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“But the moment the politicians start saying they are in
denial of what the scientists are telling them, of what the
consensus of scientific experiments demonstrates, that
is the beginning of the end of an informed democracy.”

— Neil deGrasse Tyson.
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RESUMO

RESUMO

Cheiloclinium cognatum € uma espécie pertencente a familia Celastraceae, tipica do
cerrado brasileiro, e rica em triterpenos pentaciclicos. Folhas e galhos desta planta
foram estudados e levaram a identificacdo de 17 constituintes, dentre eles dois
compostos graxos (triacilglicerol e &cido graxo), um esteroide (B-sitosterol), um éster
graxo de triterpeno (38-aciloxiurs-12-eno), nove triterpenos pentaciclicos, sendo eles
seis friedelanos (friedelina, friedelinol, canofilol, 29-hidroxifriedelan-3-ona,
friedelano-38,29-diol e acetato de 3-oxofriedelan-29-ila), um glutinano (glutinol), um
ursano (a-amirina) e um oleanano (B-amirina), um flavonoide (epigalocatequina), dois
acidos fendlicos (acido vanilico e é&cido siringico) e uma xantona (mangiferina).
Também foi realizada a sintese, em trés etapas, de dez derivados glicosiltriazélicos
inéditos partindo-se de uma mistura dos triterpenos 29-hidroxifriedelan-3-ona e
friedelano-36,29-diol. A atividade citotoxica para os produtos naturais obtidos de C.
cognatum bem como para os produtos de semissintese foi avaliada frente a duas
linhagens de células tumorais de leucemia, THP-1 e K562, sendo a primeira
correspondente a leucemia mieloide aguda e a segunda a leucemia mieloide cronica.
Foi observado que todos os produtos naturais avaliados apresentaram moderada a
elevada atividade citotoxica quando comparados aos controles positivos, com
destaque para os triterpenos friedelinol, a-amirina e acetato de 3-oxofriedelan-29-ila,
que apresentaram valores de Clso iguais ou inferiores e indices de seletividade iguais
ou superiores aos controles positivos. Para os produtos de semissintese, dois
intermediarios, acido populnénico e N-propargilpopulnonamida, apresentaram Clso
similares ao controle positivo para a linhagem K562, e o derivado glicosiltriazélico, o
populnonato de (1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-desoxi-a-L-fucopiranosil)1,2,3-triazol-4-
il)metila, apresentou uma moderada atividade frente as duas linhagens testadas. Os
triterpenos friedelinol e a-amirina foram estudados quanto aos mecanismos de agéo,
e os resultados sugeriram que houve a ativacdo da via mitocondrial intrinseca da
apoptose, evidenciada pela regulagéo positiva da expressdo do mRNA da BAK.
Estudos quimiométricos indicaram que suas atividades podem estar relacionadas ao
tamanho e forma molecular, bem como as interagdes eletronicas do grupo hidroxila

na posicao C-3 dos triterpenos com alvos moleculares especificos.

Palavras-chave: Celastraceae, Cheiloclinium cognatum, triterpeno pentaciclico, glicosiltriazol, leucemia
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ABSTRACT

ABSTRACT

Phytochemical study of leaves and branches of Cheiloclinium cognatum
(Celastraceae) and synthesis glycosyltriazole derivatives of pentacyclic
triterpenes with cytotoxic potential
Cheiloclinium cognatum is a Celastraceae species, typical of Brazilian Cerrado, and
rich in pentacyclic triterpenes. Leaves and branches of this plant were studied and led
to the identification of 17 constituents. Among them, two fatty compounds
(triacylglycerol and fatty acid), a steroid (B-sitosterol), a triterpene fatty ester (33-
acyloxyurs-12-ene), nine pentacyclic triterpenes, six of which are friedelanes (friedelin,
friedelinol, canophyllol, 29-hydroxyfriedelan-3-one, friedelane-33,29-diol and
3-oxofriedelan-29-yl acetate), a glutinane (glutinol), an ursane (a-amyrin) and an
oleanane (B-amyrin), a flavonoid (epigallocatechin), two phenolic acids (vanillic and
syringic acids) and a xanthone (mangiferin) were obtained. The synthesis, in three
stages, of ten new glycosidic triazole triterpenoids was also carried out, starting from
a mixture of 29-hydroxyfriedelan-3-one and friedelane-38,29-diol. The cytotoxic activity
for natural products obtained from C. cognatum as well as for synthetic products was
evaluated against two leukemia tumor cell lines, THP-1 and K562. The first
corresponds to acute myeloid leukemia cells and the second to chronic myeloid
leukemia. All assayed natural products exhibited moderate to high cytotoxic activity
when compared to positive controls, with emphasis on friedelinol, a-amyrin and
3-oxofriedelan-29-yl acetate, which presented ICso equal or lower and selectivity
indexes equal or greater than controls. In regard of the synthetic products, two
intermediates, populnonic acid and N-propargylpopulnonamide, showed ICso similar to
the positive control for the K562 strain. A glycosidic triazole derivative, (1(2,3,4,6-tetra-
O-acetyl-1-deoxy-a-L-fucopyranosyl)1,2,3-triazole-4-yl)methyl populnonate, showed
moderate activity compared to the controls for the two strains tested. The triterpenes
friedelinol and a-amyrin had their mechanisms of action evaluated. The results
suggested that the apoptosis was due to the activation of intrinsic mitochondrial
pathway, evidenced by the positive regulation of BAK mRNA expression. Chemometric
studies indicated that their activities may be related to molecular size and shape, as
well as to the electronic interactions of the hydroxyl group at the C-3 position and

specific molecular targets.

Keywords: Celastraceae, Cheiloclinium cognatum, pentacyclic triterpene, glycosyltriazole, leukemia
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INTRODUCAO GERAL

Desde o isolamento da morfina em 1806 por Friedrich Wilhelm Serttrner, a
investigacdo e descoberta de novos compostos bioativos de origem vegetal tem sido
objeto de grande interesse para diversos pesquisadores, visto que uma boa parte dos
farmacos disponiveis no mercado correspondem a compostos baseados em produtos
naturais. Um estudo de revisao realizado por Newman e Cragg (2020) relata que, de
todas os farmacos aprovados pelo FDA (acrénimo para Food and Drug Administration)
entre 1981 e 2019, 42% sao produtos naturais ou derivados de produtos naturais.

Estima-se que sdo conhecidas mais de 200 mil estruturas quimicas distintas
associadas a metabolitos secundarios oriundos de plantas (HARTMANN, 2007),
categorizados em classes de acordo com propriedades quimicas e origens
biossintéticas. Os terpenoides compdem a classe de metabdlitos secundéarios mais
abundante e diversa na natureza (GHOSH, 2016; OLDFIELD; LIN, 2012) e sé&o
formados por unidades sequenciais de pirofosfato de isopentenila (IPP). Esse
precursor biossintético € a unidade béasica formadora de todos os terpenoides, que
sdo classificados com base no numero de unidades de (C5)n &tomos de carbono
(KIRBY; KEASLING, 2009).

Dentre os diferentes tipos de terpenoides, os triterpenos (Cso) sd0 0s mais
numerosos e variados, e sdo amplamente encontrados em espécies vegetais
(THIMMAPPA et al., 2014). Os triterpenos pentaciclicos compreendem um subgrupo
de triterpenos que geralmente apresentam trinta atomos de carbono distribuidos em
um esqueleto com cinco anéis condensados, apresentando ao menos oito centros
assimétricos (LODEIRO et al.,, 2007). A caracteristica estrutural singular dos
triterpenos pentaciclicos associado a presenca de diferentes funcionalizacdes os
tornam substancias bastante promissoras do ponto de vista biolégico, considerando o
grande espectro de atividades farmacoldgicas relatadas para esta classe de produtos
naturais (HILL; CONNOLLY, 2018).

Um dos grandes desafios na descoberta de novos candidatos a farmacos a
partir de triterpenos esta associado a algumas de suas limitagbes, como baixa
solubilidade em meio aquoso e baixa biodisponibilidade em meio biolégico (ZHOU, M.
et al., 2017). A realizacao de modificacdes estruturais a partir de substancias naturais
€ uma importante estratégia do ponto de vista quimico e biolégico, pois é possivel, a
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partir do produto natural com esqueleto complexo, produzir derivados com
propriedades fisico-quimicas e farmacologicas melhoradas (CHEN et al., 2015).

Dentre as atividades biologicas a serem investigadas, a atividade citotoxica de
triterpenos e derivados de semissintese tem grande destaque devido a grande
urgéncia pela descoberta de novas substancias com potencial para o tratamento do
cancer. O cancer atinge mais de 18 milhdes de pessoas todos os anos, sendo a
segunda maior causa de morte no mundo (WHO, 2020). Mesmo sendo uma doenca
extremamente recorrente, 0s tratamentos encontrados sdo, em sua maioria, pouco
eficazes, apresentam baixa taxa de cura e provocam uma série de efeitos colaterais.
A busca por novas substancias antitumorais continua sendo, portanto, um tépico de
grande interesse entre os diversos grupos de pesquisa no mundo, visto que existe
uma necessidade urgente para o descobrimento de novos candidatos a farmacos que
sejam mais ativos e causem menos efeitos indesejados aos pacientes (WANG et al.,
2017).



OBJETIVOS

OBJETIVOS

OBJETIVOS DO TRABALHO

Este trabalho teve como objetivo realizar o estudo fitoquimico dos extratos das
partes aéreas da espécie Cheiloclinium cognatum (Miers) A.C.Sm, buscando o
isolamento e identificacdo de diferentes constituintes. Também teve como objetivo a
sintese de derivados glicosiltriazélicos inéditos a partir dos triterpenos 29-
hidroxifriedelan-3-ona e friedelano-36,29-diol, visando a avaliacdo da atividade
citotoxica para os compostos isolados e sintetizados frente a células de leucemia

mieloide aguda e crdnica. Deste modo, fizeram parte do escopo deste trabalho:

» Preparacdo dos extratos hexanico, cloroférmico, acetato etilico e metandlico
dos galhos de C. cognatum;

» Realizacdo do fracionamento dos extratos acetato etilico e metandlico das
folhas e de todos os extratos dos galhos;

» Realizacdo da sintese de derivados glicosiltriazélicos inéditos a partir dos
triterpenos pentaciclicos 29-hidroxifriedelan-3-ona e friedelano-38,29-diol;

» Realizacdo do estudo da atividade citotoxica in vitro dos constituintes das folhas
e galhos de C. cognatum, bem como dos derivados glicosiltriazoélicos;

» Investigacdo do mecanismo de agéo da atividade citotoxica para as substancias

mais ativas.



CAPITULO 1: ESTUDO FITOQUIMICO DE FOLHAS E GALHOS
DE C. cognatum

1 — INTRODUCAO

As espécies da familia Celastraceae se destacam como importantes fontes
vegetais de triterpenos, tanto em relacdo a abundancia quanto a diversidade
estrutural. Essa familia compreende cerca de 97 géneros e mais de 1200 espécies,
gue sdo amplamente encontradas na América do Sul, inclusive no Brasil (MOKOKA
et al., 2013; SIMMONS et al., 2008). A espécie Maytenus ilicifolia € um exemplar de
grande destaque dessa familia, pois o extrato padronizado de suas folhas é utilizado
como medicamento fitoterapico indicado para o tratamento e prevencdo de Ulceras
gastricas (ZHANG et al., 2020). Dentre os compostos isolados de extratos de folhas,
galhos e raizes de espécies de Celastraceae, destacam-se o0s triterpenos
pentaciclicos, principalmente os de esqueletos lupano, ursano, oleanano e friedelano
(ALVARENGA; FERRO, 2006) (Figura 1).

Figura 1. Triterpenos pentaciclicos comumente encontrados em plantas da
familia Celastraceae

2324
a-Amirina (ursano)

S-Amirina (oleanano) Friedelina (friedelano)
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Os triterpenos pentaciclicos sdo metabdlitos secundarios biossintetizados a
partir da ciclizacdo do (S)-2,3-epoxiesqualeno, formando estruturas com cinco anéis
em sistemas cis ou trans decalinicos, e podem apresentar esqueletos carbdnicos
bastante diversificados (GHOSH, 2016; LODEIRO et al., 2007; THIMMAPPA et al.,
2014). Os triterpenos pentaciclicos podem apresentar variadas atividades biolégicas,
provavelmente em funcédo de sua alta versatilidade estrutural. Dentre as atividades
observadas para triterpenos isolados de espécies de Celastraceae se destacam as
atividades antivirais (DAI et al., 2015; SILVA et al., 2017), antimicrobiana (MOKOKA
etal., 2013; MOUJIR et al., 2019; RODRIGUES et al., 2015), antinociceptiva (VELOSO
et al., 2018), anti-inflamatoéria (ZHOU, J. et al.,, 2017) e atividade citotdéxica contra
diversas linhagens de células tumorais (HERNANDES; PEREIRA; SEVERINO, 2016;
RODRIGUES et al., 2019; SANTOS et al., 2020).

A busca por novos triterpenos pentaciclicos, bem como a investigacéo de novas
aplicacdoes para os triterpenos frente a diferentes alvos bioldgicos objetivando a
obtencao de substancias com potencial farmacoldgico torna muito promissor o estudo
fitoquimico de espécies da familia Celastraceae.

Cheiloclinium cognatum (Figura 2, p. 6), conhecida popularmente como
bacupari-da-mata, € uma das mais de 1200 espécies da familia Celastraceae, e é
comumente encontrada no cerrado brasileiro (GOMES et al., 2005; SIMMONS et al.,
2008).

Estudos anteriores com cascas de raiz da C. cognatum, realizados por Jeller e
colaboradores (2004), levaram ao isolamento de 11 triterpenos quinonametideos,
sendo dois deles inéditos na literatura. Todos os quinonametideos identificados
apresentaram atividade sequestradora de radicais livres frente ao composto 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). Para o extrato em diclorometano foram atribuidas
atividades analgésica e anti-inflamatéria em ratos e, para o0s triterpenos
guinonametideos tingenona e tingenol (Figura 3, p. 6) foi observada expressiva
atividade tripanocida contra o protozoario Trypanossoma cruzi (COSTA et al., 2007;
LIAO et al., 2008).
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Figura 2. Flores, folhas, galhos e frutos de Cheiloclinium cognatum

Foto: Prof? Maria Olivia Mercadante Simdes — Unimontes (colaboradora)

Figura 3. Triterpenos quinonametideos com atividade tripanocida

Tingenona Tingenol

Os extratos menos polares das folhas de C. cognatum foram estudados durante

a pesquisa de mestrado do autor deste trabalho. Assim, a partir do estudo fitoquimico
dos extratos hexanico e cloroformico das folhas desta planta foram isolados 15
constituintes, sendo eles: o polimero gutta-percha, esqualeno, B-sitosterol, uma
mistura de trés acidos graxos esterificados da a-amirina — palmitato de urs-12-en-38-
ila, estearato de urs-12-en-3-ila e eicosanoato de urs-12-en-3(-ila —, sete triterpenos
pentaciclicos conhecidos de esqueleto friedelanico — friedelan-3-ona, friedelan-3g-ol,
28-hidroxifriedelan-3-ona, 21a-hidroxifriedelan-3-ona, acido 3,4-seco-friedelan-3-oico,
29-hidroxifriedelan-3-ona, friedelano-3(6,29-diol — (Anexo 1, p. 204) e dois triterpenos,
6
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também de esqueleto friedelanico, inéditos na literatura — friedelano-383,28,29-triol e
36,29-di-hidroxifriedelan-1-ona (Figura 4) (PEREIRA, 2015).

Figura 4. Triterpenos inéditos isolados de folhas de C. cognatum

30 29 30 29
CH,0H

Friedelano-34,28,29-triol 3,29-Di-hidroxifriedelan-1-ona

Os nove triterpenos friedelanicos foram testados frente a atividade
antiangiogénica in vivo em membrana corioalantoica de ovo de galinha. A
angiogénese € um processo natural de crescimento de novos vasos sanguineos, e 0
descontrole desse processo quando associado a algumas doencas, como o cancer,
pode acarretar no aceleramento do crescimento de tumores e desenvolvimento de
metastases (FOLKMAN, 1995). Para todos os triterpenos testados foi observada uma
expressiva atividade antiangiogénica, com uma taxa de inibicdo entre 50-66% do
crescimento de vasos sanguineos utilizando 4 pg de amostra por ovo testado,
evidenciando o grande potencial dessas substancias em relacdo ao tratamento de
doencas relacionadas a processos pré-angiogénicos (PEREIRA et al., 2018).

Além do isolamento de dois compostos inéditos e da promissora atividade
antiangiogénica observada, ressalta-se que a partir do fracionamento do extrato
cloroférmico das folhas de C. cognatum foi possivel isolar cerca de 17 g da mistura de
dois triterpenos pentaciclicos — 29-hidroxifriedelan-3-ona, friedelano-3,29-diol
(Figura 5, p. 8) — correspondendo a 21% desse extrato.
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Figura 5. Triterpenos majoritarios isolados de folhas de C. cognatum

30 29 30 29
CH20H CH,0H

23
Friedelano-34,29-diol 29-Hidroxifriedelan-3-ona

Motivados pelos bons resultados obtidos anteriormente para o estudo dos
extratos hexanico e cloroférmico de folhas de C. cognatum, a realizacdo do estudo
dos extratos acetato etilico e metandlico das folhas, bem como a investigacao
fitoquimica dos extratos de galhos, parte vegetal ainda ndo trabalhada para esta
planta, se tornam extremamente promissores no ambito da busca por novas

substancias bioativas.
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2 — PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

2.1 — Métodos gerais

Neste trabalho, para a analise, separacao e purificacdo das amostras foram
utilizadas as seguintes técnicas: cromatografia em camada delgada de silica gel
(CCD), cromatografia em coluna (CC) de silica gel ou de Florisil® e cromatografia em
coluna de Sephadex (CS). O critério preliminar adotado para a verificacao de pureza
da amostra foi feito a partir da observacdo de uma unica mancha em placas de CCD,
com eluente adequado para que a mancha apresentasse Rf proximo a 0,5.

Na preparacao das placas cromatograficas foram utilizados aproximadamente
79 de silica gel 60G para cada 15 mL de agua, e a suspensdo homogeneizada foi
espalhada em suporte de vidro, formando um filme 0,25 mm de espessura. Apés a
secagem parcial a temperatura ambiente, as placas foram ativadas em estufa a 100
°C por, pelo menos, 30 minutos. A revelacéo das placas de CCD foi realizada com o
uso de solucdo na proporcao de 1:1 v/v de vanilina (1% m/v em etanol) e acido
perclérico (3% v/v em agua), seguido de aquecimento em estufa a 100 °C.

As colunas cromatograficas abertas (CC) foram preparadas utilizando silica gel
60 (70-230 mesh ou 230-400 mesh). Os solventes empregados nas andlises foram
hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, todos grau PA. Quando necesséria a
reutilizacdo de misturas de solventes, a afericdo das propor¢cdes das misturas foi
realizada a partir da comparacdo dos indices de refracdo, utilizando refratbmetro
ABBE, Biobrix. As colunas de Sephadex (CS) foram preparadas utilizando Sephadex
LH-20 previamente hidratada em metanol por um periodo minimo de 24 h.

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos em
espectrometro Perkin Elmer Frontier Single Range - MIR do laboratério LEAQUA do
Departamento de Quimica da UFMG.

