (DE-EKNAMKUL; POTDUANG, 2003) permitiu identificar

SC04 como sendo g-sitosterol (Tabela 4, pag. 48).
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Tabela 4: Dados de RMN de *3C de SC04 (CDCls, 100 MHz) e dados da literatura para
p-sitosterol (DE-EKNAMKUL; POTDUANG, 2003).

\o Tipo | oc* de | dc*(De-Eknamkul, \o Tipo oc* de | oc*(De-Eknamkul,
deC | SC04 Potduang, 2003) deC SC04 Potduang, 2003)

1 | CH; 37,32 37,22 16 | CH, 28,27 28,22

2 | CH, 31,74 31,63 17 | CH 56,14 56,02

3 | CH 71,86 71,80 18 | CH; 11,89 11,84

4 | CH, |42,38 42,19 19 | CH, 19,42 19,39

5 |C 140,82 140,72 20 | CH 36,18 36,12

6 | CH 121,73 121,71 21 | CH; 18,82 18,76

7 | CH, 31,95 31,87 22 | CH, 34,03 33,91

8 | CH 31,97 31,87 23 | CH, 26,21 26,02

9 |CH 50,22 50,10 24 | CH 45,93 45,81

10 | C 36,56 36,48 25 | CH 29,26 29,11

11 | CH, 21,11 21,07 26 | CH; 19,83 19,80

12 | CH, 39,84 39,74 27 | CH; 19,09 19,01

13 |C 42,33 42,26 28 | CH, 23,15 23,04

14 | CH 56,84 56,73 29 | CH; 12,01 11,97

15 | CH; 24,34 24,29

*CDCl; /125 MHz
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4.1.5 SCO05: pristimerina

O composto SCO5 foi isolado do EHE2 como um cristal alaranjado com faixa
de fusdo de 217-220 °C.

No espectro na regido do IV (Figura A23, pag. 127) de SC05 foram observadas
bandas de absorcdo em: 3348 cm™, relacionadas ao estiramento da ligacdo OH; 2940-
2872 cm™, relacionada aos estiramentos simétrico e assimétrico da ligacdo CH; 1736
cm™ e 1726 cm™, caracteristicas de estiramentos de carbonila; 1654 e 1590 cm™,
relacionadas ao estiramento de ligacdo C=C.

No espectro de RMN de *H (Figura A24, pag. 128) observaram-se dois dupletos
em oy 6,34 (d, J=7,2 Hz, 1H) e em 6y 7,01 (d, J=7,2 Hz, 1H), que foram atribuidos aos
atomos de hidrogénio olefinicos H-7 e H-6, respectivamente. O simpleto observado em
on 6,53 foi atribuido ao atomo de hidrogénio H-1. Esses sinais sdo caracteristicos de
triterpeno quinonametideo. Observaram-se também sete simpletos em oy 0,54; 1,10;
1,18; 1,26; 1,45; 2,21 e 3,55, relativos a sete grupos metila, sendo o ultimo
caracteristico de atomo de hidrogénio de grupo metoxila. O sinal observado em Jy 6,98
foi atribuido ao atomo de hidrogénio do grupo hidroxila. Ja o sinal observado em Jy
2,21 é caracteristico de grupo metila ligado a carbono sp? e foi atribuido ao 4&tomo de
hidrogénio H-23, também indicativo de quinonametideo.

A andlise do espectro de RMN de **C e espectro DEPT-135 (Figuras A25 e A26,
pag. 128 e 129) indicou 30 sinais de atomos de carbono, que foram classificados como

ndo hidrogenados, metilénicos, metinicos e/ou metilicos.
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Os dados de RMN de *C obtidos para SCO05 foram comparados com dados da

literatura (KHALID, 2007) e permitiram confirmar que se trata do composto

pristimerina. Os dados estdo listados na Tabela 5.

Tabela 5: Dados de RMN de *C de SCO05 e dados da literatura para pristimerina
(KHALID, 2007).

\e Tipode | ocde dc~ (Khalid, \e Tipode | ocde oc+ (Khalid,
C SC05 2007) C SC05 2007)
1 CH 119,59 119,8 16 CH, 36,40 36,4
2 C 178,36 178,6 17 C 30,56 30,9
3 C 146,04 146,3 18 CH 44,34 44 4
4 C 117,11 1174 19 CH; 30,92 30,9
5 C 127,45 127,6 20 C 40,43 40,5
6 CH 134,02 1344 21 CH; 29,90 29,9
7 CH 118,14 118,3 22 CH; 34,82 34,8
8 C 170,03 170,4 23 CH; 10,25 10,3
9 C 42,95 43,0 25 CH; 38,28 38,3
10 C 164,76 165,1 26 CH; 21,64 21,7
11 CH, 33,59 33,6 27 CH; 18,34 18,4
12 CH, 29,68 29,7 28 CH; 31,61 31,7
13 C 39,44 39,5 29 C 178,36 179,1
14 C 45,06 45,1 30 CH, 32,69 32,7
15 CH, 28,67 28,7 31 CH; 51,55 51,7

*CD,Cl, /75 MHz
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4.1.6 SCO06: dispermoquinona

O composto SCO06 foi isolado do EHE2 como um sélido cristalino amarelo,
soltvel em cloroférmio, com faixa de fusdo de 240-242 °C.

Observou-se no espectro na regido do IV (Figura A27, pag. 129) de SC06
bandas de absorcéo em: 3436 cm™, relacionada ao estiramento da ligagio OH; 2924-
2858 cm™, relacionadas aos estiramentos simétrico e assimétrico da ligacdo CH.

No espectro de RMN de 'H (Figura A28, pag. 130) observaram-se dois
simpletos em oy 6,36 e 6,40 referentes aos &tomos de hidrogénio olefinicos H-6 e H-1 e
outro simpleto em oy 6,93, que foi atribuido ao hidrogénio de grupo hidroxila. Foram
observados sete simpletos em Jy 0,80; 1,10; 1,19; 1,28; 1,29 e 2,11 e 3,64 relativos a
sete grupos metila, sendo o ultimo caracteristico de atomos de hidrogénio de grupo
metoxila.

A anélise do espectro de RMN de “3C e espectro DEPT-135 (Figuras A29 e A30,
pag. 130 e 131) indicou 30 sinais de carbono, que foram classificados como C, CH,, CH
e/ou CHz Os sinais em oc 179,15; 181,18 e 200,44, caracteristicos de carbonila,
juntamente com os sinais em oJc 117,20, 119,74, 131,76, 140,96, 146,62 e 162,00,
caracteristicos de carbono sp?, indicam se tratar de um esqueleto quinonametideo.

Os dados de RMN de **C obtidos foram comparados com os dados da literatura
(DUARTE, 2000) e confirmaram SC06 como sendo a dispermoquinona. Os dados estdo

listados na Tabela 6, pag. 52.
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Tabela 6: Dados de RMN de *C (CDCls, 100 MHz) de SCO06 e da literatura para
dispermoquinona (DUARTE, 2000).

\o Tipo de oc de oc* (Duarte, \o Tipo de oc de oc* (Duarte,
C SC06 2000) C SC06 2000)
1 CH 119,74 119,73 16 CH; 35,91 35,90
2 C 181,18 181,17 17 C 30,22 30,20
3 C 146,62 146,61 18 CH 43,65 43,64
4 C 117,20 117,19 19 CH, 29,87 29,85
5 C 140,96 140,95 20 C 40,56 40,55
6 CH 131,76 131,74 21 CH; 30,49 30,47
7 C 200,44 200,41 22 CH; 36,10 36,09
8 CH 58,37 58,37 23 CH; 10,38 10,35
9 C 41,91 41,90 25 CH; 29,22 29,20
10 C 162,00 161,99 26 CH, 15,44 15,43
11 CH; 27,96 27,96 27 CH; 17,05 17,03
12 CH; 28,85 28,84 28 CH; 31,58 31,56
13 C 39,01 38,55 29 C 179,15 179,13
14 C 39,56 39,00 30 CH; 32,16 32,13
15| CH;, 31,83 31,82 31 CH; 51,62 51,59

*CDCI3/100 MHz
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4.1.7 SCO07: netzahualcoionol
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SCO7 apresentou-se como um cristal vermelho com faixa de fusdo de 234-236°

No espectro na regido do IV (Figura A31, pag. 131) de SCO7 observaram-se
bandas de absorcdo em: 3448 cm™, relacionadas ao estiramento da ligagdo do grupo
OH; 2930-2870 cm™, relacionadas ao estiramento simétrico e assimétrico da ligacéo
CH; 1718 cm™ e 1708 cm™, caracteristicas de grupos carbonila; 1654 e 1586 cm™,
relacionadas ao estiramentos de ligagcdes C=C.

O espectro de RMN de 'H (Figura A32, pag. 132) foi analisado e foram
observados sinais em oy 0,84; 1,22; 1,23; 1,26; 1,28; 1,72; 2,26 e 3,72, sendo o ultimo
sinal referente a metila do grupo metoxila. Foram observados dois dupletos em oy 6,15
(d, 1H, J=6,8 Hz) e em 6y 7,16 (d, 1H, J = 6,8 Hz) que foram atribuidos aos atomos de
hidrogénio H-7 e H-6. Os simpletos observados em dy 6,57 e 7,06 foram atribuidos aos
atomos de hidrogénio H-1 e da hidroxila ligada ao aomo de carbono C-3,
respectivamente. Os sinais observados, juntamente com o simpleto em Jy 2,26 (H-23),
indicam que se trata de esqueleto quinonametideo, sendo esses sinais caracteristicos
dessa classe. Entre oy 4,17-4,21 foi observado um multipleto, atribuido ao atomo de
hidrogénio H-21, e um simpleto aparente em oy 2,71, atribuido ao atomo de hidrogénio
da hidroxila do atomo de C-21.

A analise do espectro de RMN de *C e espectro DEPT-135 (Figuras A33 e A34
pag. 132 e 133) indicou 30 sinais referentes a 30 atomos de carbono, que foram
classificados como sendo C, CH, CH e/ou CHgs. Os sinais observados em Jc 178,12 e

178,92 foram atribuidos aos &tomos de carbono carbonilico C-2 e C-29,
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respectivamente. Os sinais observados em oc 146,28 (C-3) e 68,08 (C-21) sdo referentes

a atomos de carbono néo hidrogenado e carbinolico, respectivamente.

Os dados de RMN de **C obtidos para SC07 foram comparados com dados da

literatura (SETZER, W. N. et al., 2001) e estdo listados na Tabela 7. Foi possivel entdo

concluir que SCO7 se tratava do netzahualcoionol.

Tabela 7: Comparacdo dos dados de RMN de **C de SC07 com dados da literatura para

0 netzahualcoionol (SETZER, W. N. et al., 2001).

: . _ :
o] TR | gt oot o | B | | e
1 CH 120,01 120,0 16 | CH, 39,10 39,0

2 C 178,12 178,1 17 C 35,26 35,2

3 C 146,28 146,2 18| CH 43,48 43,4

4 C 116,75 116,7 19| CH, | 4305 43,0

5 C 127,77 128,0 20 C 48,09 48,1

6 CH 134,65 1346 21| CH 68,08 68,0

7 CH 121,68 121,6 22| CH, 34,38 34,4

8 C 159,11 159,1 23| CHs 10,41 10,4

9 C 44,45 44,4 25| CH, 29,35 29,3

10 C 159,98 159,9 26 | CH, 21,93 21,9

11| CH, 37,40 37,4 27| CHs 24,31 24,3

12| CH, 35,78 35,4 28| CHs 31,24 31,2

13 C 42,65 42,6 29 C 178,92 178,9
14 C 135,42 1354 30| CH, 13,76 137

15 C 128,08 128,0 31| CHs 52,19 52,2
*CDCls,100MHz
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4.1.8 SCO08: 20-hidroxi-20-epi-tingenona
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SCO08 foi obtido como um sdélido vermelho cristalino com temperatura de fuséo

entre 194 - 196 °C.

No espectro na regido do IV (Figura A35, pag. 133) de SC08 observaram-se
bandas de absorco em 3444 e 3492 cm™, caracteristicas de estiramento de ligagdo OH.
Observaram-se também bandas de absorcéo em: 1714 cm™ caracteristica de carbonila; e
1638 e 1590 cm™, relacionadas ao estiramento de ligacdo C=C.

No espectro de RMN de H (Figura A36, pag. 134) de SC08 observaram-se
simpletos em Jy 0,90; 1,13; 1,25; 1,37; 1,48 e 2,22, referentes a seis grupos metilas.
Observaram-se dois dupletos em oy 7,03 (1H; d; J=7,1 Hz) e 6,38 (1H; d; J=7,1 Hz) e
um simpleto em Jy 6,54, esses sinais foram atribuidos aos atomos de hidrogénio H-6,
H-7 e H-1, respectivamente. O simpleto observado em Jy 6,97 foi atribuido ao 4&tomo de
hidrogénio da hidroxila ligada ao &tomo de carbono C-3. Esses sinais sdo considerados
caracteristicos de compostos com estrutura de quinonametideos.

No espectro de RMN de *C (Figura A37, p4g.134) foram observados 28 sinais
de 4tomos de carbono. Utilizando o espectro DEPT-135 (Figura A38, pég. 135) foi
possivel identificar os &tomos de carbono como C, CH,, CH e/ou CHj3. Observaram-se
dois sinais de carbono carbonilico em Jc 178,41 (C-2) e 215,08 (C-21). Os sinais
observados em d¢ 73,71 e 146,09 foram atribuidos aos atomos de carbono C-20 e C-3,
respectivamente.

Apds andlise dos espectros obtidos para o SC08, foi possivel observar que os
dados de RMN de SCO08 apresentavam muitas semelhangas aos de tingenona, um
triterpeno da classe dos quinonametideos comumente isolado das raizes de plantas da

familia Celastraceae. Foi entdo realizada uma pesquisa na literatura e, a partir da
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comparacdo dos dados de RMN de **C de SC08 com os dados da literatura para 20-
hidroxi-20-epi-tingenona (LIKHITWITAYAWUID et al., 1993), conclui-se que se
tratava do mesmo composto. Os dados de RMN de **C de SC08 e de 20-hidroxi-20-epi-

tingenona estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Dados de RMN de **C (CDCls, 100 MHz) de SCO08 e dados da literatura
para 20-hidroxi-20-epi-tingenona (LIKHITWITAYAWUID et al., 1993).

" N
Ne gépg gggg (Likhitviictayawuid NO ;'fg e (Likhitv(\jictayawuid
et. al; 1993) et. al; 1993)
1 CH 119,68 119,8 15 CH, 29,27 29,4
2 C 178,41 178,4 16 CH, 35,62 35,7
3 C 146,09 146,2 17 C 36,02 35,9
4 C 117,18 117,1 18 CH 43,30 43,3
5 C 127,74 127,9 19 CH, 36,82 36,9
6 CH 133,60 133,3 20 C 73,71 73,7
7 CH 118,34 118,3 21 C 215,08 2149
8 C 168,94 168,7 22 CH, 50,39 50,5
9 C 4295 429 23 CH; 10,28 10,3
10 C 164,32 164,2 25 CH; 38,48 38,5
11 CH, 33,11 33,2 26 CH; 23,13 23,3
12 CH, 29,80 29,9 27 CH; 19,41 19,4
13 C 39,95 40,0 28 CH; 33,14 33,2
14 C 44,15 442 29 C 28,99 29,0

*CDCl3, 125 MHz
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4.1.9 SCO09: 6-oxo-pristimerol
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SCO09 foi isolado do extrato hexanico/éter etilico (1:1), obtido como um sélido
marrom com temperatura de fusdo entre 159-162 °C.

No espectro na regido do IV (Figura A39, pag. 135) de SC09 foram observadas
bandas de absorcdo em: 3426 cm™, relacionada ao estiramento da ligagdo OH; 2946-
2872 cm™, relacionadas aos estiramentos simétrico e assimétrico das ligagdes CH; 1728
cm™ e 1640 cm™, caracteristicas de estiramento de carbonila e 1586 cm™, relacionada
ao estiramento de ligacdo C=C.

No espectro de RMN de *H (Figura A40, pag. 136) observaram-se sete simpletos
em oy 0,57; 1,08; 1,16; 1,26; 1,50; 2,74 e 3,52 referentes aos grupos metila. O sinal
observado em dy 2,74 é caracteristico de grupo metila ligado a carbono sp? Os
simpletos observados em Jy 6,24 e 6,89 foram atribuidos aos atomos de hidrogénio H-1
e H-7, respectivamente.

A andlise do espectro de RMN de *3C e espectro DEPT-135 (Figuras A4l e A42,
pag. 136 e 137) permitiu observar 30 &tomos de carbono, que foram classificados como
como sendo C, CH,, CH e/ou CH3, Observaram-se dois sinais de carbono carbonilico em
oc 178,94 e 187,66, referentes aos atomos de carbono C-29 e C-6, respectivamente. Os
sinais observados em dc 125,97 e 142,25 foram atribuidos aos atomos de carbono C-3 e

C-2, respectivamente.

Apbs analise dos espectros obtidos para o SC09 foi possivel observar que o
composto apresentava sinais caracteristicos da pristimerina com algumas modificacfes
nos anéis A e B. Foi entdo realizada uma pesquisa na literatura e, a partir da comparagao

dos dados de RMN de *C de SC09 com os dados descritos para 6-oxo-pristimerol
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(SHIROTA et al., 1994), conclui-se que se tratava do mesmo composto. Os dados de

RMN de **C de SC09 e de 6-oxo-pristimerol estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9: Dados de RMN de *C (CDCI5/CsDsN, 100 MHz) de SC09 e dados da

literatura para o 6-oxo-pristimerol (SHIROTA et al., 1994).

no | TiPode | dcde | gox(Shirotaet. | no| TiIPOde | dc | gc*(Shirotaet.
C SCo9 al; 1994) C SC09 al; 1994)
1 CH 108,33 110,0 16 CH; 36,42 36,6
2 C 142,25 144,0 17 C 30,51 30,6
3 C 125,97 126,8 18 CH 44,28 44,4
4 C 122,21 122,7 19 CH; 30,95 31,1
5 C 150,67 1514 20 C 39,93 40,1
6 C 187,66 187,3 21 CH, 29,79 30,1
7 CH 126,32 126,8 22 CH, 34,86 351
8 C 149,63 150,7 23 CH; 14,08 14,8
9 C 40,46 40,6 25 CH; 37,66 37,8
10 C 170,61 170,7 26 CHs 20,78 20,9
11 CH, 34,16 34,6 27 CHs 18,29 18,5
12 CH, 29,96 30,2 28 CHs 31,59 31,6
13 C 39,00 39,3 29 C 178,94 178,7
14 C 44,53 44,6 30 CH; 32,82 32,6
15 CH, 28,53 28,9 31 CH; 51,49 51,5

*CsDsN, 100 MHz
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4.1.10 SC10: 98,108-epoxi-3#-hidroxi-1pH,4pH,58H,7pH,11aH-guaian-12,84-

olideo
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O composto foi obtido a partir do fracionamento do extrato cloroférmico, como
um solido ceroso soltvel em cloroférmio.

No espectro de RMN de *H (Figura A43, pag. 137) observaram-se dois dupletos
em oy 1,23 (d, J = 6,9 Hz, 3H), e em 6y 1,06 (d, J = 6,9 Hz, 3H), e um simpleto em Jy
1,41 indicando a presenca de trés grupos metila. Observaram-se também um dupleto em
on 4,22 (d, J 10,3 Hz, 1H) e um dupleto triplo em oy 3,92 (dt, J =7,9 e 3,1 Hz, 1H),
referente a atomos de hidrogénio desprotegidos. Em 6y 2,80 foi observado um duplo
dupleto duplo (ddd, J =12,8; 9,0 e 4,8 Hz) referente a um atomo de hidrogénio.

A andlise do espectro de RMN de *C (Figura A44, pag. 138) e espectro DEPT-
135 (Figura A45, pag. 138) permitiu classificar os &tomos de carbono como, sendo dois
CH,, oito CH dois C e trés CHg, totalizando 15 sinais, sugerindo tratar-se de um
sesquiterpeno. Dentre os sinais de &tomos de carbono, um se refere a &tomo de carbono
carbonilico, em o¢c 177,94, e dois a atomos de carbono carbinélico, em oc 77,26 e 82,27.

Uma primeira analise dos mapas de contornos, COSY, HSQC e HMBC permitiu
propor as sequéncias CH3;-CH-CH-CH-CH e CH-CH,-CH-CH-CH,-CH para o
composto isolado, caracteristicas de sesquiterpeno da classe de guaianolideos (WU et
al., 2014), o que foi sustentado apds analises detalhadas.

Os dados espectrais de SC10 sdo similares aos observados para o 94,104-epoxi-
4a-hidroxi-1pH,11aH-guaian-12,8a-olideo, Figura 18, pag. 60 (WU, HAI BO et al.,
2014). Tendo como base o esqueleto basico do guaianolideo procedeu-se, entdo, a
anélise detalhada dos espectros de RMN 1D (*H, *C e DEPT-135) e 2D (HSQC,
HMBC, COSY e NOESY) de SC10 a fim de elucidar a estrutura do composto.
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Figura 18: Estrutura quimica do 94,108-epoxi-4a-hidroxi-1pH,11aH-guaian-12,8a-
olideo (isolado por WU, HAI BO et al., 2014).

Partindo do sinal do carbono carbonilico da lactona, em d¢ 177,94, procedeu-se
a analise dos mapas de contornos HMBC (A47, pag. 140) e HSQC (A46, pag. 139 e
140).

O sinal observado em d¢ 177,94 (C-12) correlaciona-se com o sinal do hidrogénio
H-11 em 6y 2,24 € com o sinal em &y 1,23 (H-13) (Figura A47, pag. 140). Neste mapa
de contornos, observou-se também correlacdo do sinal dos 4&tomos de hidrogénio H-13
com os sinais de atomos de carbono em J¢ 43,75 (C-7) e dc 42,05 (C-11).

No mapa de contornos HMBC (Figura A47, pag. 140), o sinal em o¢c 43,75 (C-7)
correlaciona-se com sinais de atomos de hidrogénio em oy 4,22 (H-8) e 3,33 (H-9).
Observou-se, no mapa de contornos HMBC, correlagdes entre o sinal do atomo de
hidrogénio em 8y 2,02 (H-7) e os sinais em ¢ 82,27 (C-8), 61,39 (C-9) e 12,53 (C-13).
O sinal em 6y 3,33 (H-9) correlaciona-se com os sinais em ¢ 25,25 (C-14) e 60,86 (C-
10) (Figura A47, pag. 140). Observou-se, em seguida, correlacdes entre o sinal de C-10
e 0s sinais em oy 1,89 e 2,80, que foram atribuidos aos &tomos de hidrogénio H-2 e H-1,
respectivamente (Figura A46, pag. 139).

Na Figura A47, pag. 140, observou-se que o sinal em 8y 2,80 (H-1) correlaciona-
se com sinais em o¢c 44,74 (C-5), 37,39 (C-2) e com 25,63 (C-6). O sinal em o¢ 44,74
(C-5) se correlaciona com o sinal dos atomos de hidrogénio H-15 em &4 1,06 e com o
sinal em oy 1,92 (H-4). Observou-se correlagdo do sinal do atomo de hidrogénio H-15
com os sinais em Jc 48,11 (C-4) e 77,26 (C-3).

Todas as correlagdes observadas nos mapas de contornos HSQC (Figura A46,
pag. 139) e HMBC (Figura A47, pag. 140) estdo indicadas nas Figuras e na Tabela 11,
pagina 64.
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No mapa de contornos COSY (Figura A48, pag. 141) observaram-se correlagdes
entre o sinal em Jy 2,24 (H-11) e os sinais em dy 1,23 (H-13) e com sinal em Jy 2,02
(H-7). O sinal de hidrogénio H-7 correlaciona-se com os sinais em oy 1,67 (H-6) e oy
4,22 (H-8). Foram observadas correlagcdes de atomos de hidrogénio H-6 em dy 0,70
com o sinal em dy 2,02 (H-7) e com o sinal em Jy 2,06 (H-5). O atomo de hidrogénio
H-4 em oy 1,92 correlaciona-se com o atomo de hidrogénio H-15 (o 1,06). O sinal em
on 1,89 (H-2) correlaciona-se com o sinal em Jy 3,92 (H-3). Observou-se correlagédo do
atomo de hidrogénio H-1 (o 2,80) com sinal em Jy 1,89 (H-2) e com sinal em oy 2,06
(H-5). Estas correlagdes permitiram confirmar a as atribuicfes realizadas a partir dos
mapas de contornos HSQC e HMBC.

No mapa de contornos NOESY (Figura A49 e A50, pag. 142 e 143) observou-se
que o H-13 (o 1,23) correlaciona-se com atomos de hidrogénio em dy 2,02 (H-7) e
1,67 (H-6). O sinal em Jy 1,67 (H-6) correlaciona-se com o sinal em Jy 1,06 (H-15). O
hidrogénio H-15, por sua vez, correlaciona-se com 0s sinais em 6y 3,92 (H-3) e 1,92 (H-
4). Foi observada correlacdo do sinal em dy 2,24 (H-11) com o sinal em Jy 4,22 (H-8).
O sinal em oy 4,22 (H-8) correlaciona-se com sinais em Jy 1,41 (H-14), 3,33 (H-9) e
0,70 (H-6a), logo estdo do mesmo lado. Observou-se também correlagdo do hidrogénio
H-9 com o sinal em oy 1,41 (H-14). Em seguida observou-se que o sinal em oy 1,41 (H-
14) correlaciona-se com o sinal em oy 2,80 (H-1). Por fim, observou-se que o sinal do
hidrogénio H-1 correlaciona-se com o sinal em oy 2,06 (H-5), indicando estarem do
mesmo lado.