Os espectros de massas de alta resolucdo (EMAR) foram adquiridos por
infuséo direta das solugfes, utilizando-se um espectrdbmetro de massas Q-Exactive
(ThermoScientific), com fonte H-ESI ou APCI, operado em modo positivo (+) e
fullscan.

Os espectros de RMN foram obtidos utilizando espectrometros Bruker Avance-
[l 400 NanoBay ou OneBay (400 MHz) e Avance NEO Ascend (600 MHz) do

9
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laboratorio de Ressonancia Magnética de Alta Resolucdo (LAREMAR) do
Departamento de Quimica da UFMG. Os solventes deuterados utilizados estéao
indicados em cada analise. Os deslocamentos quimicos foram registrados em & e as
constantes de acoplamento escalar (J) foram calculadas em Hertz (Hz).
Tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como padrao de referéncia interna (én = 6c = 0) e,

na auséncia de TMS utilizou-se o sinal residual do solvente como referéncia.

2.2 — Coleta e identificacdo do material vegetal

A coleta das folhas e dos galhos de Cheiloclinium cognatum (Miers) A.C.Sm.
ocorreu no municipio de Montes Claros, em Minas Gerais, na propriedade particular
do Sr. lldeci Fonseca, as margens do Km 18 da rodovia BR 365, coordenadas
16°51'19.7" 43°59'40.9", pela professora Dra. Maria Olivia Mercadante Simdes, do
departamento de Biologia Geral da Unimontes.

A identificacdo do material vegetal foi realizada pela propria professora Maria
Olivia, e uma exsicata do espécime (BHCB 169874) foi depositada no Herbéario do
Departamento de Botanica do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG. A licenca
para o acesso ao patriménio genético foi concedida pelo CNPg sob o processo numero
010119/2014-0 e o cadastro junto ao CGEN/SisGen foi registrado sob numero
A643CC1.

2.3 — Preparacao dos extratos dos galhos de Cheiloclinium cognatum

Apoés a coleta, os galhos de C. cognatum foram submetidos a secagem a
temperatura ambiente e, ap0s secos, foram pulverizados em moinho de martelo,
obtendo-se 1465,1 g de material vegetal moido. Este material foi submetido a extracéo
exaustiva por maceracao a temperatura ambiente com o uso sequencial de hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol, respectivamente, até ndo ser obtido
guantidade significativa dos extratos. Cada extrato foi submetido a filtracdo simples e
0 solvente extrator recuperado utilizando evaporador rotativo sob pressao reduzida.
Este procedimento foi realizado por trés vezes e os extratos agrupados. Os extratos

das folhas de C. cognatum foram preparados durante o periodo de realizacdo do
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mestrado de maneira semelhante ao descrito para os extratos dos galhos (PEREIRA,
2015).

Os extratos foram identificados com siglas de quatro letras da seguinte forma:
primeira letra E para extrato; segunda letra de acordo com o solvente extrator: H para
hexano, C para cloroférmio, A para acetato de etila, e M para metanol; terceira letra
de acordo com a parte da planta: F para folhas e G para galhos; quarta letra C para o
nome da espécie. Portanto, o extrato hexanico dos galhos foi identificado como EHGC
e 0 acetato etilico das folhas como EAFC. A esquematizacdo da extracdo esta
apresentada na Figura 6. A notacédo para identificacdo de metabdlitos e/ou misturas
isolados foi estabelecida como a letra P, seguida da ordem de isolamento dos
compostos. A descricdo do fracionamento dos extratos se dard por ordem de
polaridade dos solventes extratores, partindo dos menos polares aos mais polares.
Havendo extratos de partes vegetais distintas para o0 mesmo solvente, descrever-se-

a o fracionamento do extrato de folhas seguido do de galhos.

Figura 6. Esquema para obtencéo dos extratos dos galhos de C. coghatum

Galhos Moidos
m = 1465,1g

| 1. Extracdo com hexano

EHGC m=158¢g -« V. Filtracao ]3X

Recuperacéo do solvente

Torta 1

ECGC m=353g -

¢ 1. Extracé&o com clorofémio } 3x

Recuperagéo do solvente 2. Filtragao
Torta 2
EAGC m=251¢g -« | 1. Extragdo com acetato de etila} 3x
Recuperacgéo do solvente * 2. Filtragao
Torta 3
EMGC m=828g¢g -« | 1. Extracéo com metanol} 3x

Recuperagao do solvente + 2. Filtrag&o

Torta 4
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2.4 — Fracionamento do extrato EHGC

EHGC foi obtido como um material pastoso (15,8 g) de cor verde clara. Todo
extrato foi submetido a CC. Foram utilizados 375 g de silica gel 60 (70-230 mesh) e,
como eluentes, hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas
em ordem crescente de polaridade. Foram coletadas 260 fracbes de
aproximadamente 200 mL (Tabela 1).

As 260 fracdes foram reunidas em 8 grupos (EHGC1 a EHGCB8) de acordo com
a similaridade dos perfis cromatograficos observados em placas de CCD. O esquema
empregado para o fracionamento da coluna EHGC est4 apresentado na Figura 7,
p.15.

Tabela 1. Fracdes obtidas e eluentes utilizados para coluna EHGC

FragOes Eluente N° de fragbes
01-21 Hexano 21
22-31 Hex:CHCIs 9:1 10
32-134  Hex:CHCIs 4:1 103

135-151 Hex:CHClI3 7:3 17

152-163 Hex:CHCIz 1:1 12

164-185 Hex:CHCI3 1:3 22

186-216 Cloroférmio 31

217-235 CHCI3:AcOEt 9:1 19

236-242 CHCIs:AcOEt 4:1 7

243-248 CHCI3:AcOEt 7:3 6

249-254 CHCIs:AcOEt 1:1 6

255-256 Acetato de Etila 2

257-260 Metanol 4

Grupo EHGC-1 (fragcbes 1-42): Neste grupo foram obtidos 878 mg de um
sélido amarelado com aspecto viscoso que foi submetido a CC utilizando hexano e
cloroférmio, puros ou em misturas de crescente polaridade, como eluentes. Foram

obtidas 77 fracdes de 20 mL. A partir das analises dos espectros de RMN de 'H e de
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13C para o subgrupo EHGC-1b (fracbes 18-22, Hex:CHCIz 8:2, 277 mg), foi possivel
identificar uma mistura de ésteres graxos da a-amirina. Este subgrupo foi
caracterizado como sendo 3g-aciloxiurs-12-eno (P1).

Grupo EHGC-2 (fragcbes 43-51): Neste grupo foram obtidos 184 mg de um
sélido amarelo que foi submetido a CC com hexano, cloroférmio, acetato de etila e
metanol, puros ou em misturas, como eluentes. Foram obtidas 65 fracdes de 20 mL.
A partir do subgrupo EHGC-2b (fragbes 9-12, Hex:CHClIs 1:1, 84 mg) foi obtido um
s6lido branco que, apés andlise dos espectros de RMN de 'H e de 3C foi identificado
como sendo friedelan-3-ona (P2). O subgrupo seguinte EHGC-2c (fracfes 13-23,
Hex:CHCIs 1:1, 22 mg) foi submetido as analises de RMN de *H e de 3C e foi possivel
a identificagéo da mistura de P2 e friedelan-3g6-ol (P3).

Grupo EHGC-3 (fragcbes 52-69): Neste grupo foram obtidos 236 mg de um
sélido amarelo que foi submetido a CC com hexano, cloroférmio, acetato de etila e
metanol, puros ou em misturas, como eluentes. Foram obtidas 47 fracdes de 20 mL.
O subgrupo EHGC-3b (fragbes 11-15, Hex:CHCIs 1:1, 59 mg) foi lavado em acetona
e filtrado, de forma a se obter um sdlido branco (39 mg) que foi identificado, via
comparacao com amostra auténtica em CCD, como sendo P2. O subgrupo EHGC-3c
(fracdes 16-45, Hex:CHCIs 1:1, 139 mg) foi submetido a uma segunda CC, com o0s
mesmos eluentes anteriores, de forma a se obter 37 fragbes de 20 mL. Dois
agrupamentos, EHGC-3c-1 (43 mg) e EHGC-3c-2 (4 mg) foram submetidos a anélises
de RMN 1D e foi possivel identificar EHGC-3c-1 como sendo a mistura de P3 e glutin-
5-en-36-ol (P4) e EHGC-3c-2 como sendo o triterpeno urs-12-en-36-ol (P5). Visando
a separacao de P3 e P4, foi realizada uma CC do subgrupo EHGC-3c-1 utilizando
silica impregnada com nitrato de prata (ANDREAO et al., 2010) e hexano, cloroférmio
e metanol como eluentes. Foram obtidas 112 fracdes de 10 mL. A partir desta CC foi
possivel obter 3 mg (fragdo 111, MeOH) de P4 puro, que foi confirmado pelos
espectros de RMN de 'H e de 3C.

Grupo EHGC-4 (fragdes 70-121): Neste grupo foram obtidos 426 mg de um
sélido amarelo que foi submetido a CC com hexano, cloroformio e metanol, puro ou
em misturas, como eluentes. Foram obtidas 47 fragdes de 20 mL. O subgrupo EHGC-
4a (fracdes 8 -19, Hex:CHCIs 1:1, 15 mg) foi lavado em acetona e filtrado, sendo
possivel obter 4 mg de um solido branco que foi identificado como sendo P3. O
subgrupo EHGC-4c (fragdes 24-45, Hex:CHCl3 9:1, 108 mg) foi submetido as analises
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de RMN de 'H e de 3C e foi possivel a identificagdo de uma mistura de P5 e olean-
12-en-33-ol (P6).

Grupo EHGC-5 (fragbes 122-169): Neste grupo foram obtidos 1,22 g de um
sélido amarelo que foi submetido a CC com hexano, cloroférmio, acetato de etila e
metanol, puros ou em misturas, como eluentes. Foram obtidas 102 frac6es de 20 mL.
A partir das andlises dos espectros de RMN de 'H e de 3C para o subgrupo EHGC-
5b (fracdes 21-24, CHCIs, 103 mg), foi possivel a identificacdo de triacilglicerol (P7).
O subgrupo EHGC-5g (45-54, CHCI3:AcOEt 95:5, 227 mg) foi submetido a uma outra
CC com os eluentes utilizados anteriormente. Foram obtidas 65 fracdes de 20 mL. A
partir das fragbes 12-21 (CHCIls 100%) foram obtidos 157 mg de um solido branco
identificado como sendo B-sitosterol (P8), apés analises dos espectros de RMN de *H
e de 3C.

Grupo EHGC-6 (fracdes 170-218): Neste grupo foram obtidos 1,97 g de um
sélido branco que foi submetido a CC com hexano, cloroférmio, acetato de etila e
metanol, puros ou em misturas, como eluentes, sendo obtidas 161 fragdes de 20 mL.
Um solido branco foi obtido a partir do agrupamento EHGC-6¢ (fracbes 55-75,
CHCIz:AcOEt 9:1, 779 mg) que foi analisado via experimentos de RMN de 'H e de 13C,
sendo possivel a identificacdo do triterpeno 28-hidroxifriedelan-3-ona (P9). O
subgrupo EHGC-6e (88-96, CHCI3:AcOEt 9:1, 97 mg), também foi submetido a
analises de RMN de 'H e de '3C e foi possivel a identificacdo de acido graxo (P10).

Grupo EHGC-7 (fragdes 219-224): Neste grupo foram obtidos 2,12 g de um
sélido verde de aspecto viscoso, que foi submetido a CC com hexano, cloroférmio,
acetato de etila e metanol, puros ou em misturas, como eluentes. Foram obtidas 380
fracOes de 20 mL. O subgrupo EHGC-7b (fracdes 234-280, CHCI3:AcOEt 9:1, 1,02 g)
foi submetido a uma segunda CC com os mesmos eluentes utilizados anteriormente
e foram obtidas 59 fracdes de 15 mL. Foi possivel a obtencao de 309 mg de um sélido
branco (fracGes 22-43, CHCI3:AcOEt 9:1). Ap6s andlises dos espectros de RMN de 'H
e de 13C, foi possivel a identificacdo do triterpeno 29-hidroxifredelan-3-ona (P11).

Os grupos EHGC 8 (fracbes 225-259) e EHGC 9 (fracéo 260) foram submetidos
a varias CC, porém ndo foi possivel o isolamento e identificacdo de nenhum

constituinte.
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Figura 7. Esquema de fracionamento do extrato EHGC

EHGC
15,8 g
EHGC-1 EHGC-2 EHGC-3 EHGC-4 EHGC-5 EHGC-6 EHGC-7
F 1-42 F 43-51 F 52-69 F 70-121 F 122-169 F 170-218 F 219-224
878 mg 184 mg 236 mg 426 mg 1,229 1979 212g
EHGC-1b EHGC-2b| [EHGC-2c EHGC-3b| |EHGC-3c EHGC-4a| [EHGC-4c EHGC-5b| [EHGC-5g EHGC-6c| |EHGC-6e EHGC-7b
227 mg 84 mg 22 mg 39 mg 139 mg 4 mg 108 mg 103 mg 227 mg 779 mg 97 mg 1,029
P1 P2  P2+P3 P2 P3  P5+P6 P7 P9 P10
EHGC-3c1 EHGC-3c1| |EHGC-3c2 EHGC-5¢g EHGC-7b
3 mg 43 mg 4 mg 157 mg 309 mg
l l l A y
P4 P3+P4 P5 P8 P11

2.5 - Fracionamento do extrato ECGC

ECGC foi obtido como um material sélido (35,3 g) de cor verde clara. Este
material foi submetido a CC e foram utilizados 750 g de silica gel 60 (70-230 mesh),
hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas em ordem
crescente de polaridade como eluentes. Foram coletadas 223 fragbes de
aproximadamente 200 mL (Tabela 2, p. 16).

As 223 fracdes foram reunidas em 10 grupos (ECGC1 a ECGC10) de acordo
com a similaridade dos perfis cromatograficos observados em placas de CCD. O
esquema empregado para o fracionamento da coluna ECGC esta apresentado na

Figura 8, p. 18.
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Tabela 2. Fracdes obtidas e eluentes utilizados para coluna ECGC

Fracdes Eluente N° de fracbes
01-07 hexano 7
08-15 Hex:CHCIs 3:1 8
16-36 Hex:CHClz 1:1 21
37-86 Hex:CHCIs 1:3 50
87-105 Cloroférmio 19

106-116 CHCI3:AcOEt 9:1 11

117-149 CHCI3:AcOEt 4:1 33

150-175 CHCI3:AcOEt 7:3 26

176-194 CHCI3:AcOEt 1:1 19

195-212 Acetato de Etila 18

213-223 Metanol 11

Grupo ECGC-3 (fragcbes 27-40): Neste grupo foram obtidos 417 mg de um
sélido amarelado que foi submetido & CC com hexano, cloroférmio e metanol, puros
ou em misturas, como eluentes. Foram obtidas 121 fracdes de 20 mL. O subgrupo
ECGC-3Db (fragcdes 60-70, Hex:CHCIs 1:1, 107 mg) foi isolado como um sélido branco,
identificado como sendo P2 via comparagdo com amostra auténtica em CCD, e o
subgrupo ECGC-3c (fracdes 71-120, Hex:CHCIs 1:1, 167 mg) como sendo uma
mistura de P2 e P3, também identificada a partir de andlise por CCD.

Grupo ECGC-4 (fracbes 41-53): Neste grupo foram obtidos 914 mg de um
sélido amarelo que foi submetido a CC com hexano, cloroférmio e metanol, puros ou
em misturas, como eluentes. Foram obtidas 92 frag6es de 20 mL. O subgrupo ECGC-
4b (fracdes 18-22, CHCIs 100%, 115 mg) foi identificado como sendo P3 a partir da
andlise dos espectros de RMN de 'H e *3C. O subgrupo ECGC-4e (fracdes 42-65,
CHCI3 100%, 316 mg) foi isolado como um solido branco e identificado como sendo
P9 a partir das andalises dos espectros de RMN de H e 3C.

Grupo ECGC-5 (fracbes 54-88): Neste grupo foram obtidos 2,83 g de um
sélido amarelado que foi submetido a CC com hexano, cloroférmio, acetato de etila e
metanol, puros ou em misturas, como eluentes. Foram obtidas 248 fracbes de 20 mL.
O subgrupo ECGC-5f (fracdes 128-136, CHCIs:AcOEt 9:1, 1,32 g) foi isolado como um
sélido branco, identificado como P9 a partir das analises dos espectros de RMN de H

e 13C.
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Grupo ECGC-6 (fracdes 89-207): Neste grupo foram obtidos 25,32 g de um
material verde escuro e ceroso que foi submetido a uma CC de Florisil® utilizando,
respectivamente, CHCIs e AcOEt puros, para a retirada de clorofila da amostra. Foram
obtidas duas fracdes, uma para cada eluente utilizado. A fracdo ECGC 6A (CHCIs
100%, 6,5 g) foi obtida como um solido amarelado, que foi submetido a CC com
hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas, como eluentes.
Foram obtidas 136 fracdes de 20 mL. Foi possivel obter os constituintes P11 e P12.
O subgrupo ECGC-6Ac foi isolado como um sdlido branco (fracdo 57-74, CHCI3:AcOEt
8:2, 1,50 g) e foi identificado como sendo P11 a partir das andlises dos espectros de
RMN de !H e 13C. O subgrupo ECGC-6Ad (fracéo 75-86, CHCI3:AcOEt 8:2, 1,29 g) foi
obtido como uma mistura dos constituintes P11 e P12, a partir de comparacao do perfil
em CCD com amostras auténticas. Esse subgrupo foi submetido a uma CC utilizando
como eluente CHCI3:AcOEt na proporcdo 9:1 e foram obtidas 58 fracdes de 10 mL.
Foi possivel a obtencédo de 587 mg da mistura de P11 e P12 (fracdes 3-17) e 46 mg
de P12 puro (fragGes 17-36), identificado a partir dos espectros de RMN de *H e 3C.

Os grupos ECGC 1-2 (fracbes 1-12; 13-26 respectivamente) e EHGC 7-10
(fracdo 208-217; 218-219; 220; 221-223, respectivamente) foram submetidos a varias

CC, porém nao foi possivel o isolamento e identificacdo de nenhum constituinte.
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Figura 8. Esquema de fracionamento do extrato ECGC

ECGC
35,3 ¢

ECGC-3 ECGC-4 ECGC-5 ECGC-6

F 27-40 F 41-53 F 54-88 F 89-207

417 mg 914 mg 2,83 g 25,32 g

| | ECGC-6A
ECGC-3b| [ECGC-3c ECGC-4b| [ECGC-de ECGC-5f 6,59
107 mg 167 mg 115 mg 316 mg 1,32 g
P2 P2+P3 P3 P9 pg  [ECGC-6Ac|  |ECGC-6Ad
1,50 g 1,29 g

l

P11

Hﬁ

ECGC-6Ad1| [ECGC-6Ad2
587 mg 46 mg
P11+P12 P12

2.6 — Fracionamento do extrato EAFC

EAFC foi obtido como um material sélido (13,2 g) de cor marrom. Foram

utilizados 425 g de silica gel 60 (70-230 mesh) e, como eluente, cloroférmio, acetato

de etila e metanol, puros ou em misturas em ordem crescente de polaridade. Foram

coletadas 82 fragbes de aproximadamente 200 mL (Tabela 3, p. 19).

As 82 fracdes foram reunidas em 9 grupos (EAFC1 a EAFC9) de acordo com a

similaridade dos perfis cromatograficos observados em placas de CCD. O esquema

empregado para o fracionamento da coluna EAFC esta apresentado na Figura 9, p.

20.
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Tabela 3. Fracdes obtidas e eluentes utilizados para coluna EAFC

Fracdes Eluente N° de fracbes
01-22 Cloroférmio 22
23-32 CHCIs:AcOEt 19:1 10
33-35  CHCIs:AcOEt 9:1 3
36-40 CHCIs:AcOEt 4:1 5
41-45  CHCI3:AcOEt 7:3 5
46-50  CHCIs:AcOEt 3:2 5
51-53  CHCIs:AcOEt 1:1 3
54-57 Acetato de Etila 4
58-67  AcOEt: MeOH 4:1 10
68-71 AcOEt:MeOH 1:1 4
72-82 Metanol 11

Grupo EAFC-3 (fracdes 14-23): Neste grupo foram obtidos 111 mg de um
sélido bege que foi submetido a CC utilizando cloroférmio, acetato de etila e metanol,
puros ou em misturas, como eluentes. Foram obtidas 86 fracdes de 10 mL. O
subgrupo EAFC-3b (fragbes 14-41, CHCls, 82 mg) foi submetido a outra CC com o0s
mesmos eluentes utilizados anteriormente e foram obtidas 23 fragbes de 10 mL.
Foram obtidos 10 mg (fragcbes 26-27, CHCI3:AcOEt 50:1) de um solido branco
identificado como acetato de 3-oxofriedelan-29-ila (P13) a partir da analise dos
espectros 1D e 2D de RMN.

Grupo EAFC-4 (fracdes 24-35): Neste grupo foram obtidos 422 mg de um
sélido bege que foi submetido a CC utilizando cloroférmio, acetato de etila e metanol,
puros ou em misturas, como eluentes. Foram obtidas 120 fragbes de 20 mL. O
subgrupo EAFC-4c (fragdes 51-54, CHCIs:AcOEt 19:1, 67 mg) foi identificado pela
andlise dos espectros de RMN de H e de 13C como sendo P11. A partir da andlise de
CCD do subgrupo EAFC-4d (fracdes 55-69, CHCI3:AcOEt 19:1, 254 mg), foi possivel
observar a presenca do triterpeno P11 e de outro constituinte. Dessa forma, foi
realizada uma CC desse subgrupo utilizando hexano, cloroférmio e acetato de etila
como eluentes obtendo-se 26 fragdes de 20 mL. Foram obtidos 17 mg (fracbes 24-26,
CHCI3:AcOEt 9:1) de um sdlido branco, que apés analises dos espectros de RMN de

'H e de 13C, foi possivel a identificacdo do triterpeno friedelano-33,29-diol (P12).
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Grupo EAFC-6 (fragcfes 57-61): Neste grupo foram obtidos 3,08 g de um sélido
marrom que foi submetido a uma CC com cloroférmio, acetato de etila e metanol,
puros ou em misturas. Foram obtidas 33 fragcdes de 100 mL. Um soélido bege foi obtido
no subgrupo EAFC-6h (fracdo 9-13, AcOEt:MeOH 9:1, 611 mg) e, apos analises dos
espectros de RMN de *H e de 13C, foi possivel identificar o composto epigalocatequina
(P14).

Os outros grupos, EAFC-1 (fracdes 1-7), EAFC-2 (fracbes 8-13), EAFC-5
(fracbes 36-56), EAFC-7 (fracdo 62), EAFC-8 (fracdes 63-70), EAFC-9 (fracdes 71-
82), foram cromatografados, porém nao foi possivel o isolamento e identificacdo de

nenhum constituinte.

Figura 9. Esquema de fracionamento do extrato EAFC

EAFC
13,2 g
EAFC-3 EAFC-4 EAFC-6
F 14-23 F 24-35 F 57-61
111 mg 422 mg 3,08 ¢
EAFC-3b EAFC-4c| |EAFC-4d EAFC-4d EAFC-6h
82 mg 67 mg 254 mg 17 mg 611 mg
P11 P11+P12 P12 P14
EAFC-3b
10 mg
P13

2.7 — Fracionamento do extrato EAGC

ECGC foi obtido como um material sélido (25,1 g) de cor marrom. Esse material
foi submetido a CC utilizando 500 g de silica gel 60 (70-230 mesh) e, como eluente,
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cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas em ordem crescente de
polaridade. Foram coletadas 116 frac6es de aproximadamente 200 mL (Tabela 4). As
116 fracdes foram reunidas em 17 grupos (EAGC1 a EAGC17) de acordo com a
similaridade dos perfis cromatograficos observados em placas de CCD. O esquema
empregado para o fracionamento da coluna EAGC esta apresentado na Figura 10, p.
22.

Tabela 4. Fracdes obtidas e eluentes utilizados para coluna EAGC

Fracdes Eluente N° de fracbes
01-13 Cloroférmio 13
14-26  CHCIs:AcOEt 9:1 13
27-36  CHCIs:AcOEt 4:1 10
37-45  CHCI3:AcOEt 7:3 9
46-57  CHCI3:AcOEt 3:2 12
58-66  CHCIs:AcOEt 1:1 9
67-79  CHCIs:AcOEt 1:3 13
80-90 Acetato de Etila 11
91-100 AcOEt: MeOH 4:1 10
101-103 AcOEt:MeOH 1:1 3
104-110 AcOEt:MeOH 1:3 7

111-116 Metanol

Grupo EAGC-1 (fragbes 01-13): Neste grupo foram obtidos 140 mg de um
sélido bege que foi lavado com metanol e filtrado. Foram obtidos 13 mg de P2,
identificado a partir da analise dos espectros de RMN de 'H e de 3C.

Grupo EAGC-10 (fracdes 44-55): Neste grupo foram obtidos 358 mg de um
s6lido marrom que foi submetido a CS utilizando metanol como eluente. Foram obtidas
29 fracOes de 20 mL. O subgrupo EAGC-10d (fragbes 19-21, CHCIs: AcOEt 3:2, 45
mg) foi obtido como um sélido levemente amarelado e foi identificado por RMN de 'H
e 13C como sendo uma mistura de dois acidos fendlicos (P15 e P16).

Grupo EAGC-16 (fracGes 95-107): Durante o processo de concentragcédo das
fragcbes em evaporador rotativo, foi observada a formagéo de uma grande quantidade
de sdlido como precipitado. Como consequéncia, este grupo foi subdividido nas

fracbes EAGC-16p (1,52 g), que correspondeu a parte solida que foi filtrada apos a
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concentracdo, e EAGC-16s (7,26 g), que correspondeu a parte que permaneceu
solivel no solvente residual. A fracdo EAGC-16p foi adicionado metanol e, apds
filtrado, obteve-se um soélido bege. Foram obtidos 1,08 g deste sélido que foi
identificado por RMN de 'H e '3C como sendo P17. A fragdo EAGC-16s ndo foi
trabalhada.

Os demais grupos, EAGC 2-9 (fracdes 12-14; 15-18; 19-21; 22-23; 24-27; 28-
32; 33-38; 39-43, respectivamente), EAGC 11-15 (fragbes 56-59; 60-67; 58-75; 76-90;
91-94, respectivamente) e EAGC 17 (fracdes 108-116) foram submetidas a
sucessivas CC, ou CS gquando aplicavel, e nao foi possivel a identificacdo de nenhum

constituinte purificado.

Figura 10. Esquema de fracionamento do extrato EAGC

EAGC
251 g
EAGC-1 EAGC-10 EAGC-16p
F 01-13 F 44-55 F 95-107
140 mg 358 mg 1,52 g
EAGC-1 EAGC-10d EAGC-16p
13 mg 45 mg 1,08 g
P2 P15 + P16 P17

2.8 — Fracionamento do extrato EMFC

EMFC foi obtido como um material solido (126,2 g) de cor marrom. Foram
separados 60 g desse extrato e ressuspendidos em 1,2 L de agua destilada. O extrato
permaneceu sob agitagdo por 48h. Apds esse periodo, o material sélido insoluvel no
meio aquoso foi separado por centrifugacdo, a 4000 rpm, utilizando uma centrifuga

Eppendorf modelo 5430. Foram obtidos 12,5 g de um solido marrom claro. Esse solido

22



CAPITULO 1: ESTUDO FITOQUIMICO DE FOLHAS E GALHOS DE C. cognatum

foi lavado em metanol e filtrado, e foram obtidos 3,1 g de um material sélido bege, que
foi identificado por RMN de 'H e 3C como sendo P17. A parte aquosa de EMFC foi

armazenada em freezer e nao foi trabalhada.

2.9 — Fracionamento do extrato EMGC

EMGC foi obtido como um material sdélido (82,8 g) de cor marrom. Foram
separados 60 g desse extrato e ressuspendidos em 1,2 L de 4gua destilada. O extrato
permaneceu sob agitacdo por 48h. Apos esse periodo, o material sélido insoltivel no
meio aquoso foi separado por centrifugacdo, a 4000 rpm, utilizando uma centrifuga
Eppendorf modelo 5430. Foram obtidos 30,2 g de um sélido marrom claro. Esse solido
foi lavado em metanol e filtrado, e foram obtidos 7,8 g de um material sélido bege, que
foi identificado por RMN de 'H e 3C como sendo P17. A parte aquosa de EMGC foi

armazenada em freezer e nao foi trabalhada.
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3 — DETERMINACAO ESTRUTURAL

Os 17 compostos isolados foram classificados de acordo com caracteristicas
estruturais em: compostos graxos, esteroide, triterpenos pentaciclicos dos tipos
glutinano, ursano, oleanano e friedelano, flavonoide, acido fendlico e xantona. A
determinacao estrutural sera apresentada por classe e ndo por ordem de isolamento

dos compostos.
3.1 — Compostos graxos

3.1.1 — P7: triacilglicerol
@) Ha Hb Ha Hb 0]

No espectro de RMN de 'H de P7 (Apéndice A, p. 147, e Figura 11, p. 25) foi
observado um tripleto triplo em o1 5,26 (it, 6,0; 4,3 Hz, 1H) e dois dupletos duplos em
on 4,29 (dd, 11,9; 4,3 Hz, 2H) e 61 4,14 (dd, 11,9; 6,0 Hz, 2H). A partir da analise das
constantes de acoplamento e das integrais para estes sinais, péde-se concluir que o
sinal em 6n 5,26 corresponde a um atomo de hidrogénio de um carbono metinico
ligado a um heteroatomo e vizinho a dois grupos metilénicos quimicamente
semelhantes e que apresentam hidrogénios diastereotépicos. Também foi observado
um sinal muito intenso e largo em 6x 1,26, que, adicionalmente ha dois tripletos em 6w
2,31 (t, 7,6 Hz) relativos a grupos metilénicos vizinhos a carbonila (H-a), e em 61 0,88
(t, 6,8 Hz) associado a grupos metila terminal de cadeia alifatica longa (H-w), indicam
a presenca de residuos de &cido graxo na estrutura. No espectro de RMN de 13C
(Apéndice A, p. 147) observaram-se dois sinais em 6c 172,9 e 173,3, confirmando a
presenca de carbonos carbonilicos de éster em P7. A partir do espectro DEPT-135
(Apéndice A, p. 147) os sinais compreendidos entre oc 22,7-34,3 foram atribuidos a
carbonos metilénicos, caracteristicos de compostos que apresentam cadeia carbbnica

longa. Os sinais em oc 68,9 (CH) e oc 62,1 (CH2) foram, portanto, associados aos
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sinais em OH 5,26 (H-2) e em 61 4,29 e 4,14 (H-1 e H-3), o que torna possivel concluir
que P7 consiste em um triéster de cadeia longa, ou seja, triacilglicerol de acidos
graxos saturados. Como nao foram realizados experimentos posteriores de
espectrometria de massas ou de HPLC-MS, néo é possivel determinar o tamanho das
cadeias graxas ou se a amostra se trata de uma mistura ou um unico tipo de
triacilglicerol. Na Tabela 5 sdo apresentados os dados para P7 comparados ao
encontrado na literatura para o triestearato de glicerila (Cs7H11006), um triacilglicerol
de cadeia longa.

Figura 11. Expansédo do espectro de RMN de *H* (6+0,80-5,30) para P7
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*400 MHz, CDCls.

Tabela 5. Atribuicéo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de 3C (100
MHz) para P7

Atomo Tipo oc P72 &c Triestearato de glicerila®
le3 CH; 62,1 62,1
2 CH 68,9 68,9
1’e3 C 173,3 173,3
2 C 172,9 172,9
ai3 CH> 34,1 34,1
az CH:2 34,3 34,3

n CH> 22,7-31,9 22,7-32,0

CHs 14,1 14,1

aCDCls; *(MANNINA et al., 2000).

(o] Ha Hb Ha Hb (0]
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3.1.2 — P10: acido graxo

i

(O] na

Ao se observar o espectro de RMN de 'H (Apéndice B, p. 148 e Figura 12) de
P10 é possivel perceber certa similaridade em relacéo ao de P7. Os dois tripletos em
oH 2,34 (t, 7,5 Hz) (H-a) e o1 0,88 (t, 6,8 Hz) (H-w), € um sinal muito intenso e largo
em 6w 1,26 indicam que P10 € um composto graxo. Ao se analisar 0s espectros de
RMN de 3C e DEPT-135 (Apéndice B, p. 148), observa-se a presenca de muitos
sinais de grupos metilénicos entre &c 22,7-34,0, e um sinal de carbono em &c 179,4,
mais distante do TMS que o observado em P7, evidenciando um provavel &tomo de
carbono carbonilico de acido carboxilico, e ndo de éster. A partir dessas informacdes,
foi possivel a identificacdo de P10 como sendo acido graxo. Nao foram realizados
experimentos de espectrometria massas para verificar o tamanho exato da cadeia ou
se a amostra se trata de uma mistura de acidos graxos. Na Tabela 6 sdo comparados
os valores de deslocamento encontrados para P10 com valores encontrados na

literatura para o acido palmitico (C1sH3sOz2).

090

Figura 12. Expansdo do espectro de RMN de 'H* (6+ 0,80-2,45) para P10
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Tabela 6. Atribuicédo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de 3C (100
MHz) para P10

Atomo Tipo &c P72 &c Acido palmitico®
COOH C 179,4 180,4

a CH: 34,0 34,1

n CH; 22,7-32,0 22,72-32,0

w CHs 14,1 14,1

aCDCls; *(COUPERUS; CLAGUE; VAN DONGEN, 1978).
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3.2 — Esteroide

3.2.1 — P8: B-sitosterol

HO
O espectro de RMN de *H (Apéndice C, p. 150) de P8, na regido entre o1 0,7-
2,5, apresenta alguns sinais com maior intensidade e muitos sinais sobrepostos,
bastante caracteristico de triterpenoides e esteroides. O tripleto triplo em n 3,52 (it,
11,0; 4,7 Hz, 1H) (Figura 13, p. 28) pertence a um atomo de hidrogénio carbindlico
vizinho a dois grupos metilénicos. Este sinal € caracteristico de esteroides 38
hidroxilados, pois ambos C-2 e C-4 correspondem a grupos CHz. Em triterpenos, C-4
geralmente se apresenta como carbono quaternario ou metinico, sendo improvavel
observar um tripleto triplo para H-3 nestes compostos. O multipleto centrado em ou
5,35 (m, 1H) estéa associado a um atomo de hidrogénio olefinico, indicando a presenca
de uma ligacdo dupla trissubstituida. Nos espectros de RMN de 3C e DEPT-135
(Apéndice C, p. 150) é possivel observar os sinais dos atomos de carbono da ligacao
dupla em 6c 140,8 (C) e 6c 121,7 (CH) e do sinal do atomo de carbono carbindlico em
0c 71,8 (CH). Ao comparar estes valores de deslocamentos e os demais observados
para P8 (DE-EKNAMKUL; POTDUANG, 2003) com dados da literatura para os
fitosterdis mais comumente encontrados em plantas, foi possivel a identificacdo deste
composto como sendo o B-sitosterol. Na Tabela 7 (p. 28) se encontram as atribuicdes
de todos os sinais de RMN de *3C para P8.
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Figura 13. Expanséo do espectro de RMN de *H* (8n 3,40-5,45) para P8
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Tabela 7. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de 3C (100
MHz) para P8

Atomo Tipo &c P82 &c B-sitosterol®
1 CH> 37,3 37,2
2 CH> 31,7 31,6
3 CH 71,8 71,8
4 CH> 42,3 42,2
5 C 140,8 140,7
6 CH 121,7 121,7
7 CHa 31,9 31,9
8 CH 31,9 31,9
9 CH 50,2 50,1
10 C 36,5 36,5
11 CH> 21,1 21,1
12 CH> 39,8 39,7
13 C 42,4 42,3
14 CH 56,8 56,7
15 CHa 24,3 24,3
16 CHa 28,3 28,2
17 CH 56,1 56,0
18 CHs 11,9 11,8
19 CHs 19,4 194
20 CH 36,2 36,1
21 CHs 18,8 18,8
22 CHa 34,0 33,9
23 CHa 26,1 26,0
24 CH 45,9 45,8
25 CH 29,2 29,1
26 CHs 19,8 19,8
27 CHs 19,0 19,0
28 CH> 23,1 23,0
29 CHs 12,0 12,0

aCDCls; *(DE-EKNAMKUL; POTDUANG, 2003).
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3.3 = Triterpenos pentaciclicos — ursanos e oleanano

3.3.1 — P1: 3B-aciloxiurs-12-eno

Observando o espectro de RMN de 'H de P1 (Apéndice D, p. 151), é possivel
perceber simpletos de maior intensidade na regido entre éx 0,7-1,2, indicando a
presenca de atomos hidrogénios de metila associados a triterpenos. Também é
possivel observar um tripleto em 6+ 2,29 (t, 7,5 Hz, 2H) (Figura 14, p. 30) e um sinal
largo e muito intenso em &n 1,25 indicando a presenca de uma cadeia alifatica longa.
A partir dessas observacbes é possivel sugerir duas possibilidades: a amostra
corresponde a um triterpeno esterificado com um residuo de acido graxo, ou se trata
de uma mistura de acido graxo e triterpeno. Para determinar qual das possibilidades
€ a correta para P1, duas observacdes sao determinantes. A primeira se relaciona ao
valor do deslocamento do atomo de hidrogénio carbindlico (H-3). Em triterpenos com
funcdo alcool em C-3, o deslocamento observado para H-3 geralmente se encontra
na faixa entre ou 3,0-4,0. Para P1, o deslocamento em éu 4,51 (dd, 10,5; 5,9 Hz, 1H)
foi associado a H-3, valor superior ao normalmente observado. Além disso, no
espectro de RMN de 3C (Apéndice D, p. 151), o sinal referente ao carbono carbonilico
em P1 apresentou deslocamento quimico em &c 173,7, valor inferior ao observado
para acidos graxos livres (~180 ppm). O aumento no valor de deslocamento quimico
para H-3 e a diminuicdo no deslocamento associado a carbonila corroboram a
identificacdo de P1 como sendo um éster graxo de triterpeno. A identificacdo do
esqueleto triterpénico foi feita com base nos deslocamentos quimicos dos carbonos
olefinicos. No espectro de DEPT-135 (Apéndice D, p. 151) observou-se que os sinais
em 6c 139,8 (C) e 6c 124,5 (CH) sédo similares aos sinais dos carbonos olefinicos de
triterpenos ursanicos. Desta forma, todos os sinais de carbono foram comparados com
dados da literatura para o estearato de urs-12-en-38-ila (Tabela 8, p. 31) e P1 foi

identificado como sendo 3B-aciloxiurs-12-eno. Como nédo foi realizado nenhum
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experimento por espectrometria de massas, nao foi possivel determinar o tamanho da

cadeia graxa ou se P1 trata-se de uma mistura de acilatos triterpénicos.