Todas as correlacBes observadas nos mapas de contornos COSY e NOESY estédo
indicadas nas Figuras A48 (pag. 141), A49 e A50 (pag. 142 e 143) e na Tabela 11 (pég.
64).

No espectro de RMN de 'H (Figura A43, pag. 137) o sinal em Jy 3,33 foi
atribuido ao H-9 (o4 3,33) e foi observado como um simpleto bem definido, embora se
esperasse observar um dupleto uma vez que o H-9 é vizinho ao H-8. Para conferir essa
atribuicdo realizou-se o experimento de NOE diferencial. No espectro de NOE
diferencial observou-se que, ao irradiar o sinal em oy 3,33 (H-9) (Figura A51, pag. 143)
houve NOE positivo com os sinais em oy 4,22 (H-8) e oy 1,41 (H-14) confirmando a
atribuicdo do H-9 e também a posicéo relativa dos respectivos atomos de hidrogénio.
Ao se irradiar o sinal em oy 4,22 (H-8) observou-se NOE com sinais em dy 0,70 (H-6a),
on 2,24 (H-11) e oy 3,33 (H-9) como pode ser observado na Figura A52 (pag. 144).
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Quando o sinal em oy 1,41 (H-14) (Figura A53, pag.144) foi irradiado, os sinais em Jy
1,89 (H2a), o4 2,80 (H-1) e oy 3,33 (H-9) apresentaram NOE positivo.

Apesar de SC10 ter sido obtido como um sélido ceroso foi possivel obter um
monocristal, apds dissolucdo em etanol e evaporagdo lenta do solvente. O cristal obtido
foi entdo submetido a analise de difracdo de raios-X, sendo confirmada de forma
inequivoca sua estrutura quimica.

O composto cristalizou no grupo de espaco ortorrombico ndo simétrico P2;2;2;,
0 que indicou que os cristais obtidos eram enantiomericamente puros. A Figura 19; pag.
63 mostra o ortep de SC10 indicando que trata-se de uma molécula com quatro anéis
condensados. O anel central € uma unidade de sete membros (C1 e C5-C10), com todos
os atomos de carbono na hibridacdo sp®, contendo um &tomo de oxigénio (02),
formando um anel de trés membros com dois 4&tomos de carbono adjacentes (C9 e C10)
do anel central. Os outros dois anéis de cinco membros encontram-se ligados na
extremidade do anel central. Um desses anéis ¢ uma lactona (C7, C8, C11, C12e O3) e
0 outro é um ciclopentano (C1-C5), ambos na conformacdo de envelope. No anel do
ciclopentano estd o grupo hidroxila (O2) em C3, que interage com outros grupos
hidroxila de outras moléculas mais proximas, levando a uma cadeia supramolecular
formada por ligacbes de hidrogénio (ver Figura 19, pag. 63). Os principais dados

cristalogréficos estdo listados na Tabela 10, pag. 63.
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Figura 19: (a) Estrutura cristalina de SC10 com marcacdo atémica. Circulos brancos

sdo atomos de hidrogénio. (b) A linha pontilhada azul representa a rede de ligacGes de

hidrogénio entre os grupos hidroxila que lideram a formacdo de uma cadeia

supramolecular em sua embalagem cristalina.

Tabela 10: Principais dados cristalograficos de SC10

Composto SC10
Formula Quimica CisH,,04
Massa molar / g mol™ 266,32
A/ A tubo de molibdénio 0,71073

Sistema Cristalino
Grupo de Espaco
alA

b/A

c/A

V /A

Z

T/K

Ortorrdmbico
P2,2:2,
5,6629(2)
8,4104(3)
29,4251(9)
1401,44(8)
4

298

Apbs anélise dos espectros de RMN de 1D (*H, *C, DEPT-135) e 2D (mapa de
contornos de HSQC, HMBC, COSY e NOESY) e difragdo de raios-X foi possivel
identificar o composto SC10 como 9p,104-epoxi-34-hidroxi-1pH,44H,56H,7H,11aH-

guaian-12,8p-olideo, composto inedito, ainda ndo descrito na literatura.

63



Capitulo 1: Estudo fitoquimico

Tabela 11: Dados de RMN 1D e 2D (400 MHz, CDCI3) de SC10.

N° | 6c SC10 | Tipo de On HMBC COSY | NOESY
C SC10

1 47,00 CH 2,80 (ddd, J=12,8; 9,0; 4,8) 25610 25 5, 14

2 37,39 CH, 1,89 1,10 13 13,14

3 77,26 CH 3,92 (td, J=7,9;7,9; 3,1) 1,15 2,60,15

4 48,11 CH 1,92 3,5,6,15 15

5 44,74 CH 2,06 3 6 1

6 25,63 CH, 0,700; 1,5,7,8,11 2,11
1,678 8,13,15

7 4375 CH 2,02 8,9,13 6,8,11

8 82,27 CH 4,22 (d, J= 10,3) 6,7,9 60,9,11,14

9 61,39 CH 3,33 1,10,14 8

10 | 60,86 C

11 | 42,05 CH 2,24 6,7,12,13 8

12 177,94 C

13 12,52 CH; 1,23 (d,J=6,9) 7,11,12 11 6, 7

14 | 2524 CH;, 1,41 (s) 19 189

15 | 13,72 CH; 1,06 (d, J =7,0) 3,45 3,68

64



Capitulo 1: Estudo fitoquimico

4.1.11 SC11: 3-O-p-D-glicosil-g-sitosterol
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SC11 foi isolado do EAC como um solido branco soltvel em cloroférmio.

No espectro na regido do IV (Figura A54, pag.145) foram observadas bandas de
absorcdo em: 3424 cm™ (caracteristica de estiramento da ligacdo OH de hidroxila),
2932-2870 cm™ (caracteristicas de estiramento simétrico e assimétrico das ligagdes CH
de compostos alifaticos) e 1466 e 1380 cm™ (caracteristicas de deformacdo angular no
plano de ligacdo simples CH de compostos alifaticos).

No espectro de RMN de *H (Figura A55, pag. 145) observou-se um multipleto
entre dy 5,31-5,32 que foi atribuido ao atomo de hidrogénio olefinico H-6 em esteroides.
Foi observado também um multipleto entre oy 3,80 — 4,05 que corresponde ao H-3, um
dupleto em oy 4,52 (d, J 7,6 Hz, 1H), referente ao hidrogénio anomérico H-1" da
molécula de glicose.

A partir da anélise do espectro de RMN de **C e espectro DEPT-135 (Figuras
A56 e A57, pag. 146) os tipos de atomos de carbono (C, CH,, CH e/ou CHj3) foram
definidos. No espectro de RMN de **C foram observados os sinais em: dc 101,67
(caracteristico de carbono anomérico), 62,82, 71,28; 73,92; 76,12 e 78,87, indicando a
presenca de uma molécula de glicose. Os demais sinais foram similares aos encontrados

para SC04, indicando que a aglicona seria o S-sitosterol.

Os dados obtidos de RMN de **C foram comparados com os da literatura (RAI
et al., 2006) (Tabela 12, pag. 66) e permitiram identificar SC11 como sendo 3-O-f-D-

glicosil-g-sitosterol.
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Capitulo 1: Estudo fitoquimico

Tabela 12: Dados de RMN de **C de SC11 (CDClI; + Py-ds) e dados da literatura para
3-0-p-D-glicosil-g-sitosterol (RAI et al., 2006).

\e Tipode | ocde dc*(Rai et al., \e Tipo de oc de oc*(Raiet al.,
C SC11 2006) C SC11 2006)
1 CH, 37,29 37,22 21 CH; 18,82 18,76
2 CH, 29,78 31,63 22 CH, 34,00 33,91
3 CH 71,86 71,80 23 CH, 26,17 26,02
4 CH, 42,38 42,19 24 CH 45,89 45,81
5 C 140,49 140,72 25 CH 29,71 29,11
6 CH 121,92 121,71 26 CH; 19,83 19,80
7 CH;, 31,91 31,87 27 CH; 19,08 19,01
8 CH 31,96 31,87 28 CH, 23,15 23,04
9 CH 50,19 50,10 29 CHs 12,01 11,97
10 C 36,73 36,48 27 CH; 19,08 19,01
11 CH; 21,07 21,07 28 CH;, 23,13 23,04
12 CH;, 39,80 39,74 29 CH; 12,01 11,97
13 C 42,35 42,26 I CH 101,67 102,54
14 CH 56,77 56,73 2’ CH 73,92 75,29
15 CH; 24,31 24,29 3’ CH 78,87 78,45
16 CH;, 28,27 28,22 4 CH 71,28 71,64
17 CH 56,09 56,02 5’ CH 76,12 78,05
18 CHs 11,87 11,84 6’ CH, 62,82 62,80
19 CH; 19,33 19,39
20 CH 36,15 36,12
*Py-ds
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Capitulo 1: Estudo fitoquimico

4.1.12 SC12: 4'-O-metilepigalocatequina

O composto SC12 foi obtido a partir do fracionamento do EAC apresentando-se
como solido amarelo claro de ponto de fusdo entre 139 — 144 °C, soldvel em MeOH.

No espectro na regido do IV (Figura A58, pag. 147) de SC12 foram observadas:
banda larga de absorcdo em 3370 cm™ correspondente a estiramento da ligagcdo OH,
bandas em 1628, 1516 e 1466 cm™ caracteristicas de estiramento de ligacdo C=C de
compostos aromaticos e banda em 1146 cm™ caracteristica de estiramento de ligacdo C-
O.

No espectro de RMN de H (Figura A59, pag. 147) observaram-se trés sinais
caracteristicos de hidrogénios aromaticos em: dy 5,94 (d, J =2,2 Hz, 1H), 5,95 (d, J =2,2
Hz, 1H) e oy 6,54 (s, 2H). O perfil do espectro indicou tratar-se de um flavonoide. O
simpleto observado em Jy 6,54 indicou tratar-se de um flavonoide substituido nas
posicoes 1°, 3,4’ ¢ 5 (REGASINI et al., 2008). Os sinais observados em oy 2,73 (dd, J
=16,9 e 3,0 Hz, 1H) e 2,86 (dd, J =16,9 e 4,6 Hz, 1H) foram atribuidos aos 4&tomos de
hidrogénio diastereostopicos H-4a e H-4b, respectivamente, reforcando assim que a
estrutura se tratava de um flavonoide da classe das catequinas. A presenca de um
simpleto em Jy 3,79, integrado para trés &tomos de hidrogénio, evidenciou a existéncia
de um grupo metoxila.

A analise do espectro de RMN de **C e do espectro DEPT-135 (Figuras A60 e
A61, pag. 148) permitiu identificar 15 atomos de carbono, sendo oito ndo hidrogenados,
um metilénico e seis metinicos, sendo o sinal em ¢ 67,40 atribuido ao atomo de carbono
ligado a hidroxila (C-3).
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A comparacdo dos dados de RMN de *C com a literatura (HUSSEIN et al.,
1999) (Tabela 13), permitiu identificar SC12 como sendo 4 -O-metilepigalocatequina.

Tabela 13: Dados de RMN de *C (CD3;OD, 100 MHz) de SC12 e da literatura para 4’-
O-metilepigalocatequina (HUSSEIN et al., 1999).

Ne Tipo de|oJc de| dc* (Hussein et
C SC12 al, 1999)
2 CH 79,67 79,6
3 CH 67,40 67,3
4 CH, 29,17 29,1
5 C 100,14 | 100,0
6 CH 157,16 | 157,9
7 C 96,52 96,3
8 CH 157,96 | 1575
9 C 95,96 95,8
10 C 157,65 | 157,1
1 C 136,59 | 1359
2 CH 107,24 | 107,1
3 C 151,35 | 151,3
4 C 136,12 | 136,5
5 C 151,35 | 151,3
6 CH 107,24 | 107,1
OCHj; | CH3 60,83 60,76

*CD;0D /125 MHz
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4.1.13 SC13: cerebrosideo
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SC13 foi isolado a partir do fracionamento do extrato aceténico (EAC) como
um s6lido marrom com ponto de fusdo de 169-172 °C.

No espectro na regido do IV (Figura A62, pag. 149) foram observadas bandas de
absorcdo em: 3422 cm™ (caracteristica de estiramento da ligagdo OH de hidroxila),
2924-2854 cm™ (caracteristicas de estiramento simétrico e assimétrico da ligacdo C-H
de grupos CH, e CH; em compostos alifaticos) e 1462 cm™ referente & deformacéo
angular no plano de ligacdo simples CH de compostos alifaticos.