Figura 14. Expanséao do espectro de RMN de H* (61 2,20-4,55) para P1
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Tabela 8. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de 3C (100
MHz) para P1

Atomo Tipo &c P12 &c Estearato de urs-12-en-38-ila®

1 CH 38,5 38,5
2 CH, 23,6 23,7
3 CH 80,6 80,6
4 C 37,8 37,8
5 CH 55,3 55,3
6 CH 18,2 18,3
7 CH, 32,9 32,9
8 C 40,0 40,1
9 CH 47,6 47,7
10 C 36,8 36,9
11 CH 23,4 23,4
12 CH 124,3 124.4
13 C 139,6 139,7
14 C 42,1 42,1
15 CH, 26,6 26,7
16 CH 28,1 28,1
17 C 33,8 33,8
18 CH 59,1 59,1
19 CH 39,60 39,7

20 CH 39,7 39,7

21 CH, 31,3 31,3

22 CH 41,5 41,6

23 CHs 28,1 28,1

24 CHs 16,8° 16,9

25 CHs 15,7 15,8

26 CHs 16,9° 16,9

27 CHs 23,2 23,3

28 CHs 28,8 28,8

29 CHs 17,5 17,5

30 CHs 21,4 21,4
3’ C 173,7 173,7
a CH 34,9 34,9
n CH,  29,2-29,7 29,2 - 29,7
X CH 31,9 32,0
W CH, 22,7 227
w CHs 14,1 14,1

aCDCls; b€ podem estar trocados; *(MIRANDA et al., 2006).
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3.3.2 — P5: urs-12-en-33-ol (a-amirina)

23 24

Os sinais entre 6 0,8-1,1 no espectro de RMN de 'H (Apéndice E, p. 153) foram
atribuidos aos atomos de hidrogénio metilicos caracteristicos de triterpenos. Os sinais
de hidrogénio observados em 61 3,23 (dd, 10,8; 5,2 Hz, 1H) e éu 5,13 (t, 3,7 Hz, 1H)
(Figura 15) indicam a presenca de uma hidroxila em carbono metinico e uma ligagéo
dupla trissubstituida, respectivamente. Apds a andlise dos espectros de RMN de 13C
e DEPT-135 (Apéndice E, p. 153) é possivel confirmar a presenca de um atomo de
carbono carbindlico em 6c 79,1 (CH) e de ligacédo dupla a partir dos sinais em 6c 139,6
(C) e 6c 124,4 (CH). Os valores dos deslocamentos associados aos atomos de
carbono olefinicos foram bastante proximos aos observados para P1, indicando que
P5 € um triterpeno de esqueleto ursanico. Apos a comparacao com dados da literatura
(Tabela 9, p. 33) foi possivel identificar P5 como sendo urs-12-en-33-ol (a-amirina).

Figura 15. Expansédo do espectro de RMN de *H* (8+ 3,18-5,16) para P5
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Tabela 9. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de 3C (100
MHz) para P5

Atomo Tipo &c P52 éc urs-12-en-3B-0l2

1 CH: 38,8 38,8
2 CH: 27,3 27,2
3 CH 79,1 79,3
4 C 38,8 38,7
5 CH 55,2 55,2
6 CH: 18,4 18,3
7 CH: 33,0 32,9
8 C 40,0 40,0
9 CH 47,7 47,7
10 C 36,9 36,9
11 CH: 23,4 23,3
12 CH 124,4 124.4
13 C 139,6 139,6
14 C 42,1 42,1
15 CH: 28,8 28,7
16 CH: 26,6 26,6
17 C 33,8 33,7
18 CH 59,1 59,1
19 CH 39,6° 39,6
20 CH 39,7° 39,7
21 CH: 31,3 31,2
22 CH: 41,5 41,5
23 CHs 28,1 28,1
24 CHs 15,7¢ 15,7
25 CHs 15,6° 15,6
26 CHs 16,9 16,8
27 CHs 23,3 23,3
28 CHs 28,1 28,1
29 CHz 17,5 17,5
30 CHz 21,4 21,4

aCDCls; b¢ podem estar trocados; *(RAGA et al., 2014)
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3.3.3—P5 e P6: mistura de urs-12-en-33-ol (a-amirina) e olean-12-en-3B-ol (3-amirina)

29

A mistura de P5 e P6 se apresentou como um Unico ponto no centro da placa
de CCD quando eluida em cloroférmio e acetato de etila na proporc¢do 9:1. Ao analisar
o espectro de RMN de H (Apéndice F, p. 154) foi possivel observar muitos sinais de
atomos de hidrogénio metilicos sobrepostos na regido de én 0,8-1,1, sugerindo que
esta amostra se tratava de uma mistura. No espectro de RMN de 13C (Apéndice F, p.
154) foram observados 57 sinais, confirmando que se tratava, de fato, de uma mistura
de dois triterpenos. Como exibiam exatamente o mesmo Rf na placa de CCD, ambos
0s triterpenos deveriam apresentar estruturas quimicas similares. Os sinais em 6n 3,22
(dd, 10,7; 4,5 Hz) e 61 5,13 (t, 3,7 Hz) no espectro de 'H (Figura 16, p. 35), relativos
ao atomo de hidrogénio carbindlico e ao &tomo de hidrogénio olefinico, ja evidenciam
gue um dos triterpenos da mistura é a a-amirina (P5). Outro tripleto pode ser
observado em 61 5,18 (t, 3,7 Hz), indicando que o outro triterpeno também apresenta
uma ligagdo dupla. Analisando detalhadamente os espectros de RMN de 3C e DEPT-
135 (Apéndice F3, p. 154), os sinais relativos a um atomo de carbono carbinélico em
Oc 79,1 (CH) e aos olefinicos em 6c 139,6 (C) e dc 124,5 (CH) foram compativeis aos
observados para P5, e os sinais em 6c 79,0 (CH), 6c 121,8 (CH) e oc 145,2 (C) foram
comparados com dados da literatura e foram similares aos valores de deslocamento
dos atomos de carbono carbinodlico e olefinicos do triterpeno olean-12-en-33-ol (8-
amirina) (P6). A partir dos valores observados para as integrais dos sinais de H-12 de
ambos os triterpenos, é possivel estimar que a mistura corresponde a 59% de P6 e
41% de P5. Todos os sinais de RMN de 3C de P5 e P6 foram atribuidos de acordo

com dados da literatura e se encontram na Tabela 10, p. 35.
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Figura 16. Expanséao do espectro de RMN de *H* (6+ 3,15-5,25) para P5 e P6

Hod o

col [Bm
5.18 5.13
I
" i

3.30
1 (ppm)

*400 MHz, CDCls.

Tabela 10. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de *3C (100
MHz) para P5 e P6

Atomo Tipo &cP5% &curs-12-en-3B8-0l* Tipo &c P62  &c olean-12-en-3B-0l&
1 CH: 38,8 38,8 CH2 38,6 38,6
2 CH: 27,3 27,2 CH2 27,3 27,3
3 CH 79,1 79,3 CH 79,1 79,0
4 C 38,8 38,7 C 38,8 38,8
5 CH 55,2 55,2 CH 55,2 55,3
6 CH: 18,4 18,3 CH: 18,4 18,5
7 CH: 33,0 32,9 CH2 32,7 32,8
8 C 40,1 40,0 C 38,8 38,8
9 CH 47,8 47,7 CH 47,7 47,7
10 C 36,9 36,9 C 37,2 37,6
11 CH:2 23,4 23,3 CH: 23,6 23,6
12 CH 124,5 124,4 CH 121,8 121,8
13 C 139,6 139,6 C 145,2 145,1
14 C 42,1 42,1 C 41,8 41,8
15 CH:2 28,8 28,7 CH: 26,2 26,2
16 CH:2 26,7 26,6 CH: 27,0 27,0
17 C 33,8 33,7 C 32,5 32,5
18 CH 59,1 59,1 CH 47,3 47,4
19 CH 39,62 39,6 CH: 46,9 46,9
20 CH 39,72 39,7 C 31,1 31,1
21 CH: 31,3 31,2 CH2 34,8 34,8
22 CH: 41,6 41,5 CH2 37,0 37,2
23 CHs 28,2 28,1 CHs 28,1 28,2
24 CHs 15,70 15,7 CHs 15,6¢ 15,5
25 CHs 15,6° 15,6 CHs 15,5¢ 15,5
26 CHs 16,9 16,8 CHs 16,8 16,9
27 CHs 23,3 23,3 CHs 26,0 26,0
28 CHs 28,1 28,1 CHs 28,4 28,4
29 CHs 17,5 17,5 CHs 33,3 33,3
30 CHs 21,4 21,4 CHs 23,7 23,7

aCDCls; b€ podem estar trocados; *(RAGA et al., 2014); *(MAHATO; KUNDU, 1994)
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3.4 — Triterpenos pentaciclicos - friedelanos

Os diferentes esqueletos pentaciclicos sdo originados a partir da acao de
enzimas da familia das oxidoesqualeno ciclases (OSC). Cada OSC dara origem a um
triterpeno monofuncionalizado caracteristico para cada tipo de esqueleto, que servira
como arcabouco para posteriores modificacbes pos-biossintéticas, principalmente
devido a acdo das enzimas citocromo P-450 (THIMMAPPA et al., 2014).

A friedelina é o triterpeno de esqueleto friedelanico basico originado a partir da
acdo de uma OSC. Diferentemente dos triterpenos basicos de outros esqueletos,
como o lupeol (lupano), a-amirina (ursano) e B-amirina (oleanano) (Figura 14, p. 4), a
friedelina é o Unico dentre esses que nao apresenta ligacdo dupla entre &tomos de
carbono. Considerando os principais tipos de triterpenos isolados de espécies da
familia Celastraceae, agueles que ndo apresentam insaturacdes na cadeia carbdnica
sao geralmente triterpenos de esqueleto friedelanico.

Dessa forma, € possivel apontar algumas semelhancas nos perfis dos
espectros de RMN de 'H para a uma boa parte dos compostos friedelanicos relatados
na literatura, como por exemplo a presenca de sinais caracteristicos de metila entre
on 0,7-1,2, podendo estar evidente um dupleto com J = 7 Hz associado a metila 23,
além da auséncia de sinais na regiao de hidrogénios olefinicos.

Uma observacdo empirica importante na elucidacdo estrutural de triterpenos
friedelanicos é a diferenciacdo entre aqueles que apresentam carbonila em C-3
(3-oxofridelanos) e hidroxila na posicdo B8 em C-3 (3B-hidroxifriedelanos). Em
triterpenos 3-oxofriedelanicos, o carbono da metila C-23 se encontra na regido do
cone de protecao gerado pelo grupo carbonila e, como consequéncia, observa-se um
valor do deslocamento quimico bastante caracteristico em torno de &c 7,0 no seu
espectro de RMN de 3C. Ja em triterpenos 3B-hidroxifriedelanicos, o sinal de C-23

aparece em torno de 6c12,0.
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3.4.1 — P2: friedelan-3-ona (friedelina)

O perfil do espectro de RMN de 'H (Apéndice G, p. 156) sugere que P2 é um
triterpeno friedelanico. O sinal em én 2,39 (ddd, 13,9; 5,3; 2,1 Hz, 1H) e os sinais
sobrepostos entre 6n 2,20-2,35 (2H) (Figura 17, p. 37) indicam a presenca de trés
atomos de hidrogénio vizinhos a uma carbonila. Nos espectros de RMN de 13C e
DEPT-135 (Apéndice G, p. 156) pode-se observar a presenca de um sinal relacionado
a uma carbonila de cetona em 6c 213,2 (C) e um sinal com deslocamento em éc 6,8
referente a um grupo CHs. Estes sinais sdo caracteristicos para triterpenos 3-
oxofriedelanicos, e correspondem aos valores de deslocamento quimico observados
para os atomos de carbono C-3 e da metila 23, respectivamente. Devido ao efeito de
anisotropia magnética gerado pela ligacdo pi existente na carbonila em C-3, cria-se
um cone de protecao, de tal forma que o valor de deslocamento de C-23 fica proximo
a oc 7,0. De posse dessas informacfes, 0os sinais observados para P2 foram
comparados aos da friedelan-3-ona (friedelina) (KLASS et al., 1992), permitindo
confirmar P12 como sendo esta substancia. Os valores e atribuicdes para os atomos

de carbono se encontram na Tabela 11, p. 38.

Figura 17. Expanséo do espectro de RMN de 'H* (61 2,20-2,44) para P2
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Tabela 11. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de 3C (100
MHz) para P2

Atomo Tipo éc P22 &c friedelan-3-ona®
1 CH> 22,3 22,3
2 CH; 41,5 41,5
3 C 213,2 213,2
4 CH 58,3 58,2
5 C 42,2 42,1
6 CH> 41,3 41,3
7 CHa 18,3 18,2
8 CH 53,1 53,1
9 C 37,5 37,4
10 CH 59,5 59,5
11 CHa 35,6 35,6
12 CH; 30,5 30,5
13 C 39,7 39,7
14 C 38,3 38,3
15 CH; 32,8 32,8
16 CHa 36,0 36,0
17 C 30,0 30,0
18 CH 42,8 42,8
19 CHa 35,4 35,3
20 C 28,2 28,2
21 CHa 32,4 32,4
22 CHa 39,3 39,2
23 CHs 6,8 6,8
24 CHs 14,7 14,7
25 CHs 18,0 17,9
26 CHs 20,3 20,3
27 CHs 18,7 18,7
28 CHs 32,1 32,1
29 CHs 31,8 31,8
30 CHs 35,0 35,0

aCDCls; *(KLASS et al., 1992)

30, 29
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3.4.2 — P3: friedelan-3(-ol (friedelinol)

O perfil observado no espectro de RMN de 'H de P3 (Apéndice H, p. 157)
sugere se tratar de um triterpeno friedelanico. Um quarteto em 6+ 3,74 (q, 2,7 Hz, 1H)
(Figura 18, p. 39) esta relacionado a um sinal de hidrogénio carbindlico na posicao
equatorial do anel, apontando que existe uma hidroxila axial ligada em carbono
secundario. Nenhum sinal foi observado proximo a regido entre éu 2,0-2,5, indicando
a inexisténcia de carbonila na estrutura. A partir da analise dos espectros de RMN de
13C e DEPT-135 (Apéndice H, p. 157) o sinal de menor valor de deslocamento quimico
para P3 foi observado em o&c 11,6 (CHs) associado a metila 23. Esse maior
deslocamento, em relacdo ao C-23 obtido em P2, é explicado devido a auséncia do
efeito anisotrépico observado para triterpenos friedelanicos com carbonila na posicao
3. Dessa forma, o sinal do carbono carbindlico em é6c 72,8 (CH) esta associado ao
deslocamento quimico para C-3. Comparando os dados de 3C encontrados na
literatura com os observados para P3 (Tabela 12, p. 40), foi possivel identificar a

amostra como sendo friedelan-38-ol (friedelinol).

Figura 18. Expansdo do espectro de RMN de 'H* (6+ 3,69-3,78) para P3
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Tabela 12. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de 3C (100
MHz) para P3

Atomo Tipo éc P32 &c friedelan-3B-ol*

1 CH: 15,8 16,2
2 CH: 36,1 36,1
3 CH 72,8 71,6
4 CH 49,2 49,6
5 C 37,8 38,1
6 CH: 41,7 42,0
7 CH: 17,6 17,7
8 CH 53,2 53,3
9 C 37,1 37,2
10 CH 61,4 61,7
11 CH: 35,3 35,7
12 CH: 30,6 30,7
13 C 38,3 38,3
14 C 39,7 39,7
15 CH: 32,3 32,3
16 CH: 35,6 35,9
17 C 30,0 30,0
18 CH 42,8 42,9
19 CH: 35,2 35,4
20 C 28,2 28,2
21 CH: 32,8 32,9
22 CH: 39,3 39,3
23 CHs 11,6 12,1
24 CHs 16,4 16,6
25 CHs 18,2 18,4
26 CHs 20,1 20,1
27 CHs 18,7 18,7
28 CHs 32,1 32,1
29 CHz 35,0 35,0
30 CHs 31,8 31,9

aCDCls; ®CDClz + gotas de CsDsN; *(SALAZAR et al., 2000)

30, 29
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3.4.3 — P9: 28-hidroxifriedelan-3-ona (canofilol)
30, 29

A partir da andlise do espectro de RMN de 'H de P9 (Apéndice |, p. 159), foi
possivel observar um sinal em 6+ 2,40 (ddd, 13,8; 5,2; 2,1 Hz, 1H) e sinais sobrepostos
entre on 2,20-2,35 (2H) (Figura 19) que apresentam grande similaridade aos sinais
observados nas mesmas regides do espectro de RMN de H de P2. Pode-se concluir,
portanto, que a amostra se trata de um triterpeno 3-oxofriedelanico. Além da carbonila
em C-3, um simpleto largo em én 3,63 (sl, 2H) aponta a existéncia de um grupo
hidroximetilénico. A partir das andlises dos espectros de RMN de °C e DEPT-135
(Apéndice I, p. 159), a carbonila em C-3 foi associada ao sinal em éc 213,2 (C), e 0
sinal do carbono hidroximetilénico foi atribuido ao sinal em &c 68,0 (CH2). Os 30 sinais
observados no espectro de RMN de 13C foram comparados aos relatados na literatura
e P9 foi identificado como sendo 28-hidroxifriedelan-3-ona (canofilol) (Tabela 13, p.
42).

Figura 19. Expanséo do espectro de RMN de H* (8w 2,20-3,70) para P9
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Tabela 13. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de 3C (100
MHz) para P9

Atomo Tipo &c P92 &c 28-hidroxifriedelan-3-ona®*

1 CH: 22,3 22,3
2 CH> 41,5 41,5
3 C 213,2 213,2
4 CH 58,2 58,2
5 C 42,1 42,1
6 CH: 41,2 41,2
7 CH> 18,2 18,2
8 CH 52,5 52,5
9 C 37,5 37,5
10 CH 59,5 59,5
11 CH> 35,4 354
12 CH> 30,1 30,1
13 C 39,4 39,4
14 C 38,2 38,1
15 CH> 31,2 31,2
16 CH> 29,1 29,1
17 C 35,2 35,2
18 CH 39,5 39,4
19 CH> 34,5 34,5
20 C 28,2 28,2
21 CH> 31,4 31,4
22 CH> 33,4 33,4
23 CHs 6,8 6,8

24 CHs 14,7 14,7
25 CHs 18,1 18,1
26 CHs 19,1° 19,1
27 CHs 19,2° 19,2
28 CH> 68,0 68,1
29 CHs 32,9 32,9
30 CHs 34,3 34,3

aCDCls; ® podem estar trocados; *(PEREIRA et al., 2018).