No espectro de RMN de *H (Figura A63, pag. 149) observou-se sinal integrado
para um grande numero de hidrogénio em oy 1,29, caracteristico de atomos de
hidrogénio de carbonos metilénicos de cadeia longa. Observou-se um dupleto em dy
4,28 (1H; d, J= 7,8 Hz) que foi atribuido ao hidrogénio anomérico H-1 da molécula de
glicose.

A partir da anélise do espectro de RMN de *C (Figura A64, pag. 150) e espectro
DEPT-135 (Figura A65, pag. 150) os tipos de atomos de carbono (C, CH,, CH e/ou
CHs) foram definidos. No espectro de RMN de **C foram observados sinais em dc
104,74 (caracteristico de carbono anomérico), oc 62,71 (CH,), 71,62 (CH); 75,06 (CH);
77,94 (CH); 78,06 (CH) todos hidroxilados, indicando a presenca de uma molécula de
glicose. Um sinal bem desblindado foi observado em Jc 177,17, que foi atribuido a um
atomo de carbono carbonilico. Foram observados sinais em oJc 130,80-131,59
caracteristicos de carbonos insaturados, no entanto, ndo foi possivel definir a

localizagéo das duplas ligagcdes no composto isolado.
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Capitulo 1: Estudo fitoquimico

Os dados de RMN de 1D de SC13 foram comparados com os dados descritos na
literatura (CATENI et al., 2014) para compostos da classe dos cerebrosideos, e conclui-
se que se tratava de um composto desta classe. Cerebrosideos sdo derivados de &cidos
graxos da esfingosina com um unico residuo de aglcar. Os tamanhos das cadeias (R e

R”) do composto ndo foram determinadas. Os dados estdo listados na Tabela 14.

Tabela 14: Dados de RMN de *C (CD;OD) de SC13 e dados da literatura para
(CATENI et al., 2014).

Tipode | oc*(Cateni et
N° pc Cal( o014y | OcdesSCI3
1 CH, 70,6 69,97
2 CH 51,5 51,70
3 CH 76,1 75,67
4 CH 72,6 73,03
r C 175,8 177,17
2 CH 72,6 72,96
3’ CH, 35,7 35,78
1” CH 105,3 104,74
27 CH 75,2 75,06
3” CH 78,3 77,94
4” CH 71,3 71,62
5” CH 78,6 78,06
6” CH, 62,2 62,71
-CH; | -CHj; 14,6 14,48
*Py- ds, 125 MHz
HN
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Cerebrosideo isolado por Cateni e colaboradores (2014).
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4.1.14 SC14: lupeol
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O composto SC14 foi isolado do extrato hexanico dos galhos como um sélido
branco solivel em cloroférmio com ponto de fusdo de 173 — 175 °C.

No espectro na regido do IV (Figura A66, pag. 151) de SC14 observaram-se
bandas de absorcdo em: 3362 cm™, caracteristica de estiramento de OH de &lcool, 2944
a 2870 cm™, estiramento de CH de alifaticos e 1640 cm™, caracteristica de estiramento
de ligacdo C=C.

No espectro de RMN de *H (Figura A67, pag. 151) observaram-se sete simpletos
em oy 0,76; 0,79; 0,83; 0,94; 0,97; 1,03 e 1,68, correspondentes a sete grupos metila.
Foram observados também dois simpletos largos em dy 4,57 (H-29) e 4,68 (H-29)
caracteristicos de atomos de hidrogénio de ligacdo dupla terminal, sendo esses sinais
indicativos de esqueleto lupano. Observou-se também um dupleto duplo em Jy 3,19 (1
H, dd; J= 11,1 e 5,0 Hz) atribuido ao hidrogénio H-3.

A analise do espectro de RMN de *3C (Figura A68, pag. 152) e do espectro de
DEPT-135 (Figura A69, pag. 152) permitiu identificar 30 sinais e definir os tipos de
carbono como C, CH,, CHz e/ou CH. Foram observados sinais em oc 109,47 e 6c 151,11
sendo esses sinais caracteristicos de ligacdo dupla de triterpenos com esqueleto lupano,
0s quais foram entdo atribuidos aos atomos de carbono 29 e 20, respectivamente. Foi
observado também um sinal em d¢ 79,16 (C3) relacionado ao carbono hidroxilado.

A partir da comparagéo dos dados obtidos pelo espectro de RMN de 3C para o
SC14 com os da literatura para o lupeol (BESERRA et al., 2018) concluiu-se que SC14
tratava-se desse composto. Os dados de RMN de **C de SC14 e do lupeol estdo

apresentados na Tabela 15, pag. 72.
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Tabela 15: Dados de RMN de **C (CDCls, 100 MHz) de SC14 e dados da literatura
para o lupeol (BESERRA et al., 2018).

\o Tipode | 6c de | dc*(Beserraet. \o Tipo de ¢ oc*(Beserra et.
C SC14 al., 2018) C SC14 al., 2018)

1 CH, 38,86 38,9 16 CH, 35,74 35,8

2 CH; 27,60 27,6 17 C 43,15 43,2

3 CH 79,16 79,2 18 CH 48,46 48,5

4 C 39,01 39,0 19 CH 48,14 48,0

5 CH 55,46 55,5 20 C 151,11 151,2

6 CH; 18,47 18,5 21 CH; 30,00 30,0

7 CH; 34,44 34,4 22 CH; 40,16 40,2

8 C 40,99 41,0 23 CH; 28,14 28,2

9 CH 50,60 50,6 24 CHs 15,52 15,6
10 C 37,33 37,3 25 CHs 16,13 16,2
11 CH; 21,09 21,1 26 CH; 16,27 16,3
12 CH; 25,30 25,3 27 CH; 14,70 147
13 CH 38,21 38,2 28 CH; 18,15 18,1
14 C 42,99 43,0 29 CH; 109,47 109,5
15 CH; 27,60 21,7 30 CH; 19,46 19,5
*CDCl3,100MHz
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4.1.15 SC15: lup-20(29)-eno-3p,15a-diol
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SC15 foi obtido como um solido branco cristalino, solivel em cloroférmio com
faixa de fuséo de 145 — 148 °C.

No espectro na regido do IV (Figura A70, pag. 153) foram observadas bandas de
absorcéo em: 3430 e 1038 cm™, caracteristicas de estiramento de OH de &lcool, 2946 e
2870 cm™, bandas de estiramento de CH de alifaticos e, 1642 cm™ caracteristica de
estiramento de ligacdo C=C.

Foram observados seis sinais no espectro de RMN de *H (Figura A71, pag. 153)
referentes a sete grupos metilas em oy 0,76; 0,83; 0,84; 0,96; 1,12 e 1,68. Foram
observados também dois simpletos largos em oy 4,59 (H-29) e 4,69 (H-29),
caracteristicos de triterpeno da classe dos lupanos, e dois dupletos duplos em oy 3,19 (1
H, dd; J= 11,3 ¢ 5,0 Hz) e 61 4,16 (1 H, dd; J= 10,9 e 5,1 Hz) atribuidos aos 4&tomos de
hidrogénio H-3 e H-15, respectivamente.

No espectro de RMN de **C (Figura A72, pag. 154) observaram-se 30 sinais. A
analise em conjunto do espectro de RMN de **C e do espectro DEPT-135 (Figura A73,
pag. 154) permitiu identificar os tipos de carbono como sendo C, CH,, CH e/ou CHs.
Foram observados sinais em oc 109,78 e J¢ 150,50 e, sendo esses sinais caracteristicos
de ligagdo dupla de triterpenos com esqueleto lupano, foram entdo atribuidos aos
atomos de carbono 29 e 20, respectivamente. Foram observados também dois sinais
caracteristicos de carbono carbindlicos em J¢ 69,83 e 79,07, referentes ao C-3 e C-15,

respectivamente.
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Apbs anélise dos espectros na regido do 1V e de RMN de *H e **C de SC15, foi
realizada a comparacdo dos dados descritos na literatura (TANAKA et. al; 1993)

permitindo confirmar a identificacdo do composto como lup-20(29)-eno-34,15a-diol.

Tabela 16: Dados de RMN de *C (CDCl;, 100 MHz) de SC15 e dados da literatura
para o composto lup-20(29)-eno-34,15a-diol (TANAKA et. al; 1993).

N° | Tipo de C oc de | dc*(Tanaka et. N° | Tipo de C oc oc *(Tanaka et.
SC15 al., 1993) SC15 al., 1993)

1 CH, 39,07 38,9 16 CH, 46,59 46,5

2 CH; 27,56 27,4 17 C 43,09 43,0

3 CH 79,07 78,9 18 CH 48,11 48,1

4 C 38,92 38,8 19 CH 47,51 47,4

5 CH 55,06 54,9 20 Cc 150,50 150,4

6 CH, 18,66 18,5 21 CH; 30,23 30,1

7 CH; 37,77 37,8 22 CH; 39,85 39,7

8 C 42,62 42,5 23 CH; 28,09 27,9

9 CH 51,10 51,0 24 CH; 15,50 15,4
10 C 37,54 37,4 25 CH; 16,25 16,1
11 CH; 21,14 21,0 26 CH; 16,70 16,6
12 CH; 25,31 25,2 27 CH; 8,15 8,0

13 CH 37,54 37,6 28 CH; 19,22 19,2
14 C 48,11 47,9 29 CH; 109,8 109,7
15 CH 69,83 69,7 30 CH; 19,53 19,4

*CDCl3, 75 MHz
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4.1.16 SC16: 21a-hidroxifriedelan-3-ona
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O composto SC16 foi isolado a partir do fracionamento do extrato hexanico dos
galhos e obtido como um sélido branco cristalino em forma de agulhas com faixa de
fuséo de 244-247 °C.

No espectro na regido do 1V (Figura A74, pag. 155) de SC16 observou-se banda
de absorcdo em 3520 cm™ caracteristica de estiramento da ligacdo OH de hidroxila. A
banda de absorcdo em 1704 cm™, é caracteristica de estiramento de ligacio CO de
carbonila de cetona.

Observou-se no espectro de RMN de 'H (Figura A75, pag. 155) de SC16 sete
simpletos referentes a sete grupos metila em 64 0,72; 0,87; 0,91; 0,99, 1,07, 1,11 e 1,20.
Em 6y 0,88 (3H, J=4,7 Hz) foi observado um dupleto referente a uma metila e este sinal
¢ caracteristico de triterpeno da classe dos friedelanos e trata-se da metila 23
(MAHATO; KUNDU, 1994). Foi observado também um dupleto duplo em 6y 3,69 (1H,
J=12,1; 4,3 Hz) associado ao atomo de hidrogénio ligado a carbono hidroxilado.

A andlise dos espectros de RMN de *C (Figura A76, pag. 156) e DEPT-135
(Figura A77, pag. 156) de SC16 permitiu identificar 30 atomos de carbono, sendo dois
sinais mais desblindados, com deslocamento em Jc 213,10 associado ao carbono

carbonilico (C-3), e em Jc 74,32, atribuido ao a&tomo de carbono hidroxilado (C-21).
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A partir da comparacdo dos dados de RMN obtidos para o composto SC16 e dos

dados descritos na literatura para o 21a-hidroxifriedelan-3-ona foi possivel confirmar
que se trata-se desse composto (SETZER et al., 2000). Os dados de RMN de *C de

SC16 e de 21a-hidroxifriedelan-3-ona estdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17: Dados de RMN de *C (CDCl;, 100 MHz) de SC16 e dados da literatura
para o0 composto 21a-hidroxifriedelan-3-ona (SETZER et al., 2000).

Ne Tipode | dc de oc *(Setzer et. \e Tipo de oc oc *(Setzer et.
C SC16 al ;2000) C SC16 al;2000)
1 CH, 22,29 22,5 16 CH, 36,11 36,3
2 CH, 41,50 41,7 17 C 32,50 32,7
3 C 213,10 213,4 18 CH 44,33 44,5
4 CH 58,22 58,4 19 CH, 35,31 354
5 C 42,08 42,2 20 C 34,37 34,5
6 CH, 41,26 414 21 CH 74,32 74,5
7 CH, 18,22 18,4 22 CH, 47,05 47,1
8 CH 51,57 51,7 23 CH; 6,82 7,04
9 C 37,51 37,7 24 CH; 14,68 14,8
10 CH 59,52 59,6 25 CHs 18,22 18,4
11 CH; 36,00 36,1 26 CHs 17,77 17,9
12 CH, 30,20 304 27 CH, 19,29 19,5
13 C 39,05 39,2 28 CHs 33,15 33,3
14 C 38,83 39,0 29 CHs 24,93 25,1
15 CH; 30,47 30,6 30 CHs 31,88 32,1

*CDCl3, 75 MHz
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4.1.17 SC17: betulina
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O composto SC17 foi obtido como um s6lido branco com faixa de fusdo de 201-
202 °C.

No espectro na regido do IV (Figura A78, pag. 157) de SC17 observaram-se
bandas de absorcio em: 3406 cm™, caracteristico de estiramento de OH de &lcool; 2940
a 2870 cm™ , bandas de estiramento de CH de alifaticos e 1642 cm™ caracteristica de
estiramento de ligagdo C=C.

No espectro de RMN de *H (Figura A79, pag. 157) observaram-se seis simpletos
em oy 0,76; 0,82; 0,96; 0,98; 1,02 e 1,68, correspondentes a seis grupos metila. Foram
observados dois simpletos largos em oy 4,58 (H-29) e 4,68 (H-29) caracteristicos de
atomos de hidrogénio de ligacdo dupla terminal. Observou-se também um dupleto duplo
em oy 3,19 (1 H, dd; J= 11,2 e 5,0 Hz) atribuido ao hidrogénio H-3. Os sinais
observados em oy 3,33 (1 H, d; J= 10,5 Hz) e 3,80 (1 H, d; J= 10,5 Hz) foram atribuidos
a H-28.

O espectro de RMN de *C (Figura A80, pag. 158) e espectro de DEPT-135
(Figura A81, pag. 158) foram analisados e observaram-se 30 sinais, classificados como
sendo C, CH;, CH e/ou CHs. Os sinais observados em ¢ 150,62 (C) e dc 109,83 (CHy)
foram associados aos atomos de carbono C-20 e C-29, respectivamente, caracteristicos
de triterpenos da classe dos lupanos. Os sinais observados em dc 79,13 (CH) e 60,69

(CHy) foram atribuidos a &tomos de carbono hidroxilados, C-3 e C-28, respectivamente.
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Os dados de RMN de *C obtidos para SC17 foram comparados com dados
descritos na literatura (YAMASHITA et al., 2019). Os dados estdo listados na Tabela
18, sendo possivel concluir que o solido isolado trata-se da betulina.

Tabela 18: Dados de RMN de *C (CDCls, 100 MHz) de SC17 e dados descritos na
literatura (YAMASHITA et al., 2019) para a betulina.

Ne Tipode | oc de i ' \e Tipo de oc 5e*(Yamashita
c | scw | dcvamaita c | sc1r | "o al; 2019)
1 CH; 38,85 38,7 16 CH; 29,32 29,1
2 CH; 27,53 27,4 17 C 47,93 47,8
3 CH 79,13 79,0 18 CH 48,91 48,7
4 C 39,01 38,9 19 CH 47,93 47,8
5 CH 55,44 55,3 20 Cc 150,62 150,5
6 CH; 18,45 18,3 21 CH; 29,90 29,7
7 CH; 34,38 34,2 22 CH; 34,12 34,0
8 C 41,07 40,9 23 CH; 28,13 28,0
9 CH 50,55 50,4 24 CH; 15,50 15,3
10 C 37,31 37,2 25 CH; 16,25 16,1
11 CH; 20,98 20,8 26 CH; 16,12 16,0
12 CH; 25,36 25,2 27 CH; 14,91 14,8
13 CH 37,46 37,3 28 CH, 60,69 60,6
14 C 42,86 42,7 29 CH; 109,83 109,7
15 CH; 27,19 27,0 30 CH; 16,12 16,1

*CDCls, 150 MHz
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4.1.18 SC18: lup-20(29)-eno-2a,3p - diol
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SC18 foi obtido como um s6lido branco cristalino com temperatura de fusdo
entre 203-205 °C.

O espectro na regido do IV (Figura A82, pag. 159) de SC18 apresenta bandas de
absorcéo: em 3360 cm™ caracteristica de estiramento de OH de &lcool, em 2946 a 2866
cm™, estiramento de ligagdo CH de alifaticos e em 1642 cm™, caracteristica de
estiramento de ligacdo C=C.

No espectro de RMN de *H (Figura A83, pag. 159) observaram-se sete sinais
referentes a grupos metilas em oJy 0,79; 0,80; 0,90; 0,94; 1,01; 1,03 e 1,68. Foram
observados dois sinal largo em oJy 4,57 e 4,69, correspondentes aos atomos de
hidrogénio H-29, caracteristicos de triterpenos da classe dos lupanos. Observou-se
também um dupleto duplo em 642,03 (1 H, dd; J= 11,5 e 3,7 Hz) referente ao atomo de
hidrogénio H-1b e um multipleto entre 4 0,82-0,87 referente ao 4&tomo de hidrogénio
H-la. Em oy 2,97 (1 H, d; J= 9,5 Hz) observou-se um dupleto e entre 4 3,65-3,69 um
multipleto atribuidos aos atomos de H-3 e H-2, respectivamente.

No espectro de RMN de **C (Figura A84, pag. 160) e espectro de DEPT-135 de
SC18 (Figura A85, pag. 160) observaram-se sete sinais de carbono metilico, dez de
carbono metilénico, sete de carbono metinico e seis de carbono ndo hidrogenados,
totalizando trinta sinais. Os sinais observados em J¢c 84,07 e 69,43 foram atribuidos aos
atomos de carbono hidroxilados, C-3 e C-2, respectivamente.

Os dados de RMN de **C de SC18 foram comparados com dados descritos na
literatura para o composto lup-20(29)-eno-2a,35-diol (HISHAM et al., 1996) e
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observou-se que alguns valores estavam diferentes dos obtidos para o SC18, destacando
principalmente os atomos de carbono C-1 e C-19. Diante disso realizou-se uma analise
detalhada dos mapas de contornos HSQC, HMBC e COSY (Figuras A86 —A89, pags.
161-164) de SC18.

A analise do mapa de contornos HSQC (Figura A86; pag. 161) permitiu
correlacionar o sinal de carbono em dc 46,90, atribuido ao atomo de carbono C-1, com
0s sinais de atomos de hidrogénio em Jy 0,82-0,87 e 2,03. Permitiu também
correlacionar o sinal de carbono em Jc 69,42 com o sinal de hidrogénio entre oy 3,65-
3,69, sendo esse sinail atribuido ao &tomo de carbono C-2. Apds anélise detalhada das
correlacdes observadas no mapa de contornos HMBC (Figuras A87 e A88, pags. 162 e
163), os demais sinais de carbono foram correlacionados aos seus respectivos atomos de
hidrogénio com auxilio do mapa de contornos HSQC (A86, pag. 161).

No mapa de contornos HMBC (Figuras A87 e A88, pags. 162 e 163)
observaram-se correlacdes do sinal entre Jy 0,82-0,87 (H-1) e 2,03 (H-1) com os sinais
em dc 17,52 (CHs), 39,35 (C), 50,53 (CH), 55,56 (CH), 69,42 (CH) e 84,07 (CH). Estes
foram atribuidos aos atomos de carbono C-25, C-10, C-9, C-5, C-2 e C-3,
respectivamente, o que confirma a atribuicdo dada para o carbono C-1. Observaram-se
correlagdes do sinal em Jy 2,97 (H-3) com os sinais em oc 16,68, 28,62, 38,70, 46,90 e
69,42, atribuidos aos atomos de carbono C-24, C-23, C-4, C-1 e C-2, respectivamente,
reforcando a atribuicdo feita para o &tomo de carbono C-1.

Foram observadas correlacdes do sinal entre Jy 2,35-2,40 (H-19) com sinais em
oc 19,44 (CHj3), 29,99 (CH,), 38,16 (CH), 48,43 (CH), 109,56 (CH_) e 151,00 (C) que
foram atribuidos aos respectivos sinais de carbono C-30, C-21, C-13, C-18, C-29 e C-
20. Estas correlagbes confirmam a atribuicédo feita para o &tomo de carbono C-19.

No mapa de contornos COSY (Figura A89, pag. 164) observou-se correlacdo do
sinal em Jy 2,35-2,40 (H-19) com o sinal em Jy 1,35 (H-18). Observou-se também
correlagéo do sinal em 6y 2,03 (H-1) com sinal em 6y 3,68 (H-2).

As andlises dos mapas de contornos HSQC, HMBC e COSY, permitiram
confirmar todos os deslocamentos quimicos de H e C para SC18 (Tabela 19, pag. 81), e

concluir que as atribuigdes da literatura para C-1 e C-19 devem estar equivocadas.
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Tabela 19: Dados de RMN de **C (CDCls, 100 MHz) de SC18 e comparagdo com
dados da literatura para lup-20(29)-eno-2a,34-diol (HISHAM et al., 1996).

NP ggpg rzil*e(ll;ﬂ,ilsggg 2& ilg 51 SC18 HMBC COSY
1] CH a2 46,90 | 5 03; gdSZJi)l?l?S(?)B? Hz gjgjg:é?igézs 12
2 | cH 68,7 69,42 3,65-3,69 (m) 13 3

3 | cH 83,3 84,07 2,97,d,J=9,5 Hz 1,2,4,23,24

4| ¢ 38,2 38,70

5 | CH 55,2 55,56 0,79 23

6 | CH, 17,8 17,52 1,40; 1,52 5

7 | ch, 34,0 34,32 1,40 26

8| C 40,7 41,06

9 | cH 49,6 50,53 135 12,26

0] c 39,1 39,35

11| cH, 20,9 21,19 1,26; 1,44 9,12 12
12 | cH, 24,8 25,17 1,68; 1,07 11,13

13| cH 37,8 38,16 1,65 12,14.18,27

14| c 42,7 43,04

15 | CH, 27,2 27,56 0,99 1,68 8,14,16,27 16
16 | CH, 354 35,71 1,37; 1,49 15,18,22,28

17| C 228 23,15

18| CH 48,3 48,43 1,35 13,16,17

19| CH 46,3 48,15 235-2,40 (m) 13,18,20,21,29,30 18
20| c 150,8 151,00

21| cH, 29,63 29,99 1,02 18,22 22
22 | cH, 39,79 40,13 1,20; 1,38 28

23 | cH, 28,2 28,62 101 23,4524 24
24 | cH, 16,3 16,68 0,80 34,523

25 | CH, 17,1 17,52 0,90 15,9,10

26 | CH, 15,8 16,18 1,03 7,8,9,14

27 | CcH, 14,3 14,68 0,94 8,13,14,15

28 | CHs 18,15 18,15 0,79 16,17,18,22

29 | CH, 109, 109,56 4,57, 4,69 19,20,30 30
30 | CHs 19.1 19,44 168 19,20,29

*CDCl3-MeOH,75MHz
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4.19 SC19: mistura de betulina e acido betulinico
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A amostra foi obtida como um sdélido branco parcialmente solGvel em
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cloroférmio. Ao analisar os espectros de RMN de 1D foi possivel observar a existéncia
de sinais similares aos observados para o composto SC17. No espectro de RMN de *H
(Figura A90, pag. 165) observaram-se muitos sinais de atomos de hidrogénio
sobrepostos na regido de oy 0,79 - 1,68, sugerindo que a amostra se tratava de uma
mistura. Os sinais observados em oJy 4,59 e 4,69 foram atribuidos a atomos de
hidrogénio de dupla terminal, indicando que a mistura é de triterpenos da classe dos
lupanos.

No espectro de RMN de C e espectro DEPT-135 (Figuras A91 e A92, pag. 165
e 166) foram observados 56 sinais, sendo alguns deles de maior intensidade sugerindo
sobreposicao de sinais, indicando que se tratava de uma mistura de dois triterpenos da
mesma classe. Foram observados dois sinais em oc 109,35 e 109,53, sendo estes
atribuidos a atomos de carbono C-29. O sinal desblindado, observado em dc 179,14, é
caracteristico de atomo de carbono carbonilico. De posse dos dados de RMN obtidos
para a mistura e com os dados descritos na literatura para o acido betulinico (ZHANG et
al., 2005) e para a betulina (YAMASHITA et al., 2019), foi possivel identificar que a
mistura isolada trata-se desses dois triterpenos. Os dados de RMN de *C estéo listados
na Tabela 22, pag. 83.
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Tabela 20: Dados de RMN de '*C (CDCls-Py-ds, 100 MHz) de betulina

(YAMASHITA et al., 2019) e acido betulinico (ZHANG et al., 2005) et. al; 2005).