30, 29
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3.4.4 — P11: 29-hidroxifriedelan-3-ona

No espectro de RMN de 'H de P11 (Apéndice J1, p. 160) é possivel observar
sinais na regido entre on 2,15-2,50 (3H), similares aos observados em P2. Pode-se
inferir, portanto, que a substancia é um triterpeno 3-oxofriedelanico. Dois sinais
parcialmente sobrepostos em 6n 3,24 (d, 10,3 Hz) e 6n 3,30 (d, 10,3 Hz) integrados
para 2H (Figura 20), que correspondem a dois atomos de hidrogénio diastereotdpicos
apresentando acoplamento geminal (?Jun) indicam a presenga de um grupo
hidroximetilénico ligado diretamente a um centro estereogénico. Nos espectros de
RMN de '3C e DEPT-135 (Apéndice J, p. 160) é possivel observar um sinal em &c
74,8 que foi associado ao grupo hidroximetilénico, e quando comparado com dados
da literatura junto aos demais sinais observados no espectro de RMN de 13C (Tabela

14, p. 44), foi possivel identificar P11 como sendo a 29-hidroxifriedelan-3-ona.

Figura 20. Expansédo do espectro de RMN de *H* (8+ 3,15-3,40) para P11
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Tabela 14. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de *3C (100
MHz) para P11

Atomo Tipo éc P112 &c 29-hidroxifriedelan-3-ona?

1 CH> 22,3 22.3
2 CH; 41,5° 41,5
3 C 213,2 213,3
4 CH 58,2 58,2
5 C 42,2 42,2
6 CH2 41,3° 41,3
7 CH; 18,2 18,2
8 CH 53,4 53,4
9 C 37,4 37,4
10 CH 59,5 59,4
11 CHa 35,6 35,6
12 CHa 29,8 29,7
13 C 40,0 39,9
14 C 38,2 38,2
15 CH; 32,7 32,7
16 CHa 35,9 35,9
17 C 30,5 30,5
18 CH 41,9 41,8
19 CH; 30,6 30,6
20 C 33,1 33,1
21 CHa 27,8 27,8
22 CH; 39,5 39,5
23 CHs 6,8 6,8

24 CHs 14,7 14,7
25 CHs 17,9 17,9
26 CHs 18,5 18,5
27 CHs 20,8 20,8
28 CHs 32,1 32,1
29 CH; 74,8 74,7
30 CHs 25,8 25,8

aCDCls; ® podem estar trocados; *(PEREIRA et al., 2018).

30y 22—oH

44



CAPITULO 1: ESTUDO FITOQUIMICO DE FOLHAS E GALHOS DE C. cognatum

3.4.5 — P12: friedelano-33,29-diol

No espectro de RMN de 'H de P12 (Apéndice K, p. 162) foi observado um sinal
em ox 3,76 (g, 2,8 Hz, 1H) e outros dois sinais muito préximos em 6+ 3,28 (d, 10,3 Hz)
e ou 3,32 (d, 10,3 Hz) integrados juntos para 2H (Figura 21), que apresentaram
similaridade em relagcdo ao &tomo de hidrogénio carbindlico de P3 e hidrogénios
hidroximetilénicos de P11. Estas informacdes indicam que P12 trata-se de um
triterpeno friedelanico com hidroxilas em C-3 (posicdo beta) e C-29. Os espectros de
RMN de 3C e DEPT-135 (Apéndice K, p. 162) evidenciam a presenca dos carbonos
hidroxilados em &c 73,9 (CH2) e 6c 71,5 (CH), corroborando com a informacé&o obtida
pela andlise do espectro de RMN de 'H. Apés comparagdo com dados da literatura

(Tabela 15, p. 46), foi possivel identificar P12 como sendo o triterpeno friedelano-
3B,29-diol.

Figura 21. Expansédo do espectro de RMN de *H* (8+ 3,25-3,85) para P12
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Tabela 15. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de 3C (100
MHz) para P12

Atomo Tipo éc P122 &c friedelano-38,29-diol®*
1 CH> 15,6 16,0
2 CH; 35,2 35,4
3 CH 71,5 73,0
4 CH 49,1 49,4
5 C 37,6 38,1
6 CH> 41,5 41,9
7 CH; 17,2 17,8
8 CH 53,2 53,7
9 C 36,7 37,3
10 CH 61,1 61,5
11 CH: 35,2 35,8
12 CH> 30,3 30,9
13 C 39,6 40,1
14 C 37,9 38,5
15 CH> 32,3 32,8
16 CH: 35,6 36,1
17 C 30,2 30,8
18 CH 41,6 42,1
19 CH; 29,7 30,0
20 C 32,9 33,3
21 CH: 27,6 28,0
22 CH; 39,4 39,7
23 CHs 11,5 11,8
24 CHs; 16,1 16,6
25 CHs; 17,8 18,4
26 CHs; 20,3 20,8
27 CHs; 18,0 18,7
28 CHs 31,7 32,3
29 CH; 73,9 75,0
30 CHs 25,7 26,0

aCDCls + gotas de CsDsN; PCDCls; *(PEREIRA et al., 2018).
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3.4.6 — P13: acetato de 3-oxofriedelan-29-ila

No espectro de RMN de 'H de P13 (Apéndice L, p. 163) foram observados um
sinal em on 2,39 (ddd, 14,0; 5,4; 2,1 Hz, 1H) e dois sinais sobrepostos em on 2,20-
2,35 (2H) (Figura 22, p. 48), similares aos observados em P2, indicando que P13 é
um friedelano. O sinal em ou 3,75 (s, 2H) sugere a presenca de um grupo
hidroximetilénico. Além disso, um simpleto em &1 2,08 (s, 3H) evidencia a presenca
de uma metila ligada a um grupo carbonilico. A partir das analises dos espectros de
RMN de 3C e DEPT-135 (Apéndice L, p. 163) foi possivel observar 32 sinais, dois a
mais ao habitualmente encontrado para triterpenos. As informac¢des de que existe um
grupo metila vizinho a um grupo carbonilico e que o espectro de RMN de 3C
apresenta dois sinais a mais que o esperado, sugerem que o sinal em 6c 171,6 (C)
corresponde a um carbono carbonilico de um grupo acetila esterificado ao triterpeno.
Considerando que P13 foi isolado do extrato acetato etilico de folhas de C. cognatum,
e P11 foi um dos triterpenos majoritarios isolados desta parte da planta (PEREIRA et
al., 2018), foi feita uma busca na literatura de forma a identificar essa substancia a
partir de dados de RMN para o derivado do triterpeno P11 acetilado na posi¢cao 29.
Dados de deslocamento quimico para os sinais de RMN de 'H (BETANCOR et al.,
1980) corroboraram a hipotese de P13 ser, de fato, um derivado acetilado de P11.
Dessa forma, P13 foi identificado como sendo acetato de 3-oxofriedelan-29-ila. Como
ndo existem dados de RMN de 13C para P13 publicados na literatura, na Tabela 16,
p. 49, estdo expressos os valores dos deslocamentos de 3C do triterpeno P11 e do
diacetato de friedelano-33,29-di-ila (Figura 23, p.48), um derivado diacetilado nas

posicoes 383 e 29 de P12. Pode-se observar que os valores de deslocamento para o
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grupo acetila e para o C-29 de P13 sao coincidentes aos observados para o derivado
diacetilado.

Inicialmente foi avaliada a possibilidade de P13 ser um artefato produzido
durante o processo de maceragéo das folhas em AcOEt. Para que essa suposi¢cao
fosse descartada foram colocados 50 mg de P11 em 200 mL de AcOEt e a mistura foi
deixada em repouso por 10 dias, simulando o processo de extracdo por maceracao.
Em seguida, essa mistura foi submetida a remogdo do solvente por 6 vezes em
evaporador rotativo com banho a 60 °C de forma a simular o processo de obtencao
do extrato acetato etilico. Foi realizada uma CCD de forma a comparar os fatores de
retencdo do solido resultante com os padrées de P11 e P13. Néao foi verificada a
formacéo de P13. Logo apos foi realizado um experimento de RMN de 'H para avaliar
se de fato ndo houve a formacéo de artefato, mesmo que em pequena proporcgéao, e
nao foi detectada a formacéo de P13. Dessa forma, concluiu-se que P13 ndo € um
artefato do processo de maceracéao, e o isolamento desta substancia como produto

natural foi descrito pela primeira vez neste trabalho.

Figura 22. Expansdes do espectro de RMN de *H* (1 2,05-3,80) para P13
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Figura 23. Diacetato de friedelano-38,29-di-ila
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Tabela 16. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de 3C (100
MHz) para P13

Atomo Tipo

oc P132

Oc 29-hidroxifridelan-

Oc diacetato de friedelano-

3-ona® 3B,29-di-ila®”
1 CH> 22,3 22,3 16,4
2 CH> 41,5 41,5 32,2
3 C 213,1 213,3 74,6
4 CH 58,3 58,2 48,1
5 C 42,2 42,2 37,9
6 CH> 41,3 41,3 41,7
7 CH> 18,3 18,2 17,7
8 CH 53,4 53,4 53,4
9 C 37,5 37,4 37,1
10 CH 59,5 59,4 61,0
11 CH> 35,7 35,6 35,6
12 CH> 30,4 29,7 30,7
13 C 39,9 39,9 39,9
14 C 38,3 38,2 38,3
15 CH> 32,1 32,7 32,5
16 CH> 35,9 35,9 35,9
17 C 30,1 30,5 30,4
18 CH 41,9 41,8 41,9
19 CH> 30,6 30,6 30,0
20 C 32,6 33,1 31,7
21 CH> 28,1 27,8 28,1
22 CH> 39,2 39,5 39,2
23 CHs 6,8 6,8 11,3
24 CHs 14,7 14,7 15,8
25 CHs; 17,9 17,9 18,2
26 CHs; 18,4 18,5 20,5
27 CHs 20,6 20,8 18,4
28 CHs 31,7 32,1 32,1
29 CH> 75,2 74,7 75,2
30 CHs 26,3 25,8 26,3
1 C 171,6 - 171,5
2 CHs 21,0 - 21,0
1”7 C - - 170,8
2” CHs - - 21,4

aCDCls; *(PEREIRA et al., 2018); **(DUARTE, 2000).
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3.5 —Triterpenos pentaciclicos — glutinano

3.5.1 — P4: glutin-5-en-3(-ol (glutinol)

23 24

Foram observados dois multipletos centrados em 615,63 (m, 1H) e én 3,47 (m,
1H) no espectro de RMN de 'H de P4 (Figura 24 e Apéndice M, p. 165), sendo o
primeiro relacionado a um atomo de hidrogénio olefinico e o segundo a de um
hidrogénio carbindlico. Ndo foram observados outros sinais que pudessem indicar a
presenca de outro grupo funcional. O valor de deslocamento do hidrogénio olefinico
de P4 indicou que esta amostra ndo pertence a nenhum dos outros tipos de triterpenos
ja descritos anteriormente neste trabalho. Nos espectros de RMN de 3C e DEPT-135
(Apéndice M, p. 165) foi possivel visualizar os sinais dos carbonos olefinicos em oéc
141,6 (C) e oc 122,1 (CH) e, a partir destes valores, foi realizada uma busca na
literatura de forma a encontrar qual esqueleto triterpénico apresentaria uma ligacao
dupla que corresponderia aos valores obtidos. Apos esta busca, descobriu-se que o
composto é um glutinano (FRAGA et al., 2003). A comparacdo com o0s demais sinais
de RMN de *3C de P4 (Tabela 17, p. 51) possibilitou a identificacdo da amostra como
sendo o glutin-5-en-33-ol.

Figura 24. Expansdo do espectro de RMN de 'H* (6+ 3,35-5,75) para P4
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Tabela 17. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de 3C (100
MHz) para P4

Atomo Tipo &c P42 éc glutin-5-en-3B-0l%

1 CH 18,2 18,2
2 CH 27,8 27,8
3 CH 76,4 76,3
4 C 40,8 40,8
5 C 141,6 141,6
6 CH 122,1 122,0
7 CH 23,7 23,6
8 CH 47,5 47,4
9 C 34,9 34,8
10 CH 49,7 49,6
11 CH 34,6 34,6
12 CH 30,4 30,3
13 C 39,3 39,3
14 C 37,9 37,8
15 CH 32,1 32,1
16 CH 36,1 36,0
17 C 30,1 30,1
18 CH 43,1 43,0
19 CH 34,9 34,8
20 C 28,3 28,2
21 CH 33,2 33,1
22 CH 39,0 38,9
23 CHs 29,0 28,9
24 CHs 25,5 25,5
25 CHs 16,2 16,2
26 CHs 19,7 19,6
27 CHs 18,4 18,4
28 CHs 32,1 32,1
29 CHs 34,5 34,5
30 CHs 32,1 32,1
aCDCls; *(FRAGA et al., 2003).

30, 29
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3.6 — Flavonoide

3.6.1 — P14: epigalocatequina

Durante o teste de solubilidade de P14 foi possivel perceber que a amostra
apresentava polaridade bastante superior a qualquer outro constituinte isolado
anteriormente, e se apresentou insoltvel em cloroférmio e solivel em metanol. Dessa
forma, todos os experimentos de RMN foram realizados em metanol-d4, e o espectro
de RMN de !H (Apéndice N, p. 166) foi realizado com supresséo parcial do sinal de
agua em 6n 4,90 para melhor visualizagdo dos sinais da amostra e suas respectivas
multiplicidades. Foram observados cinco sinais, excluindo alguns sinais de impurezas,
integrados para sete atomos de hidrogénio ao todo, com deslocamentos entre ou 2,5-
7,0, sendo alguns deles sinais relativos a hidrogénios arométicos. No espectro de
RMN de *3C (Apéndice N, p. 166) foram observados 13 sinais entre dc 29,0-158,0,
sendo que, a partir da analise do espectro de DEPT-135 (Apéndice N, p. 166), foram
classificados em sete sinais de carbono néo hidrogenado, cinco de carbono metinico
e um de carbono metilénico. Essas informacdes sugerem que P14 pertence a classe
dos flavonoides. O sinal em o6c 29,1 (CH2) e a auséncia de sinais de carbonila indicam
que, dentre os tipos de flavonoides conhecidos, o esqueleto de P14 corresponde a um
flavanol. Sugere-se, portanto, que dois dos treze sinais de !3C observados
correspondam a dois atomos de carbono, cada, considerando que flavandis
geralmente apresentam 15 atomos de carbono em sua estrutura. Os sinais dos
atomos de hidrogénio metilénicos, 6+ 2,73 (dd, 16,8; 3,3 Hz, 1H) e é1 2,85 (dd, 16,8;
4,7 Hz, 1H), e o sinal do hidrogénio carbinélico em én 4,17 (ddd, 4,7; 3,3; 1,4 Hz, 1H)
(Figura 25, p. 53) apontam que P14 é um flavan-3-ol. A comparacdo com dados da
literatura levou a identificacdo de P14 como sendo a epigalocatequina (Tabela 18, p.
53), um produto natural ja isolado de espécies da familia Celastraceae (DE OLIVEIRA
et al., 2006).
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Figura 25. Expanséo do espectro de RMN de *H* (8w 2,70-4,25) para P14
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*400 MHz, Metanol-d4.

Tabela 18. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de *H (400
MHz) e 13C (100 MHz) para P14

Atomo Tipo on P142 8c P142 &c epigalocatequina®”
1 @] - - -
2 CH 4,75 (sl) 79,9 79,4
3 CH 4,17 (ddd, 4,7; 3,3; 1,4 Hz) 67,5 67,0
2,73 (dd, 16,8; 3,3 Hz)
4 Ch 2,85 (dd, 16,8; 4,7 Hz) 29,4 28,8
5 C - 157,3 157,1
6 CH 5,94 (d, 2,3 Hz) 96,3 96,3
7 C - 157,6 157,5
8 CH 5,91 (d, 2,3 Hz) 95,9 95,7
9 C - 158,0 157,5
10 C - 100,1 99,9
1 C - 131,5 131,5
2’ CH 6,52 (S) 107,0 107,0
3 C - 146,7 146,1
4 C - 133,6 132,9
5 C - 146,7 146,1
6’ CH 6,52 (s) 107,0 107,0
aMetanol-d4; Pacetona-d6; *(CZOCHANSKA et al., 1980).
OH
¥ _OH
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3.7 — Acidos fendlicos
3.7.1 - P15 e P16: Acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico (acido vanilico) e acido 4-hidroxi-

3,5-dimetoxibenzoico (acido siringico)

. o)
5 7 “OH LOIA 7 “OH
HO 4 Y5 2 HO 4 Y, ©
~N ~
P15 P16

Inicialmente foram realizados testes de solubilidade para se verificar qual o
melhor solvente para ser utilizado nas analises de RMN. Observou-se que a amostra
apresentava alta solubilidade em acetona, sendo entdo acetona-dé o solvente
escolhido para a realizacao dos experimentos. A partir da analise do espectro de RMN
de 'H (Figura 26 e Apéndice O, p. 168) foi possivel verificar a presenca de sinais entre
oH 6,9-7,6, indicando que a amostra apresenta substancias que possuem atomos de
hidrogénio aromaticos. Além disso, foi possivel observar sinais associados a grupos
metoxila em on 3,89 (s) e 3,91 (s). Ao se analisar o espectro de RMN de *3C (Apéndice
O, p. 168), sinais na regido entre oc 100-150 confirmam a presenca de sinais de
atomos de carbono aromaticos. Dois sinais muito préximos em 6c 167,6 sugerem que
a amostra apresenta carboxila ligada ao anel aromatico. A partir da analise das
integracBes para os hidrogénios aromaticos foi possivel observar que a amostra se
trata de uma mistura de duas substancias, pois o sinal em én 7,33 (S) esta integrado
para 3H, e em um sistema aromatico é improvavel que haja trés atomos de hidrogénio

quimicamente equivalentes.

Figura 26. Expanséo do espectro de RMN de 'H* (8H 3,8-7,7) para P15 e P16

55BEBE 8 38 5 i
RTINS i 79
[EE: | 12 ez ‘
193
Addd) (B { CH
T80 | 7.58 6.
i |
i ill 1 -
E @ 8 LN
W 35

T T T T T T T T ¥ T
765 760 755 750 745 744 735 7.3 725700 695 6.90 6485 680 395 3
T by

*600 MHz, acetona-d6.
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Para a primeira substancia, P15, foram observados trés sinais atribuidos a
atomos hidrogénio aromaticos em 6+ 6,93 (d, 8,20 Hz, 1H), 7,60 (dd, 8,20; 1,93 Hz,
1H) e 7,56 (d, 1,93 Hz, 1H). As constantes de acoplamento 3J =8,20 Hz e J = 1,93 Hz
evidenciam que se trata de um anel aromético 1,3,4-trissubstituido. Como um dos
substituintes € uma carboxila e 0 segundo substituinte € uma metoxila com sinais de
hidrogénio em on 3,91 (s, 3H), concluiu-se que o terceiro substituinte seria um grupo
hidroxila. Apés comparacéo dos dados de RMN de *3C (Tabela 19, p. 55) com dados
da literatura (HARRISON et al., 1995) identificou-se P15 como sendo o &cido vanilico.