Acido

Tipo Betulina Tipo de betulinico
N° de C dc **SC19 oc* c 0c**SC19 Oc***

(Yamashita (Zhang et.

et. al; 2019) al; 2005)
1 CH, 38,99 38,7 CH; 38,99 39,3
2 CH, 27,48 27,4 CH, 27,50 28,3
3 CH 78,56 79,0 CH 78,52 78,2
4 C 38,88 38,9 C 38,86 38,5
5 CH 55,42 55,3 CH 55,50 55,9
6 CH, 18,38 18,3 CH, 18,38 18,8
7 CH; 34,29 34,2 CH; 34,45 34,9
8 C 40,77 40,9 C 40,94 41,2
9 CH 50,66 50,4 CH 50,45 50,2
10 C 37,25 37,2 C 37,32 37,4
11 CH, 20,87 20,8 CH, 20,95 21,3
12 CH; 25,30 25,2 CH;, 25,67 26,2
13 CH 37,32 37,3 CH 38,30 38,7
14 C 42,52 42,7 C 42,72 42,9
15 CH, 27,48 27,0 CH, 30,82 30,3
16 CH, 29,90 29,1 CH, 32,62 32,9
17 C 47,91 47,8 C 56,36 56,7
18 CH 48,81 48,7 CH 47,09 47,8
19 CH 47,93 47,8 CH 49,39 49,7
20 C 150,79 150,5 C 151,14 1514
21 CH, 29,87 29,7 CH, 30,82 31,3
22 CH; 34,29 34,0 CH; 38,86 37,6
23 CH; 28,13 28,0 CH; 28,13 28,7
24 CH3 15,58 15,3 CHs 16,16 16,4
25 CH; 16,11 16,1 CH, 18,97 16,4
26 CH3 16,16 16,0 CHs 19,11 19,2
27 CH; 14,77 14,8 CH; 15,58 15,2
28 CH; 59,70 60,6 C 179,14 178,9
29 CH, 109,53 109,7 CH, 109,35 109,9
30 CH; 16,14 16,1 CH, 19,44 19,8

*CDCls, 150 MHz

**CDCl3-Py-ds, 100 MHz

% Py-ds, 150 MHz
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5 CONSIDERACOES FINAIS DO ESTUDO FITOQUIMICO

A partir do estudo fitoquimico das raizes de Salacia crassifolia foram isolados e
caracterizados treze compostos. Sendo dois esteroides (SC04, SC11), um flavonoide
(SC12), um cerebrosideo (SC13), um sesquiterpeno (SC10), um dimero (SC03) e sete
triterpenos pentaciclicos (SC01, SC02, SCO05, SC06, SC07, SC08 e SC09). Dos
triterpenos isolados, um pertence a classe dos oleananos (SCO1), um a classe dos
ursanos (SC02), um aromético (SC09) e quatro quinonametideos (SC05, SC06, SCO7 e
SCO08). Dos compostos isolados SC02 e SC10 sdo inéditos. Os quinonametideos séo
considerados marcadores taxondmicos de espécies da familia Celastraceae, sendo,
portanto, restrito a espécies dessa familia. A pristimerina (SCO05) foi o constituinte
majoritario do extrato hexanico das raizes e o fracionamento desse extrato levou a
obtengédo de 5 g do composto puro. A pristimerina tem se destacado por apresentar um
grande potencial citotoxico, além de atividade antioxidante, anti-inflamatéria e
antimalarica (YOUSEF et.al; 2018).

O estudo dos galhos de Salacia levou a obtencdo de cinco compostos puros. Dos
cinco triterpenos isolados quatro (SC14, SC15, SC17 e SC18) pertencem a classe dos
lupanos e um (SC16) a classe dos friedelanos. Foi também isolada e identificada uma
mistura de betulina (SC17) com acido betulinico (SC19). Na literatura sdo descritos
varios estudos com triterpenos com esqueleto lupano por apresentarem variadas
atividades bioldgicas.

O isolamento de triterpenos pentaciclicos de varias classes de Salacia crassifolia mostra
o0 grande potencial desta planta para a obtencdo de metabdlitos diversificados e

bioativos.
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CAPITULO 2: ESTUDO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

1 ESTUDO DA ATIVIDADE DE INIBICAO DA ENZIMA
ACETILCOLINESTERASE

1.1 - INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma das principais causas de deméncia que
acometem principalmente pessoas com mais de 60 anos (PRINCE et al., 2016). Por se
tratar de uma doenca que € diagnosticada em sua maioria em idosos, o envelhecimento
da populacdo tornou-se uma grande preocupacao relacionada a satde publica mundial.
Estima-se que 75% de todos os casos de deméncia registrados sejam atribuidos a um
dos sintomas da doenca (TAKIZAWA et al., 2014). Pessoas acometidas com DA
sofrem distlrbios neurodegenerativos apresentando declinio cognitivo e de memoria,
distdrbios comportamentais e danos na coordenacdo motora. Todos esses sintomas
causam limitacGes, comprometendo a independéncia para a realizacdo das atividades
diérias (SOYER et al., 2017; TARAWNEH; HOLTZMAN, 2012).

Dentre 0s processos patoldgicos descritos para progressao da doenca, a disfungéo
colinérgica ¢ a mais estudada e esta associada ao declinio cognitivo precoce
desenvolvido por pacientes com DA (CRAIG; HONG; MCDONALD, 2011). A
hipotese colinérgica surgiu ainda nos anos 70 por uma observacao realizada por Bartus
e colaboradores onde foi descrito que havia perda prematura dos neurdnios colinérgicos
em pacientes portadores da doenca (BARTUS et al., 1982).

De acordo com essa hipotese, o declinio cognitivo dos pacientes acometidos com
DA se deve a diminui¢do dos niveis do neurotransmissor acetilcolina (ACh) no sistema
nervoso central. Esse neurotransmissor é responsavel por mediar uma série de funcdes,
inclusive de cognicdo, e é degradado na fenda sinaptica por enzimas colinesterases
(COLOVIC et al., 2013). Essas enzimas desempenham o papel fundamental para a
restauracdo da neurotransmissao colinérgica catalisando a hidrolise de ACh em colina e
acido acético (Figura 20, pag. 86). Uma das enzimas envolvidas nesse processo é a
acetilcolinesterase (AChE), que é capaz de regular o processo de neurotransmisséo e 0s
niveis de acetilcolina na fenda sinaptica, porque ela tem a capacidade de catalisar a
hidrolise do neutransmissor acetilcolina (VENTURA et al., 2010).
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(0] C|)H3 o) CHs
- AChE
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Figura 20: Hidrolise da ACh pela AChE.

Uma das estratégias utilizadas para o tratamento da DA € a terapia com substancias
anticolinesterasicas. Até o momento ndo foram descritos tratamentos que possam
interromper ou reverter a progressao da DA, mas ja existem medicamentos para inibir a
AChE, aumentando assim a atividade da ACh e moderando os sintomas da doenca
(SAHOO et al., 2018).

Dentre os medicamentos aprovados para esse fim 0s mais comuns sdo o donepezil, a
rivastigmina e a galantamina (Figura 21). Dentre os farmacos utilizados, a galantamina
€ 0 Unico obtido a partir de fonte natural, consistindo em um alcaloide extraido de
espécies da familia Amaryllidaceae (HEINRICH; TEOH, 2004). Além da sua atividade
para inibicdo da AChE, moléculas ativas oriundas de fontes naturais apresentam
propriedades farmacoldgicas adicionais, como por exemplo, atividade antioxidante,

permitindo assim que sejam avaliadas como forma preventiva da progressdo da DA

(AYAZ et al., 2017; SAHOO et al., 2018).

- |
N o o)
\ T N
° |
o]
N
Donepezil \_© Rivastigmina Galantamina

Figura 21: Alguns dos farmacos utilizados para o tratamento da Doenca de Alzheimer.

Diante do exposto sabe-se da necessidade de novas terapias para tratamento e
prevencdo da doenca. Varios estudos tém sido realizados visando o isolamento e
identificacdo de substancias obtidas a partir de fonte natural que sejam aplicaveis ao

projeto de desenvolvimento de novos farmacos para DA. Destacam-se substancias
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pertencentes as classes dos alcaloides, terpenos, cumarinas e polifenois que vem sendo
amplamente estudados (HUANG, LING; SU; LI, 2013).

Sabnis e colaboradores (2018) fizeram um levantamento dos pedidos de patentes e
de patentes obtidas a partir de produtos naturais tendo como objetivo diagnosticar,
prevenir e tratar a doenca de Alzheimer. Dentre as classes de metabdlitos secundarios
encontrados nesse levantamento ha varios pedidos de patentes de triterpenos
pentaciclicos. E entre as classes de triterpenos descritas nesse capitulo destacam-se 0s
ursanos, oleananos, lupanos e quinonametideos, sendo que para o Gltimo tem-se uma
patente do uso de compostos e composi¢fes contendo o celastrol e pristimerina
(SABNIS, 2018).

Diante disso, alguns extratos e compostos obtidos a partir das raizes e galhos de
Salacia crassifolia foram submetidos a avaliagéo da atividade de inibi¢cdo da AChE. O
teste foi realizado no Laboratério Biotecnologia e Bioensaios, no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais, sob a orientacdo da Professora Dr?

Jacqueline Aparecida Takahashi.

1.2-METODOLOGIA

A metodologia utilizada para avaliar a inibi¢do da acetilcolinesterase foi descrita
por Ellman (ELLMAN et al., 1961) e adaptada por Rhee e colaboradores (RHEE et al.,
2001). O teste foi realizado utilizando microplacas de 96 pocos, nos quais foram
adicionados 50 pL de tampao Tris-HCI (50 mM, pH 8,0) e 125 pL de &cido 5,5'-ditio-
bis (2-nitrobenzoico) — DTNB (3 mM). Para os extratos foram utilizados 25 pL de uma
solucdo com concentracdo 10 mg/mL (DMSO), ja para os compostos puros foram
utilizados 25 pL da solugcdo com concentracdo 1 mg/mL (DMSO) e 25 pL de iodeto de
acetiltiocolina — ATCI (15 mM). Como controle negativo utilizou-se DMSO, e eserina
(10 mg/mL em DMSO) como inibidor padrdo. O controle positivo foi preparado nas
mesmas condicGes que as amostras. Os testes foram feitos em quintuplicata. A
absorvancia foi medida na faixa de 405 nm a cada 1 min por oito vezes. Ap0s essas
leituras foram adicionados nos pogos 25 pL de solugdo da enzima acetilcolinesterase
(0,22 U/mL em tampéo). A absorvancia foi medida novamente na faixa de 405 nm a
cada 1 min por 10 vezes. Calculou-se a porcentagem de inibicéo através da comparacéo

das absorvancias das amostras com as absorvancias do branco.
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1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos EAC, EAE, EC e EME das raizes, juntamente com 0s compostos
puros SC03, SC05, SC08, SC09, SC12, SC14, SC15, SC16, SC17 e SC18 foram
avaliados frente a inibicdo da enzima AChE.

Dentre os extratos avaliados o cloroférmico (EC) e o metandlico (EME)
apresentaram expressiva atividade de inibicio da AChE com 88% e 74%,
respectivamente, como pode ser observado na Tabela 21. Para o extrato acetato de etila
observou-se que a taxa de inibicdo foi de 50%.

Os compostos SC03, SC08 e SCO9 apresentaram alta porcentagem de inibicéo,
sendo préxima ou superior a observada para o padrdo eserina, com valores entre 99-
100%. O SCO05 também foi bem ativo com 84% de inibicdo. Os demais compostos
puros testados (SC12, SC14, SC15, SC16, SC17 e SC18) demonstraram taxa de
inibicdo entre 62-75 %.

Tabela 21: Resultados do teste de inibicdo da enzima AChE em microplaca.

Compostos %_I\/_Iégli? de Compostos %.Mé.di? de

inibicéo inibicéo
EAC 22+1 SC12 157
EAE 50+1 SCi14 72+7
EME 7412 SC16 67+7
SC03 99+9 SC17 6214
SC05 84+8 SC18 7548
SC08 100+9 Eserina 94+2
SC09 100+8

88



Capitulo 2: Estudo das atividades biologicas

Como pode ser observado na Tabela 21 (pégina 88), todos 0os compostos testados
demonstraram potencial frente a inibicdo da acetilcolinesterase. Sabe-se que inibidores
de acetilcolinesterase interagem com a enzima inibindo a degradacdo do

neurotransmissor acetilcolina.
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2 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

2.1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos a incidéncia e a mortalidade devido ao cancer cresceu em todo o
mundo. Ainda que tenha aumentado o desenvolvimento tecnoldgico e farmacéutico para
0 seu tratamento, o cancer continua a ser um grande problema mundial (SEYED et al.,
2016). Varios fatores tém sido descritos para explicar este crescimento. Pode se
destacar, entre esses fatores, o envelhecimento e crescimento da populacdo como
também a resisténcia aos métodos convencionais de tratamento (BRAY et al., 2018;
YUAN et al., 2017). Além de cirurgia e radioterapia, a quimioterapia € um método
amplamente utilizado para o tratamento clinico.

Mesmo sendo a forma de tratamento mais aplicada em pacientes acometidos
com a doenca, sabe-se que os farmacos quimioterapicos danificam também as células
saudaveis, aumentando as complica¢fes durante a terapia (CARELLE et al., 2002).
Diante do cenario atual é de suma importancia desenvolver novas estratégias para
tratamento e prevencao dessa doenca, que ¢ caracterizada pelo crescimento desordenado
das células anormais e responsavel pela alta taxa de mortalidade no mundo (SEYED et
al., 2016; SHANMUGAM et al., 2016).

Estimou-se que em 2018 haveria 18,1 milhdes de novos casos e 9,6 milhdes de
mortes por cancer em todo o mundo. Dentre os canceres, 0s de pulmdo e mama sdo 0s
mais diagnosticados e sdo as principais causas de morte por cancer (BRAY et al., 2018).