A segunda substancia, P16, apresentou somente um sinal de hidrogénio em 6n
7,33 (s) integrado para 3H, e o sinal da metoxila em 61 3,89 (s) foi integrado para 9H.
Foi observada, portanto, uma relagéo 1:3 entre o sinal do hidrogénio aromético de P16
e os hidrogénios da metoxila, evidenciando que se trata de uma amostra simétrica,
com dois hidrogénios aromaticos e duas metoxilas. Concluiu-se, portanto, que P16 se
trata de uma substadncia que apresenta um anel aromatico tetrassubstituido,
apresentando dois grupos metoxila, uma carboxila, e uma hidroxila. Ap6s comparacao
dos dados de RMN de '3C (Tabela 19) com os da literatura (WISHART et al., 2009),

P16 foi identificado como sendo o acido siringico.

Tabela 19. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de H (600
MHz) e 13C (150 MHz) para P15 e P16

< . o+ acido &4 acido &c acido o+ acido &c acido &c acido
Atomo  Tipo e o e ak S P C e e
vanilico? vanilico® vanilico® siringico®  siringico?® siringico®
1 C - 122,8 123,0 - 121,3 120,4
2 CH 7’56|_|(S)’ 1.9 113,2 113,5 7,33 (s) 107,8 106,9
3 C - 148,0 148,0 - 148,2 147,5
4 C - 152,0 152,0 - 141,3 140,2
5 CHou 69382 5 1155 ; 148,2 147,5
C Hz)
7,60 (dd, 8,2;
6 CH 1.9 Hz) 124,8 124,8 7,33 (s) 107,8 106,9
-COOH C - 167,6 167,6 - 167,6 167,3
-OMe CHs 3,91 (s) 56,2 56,3 3,89 (s) 56,5 56,0

aacetona-d6; PDMSO-d6; *(HARRISON et al., 1995); **(WISHART et al., 2009)
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3.8 — Xantona

3.8.1 — P17: mangiferina

P17 foi obtido como um soélido bege soluvel em DMSO apos testes de
solubilidade. No espectro de RMN de H de P17 (Figura 27 e Apéndice P, p. 169) foi
possivel observar trés sinais em 616,36 (s, 1H), 6,85 (s, 1H) e 7,37 (s, 1H), indicando
se tratar de sinais de hidrogénios aromaticos. Sinais de hidrogénio entre 61 3,0 a 4,6
evidenciaram a presenca de um glicidio na estrutura de P17, que foi confirmada por
seis sinais entre dc 61,5 a 81,6 nos espectros de RMN de '3C e DEPT-135 (Apéndice
P, p. 169). A fim de se descobrir o esqueleto da aglicona, os outros 13 sinais de
carbono de P17 foram comparados aos sinais de RMN de 3C de diversos flavonoides
(AGRAWAL, 2013), mas nenhum apresentou similaridade. Esta observacao deixou
claro que P17 néo se tratava de um flavonoide. Uma outra classe de compostos
comum de serem encontradas em espécies da familia Celastraceae séo as xantonas,

portanto, foram-se investigadas as principais xantonas isoladas nesta familia.

Figura 27. Expanséao do espectro de RMN de *H* (8H 3,0-7,7) para P17
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*600 MHz, DMSO-d6.

56



CAPITULO 1: ESTUDO FITOQUIMICO DE FOLHAS E GALHOS DE C. cognatum

Apoés a realizacdo de uma busca na literatura sobre as principais xantonas
isoladas a partir de espécies de plantas da familia Celastraceae, descobriu-se que a
mangiferina € amplamente encontrada em espécies do género Salacia (DUARTE et
al.,, 2010). De posse dessas informacOes, foi realizada a comparagdo dos
deslocamentos quimicos para 3C e 'H dessa xantona com os de P17. A partir da
comparacao dos dados de RMN (Tabela 20) foi possivel confirmar P17 como sendo

a mangiferina.

Tabela 20. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de H (600
MHz) e 13C (150 MHz) para P17

Atomo  Tipo 6H P172 6c P17 &c mangiferina®”
1 C - 161,8 161,8
2 C - 107,6 107,6
3 C - 163,8 163,8
4 CH 6,36 () 93,3 93,3
4a C - 156,2 156,2
5 CH 6,85 (s) 102,6 102,6
6 C - 154,1 154,2
7 C - 143,7 143,8
8 CH 7,37 (s) 108,0 108,0
8a C - 111,6 111,6
9 C - 179,1 179,1
9a C - 101,3 101,3
10 0] - - -

10a C - 150,8 150,8
1’ CH 4,59 (d, 9,7 Hz) 73,1 73,1
2 CH 4,03 (t, 8,9 Hz) 70,2 70,6
3’ CH 3,19 (m) 79,0 79,1
& CH 3,12 (m) 70,6 70,3
5’ CH 3,17 (m) 81,6 81,5

3,41 (dd, 11,8; 6,1 Hz)

6 CH: 3,68 (dl, 11,8 Hz)

61,5 62,8

aDMSO-d6; *(SHAHAT et al., 2003).
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4 — CONSIDERACOES PARA O ESTUDO FITOQUIMICO

Foi realizado, ao todo, o estudo fitoquimico inédito de seis extratos de folhas e
galhos de C. cognatum, sendo possivel a obtencéao e identificacdo de 17 constituintes
das partes aéreas dessa espécie, incluindo alguns metabdlitos em quantidade
expressiva.

Dos extratos hexanico e cloroférmico de galhos foram obtidos 12 constituintes,
sendo eles dois compostos graxos (P7 e P10), um esteroide (P8), um éster graxo de
triterpeno (P1), oito triterpenos pentaciclicos, entre eles cinco friedelanos (P2, P3, P9,
P11, P12), um glutinano (P4), um ursano (P5) e um oleanano (P6). Dos triterpenos
isolados, todos os friedelanos ja haviam sido identificados a partir de estudos
anteriores dos extratos hexanico e cloroformico de folhas de C. cognatum (PEREIRA
et al., 2018). A identificacdo dos triterpenos P4, P5 e P6 em plantas do género
Cheiloclinium foi relatada pela primeira vez neste trabalho, mas ja foram identificadas
em outras espécies da familia Celastraceae (MOO-PUC et al., 2014; NUNEZ et al.,
2013).

Os triterpenos P9, P11 e P12 foram obtidos em quantidade expressiva a partir
do extrato cloroférmico dos galhos. Foram isolados 1,64 g de P9, o correspondente a
12,4% do extrato, 1,50 g de P11, correspondendo a 11,4% do extrato, e uma mistura
de 1,29 g de P11+P12, correspondendo a 9,8% do extrato. Juntando as massas
obtidas de P9 nos extratos hexanico e cloroférmico dos galhos, somam-se pouco mais
de 2,4 g. Uma pequena quantidade havia sido obtida dos mesmos extratos de folhas
de C. cognatum, em torno de 7 mg, indicando que os galhos sdo a melhor fonte desse
triterpeno. A mistura de P11+P12 também foi obtida do extrato cloroférmico de folhas
de C. cognhatum, sendo sua quantidade correspondente a aproximadamente 21% em
massa desse extrato (PEREIRA et al., 2018). Dessa forma, tanto folhas quanto galhos
de C. cognatum podem ser consideradas importantes fontes de P11 e P12.

O fracionamento do extrato acetato etilico das folhas de C. cognatum levou ao
isolamento de quatro constituintes, sendo dois deles os triterpenos P11 e P12, um
derivado acetilado do triterpeno P11 (P13), e um flavonoide (P14). Este € o primeiro
relato de isolamento do constituinte P13 como produto natural. P14 ja havia sido
isolado de espécies de Celastraceae (DE OLIVEIRA et al., 2006), porém este é o

primeiro relato do isolamento deste constituinte em espécies do género Cheiloclinium.
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O fracionamento do extrato acetato etilico dos galhos de C. cognatum levou ao
isolamento de quatro constituintes, sendo um triterpeno (P2), dois acidos fendlicos
(P15 e P16) e uma xantona (P17). Os &cidos fendlicos P15 e P16, bem como a
xantona P17 j& foram isolados de espécies da familia Celastraceae (DUARTE et al.,
2010; LI et al., 2012), no entanto, esse € o primeiro relato de isolamento desses
constituintes a partir de uma espécie do género Cheiloclinium. A mangiferina (P17) foi
isolada em uma quantidade expressiva, correspondendo a 4,3% desse extrato.

O constituinte P17 também foi isolado de ambos os extratos metandlicos de
folhas e galhos de C. cognatum em quantidades expressivas. Foram obtidos 3,1 g de
P17 a partir dos extratos das folhas e 7,8 g a partir do extrato dos galhos,
correspondendo, respectivamente, a 5,2% e 13% de cada extrato.

A mangiferina (P17) € uma xantona comumente encontrada em espécies do
género Salacia (Celastraceae). Estudos anteriores descrevem o isolamento dessa
xantona tanto a partir de folhas quanto de raizes, porém em quantidades muito
inferiores as obtidas neste estudo. Duarte e colaboradores (2010) descreveram o
isolamento de mangiferina a partir de folhas de Salacia elliptica, e sua massa
correspondeu a pouco mais de 0,1% do extrato etandlico. Um estudo com raizes de
Salacia oblonga relatou o isolamento de mangiferina em quantidades superiores,
correspondendo a 1,4% do extrato aquoso (LI et al., 2004), ao passo que um estudo
com raizes de Salacia chinensis estimou que a quantidade de mangiferina das raizes
corresponderiaa 1,6% (SHASTRY; HALDANKAR; KADAM, 2009). Dessa maneira, 0S
resultados obtidos neste trabalho apontam que a massa de mangiferina isolada a
partir de ambos os extratos metandlicos € bastante significativa, sendo as partes
aéreas de C. cognatum importantes fontes desse metabdlito.

Os resultados obtidos para o fracionamento dos extratos de folhas e galhos de
C. cognatum evidenciaram que esta espécie é uma importante fonte de metabdlitos
secundarios, como P9, P11, P12 e P17, além disso, este estudo contribuiu para um
maior entendimento do perfil fitoquimico das partes aéreas dessa espécie e, portanto,
agregou maior conhecimento sobre a quimiotaxonomia de espécies da familia

Celastraceae.

59



CAPITULO 2: SINTESE DE DERIVADOS
GLICOSILTRIAZOLICOS DE TRITERPENOS

1 — INTRODUCAO

Um dos primeiros relatos da obtengcéo de um produto de modificacdo estrutural
de um triterpeno pentaciclico com grande potencial farmacol6gico foi o bevirimat, um
derivado de semissintese do &cido betulinico (Figura 28, p. 61). Fujioka e
colaboradores (1994) avaliaram o potencial inibitorio in vitro da replicacdo do HIV para
o0 &cido betulinico, e relataram um valor de 1,4 uM relativo a concentracao que inibe a
replicacdo viral em 50% (CEso). O &cido betulinico foi cerca de trinta vezes menos
ativo que o controle positivo, azidotimidina (AZT). No entanto, esses resultados foram
muito promissores do ponto de vista da busca por novas substancias com atividade
anti-HIV, devido a resisténcia de algumas cepas do virus aos farmacos comerciais,
como o AZT.

Visando a potencializacdo da atividade anti-HIV para o acido betulinico,
Kashiwada e colaboradores (1996) realizaram a semissintese de diversos derivados
desse triterpeno, dentre eles o bevirimat (Figura 28, p. 61), que apresentou CEso na
ordem de 0,3 nM, sendo 5000 vezes mais ativo, in vitro, que o controle positivo AZT.
Estudos do mecanismo de acéo do bevirimat demonstraram que essa substancia atua
no estagio final da replicagéo viral, inibindo a maturacao do virus HIV (KANAMOTO et
al., 2001). Esses resultados foram muito animadores, pois 0 bevirimat apresentava
mecanismo de acédo diferente do AZT, que € um farmaco antirretroviral, ou seja, atua
na inibicAo da enzima transcriptase reversa, e muitas cepas do virus HIV ja
apresentavam resisténcia a ele. Ensaios clinicos para o bevirimat foram conduzidos
até a fase Il, e foram observados que 55% dos pacientes ndo apresentaram reducao
da carga viral devido ao polimorfismo de um gene do virus HIV que resultou na
resisténcia a substancia (SMITH et al., 2007). Apesar disso, diversos inibidores de
maturacdo do HIV derivados do &cido betulinico continuam sendo alvos de estudos,
como o GSK3532795 (Figura 28, p. 61) que chegou a ensaios clinicos em fase I,
mas teve os estudos interrompidos devido alta intolerabilidade gastrointestinal e

resisténcia emergente ao tratamento entre os participantes (DICKER et al., 2019).



CAPITULO 2: DERIVADOS GLICOSILTRIAZOLICOS DE TRITERPENOS

Figura 28. Acido betulinico e dois derivados de semissintese

Acido betulinico Bevirimat GSK3532795

Desde a sintese do bevirimat, estudos envolvendo a sintese de novas
substancias derivadas de triterpenos pentaciclicos naturais tornaram-se uma area de
estudo bastante promissora (DZUBAK et al., 2006; SALVADOR et al., 2017; SAREK
et al.,, 2011). Um outro exemplo de produto de semissintese de um triterpeno
pentaciclico natural que se encontra atualmente em ensaios clinicos avancados é a
metil bardoxolona, um derivado nitrilico do acido oleandlico que se encontra em

ensaios clinicos em fase Ill para doenca renal crénica (Figura 29).

Figura 29. Acido oleandlico e metil bardoxolona

Acido oleandlico Metil bardoxolona

A metil bardoxolona foi inicialmente sintetizada por Honda e colaboradores em
um trabalho que envolveu a sintese de mais de 60 analogos dos triterpenos acido
ursoélico e acido oleandlico com o intuito de investigar o potencial anti-inflamatorio
dessas substancias (HONDA; GRIBBLE et al., 2000; HONDA; ROUNDS et al., 2000).
Testes in vitro demonstraram que a metil bardoxolona inibiu 50% a producao de 6xido
nitrico (Clso) em macrofagos CD-1 isolados de ratos na concentracdo de 0,1 nM,
sendo 100 vezes mais ativo que o farmaco controle, a hidrocortisona. Além de sua
potente acdo anti-inflamatoria, estudos investigaram o potencial antiproliferativo da

metil bardoxolona frente a células de leucemia mieloide aguda e crénica
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(KONOPLEVA et al., 2002), que apresentou concentracdo minima inibitéria média
(Clso) préxima de 0,1 pM para seis linhagens distintas de células tumorais leucémicas.

Ensaios clinicos em fase | foram conduzidos em pacientes com tumores solidos
e linfomas em estagios avancados objetivando a determinacdo da toxicidade dose-
limitante e a dose maxima tolerada que seriam apropriadas para a segunda fase dos
estudos (HONG et al, 2012). Ao analisarem o0s dados experimentais, 0s
pesquisadores observaram o potencial antitumoral da metil bardoxolona, no entanto,
também observaram um aumento expressivo na taxa de filtracdo glomerular, levando-
0os mudarem o foco dos estudos e realizarem 0s ensaios clinicos em fase Il em
pacientes diabéticos com doenca renal cronica.

Os resultados para os ensaios clinicos em fase Il para a metil bardoxolona
foram muito promissores, e demostraram um aumento significativo da taxa de filtracéo
glomerular em todos os pacientes tratados com dose Unica dessa substancia por 52
dias (PERGOLA et al., 2011). Os ensaios clinicos em fase Ill foram realizados em
mais de dois mil pacientes diabéticos em estagios avancados de doenca renal cronica,
porém o estudo teve que ser interrompido, pois, apesar de terem observado um
aumento na taxa de filtracdo glomerular, também houve um aumento no nimero de
pacientes que desenvolveram problemas cardiacos (DE ZEEUW et al.,, 2013)
associados ao acumulo de sodio no corpo (CHIN et al., 2018). Novos ensaios clinicos
em fase Il estdo sendo atualmente desenvolvidos com o intuito de verificar a eficacia
da metil bardoxolona em pacientes com doenga renal cronica que ndo apresentam
altos riscos de doencas cardiovasculares (KANDA; YAMAWAKI, 2020).

Os exemplos dos analogos de triterpenos supracitados corroboram o aumento
nas ultimas décadas do numero de publicacdes e de citagcdes de trabalhos envolvendo
a obtencéo de derivados bioativos dessa classe de produtos naturais (Figura 30, p.
63).
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Figura 30. Total de publicacfes e citacdes por ano* envolvendo a obtencéo de
derivados de triterpenos
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Dentre as varias estratégias utilizadas para a modificacdo estrutural de
triterpenos, destacam-se a obtencdo de derivados 1,2,3-triazélicos-1,4
dissubstituidos. A sintese de analogos triazolicos de triterpenos pentaciclicos
apresenta diversas vantagens do ponto de vista farmacolégico, como a possibilidade
de acoplamento de um outro farmacdéforo a estrutura triterpénica, a insercdo de grupos
mais polares a fim de se obterem analogos com maior solubilidade em agua, e o
préprio anel triazolico, que pode ser responsavel pelo aumento da atividade bioldgica
e da solubilidade (POKORNY; URBAN, 2018). Do ponto de vista sintético, a obtencdo
de derivados triterpénicos triazélicos € ainda mais vantajosa, pois geralmente os
produtos sédo obtidos em pouco tempo de reacdo e com altos rendimentos, além de a
elaboracao ser geralmente simples, podendo, inclusive, ndo haver a necessidade de
purificacdo por cromatografia (CSUK; DEIGNER, 2019).

Dentre os exemplos de derivados triazolicos triterpénicos, um estudo realizado
por Bori e colaboradores (2012) avaliou o potencial anti-HIV para analogos da betulina
e do acido betulinico conjugados com o farmaco anti-HIV AZT. Os resultados obtidos
em experimentos in vitro desses derivados evidenciaram valores de CEsp inferior ou
igual aos observados para o controle AZT, com altos valores de seletividade. Khan e
colaboradores (2016) avaliaram o potencial citotoxico de derivados triazélicos do acido
betulinico frente a células HL-60 de leucemia mieloide aguda, e um analogo

fluorobenzilico (Figura 31a, p. 64) se destacou por exibir Clso de 7 uM. Em outro
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estudo, conduzido por Majeed e colaboradores (2013), foi relatada Clso de 2,5 uM para
um derivado do acido betulinico conjugado a um grupo orto-cianobenzilico (Figura
31b) frente a células HL-60.

Figura 31. Analogos do acido betulinico com expressiva atividade citotéxica
frente a células HL-60

F
N=N

Alguns derivados glicosilados semissintéticos de triterpenos pentaciclicos ja
foram obtidos e investigados quanto aos potenciais citotoxicos frente a outras
linhagens de células leucémicas. Por exemplo, Perlikova e colaboradores (2019)
realizaram a sintese de mais de quarenta derivados 2-desoxiglicosilados de
triterpenos com esqueleto lupéanico, a fim de se obter substancias com alto potencial
antitumoral e que apresentassem melhor solubilidade em agua para um posterior
estudo in vivo. Dentre os derivados, dois (Figura 32) se destacaram por exibirem
expressiva atividade citotdxica frente a linhagens de células K562, apresentando Clso
inferior a 1 uM e alto indice de seletividade.

Figura 32. Triterpenos 2-desoxiglicosilados com expressiva atividade
citotoxica

R = Me ou Et

A estratégia de se adicionar grupos glicosidicos a triterpenos pode apresentar

duas vantagens do ponto de vista quimico e bioloégico. A primeira vantagem esta

64



CAPITULO 2: DERIVADOS GLICOSILTRIAZOLICOS DE TRITERPENOS

associada ao aumento da solubilidade em agua para esses derivados, considerando
que triterpenos, em geral, sdo pouco hidrossoliveis. A segunda vantagem esta
associada a possibilidade de aumento da atividade citotoxica em rela¢do ao triterpeno
natural (ZHOU, M. et al., 2017).

Uma das metodologias que podem ser utilizadas na conjugacdo de
carboidratos a triterpenos consiste nas reacdes de cicloadicdo de Huisgen catalisadas
por Cu(l). Um estudo conduzido por Majeed e colaboradores (2013) relatou a sintese
de dois derivados do acido betulinico conjugados a glicose (Figura 33a) e a galactose
peracetiladas (Figura 33b). Nesse estudo foi avaliado o potencial citotoxico dos
triterpenos glicosiltriazolicos frente a células HL-60 de LMA, e foram relatados Clso de
8 UM para o derivado conjugado a glicose peracetilada e Clso de 5,5 uM para o
derivado conjugado a galactose peracetilada.

Figura 33. Analogos do acido betulinico conjugados a carboidratos
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Os estudos apresentados relatam atividades citotoxicas expressivas para
derivados semissintéticos glicosilados, evidenciando um alto potencial dessas
substéancias para a descoberta de novos farmacos para o tratamento da leucemia.
Visto o potencial citotoxico de derivados triterpénicos 1,2,3-triazélicos, este trabalho
visou, partindo da mistura 29-hidroxifriedelan-3-ona (P11) e friedelano-386,29-diol
(P12), a obtencdo de anélogos triterpénicos inéditos conjugados a diferentes
carboidratos peracetilados de forma a avaliar o potencial citotoxico frente a linhagens
de células tumorais de leucemia mieloide cronica e aguda.

A proposta de sintese inicia-se com a oxidacdo da mistura de triterpenos para
a obtencdo do acido populnénico (S1), que, em seguida, seria convertido em dois
intermediarios propargilicos, S2 e S3, que reagiriam com as azidas derivadas de
carboidratos, por uma reagao do tipo “click”, para a obtencao dos derivados triazélicos

S5a-e e S6a-e conforme apresentado no (Esquema 1).
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Esquema 1. Rota proposta para a sintese dos derivados triterpénicos
glicosilados

[0]

cu(l)
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2 — PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

2.1 — Preparacdo do acido populndnico (S1)

Esquema 2. Rota para obtencédo de S1

Reagente de Jones

Acetona, t.a., 2 h

84%

O &cido populnénico (S1) foi obtido conforme descrito por Anjaneyulu e Ravi
(1989) a partir da oxidacdo da mistura de P11 e P13 com reagente de Jones em
acetona. Para a preparacao de aproximadamente 60 mL do reagente de Jones foram
utilizados 15 g de 6xido crémico (CrOzs), 15 mL de &cido sulfurico (H2SOa4) e 45 mL de
agua. Em um Erlenmeyer de 250 mL, mantido em capela de exaustdo, foram
misturados o 6xido crémico e agua. Em seguida, o Erlenmeyer foi mantido em banho
de gelo e o acido sulftrico foi adicionado aos poucos, agitando continuamente a
solucdo. Apds a completa adicdo do acido, a solucdo resultante adquiriu uma cor
vermelha-alaranjada bem intensa. O reagente de Jones foi transferido para um frasco
ambar e armazenado em geladeira.

Para a realizagcdo da oxidacado foram adicionados em um baldo de fundo
redondo de 1L, 1,43 g (~ 3,23 mmol) da mistura aproximadamente equimolar de P11
e P13 e 200 mL de acetona. O baldo foi colocado em banho de gelo e, sob agitacéo,
foram adicionados lentamente 5 mL do reagente de Jones (~ 12 mmol de Cr (VI)).
Apés a adicdo, o baldo foi mantido & temperatura ambiente por 2 h. Apés este periodo,
0 excesso do reagente foi destruido pela adicdo de bissulfito de sédio sdlido. Cerca
de metade do volume do solvente foi retirado utilizando evaporador rotativo sob
pressao reduzida e, a solucdo restante, adicionou-se agua destilada até a precipitacao
do produto. A solucéo foi filtrada em funil de Blichner e o produto S1 lavado com agua

gelada em abundancia (1,24 g, 84%).
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30, °§_OH Nome: Acido Populnénico (S1)

NG Aspecto: Sélido branco

Formula molecular: C3oH4s03
Massa molar: 456,71 g mol?
Faixa de fuséo: 249 °C (degradou)

IV (D/cm): 3162 (O-H), 2932-2872 (C-H alifatico), 1708

(C=0).

EMAR H-ESI (m/z): [M+H]* calc. 457,36762, exp. 457,36745, erro: 0,37 ppm

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3)*: § 1,26 (s, 3H), 1,01 (s, 3H), 1,00 (s, 3H), 0,88 (sl, 9H),
0,71 (s, 3H).

*principais sinais.

RMN de 3C (100 MHz, CDCIs): Tabela 25, p. 85.

Espectros: Apéndice Q, p. 170.

2.2 — Preparacao do populnonato de propargila (S2)

Esquema 3. Rota para obtencédo de S2

s/ . KHCO,

DMF, t.a., 18 h
87%

A metodologia foi adaptada de acordo com a descrita por Bebenek e
colaboradores (2016). Em um baldo de fundo redondo de 100 mL foram adicionados
400 mg de S1 (0,88 mmol), 484 mg de carbonato de potassio (KHCOs3) (4,84 mmol) e
40 mL de DMF. A solucéo, foram adicionados 250 pL de brometo de propargila (2,24
mmol) e a reacdo foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente. Apos 18 h,
observou-se por CCD que todo material de partida havia sido consumido. Para
elaboracdo foram adicionados 60 mL de AcOEt a solucdo da reacdo e a mistura foi
transferida para um funil de separagao e lavada por duas vezes com 80 mL de uma
solucéo de HCI 5% e, posteriormente, com 80 mL de solucéo saturada de NaCl e, em

seguida, a fase organica secada com sulfato de sédio anidro. O solvente foi removido
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em evaporador rotativo e o solido obtido foi submetido a CC utilizando CHCIs como
eluente para a obtencéo de S2 puro (378 mg, 87%).

P Nome: Populnonato de propargila (S2)

Aspecto: Sdlido branco

Formula molecular: Cs3Hs003

Massa molar: 494,76 g mol*

Faixa de fus&o: 160-162 °C

IV (d/cm-t): 3272 (C-H alcino terminal), 2950-2871 (C-H
alifatico), 1742 (C=0 éster), 1711 (C=0 cetona).

EMAR APCI (m/z): [M+H]* calc. 495,38327, exp. 495,38305, erro: 0,44 ppm

RMN de H (400 MHz, CDCls)*: & 4,68 (dd, 15,8; 2,4 Hz, 1H), 4,63 (dd, 15,8; 2,4 Hz,
1H), 2,46 (t, 2,5 Hz, 1H), 1,21 (s, 3H), 1,08 (s, 3H), 0,88 (sl, 9H), 0,87 (s, 3H), 0,71 (s,
3H).

*principais sinais.

RMN de 3C (100 MHz, CDCIs): Tabela 25, p. 85.

Espectros: Apéndice R, p. 172.

2.3 — Preparacao da N-propargilpopulnonamida (S3)

Esquema 4. Rota para obtencéo de S8 e S3
o§LO
S \/N

TBTU

DMAP, DCM,
ta.,1h

DCM, ta, 3 h
93%

A metodologia foi adaptada de acordo com a descrita por Rodriguez-Hernandez
e colaboradores (2015). Em um balédo de fundo redondo de 100 mL foram adicionados
400 mg de S1 (0,88 mmol), 283 mg de TBTU (0,88 mmol), 108 mg de DMAP (0,88
mmol) e 20 mL de DCM. Apd6s uma hora, sob agitacdo e a temperatura ambiente,
adicionaram-se 115 pL de propargilamina (1,80 mmol) a mistura da reacao. Ao fim de
3 h observou-se todo o consumo do material de partida e a formacédo de uma uUnica
mancha roxa em CCD, indicando o fim da reacdo. O solvente foi retirado com
evaporador rotativo e o sélido resultante foi submetido a CC utilizando CHCI3:AcOEt

9:1 como eluente para a obtencéo de S3 puro (404 mg, 93%).
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Com a finalidade de se obter o intermediario S8 puro, essa mesma reacao,
partindo de 100 mg S1 (0,22 mmol) e 71 mg de TBTU (0,22 mmol), foi realizada, porém
sem adicao de propargilamina. S8 foi obtido com 40% de rendimento (51 mg).

o 123 Nome: N-propargilpopulnonamida (S3)
30, \nH .
<29 Aspecto: Sdlido branco

Formula molecular: CssHs1NO2

28 Massa molar: 493,78

Faixa de fuséo: 218-220 °C

IV (0/cm-1): 3394 (NH), 3311 (C-H alcino terminal), 2950-
2868 (C-H alifatico), 1703 (C=0 cetona), 1668 (C=0 amida).

EMAR APCI (m/z): [M+H]* calc. 494,39926, exp. 494,39895, erro: 0,63 ppm

RMN de *H (400 MHz, CDClz3)*: § 5,83 (t, 5,0 Hz, 1H), 4,04 (dd, 5,0; 2,6 Hz, 2H), 2,55
(t, 2,6 Hz, 1H), 1,19 (s, 3H), 1,12 (s, 3H), 0,96 (s, 3H), 0,88 (s, 3H), 0,87 (d, 6,3 Hz
3H), 0,87 (s, 3H).

*principais sinais.

RMN de 3C (100 MHz, CDCIs): Tabela 25, p. 85.

Espectros: Apéndice S, p. 174.

Nome: Populnonato de 1H-benzol[d][1,2,3]triazol-1-ila
(S8)

Aspecto: Sélido branco

Formula molecular: C3sHs1N3O3

Massa molar: 573,82

Faixa de fus&o: 245-248 °C

EMAR H-ESI (m/z): [M+H]* calc. 574,40032, exp. 574,39987, erro: 0,78 ppm

RMN de 'H (400 MHz, CDCIs)*: & 8,07 (dt, 8,4; 1,0 Hz, 1H), 7,54 (ddd, 8,3; 7,0; 1,0
Hz, 1H), 7,42 (ddd, 8,4; 7,0; 1,1 Hz, 1H), 7,35 (dt, 8,3; 1,1; 1,0 Hz, 1H), 1,21 (s, 3H),
1,16 (s, 3H), 0,92 (s, 3H), 0,90 (s, 3H), 0,88 (d, 6,7 Hz 3H), 0,72 (s, 3H).

*principais sinais.

RMN de ¥C (100 MHz, CDCls): 6 213,2 (C), 174,6 (C), 143,5 (C), 128,7 (C),
128,5 (CH), 124,71 (CH), 120,6 (CH), 108,2 (CH), 59,3 (CH), 58,2 (CH), 50,4 (CH),
44,4 (CH), 42,0 (C), 41,4 (CH2), 41,2 (CH2), 41,0 (C), 39,4 (C), 39,4 (C), 37,5 (C),

36,2 (CH2), 36,1 (CH2), 35,1 (CH2), 32,1 (CHa), 31,8 (CHs), 30,2 (CH2), 30,1 (CH2),
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30,1 (C), 29,70 (CH2), 29,1 (CH2), 22,3 (CH2), 18,8 (CHs), 18,5 (CHs3), 18,2 (CH2),
16,2 (CHs), 14,7 (CHs), 6,8 (CHs).
Espectros: Apéndice X2, p. 202.

2.4 — Preparacao da N-isopropil-N-(isopropilcarbamoil)populnonamida (S7)

Esquema 5. Rota para obtencgéo de S7

DIC

DMAP, DCM,
ta., 3h

24%

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 100 mg de S1
(0,22 mmol), 40 pL de DIC (0,26 mmol), 26 mg de DMAP (0,22 mmol) e 10 mL de
DCM. A evolucédo da reacao foi acompanhada de hora em hora por CCD. Ao fim de
3 h observou-se o consumo de todo material de partida. O solvente foi retirado com
evaporador rotativo e o sélido resultante foi submetido a CC utilizando CHCI3:AcOEt
9:1 como eluente para a obtencéo de S7 puro (30,3 mg, 24%).

o o>\;N\Hﬁ Nome: N-isopropil-N-(isopropilcarbamoil)populnonamida

R\ (S7)

Aspecto: Solido branco

Formula molecular: Cs7Hs2N203

Massa molar: 582,91

Faixa de fuséo: 150-154 °C

EMAR H-ESI (m/z): [M+H]* calc. 583,48332, exp. 583,48341, erro: 0,15 ppm

RMN de 'H (400 MHz, CDCIs)*: 6 7,52 (d, 6,8 Hz, 1H), 4,38 (m, 1H), 4,01 (m, 1H),

1,45 (m, 9H), 1,23 (m, 9H), 1,10 (s, 3H), 1,04 (s, 3H), 0,90 (m, 6H), 0,75 (s, 3H).

*principais sinais.

RMN de '3C (100 MHz, CDCls): & 213,2 (C), 182,4 (C), 155,0 (C), 59,4 (CH),

58,2 (CH), 53,0 (CH), 48,3 (CH), 42,7 (C), 42,6 (CH), 42,1 (C), 41,8 (CH), 41,5 (CH>2),

41,3 (CH2), 39,9 (C), 39,3 (CH2), 38,3 (C), 37,4 (C), 35,8 (CH), 35,5 (CH2), 32,2 (CH2),

31,7 (CHs), 31,6 (CH2), 30,4 (CH2), 30,3 (CH2), 29,7 (C), 27,2 (CHs), 23,5 (CH3),
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22,6 (CHs), 22,3 (CH2), 21,5 (CHs), 21,2 (CHs), 20,3 (CHs3), 18,4 (CHs), 18,2 (CH>),
17,9 (CHs), 14,7 (CHs), 6,8 (CHa).
Espectros: Apéndice X1, p.200.

2.5 — Preparacao das glicosilazidas (S4a,b,d)

Esquema 6. Rota geral para a obtencéo das glicosilazidas S4a,b e d

R4 R4 Ry R4

Glicose R4 = a-OH; Ry = CH,0OH Ac-gli Ry = a-OAc; Rz = CH;0Ac Br-gli Ry = a-OAc; Ry = CH,0Ac S4a Ry = a-OAc; Ry = CH,0AC
Galactose Ry = f-OH; Ry = CH,0H Ac-gal Ry = p-OAc; Ry = CHy0Ac Br-gal Ry = -OAc; Ry = CH,0Ac S4b Ry = fOAc; Ry = CH,0AC
Xilose Ry = a-OH; R;=H Ac-xil  Rq=a-OH;R;=H Br-xil Rq=a-OH;Ry;=H S4d Ry=aOH;Ry=H

A preparacdo das azidas S4a, S4b e S4d foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Franco e colaboradores (2015) em trés etapas. A azida S4c
foi gentilmente cedida pelo grupo de pesquisa coordenado pelo professor Jarbas
Magalhdes Resende do DQ/UFMG.

2.5.1 — Preparacdo dos glicosideos peracetilados

Esquema 7. Rota para obtencédo de Ac-gli, Ac-gal e Ac-xil

Glicose R4 = ¢-OH; R, = CH,0OH Ac-gli R4y =a-OAc; Ry = CH,0Ac
Galactose R; = #-OH; R, = CH,OH Ac-gal R = p-OAc; Ry = CH,0Ac
Xilose Ry = a-OH; R = H Acxil Rq=0a-OH;R;=H
Em um baldo de fundo redondo de 250 mL foram colocados 3 g de glicidio junto
a 1,75 equivalentes em mol de AcONa e 15 mL de anidrido acético. A reacao foi
mantida entre 90-98 °C, conforme descrito na Tabela 21, p. 73, em agitacao
constante. Ao fim de 3 h, a mistura de reacgéo foi vertida em um béquer de 100 mL
contendo 20 g de gelo picado, e mantida sob agitacéo por 1 h até ser observada a
formacao de um precipitado branco. O precipitado foi filtrado e lavado em agua gelada.
A massa de cada produto e seus respectivos rendimentos estdo descritos na Tabela

21, p. 73.
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Tabela 21. Condicdes de reacao e rendimentos da peracetilacdo dos glicidios

- Massa Qtdad’e.' AcONa Temp. Massa Rend.
Glicidio molar de matéria (mmol) (C) produto (%)
(@ mol!) | (mmol) )]
Glicose.H20 198 15,2 26,8 95 4,67 79
Galactose 180 16,7 29,3 98 4,23 65
Xilose 150 20,0 35,4 90 4,01 63

2.5.2 — Preparacéo dos bromoglicosideos

Esguema 8. Rota para obtencéao de Br-gli, Br-gal e Br-xil

Ac-gli Ry = a-OAc; R, = CH,OAC Brgli Ry=a-OAc; R, = CH,OAC
Ac-gal Ry = p-OAc; Ry = CH,0Ac Br-gal R4 = p-OAc; Ry = CH,0Ac
Acxil Ry=-OH;R,=H Brxil Ry=a-OH;R,=H
Em um bal&o de fundo redondo de 100 mL foram solubilizados 1,0 g do glicidio
peracetilado em 10 mL de DCM. A mistura de reacdo foi resfriada a 0 °C e foi
adicionada, gota a gota, uma solugéo de HBr/AcOH (25% v/v) previamente preparada.
A reacéo foi mantida sob agitacédo até atingir a temperatura ambiente, e continuou-se
a agitacdo por mais 4 h. ApGs analise por CCD foi observado o consumo de todo
material de partida, entdo a mistura de reacéo foi vertida em um béquer contendo 20 g
de gelo picado e foram realizadas trés extracdes (3 x 20 mL) com DCM. A fase
organica foi recolhida e lavada duas vezes com 20 mL de solucédo aquosa saturada
de NaHCOs e, em seguida, com 20 mL de solugcdo aquosa de NaCl saturada.
Posteriormente a fase orgéanica foi secada com Na2SO4 anidro e concentrada em
evaporador rotativo. Os produtos foram obtidos como um xarope denso e incolor. A
massa de cada produto e seus respectivos rendimentos estao descritos na Tabela 22,

p. 74.
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Tabela 22. Condicdes de reacéo e rendimentos

da bromacgado ao carbono anomérico

Massa | Qtdade. de HBI/ACOH Massa .
L L Rend. | Codigo do

Glicidio molar matéria 25% v/v | produto

(@mol?) | (mmol) @ | () | produto

(mL)

Ac-gli 390 2,6 2,2 1,07 100 Br-gli
Ac-gal 390 2,6 2,4 1,04 97 Br-gal
Ac-xil 318 3,1 2,9 0,95 90 Br-xil

2.5.2 — Preparacéao das glicosilazidas

Esquema 9. Rota para obtencé&o das glicosilazidas S4a, S4b e S4d

S4a
S4b R1 = -OAc; Rz = CH,0Ac
S4d R1 = a-OH; Rz =H

Br-gli R4 = a-OAc; R, = CH,0AC
Br-gal

Br-xil

R = -OAc; R, = CH,0AC
R, = FOAc; Ry = CH,0OAC
R, = a-OH; R, =H

Os derivados bromoglicosidicos obtidos na etapa anterior foram solubilizados
em 10 mL de acetona e, a mistura, foram adicionados 5 mL de uma solucdo aquosa
contendo 2,5 equivalentes em mol de NaNs. Nos casos em que a solugéo apresentou
turbidez apés a adicdo da solucdo aquosa, acetona foi adicionada até que a solucéo
se tornasse limpida novamente. A reacdo se procedeu por um periodo de 18 h a
temperatura ambiente e, apds esse tempo, foi observado o consumo do material de
partida. A acetona foi removida utilizando evaporador rotativo. Os produtos S4a e S4b
solidificaram ap0s a remocédo da acetona, e foram filtrados e lavados com &agua fria.
O produto S4d formou um xarope no fundo do baldo e foi extraido (3 x 20 mL) com
DCM. A fase organica foi lavada (2 x 20 mL) com agua e uma vez com 20 mL de
solucéo saturada de NaCl. Posteriormente a solugcéo organica foi secada em Na2SOa4
anidro, filtrada e concentrada em evaporador rotativo, fornecendo um sélido branco.