No Brasil estimou-se que, em 2018, 640 mil novos casos de céncer foram
diagnosticados, sendo que os canceres de préstata, pulmdo, mama, célon e reto estdo
entre os mais incidentes (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2019).

Diante deste quadro, faz-se necessaria a descoberta de novos compostos ativos
que possam contribuir para o tratamento e prevencdo do cancer. As plantas tém
contribuido para a descoberta de substéancias ativas para o tratamento de varios tipos de
cancer. Como exemplo, temos a vimblastina, a vincristina e o paclitaxel, isolados a
partir de plantas e que estdo entre os quimioterapicos mais eficientes disponiveis para o
tratamento do cancer (THOMFORD et al., 2018).

Alguns dos compostos obtidos a partir das raizes e galhos de Salacia crassifolia

foram submetidos ao teste de citotoxicidade frente a algumas linhagens celulares.
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2.2 PARTE EXPERIMENTAL

Os testes foram realizados em parceria com o Laboratério de Hematologia
Clinica, da Faculdade de Farmécia da UFMG, pela Dra. Fernanda Gontijo, sob a
orientagéo do professor Dr. Adriano de Paula Sabino.

Para a avaliacdo da citotoxicidade foram utilizadas as seguintes linhagens
celulares tumorais, THP-1 (células de leucemia mieloide aguda, ATCC-TIB-202), K562
(células de leucemia mieloide crénica, ATCC- CRL -3344) e MDA-MB-231 (células de
carcinoma mamario, ATCC — HTB-26). A citotoxicidade das amostras frente a
linhagem Wi-26VA4 (células saudaveis de fibroblastos de pulméo, ATCC- CCL-75) foi

usada para estabelecer o indice de seletividade.

2.2.1 Cultivo celular

As linhagens foram mantidas congeladas em criotubos com 5% de DMSO e
meio de cultura RPMI-1640 com 10% de soro fetal bovino (SFB). Para iniciar o cultivo,
os conteldos dos criotubos foram descongelados e transferidos para um tubo de
centrifuga de 15 mL contendo 2 mL de meio RPMI-1640 com 10% SFB, e entdo
submetidos a centrifugacdo a 800 rpm durante 5 minutos (mod. CS- 6R, Beckman,
EUA). Em seguida o sobrenadante foi descartado. A massa celular presente no fundo do
tubo foi ressuspendida em 5 mL de meio de cultura. A suspenséo 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 CO..

Apos a adesdo celular realizou-se a manutencéo da linhagem, no qual o meio foi
trocado a cada 48 horas para garantir a renovacgédo dos nutrientes. A morfologia celular e
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-se a solucgdo tripsina-EDTA (0,25%) para remover as células
aderidas ao fundo da garrafa. Em seguida as células soltas foram transferidas para tubo
de centrifuga de 15 mL e foram ressuspendidas em 5 mL de meio RPMI-1640 com 10%
SFB. O tubo foi centrifugado por 4 minutos a 800 rpm e seu sobrenadante descartado. A
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massa celular foi ressuspendida em 5 mL de meio de cultura novo. Desta suspensédo de
células foram retirados 50 uL para misturar com 50 uL de azul de Tripan para contagem
manual de células viaveis em cdmara de Neubauer. O azul de Tripan corou o citoplasma
de células mortas possibilitando assim a contagem de células inviaveis. Posteriormente
a contagem, a suspensdo celular (1 x 10° células/100 pL por pogo) foi distribuida em
placas de 96 pocos (Corning Costar Inc., EUA) para realizacdo do ensaio de viabilidade

celular.
2.2.2 Ensaio de viabilidade celular

Para avaliacdo da citotoxicidade das amostras realizou-se o ensaio de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-tetrazolio (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 soluvel de cor
amarela em um produto insolGvel de cor violeta, cristais de formazan (CARMICHAEL
et al., 1987; PARK et al., 1987), cuja quantidade pode ser determinada por
espectrofotometria, onde a intensidade da cor resultante da dissolucdo dos cristais é
proporcional a atividade da enzima e, por conseguinte ao nimero de células viaveis.

Para a avaliacdo da atividade citotoxica foi feito um plagueamento de 1 x 10°
células em placas de 96 pogos em meio RPMI-1640 acrescido de 10% de SFB. Apds o
plagueamento celular, as placas foram incubadas em estufa por 24 horas a 37 °C em
atmosfera de 5% de CO, em ambiente Umido, para posterior adicdo das amostras a
serem testadas.

Os testes de citotoxicidade foram realizados em quatro dilui¢es seriadas na
escala decimal a partir da solucdo estoque (compostos e controle positivo), utilizando
RPMI-1640 com 1% de suplementacdo de SFB. Cada concentracdo foi testada em
triplicata e cada ensaio foi também repetido em triplicata. Como controles positivos
foram utilizados os farmacos citarabina (para a linhagem TPH-1), imatinibe (para a
linhagem K562) e etoposideo (para as linhagens MDA-MB-231). Ap6s uma incubagao
de 48 horas, 0 meio em cada pogo foi recolhido. Para determinar a viabilidade das
células, 100 pL do sal tetrazélico MTT (5 mg/mL) foram adicionados a cada pogo e as
células foram cultivadas em adicional incubacdo durante 3 horas. Retirou-se o

sobrenadante e aplicaram-se 50 uL. de DMSO em cada pogo, para solubilizar o produto
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insoltvel. A leitura foi realizada em um leitor de microplacas SpectraMax plus 384 no
comprimento de onda de 550 nm. A citotoxicidade foi expressa pelos valores de
concentracdo que inibe 50% do crescimento das células (ICsp) na presenca e na auséncia
das amostras e do controle positivo. O indice de seletividade (IS) foi calculado pela
razdo entre o 1Cso obtido para células normais (Wi-26VA4) e o obtido para as linhagens

de células cancerigenas.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras foram avaliadas frente a trés linhagens de células tumorais, THP-1
(células de leucemia mieloide aguda), K562 (células de leucémia mieloide crénica) e
MDA-MB-231 (células de carcinoma mamario). Os valores de ICsy e 0 indice de
seletividade obtidos estdo apresentados nas Tabelas 22 e 23 (pag. 94). As amostras que
obtiveram menor valor de 1Cso foram destacadas nas respectivas Tabelas.

Todos as amostras testadas apresentaram citotoxicidade (ICso < 78) frente a todas
as linhagens testadas, mas nenhum dos compostos avaliados apresentou citotoxicidade
menor que o controle positivo. Frente a linhagem THP-1, os compostos SC05 e SC15
foram os que apresentaram citotoxicidade maior (ICsp 30,55 + 1,30 e 32,68 = 2,40,
respectivamente). Frente a linhagem K562 o SC15 foi o mais citotéxico com 1Csg 39,22
+ 2,88 como pode ser observado na Tabela 22, pag. 94. Quando avaliada a seletividade,
SCO05 foi mais seletivo para a linhagem de THP-1 e 0 SC15 para a linhagem K562.

Quanto a avaliagéo frente a linhagem MDA-MB-231, os compostos SC03, SC05
SC09 e SC17 apresentaram maior citotoxicidade, como pode ser observado na Tabela
22, pag. 94. Em relacdo a seletividade os compostos SC03 e SC17 foram os mais

seletivos com IS= 1,64 e 1,82, respectivamente, Tabela 23, pag.94.
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Tabela 22: Valores de I1Cso (uM) obtidos para os compostos testados.

ICso (LM) £ DP *

Compostos THP-1 K562 MDA-MB-231 WI1-26 VA4
SCo03 47,20 +1,85 48,05 + 2,95 38,10+ 2,10 62,32+ 2,90
SC05 30,55+ 1,30 46,25 + 2,75 40,70 + 1,75 58,74 + 2,62
SCos 50,70 + 2,95 55,12 + 3,05 64,60 + 3,15 72,70+ 3,30
SC09 46,16 + 2,82 41,60 + 2,53 39,10 + 2,05 49,08 + 2,25
SC14 48,16 + 2,60 62,50 + 4,10 50,10 + 3,55 70,50 + 2,80
sci15 32,68 + 2,40 39,22 + 2,88 45,80 + 2,04 56,68 + 2,90
SC16 64,85 + 4,00 78,20 + 4,20 60,88 + 3,24 62,45 + 3,60
SC17 55,52 + 3,24 68,70 + 3,22 40,11 + 2,92 72,90 + 3,14
SC18 50,15 + 3,05 46,90 + 2,18 41,70 + 3,12 59,25 + 2,10

Etoposideo 12,04 2,32 9,11 +1,33 12,00 + 0,63 8,63 +0,13

Citarabina 12,70 + 1,20 ND ND 58,70 + 3,76

Imatinibe ND 10,50 + 1,05 ND 69,63 + 3,13
P valor <0,05 <0,05" <0,05° <0,05¢
>0,05°

*Valores apresentados como a media + desvio padrdo (DP). ND- N&o determinado. 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-26VVA4, Etoposideo vs todas as amostras testadas/ Citarabina vs SC08, SC09, SC17 e SC14/ Imatinibe vs SCO03,
SCO05, SC09, SC15, SC16 e SC18; e: WI-26VVA4, Citarabina vs SC03, SC05, SC15, SC16 e SC18/ Imatinibe vs SC08, SC17 e
SC14.

Tabela 23: Indice de seletividade obtidos, para os compostos isolados, frente as

linhagens testadas.

Indice de seletividade

Composto THP-1 K562 MDA-MB-231
SC03 1,32 1,30 1,64
SCO05 1,92 1,27 1,44
SC08 1,43 1,32 1,13
SC09 1,06 1,18 1,26
SC17 1,31 1,06 1,82
SC14 1,46 1,13 1,41
SC15 1,73 1,45 1,24
SC16 0,01 0,80 1,03
SC18 1,18 1,26 1,42

Etoposideo 0,72 0,95 0,72

Citarabina 5,97 ND ND

Imatinibe ND 7,48 ND

94



Capitulo 2: Estudo das atividades biologicas

3 ENSAIO DE TOXICIDADE EM CAENORHABDITIS ELEGANS

3.1 INTRODUCAO

O Caenorhabditis elegans (Figura 22) ¢ um nematoide de vida livre encontrado
principalmente em solo de paises de clima temperado, relacionado com regides onde se
tem matéria organica em abundancia (BRENNER, 1974; FELIX; BRAENDLE;
CUTTER, 2014). As larvas de C. elegans sdo bem pequenas podendo ser observadas
apenas por microscopios. Quando eclodidas, elas apresentam 0,25 milimetros de
comprimento e os adultos chegam a 1 milimetro (KOBET et al., 2014). O nematoide
tem um ciclo de vida curto, a 25 °C em um periodo de trés dias o ovo evolui a adulto
que ja reproduz, é hermafrodita com autofertilizacéo, sendo os machos encontrados com

baixa frequéncia na populacdo (LEUNG et al., 2008).

¥
%\\

Figura 22: Caenorhabditis elegans -  hermafrodita adulto.  Fonte:

http://www.socmucimm.org/overview-model-organism-c-elegans/.

O modelo de estudo de toxicidade in vivo utilizando C. elegans vem se
destacando nas ultimas décadas, pois apresenta algumas vantagens quando comparado
com os modelos tradicionais, que tendem a ser mais trabalhosos, demorados e caros,
além das restricbes éticas para 0 seu desenvolvimento (ARVANITIS; GLAVIS-
BLOOM; MYLONAKIS, 2013). J& o modelo C. elegans tem se mostrado bastante
eficaz com varias vantagens, como pequeno porte, facilidade de cultivo, baixo custo de
manutencdo, além de uma reproducdo rapida (KENNEDY, 2013). Esse modelo tem

contribuido de forma significativa para a ciéncia, sendo o Nobel de Fisiologia ou
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Medicina de 2002 e 2006 concedido aos pesquisadores que desenvolveram seus
trabalhos utilizando C. elegans. Os ganhadores dos prémios foram os pesquisadores
Brenner, Sulston e Robert Horvitz pelo trabalho sobre morte celular programada e os
americanos Craig Mello e Andrew Fire pela descoberta do silenciamento de genes por
RNA (FIRE, 2007; MELLO, 2007). Em 2008 o pesquisador Martin Chalfie ganhou o
prémio Nobel de Quimica pela contribuicdo ao desenvolvimento da proteina verde
fluorescente como ferramenta para visualizar estruturas bioldgicas em organismos vivos
utilizando C. elegans (CHALFIE et al., 1994).

O modelo de C. elegans tem sido amplamente utilizado para avaliar a toxicidade
in vivo, pois também possibilita a realizacdo de ensaios em larga escala. Além disso,
estudos descrevem que os resultados obtidos para modelos murinos sdo similares aos
resultados obtidos para 0 modelo C. elegans (LI, YU et al., 2013).

Neste trabalho, os extratos e compostos obtidos das raizes e galhos de Salacia

crassifolia foram submetidos a avaliacéo de toxicidade utilizando o modelo C. elegans.

3.2 PARTE EXPERIMENTAL

O teste de toxicidade foi realizado em parceria com o grupo de pesquisa da
professora Dra. Viviane Alves Gouveia, do Laboratério de Biologia Celular de
Microrganismos, do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da UFMG.

3.2.1 Preparo de amostras

Os extratos metandlico (EMGS), acetato de etila (EAGS) e cloroférmico dos
galhos (ECGS), acetbnico (EAC), hexanico (EHR), metandlico (EMR) e cloroférmico
das raizes (ECR) juntamente com o0s compostos puros SC03, SC05, SC08, SCQ09,
SC12, SC14, SC15, SC16, SC17 e SC18 foram avaliados frente ao teste de toxicidade
em C. elegans.

As amostras foram pesadas e solubilizadas em DMSO de forma a se obter
solucBes na concentracdo méxima possivel. Devido as diferencas de solubilidade neste

solvente, foram obtidos valores de concentracgdo distintos para cada amostra.
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Na Tabela 24 estdo apresentadas as concentracfes das solucdes estoque de cada

composto e extrato, e também a concentracdo final destas amostras durante os ensaios

de toxicidade.

Tabela 24. Concentracdo das amostras para teste de toxicidade

Concentragédo
Amostra Nome Solucdo Estoque | final no ensaio
(mg mL™) (ug mL™)

SCO03 cariopristimerina 10 200

SC05 pristimerina 10 200

SC08 20-hidroxi-20-epi- 10 200

tingenona

SC09 6-oxo-pristimerol 10 200

SC12 4"-O-metilepigalocatequina 10 200

SC14 lupeol 10 200

SC15 lup-20(29)-eno-34,15a-diol 10 200

SC16 21a-hidroxifriedelan-3-ona 10 200

SC17 betulina 10 200

SC18 lup-20(29)-eno-2a.,34 - diol 10 200

EHE ext. hexano/éter etilico das 40 800
raizes de S. crassifolia

ECR ext. cloroférmico das raizes 40 800

de S. crassifolia
EMR ext. metandlico das raizes 40 800
de S. crassifolia
EAC ext. acetbnico das raizes de 40 800
S. crassifolia

EAGS ext. acetato de etila dos 40 800
galhos de S. crassifolia

ECGS ext. cloroférmico dos 40 800
galhos de S. crassifolia

EMGS ext. metandlico dos galhos 40 800

de S. crassifolia
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3.2.2 Ensaio de toxicidade

Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pocos. Em cada pogo foram
adicionados 100 pL de tampdo M9 com 100 (x 10) larvas L1 de C. elegans e 20 uL das
solucdes estoque. Todas as exposi¢des foram realizadas a 25 °C durante o periodo de 24
h. Utilizou-se DMSO como controle negativo. A viabilidade foi avaliada 24 h ap6s a
exposicédo utilizando o ensaio de MTT.

3.2.2.1 Ensaiode MTT

Para avaliacdo da viabilidade celular foi realizado o teste colorimétrico de

metabolizacdo de MTT, a metodologia foi a mesma descrita na pagina 92.

3.2.3 Ensaios de sobrevivéncia

Os ensaios de sobrevivéncia foram realizados em placa de 96 pogos contendo
100 pL de tampdo M9 suplementado com 5 puL de clorafenicol 34mg/mL ¢ 5 pL de
FUDR 50 pg/mL (5-fluoro-2’- deoxiuridina - SIGMA), um inibidor de timidilato sintase
para impedir a producdo de descendéncia de C. elegans (MITCHELL et al., 1979). A
esta solucdo foram adicionadas as amostras e 0s nematoides em estagio larval L4
(n=10). As placas foram incubadas a 25 °C e avaliadas quanto a sobrevivéncia dos
vermes por contagem dos individuos vivos em esteromicroscopio, a cada 48h, até a
morte de todos os nematoides ou durante 20 dias (HUANG, REN E. et al., 2014). O
tempo necessario para a morte de 50% da populacédo de C. elegans (LTsp) foi calculado
e a estimativa de sobrevivéncia foi determinada através dos testes de log-rank e
Wilcoxon por Kaplan-Meyer utilizando o software GraphPrism, versdo 5.01. O valor
p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Cada ensaio foi realizado com
trés réplicas técnicas e trés réplicas bioldgicas independentes (HUANG, REN E. et al.,
2014).
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3.2.4 Ensaio de fertilidade

Os ensaios de capacidade reprodutiva das larvas no estagio L4 foram realizados
em placa de 96 pocos contendo 100 uL de tampao M9 suplementado com 5 uL de
clorafenicol 34 mg/mL. A esta solucdo foram adicionados as amostras e 0s nematoides
em estagio larval L4 (n=2). As placas foram incubadas a 25 °C durante 48 h e o
tamanho da progénie foi quantificado pela contagem de individuos L1 em
esteromicroscopio. Cada ensaio foi realizado com duas réplicas técnicas e bioldgicas
independentes. Para a construcdo de graficos e analises estatisticas utilizou-se o
software GraphPrism, verséo 5.01 (two-way ANOVA).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da analise dos ensaios de toxicidade (Figura 23, pag. 100) foi possivel
observar que no periodo de 24 horas a taxa de sobrevivéncia das larvas de C. elegans foi
superior a 90%, portanto todas as amostras avaliadas apresentaram baixa toxicidade na
concentracéo testada.

A Figura 24, pag. 101, apresenta a taxa de sobrevivéncia de C. elegans apds a
exposicao as amostras no periodo de até 20 dias, considerado o tempo necessario para a
morte de 50% da populacédo das larvas. Observou-se que 0s compostos SC17 e SC18, e
os extratos ECGS e EAC, provocaram a morte de 50% dos nematoides em estagio
larval L4 de C. elegans em aproximadamente dois dias. Para 0 EMGS e o composto
SC17 o periodo necessario para a morte de 50% das larvas foi de trés a quatro dias. As
demais amostras so induziram a morte de 50% dos nematoides em um periodo posterior
a dezenove dias.

N&o foi possivel correlacionar estrutura quimica com a atividade apresentada
uma vez que para 0s compostos com mesmo esqueleto (por exemplo, os compostos com
esqueleto lupanos: SC17, SC18, SC14 e SC15) foram observados comportamentos bem
diferentes.

Observou-se, no entanto, que os compostos da classe dos quinonametideos

(SCO05, SC08 e SC09) ndo apresentaram toxicidade frente a C. elegans.
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Foi realizada, também, uma avaliacdo frente a fertilidade de C. elegans no
estagio larval L4 apds 48 h na presenca do controle e das amostras avaliadas. Os
resultados obtidos estdo apresentados na Figura 25, pag. 101.

Entre os compostos puros avaliados frente a inibi¢cdo da reproducdo no modelo
de C. elegans, SC16 mostrou-se 0 mais ativo para esse fim, inibindo aproximadamente
100% da reproducdo. O composto SCO5 inibiu mais de 80% da reproducdo dos
nematoides em estagio larval L4, seguido do SC09 que inibiu 30%. Os demais
compostos puros avaliados ndo inibiram a reproducdo dos nematoides . Em relacdo aos
extratos avaliados 0 EAGS, EACR e EMGS foram os que apresentaram maiores taxas
de inibicdo da reproducdo, entre 75-90%. Novamente ndo foi possivel relacionar

inibicdo da fertilidade com a estrutura quimica dos compostos testados.
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Figura 23: Gréafico de sobrevivéncia das larvas no estagio L1 de C. elegans serem

expostas as amostras e controle apos 24 h.
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5 - CONSIDERACOES FINAIS RELATIVAS AOS TESTES DE
ATIVIDADE BIOLOGICA

Todos os compostos testados apresentaram expressiva atividade como inibidores
da enzima acetilcolinesterase (AChE), essa relacionada com a doenca de Alzheimer.

Foram realizados teste in vitro para avaliar a citotoxicidade dos triterpenos
isolados frente as linhagens de células THP-1 (células de leucemia mieloide aguda),
K562 (células de leucemia mieloide cronica) e MDA-MB-231 (células de carcinoma
mamario), porém nenhum dos compostos avaliados apresentaram toxicidade expressiva
para as linhagens testadas.

No teste de toxicidade utilizando modelo C. elegans foi observado que todos 0s
compostos na concentracao testada ndo foram toxicos, pois a taxa de sobrevivéncia das
larvas no estagio L1 apds 24 horas foi maior que 90%. Em relagdo a sobrevivéncia apos
48 h de exposicdo, foi possivel observar que triterpenos da classe dos lupanos foram
mais toxicos e mataram 50% dos nematoides no periodo de dois dias. Quando avaliada
a fertilidade dos nematoides em estagio larval L4 observou-se que 0s compostos SC16
(21a-hidroxifriedelan-3-ona ), pertencente a classe dos friedelanos, e 0 composto SC05
(pristimerina), triterpeno da classe dos quinonametideos, foram os que mais inibiram a

reproducdo das larvas.

102



Conclusdo

CONCLUSAO

Neste trabalho foi realizado o estudo fitoquimico das raizes e galhos de Salacia
crassifolia utilizando cromatografia classica e de média pressdo. Foram fracionados 0s
extratos: cloroférmico (EC), aceténico (EA), acetato etilico (EAE) e hexano/éter etilico
(1:1) (EHE1 e EHE2) das raizes. O extrato hexano/éter etilico foi obtido a partir de duas
coletas distintas. Dos galhos foram fracionados os extratos hexanico (EHGS) e
cloroférmico (ECGS). Os compostos isolados tiveram suas estruturas quimicas
identificadas utilizando as técnicas de espectroscopia na regido do infravermelho,
ressonancia magnética nuclear 1D (*H e *C) e 2D (HSQC, HMBC, COSY e NOE) e
difracdo de raios-X. Para avaliacdo da atividade bioldgica dos extratos e compostos
isolados foram realizados testes de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase, citotoxicidade
para trés linhagens celulares e toxicidade utilizando modelo Caenorhabditis elegans.

A partir do estudo fitoquimico das raizes e galhos de Salacia crassifolia foram
isolados e caracterizados dezoito compostos: abruslactona A, urs-12-eno-34,25,30-triol,
cariopristimerina, pg-sitosterol, pristimerina, dispermoquinona, netzahualcoionol, 20-
hidroxi-20-epi-tingenona,  94,108-epoxi-34-hidroxi-1pH,44H,56H,75H,11aH-guaian-
12,8-olideo, 6-oxo-pristimerol, 3-O-f-D-glicosil-s-sitosterol, 4°-0O-
metilepigalocatequina, cerebrosideo, lupeol, lup-20(29)-eno-34,15a-diol, 2la-
hidroxifriedelan-3-ona , betulina e lup-20(29)-eno-2a,3a-diol, além da mistura de
betulina e &cido betulinico. O sesquiterpeno da classe dos guaianolideos, 94,1045-epoxi-
3p-hidroxi-14H,4pH,58H,75H,11aH-guaian-12,84-olideo e o triterpeno da classe dos
ursanos, urs-12-eno-34,25,30-triol, sdo ineditos na literatura. Dentre 0s compostos
isolados quatro, pristimerina (SCO05), dispermoquinona (SCO06), netzahualcoionol
(SC07) e 20-hidroxi-20-epi-tingenona (SCO08), pertencem a classe dos
quinonametideos, considerados marcadores taxondmicos de espécies da familia
Celastraceae.

No teste de inibicdo da enzima acetilcolinesterase todos os compostos testados
apresentaram expressiva atividade, sendo que o0s compostos SC03 (99+9%), SC08
(100£9%) e SCQ9 (99+8%) apresentaram inibi¢cdo proxima ou maior do que a do padréo
eserina (94+2%). No ensaio de avaliagdo de citotoxicidade in vitro todos os compostos

avaliados ndo apresentaram toxicidade significativa frente as linhagens de THP-1
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Conclusdo

(células de leucemia mieloide aguda), K562 (células de leucemia mieloide crénica) e
MDA-MB-231 (células de carcinoma mamario). Na avaliacdo de toxicidade utilizando
modelo C. elegans foi observado que a taxa de sobrevivéncia das larvas foi maior que
90% permitindo concluir que, na concentragdo testada, 0s compostos ndo foram tdxicos.
Quanto a fertilidade das larvas, observou-se que os compostos 21a-hidroxifriedelan-3-
ona (SC16), pertencente a classe dos friedelanos, e o composto pristimerina (SC05),
triterpeno da classe dos quinonametideos, foram os que mais inibiram a reproducdo das

larvas em estégio larval L4, ndo sendo toxicos para as larvas no estagio L1.
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Figura Al: Espectro de absorcao na regido do 1V de SC01 (KBr).
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Figura A90: Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCl; + Piridina-ds) de SC19.
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Figura A91: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCl; + Piridina-ds) de SC19.
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Figura A92: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDClI; + Piridina-ds) de SC19.
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