As massas e rendimentos dos produtos obtidos estdo descritos na Tabela 23, p. 75.
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Tabela 23. Condicdes de reacao e rendimentos de S4a, S4b e S4d,

- Massa Qtdad’e._de NaNs3 Massa Rend. | Cdodigo do
Glicidio molar matéria (mmol) produto (%) roduto
(g mol?) (mmol) (mg) 0 P
Br-gli 411 2,6 5,2 514 53 Sda
Br-gal 411 2,5 6,0 644 69 S4b
Br-xil 339 2,6 5,2 658 84 S4d
Nome: 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-1-desoxi-S-D-

glicopiranose (S4a)
Aspecto: Sélido branco

Férmula molecular: C14H19N3Og9

OAc Massamolar: 373,32 g mol?
RMN de 3C (100 MHz, CDCIlz): 6 170,6 (C=0), 170,1 (C=0), 169,3 (C=0), 169,2
(C=0), 87,9 (C1), 74,0 (C5h), 72,6 (C3), 70,7 (C2), 67,9 (C4), 61,7 (C6), 20,7 (CH3),
20,5 (CHs), 20,5 (CHs). (RAJPUT; HOTHA; VANGALA, 2018).
Espectros: Apéndice T1, p. 176.

OAcC Nome: 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-1-desoxi-f3-D-
AcO, J.H OAc 9alactopiranose (S4b)
BN

175 Aspecto: Sélido branco
N 0~ 6  Formula molecular: C14H19N3Og
OAc Massamolar: 373,32 g mol*
RMN de 13C (100 MHz, CDCls): & 170,5 (C=0), 170,3 (C=0), 170,1 (C=0), 169,5
(C=0), 88,5 (C1), 73,0 (C5), 70,9 (C3), 68,2 (C2), 67,0 (C4), 61,4 (C1), 20,8 (CHa),
20,8 (CHs), 20,7 (CHs), 20,6 (CHs). (RAJPUT; HOTHA; VANGALA, 2018).

Espectros: Apéndice T2, p. 176.
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Nome: 2,3,4-tri-O-acetil-1-azido-1-desoxi-B-D-xilopiranose

OAc Aspecto: Solido branco (S4d)
AcO, \OAc .
3 Formula molecular: C11H1sN3O7
1 : 1
Massa molar: 301,26 g mol
NEgie J

RMN de 13C (100 MHz, CDCls): § 170,0 (C=0), 169,7 (C=0),
169,3 (C=0), 88,3 (C1), 71,5 (C3), 70,4 (C2), 68,4 (C4), 64,3 (C5), 20,6 (CH3), 20,6
(CHs), 20,6 (CHs). (RAJPUT; HOTHA; VANGALA, 2018).
Espectros: Apéndice T3, p. 177.

2.6 — Preparacdao da glicosilazida S4e

Esquema 10. Rota geral para obtencao de S4e

HO™ N\~ O~y OH AcO” N OB AcO” Ny O N
o “'OH o “OAc o “OAc
HO OH e AcO OAc e AcO OAcC
(@] (@) (0]
HO" N O AcO N s OAC AcO N s OAC
OH OAc OAc
Maltose Br-malt S4e

A preparacdo de S4e foi realizada em duas etapas. Inicialmente foi obtido o
bromoglicosideo Br-malt a partir da maltose monoidratada (KUMAR et al., 2006) e,

em seguida, a glicosilazida S4e foi obtida a partir do derivado bromado (KUMAR,;
MAULIK; MISRA, 2008).

2.6.1 — Preparacédo do bromoglicosideo

Esquema 11. Rota para obtencé&o de Br-malt

HO (e} OH AcO (0] Br
o “'OH o “'OAc
HO OH — > AcO OAc
(0] (0]
HO' ,~OH AcO™ N - OAC
OH OAc
Maltose Br-malt

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 500 mg de maltose monoidratada
(2,4 mmol) em 1,4 mL de Ac20 (14 mmol, 1,2 equivalentes por grupo hidroxila). A
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suspensao foi mantida em agitacdo a 0 °C e foi adicionado, gota a gota, 1,6 mL de
solucdo HBr/AcOH 25% v/v. A reacdo foi mantida, posteriormente, a temperatura
ambiente por alguns minutos até a solucéo se tornar limpida. Em seguida, a mesma
solucéo foi novamente resfriada a 0 °C, e foram adicionados, gota a gota, 3,2 mL da
solucdo HBr/AcOH 25% v/v. Apos a adicédo da solucdo de HBr/AcOH, a mistura de
reacao foi mantida a temperatura ambiente por aproximadamente 3 h. Ao fim da
reacdo, o material foi vertido em um béquer contendo 10 g de gelo picado e foram
realizadas trés extragdes (3 x 20 mL) com DCM. A fase orgéanica foi recolhida e lavada
duas vezes (2 x 20 mL) com solucéo saturada de NaHCOs e, em seguida, com 20 mL
de solucéo de NaCl saturada. Posteriormente a fase organica foi secada com Na2S0Oa4
anidro e concentrada em evaporador rotativo. Foram obtidos 602 mg de Br-malt (89%,
considerando o bruto obtido) na forma de um xarope incolor, que foi imediatamente

utilizado na préxima etapa.

2.6.2 — Preparacéo da glicosilazida

Esquema 12. Rota para obtencédo de S4e

AcO O ABr AcO O N3
o “OAc “OAc
AcO o OAc e OAc
AcO" -, ~OAC -, ~OAc
OAc
Br-malt S4de

Em um baldo de 100 mL contendo 602 mg de Br-malt (0,89 mmol) foram
adicionados 5 mL de uma solugédo de DMSO contendo 117 mg de NaNs (1,8 mmol)
previamente solubilizados. A reacéo foi mantida por 30 minutos em agitacdo. Ao fim
da reacdo foram adicionados 20 mL de agua e foram realizadas trés extracbes
(3 x 20 mL) com DCM. A fase organica foi recolhida e lavada duas vezes (2 x 20 mL)
com agua e, em seguida, com 20 mL de solucdo de NaCl saturada. Posteriormente a
fase orgéanica foi secada com Na2SO4 anidro e concentrada em evaporador rotativo.
O material bruto foi submetido a uma CC utilizando como eluente Hex:AcOEt na

proporcao 6:4. Foram obtidos 382 mg de S4e (65%) como um xarope incolor.
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OAc
ACO }% \OAc Nome: 2,3,6-tri-O-acetil-4-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-
c . .
01 17 9 glicopiranosil)-1-azido-1-desoxi-B-D-glicopiranose (S4e)
AcO OAc .
AcO, 0 Aspecto: Xarope incolor
1 35 OAC Formula molecular: C2sHasN3O17
N~ O 6 Massa molar: 661,57 g mol*

RMN de 13C (100 MHz, CDCls); & 170,6 (C=0), 170,5 (C=0), 170,1 (C=0), 170,0
(C=0), 169,5 (C=0), 169,5 (C=0), 95,8 (C7), 87,5 (C1), 75,1 (C3), 74,3 (C5), 72,4
(C4), 71,5 (C2), 70,0 (C8), 69,3 (C9), 68,7 (C11), 68,0 (C10), 62,6 (C6), 61,5 (C12),
20,9 (CHs), 20,8 (CHs), 20,7 (CHs), 20,6 (CHs), 20,6 (CHs). (TROPPER et al., 1992).
Espectros: Apéndice T4, p. 178.

2.7 — Preparacao dos derivados glicosiltriazélicos (Sba-e e S6a-e)

Esquema 13. Rota geral para a obtencao dos derivados glicosiltriazélicos

0 a— o) N=pn
X \\\X/\Q\/l{l
R R R

+ R-Nj
S4a-e
S5a-e X=0
S6a-e X =NH

b d OAc

OAc OAc ~OACc
o)y

(0] (0]

a C e
OAc OAc AcO” TN
R AcO, AOAc Ac OAc AcO ~_.\OAC AcO, , AOAc 0
\(j AcO OAc
o o AcO,, o)
OAc OAc
o OAc

Em um baldo de 10 mL foram adicionados 100 mg de S2 ou S3 (0,20 mmol),
0,24 mmol de glicosilazida (S4a-e) e 2 mL de DCM. A essa mistura foram adicionados
2 mL de uma solucdo aquosa contendo 15 mg de CuS04.5H20 (0,06 mmol) e 12 mg
de AscNa (0,06 mmol). A mistura bifasica foi mantida em forte agitacdo por 18 h sob
atmosfera de N2. Ao fim das 18 h, foram adicionados 20 mL de agua e foram realizadas
trés extracdes (3 x 20 mL) com DCM. A fase orgéanica foi recolhida e lavada com 10 mL

de uma solugdo EDTA/NH4OH 50% m/v, em seguida com 20 mL de agua e, por fim,
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com 20 mL de solucdo de NaCl saturada. Posteriormente a fase organica foi secada
com Na2S0O4 anidro e concentrada em evaporador rotativo. Os produtos S5a e S6a
foram obtidos a partir de recristalizacdo em EtOH. Os demais produtos foram
purificados em CC, utilizando como eluentes as misturas: CHCIs:AcOEt 9:1 e
CHCIs:AcOet 1:1. As massas e rendimentos dos produtos estdo descritos na Tabela
24.

Tabela 24. Massas e rendimentos dos derivados glicosiltriazélicos

Produto Massa (mg) Rendimento Produto Massa (mg) Rendimento
Sha 138 78% S6a 154 88%
S5b 93 53% S6b 142 81%
S5¢ 102 62% S6¢ 90 55%
S5d 72 44% Séd 75 45%
S5e 127 54% Sé6e 198 85%

Nome: populnonato de (1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-desoxi-3-D-glicopiranosil)1,2,3-
triazol-4-il)metila (S5a)

Aspecto: Sdlido Branco

Formula molecular: Ca7HsoN3012

Massa molar: 868,08 g mol*

Faixa de fuséo: 126-127 °C

EMAR H-ESI (m/z): [M+H]* calc. 868,49540,
exp. 868,49626, erro: 0,99 ppm

RMN de 'H (600 MHz, CDCl3)*: & 7,81 (s, 1H), 5,88 (m, 1H), 5,42 (m, 2H), 5,27 (d,
12,9 Hz, 1H), 5,23 (m, 1H), 5,10 (d, 12,9 Hz, 1H), 4,31 (dd, 12,6; 4,9 Hz, 1H), 4,16 (dd,
12,6; 2,2 Hz, 1H), 4,01 (ddd, 10,2; 4,9; 2,2 Hz, 1H), 2,09 (s, 3H), 2,07 (s, 3H), 2,03 (s,
3H), 1,86 (s, 3H), 1,15 (s, 3H), 1,08 (s, 3H), 0,91 (s, 3H), 0,87 (m, 6H), 0,86 (s, 3H),
0,72 (s, 3H).

*principais sinais.

RMN de *3C: Tabela 26, p. 86.

Espectros: Apéndice U1, p. 179
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Nome: populnonato de (1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-desoxi-B-D-galactopiranosil)1,2,3-
triazol-4-il)metila (S5b)

Aspecto: Sdlido Branco

Formula molecular: Ca7HsoN3012

Massa molar: 868,08 g mol*

Faixa de fusédo: 110-111 °C

EMAR H-ESI (m/z): [M+H]* calc. 868,49540,
exp. 868,49603, erro: 0,73 ppm

RMN de 'H (600 MHz, CDClz3)*: 6 7,88 (s, 1H), 5,84 (d, 9,4 Hz, 1H), 5,55 (m, 2H), 5,26
(m, 2H), 5,12 (d, 12,8 Hz, 1H), 4,17 (m, 4H), 2,23 (s, 3H), 2,05 (s, 3H), 2,01 (s, 3H),
1,86 (s, 3H), 1,15 (s, 3H), 1,08 (s, 3H), 0,90 (s, 3H), 0,87 (m, 9H), 0,72 (s, 3H).
*principais sinais.

RMN de 3C: Tabela 26, p. 86.

Espectros: Apéndice U2, p. 182

Nome: populnonato de (1-(2,3,4-tri-O-acetil-1-desoxi-a-L-fucopiranosil)1,2,3-triazol-4-
il)metila (S5c¢)
Qo Aspecto: Sélido Branco

AcO N W\OAC
. @ Formula molecular: CasHs7N30O10
O

N "'///
| o

=N H ® Massa molar: 810,04 g mol*

Faixa de fus&o: 148-150 °C

EMAR H-ESI (m/z): [M+H]* calc. 810,48992,
exp. 810,49030, erro: 0,47 ppm

RMN de 'H (600 MHz, CDClIs)*: § 7,88 (s, 1H), 5,80 (d, 9,4 Hz, 1H), 5,51 (dd, 10,3;
9,3 1H), 5,40 (dd, 3,4; 1,1 Hz, 1H), 5,24 (m, 2H), 5,14 (d, 12,9 Hz, 1H), 2,25 (s, 3H),
2,01 (s, 3H), 1,87 (s, 3H), 1,16 (s, 3H), 1,08 (s, 3H), 0,92 (s, 3H), 0,87 (m, 9H), 0,71
(s, 3H).

*principais sinais.

RMN de *3C: Tabela 26, p. 86.

Espectros: Apéndice U3, p. 184
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Nome: populnonato de (1-(2,3,4-tri-O-acetil-1-desoxi-B-D-xilopiranosil)1,2,3-triazol-4-
il metila (S5d)
ono Aspecto: Solido Branco
Z " Eérmula molecular: CasHssN3O10
Massa molar: 796,02 g mol*
Faixa de fuséo: 190 °C (degradou)
EMAR H-ESI (m/z): [M+H]* calc. 796,47427,
exp. 796,47543, erro: 1,46 ppm
RMN de 'H (600 MHz, CDClz3)*: 6 7,78 (s, 1H), 5,79 (d, 9,1 Hz, 1H), 5,38 (m, 2H), 5,23
(d, 12,7 Hz, 1H), 5,12 (d, 12,7 Hz, 1H), 4,9 (m, 1H), 4,31 (dd, 11,6; 5,7 Hz, 1H), 3,60
(t, 11,0; 11,0 Hz, 1H), 2,08 (s, 3H), 2,05 (s, 3H), 1,87 (s, 3H), 1,15 (s, 3H), 1,07 (s,
3H), 0,87 (m, 9H), 0,85 (s, 3H), 0,72 (s, 3H).
*principais sinais.
RMN de 3C: Tabela 26, p. 86.
Espectros: Apéndice U4, p. 186

Nome: populnonato  de (2-(2,3,6-tri-O-acetil-4-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-
glicopiranosil)-1-desoxi-B-D-glicopiranosil)1,2,3-triazol-4-il)metila (S5e)

- Aspecto: Sdlido Branco
Aco///"' h “\\OAC ,
@ Formula molecular: CsoHgsN3020
AcO OAc
Aoy, X _\O Massa molar: 1156,33 g mol*

°*  Faixa de fusdo: 101-104 °C
EMAR H-ESI (m/z): [M+H]* calc. 1156,57992,
exp. 1156,58221, erro: 1,98 ppm
RMN de 'H (600 MHz, CDCl3)*: 6 7,75 (s, 1H), 5,89
(d, 9,3 Hz, 1H), 5,38 (t, 9,4; 9,4 Hz 2H), 5,32 (t, 9,4;
9,4 Hz, 1H), 5,27 (d, 12,9 Hz 1H), 4,89 (dd, 10,5; 4,0 Hz, 1H), 4,50 (dd, 12,4; 2,4 Hz,
1H), 2,14 (s, 3H), 2,14 (s, 3H), 2,05 (s, 3H), 2,04 (s, 3H), 2,03 (s, 3H), 2,02 (s, 3H),
1,84 (s, 3H), 1,13 (s, 3H), 1,08 (s, 3H), 0,90 (s, 3H), 0,87 (m, 9H), 0,72 (s, 3H).
*principais sinais.
RMN de 13C: Tabela 26, p. 86.
Espectros: Apéndice U5, p. 188
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Nome: N-((1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-desoxi-3-D-glicopiranosil)1,2,3-triazol-4-

illmetil)populnonamida (S6a)

OAc

Aspecto: Sdlido Branco

Formula molecular: Ca7H70N4O11

Massa molar: 867,09 g mol*

Faixa de fuséo: 236 °C (degradou)

EMAR H-ESI (m/z): [M+H]* calc. 867,51139,
exp. 867,51284, erro: 1,67 ppm

RMN de 'H (400 MHz, CDCIs)*: & 7,78 (s, 1H), 6,34 (sl, 1H), 5,85 (m, 1H), 5,42 (m,
2H), 5,24 (t, 9,8; 9,8 Hz, 1H) 4,49 (m, 2H), 4,31 (dd, 12,8; 4,8 Hz, 1H), 4,16 (dd, 12,8;
2,1 Hz, 1H), 4,00 (ddd, 10,1; 4,9; 2,1 Hz, 1H), 2,09 (s, 3H), 2,07 (s, 3H), 2,03 (s, 3H),
1,87 (s, 3H), 1,17 (s, 3H), 1,12 (s, 3H), 0,97 (s, 3H), 0,90 (s, 3H), 0,87 (m, 6H), 0,71
(s, 3H).

*principais sinais.

RMN de 3C: Tabela 27, p. 87.

Espectros: Apéndice V1, p. 190

Nome: N-((1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-desoxi-B-D-galactopiranosil)1,2,3-triazol-4-

illmetil)populnonamida (S6b)

Aspecto: Sélido Branco

Formula molecular: Ca7H70N4O11

Massa molar: 867,09 g mol*

Faixa de fus&o: 128-130 °C

EMAR H-ESI (m/z): [M+H]* calc. 867,51139,
exp. 867,51190, erro: 0,59 ppm

RMN de *H (600 MHz, CDClIs)*: 6 7,86 (s, 1H), 6,38 (t, 5,4; 5,4 Hz, 1H), 5,82 (d, 8,2
Hz 1H), 5,55 (m, 2H), 5,26 (dd, 10,3; 3,4 Hz, 1H), 4,57 (dd, 15,1; 5,5 Hz, 1H), 4,45
(dd, 15,1; 5,2 Hz, 1H), 2,26 (s, 3H), 2,06 (s, 3H), 2,03 (s, 3H), 1,90 (s, 3H), 1,18 (s,
3H), 1,14 (s, 3H), 0,99 (s, 3H), 0,91 (s, 3H), 0,88 (m, 6H), 0,73 (s, 3H).

*principais sinais.

RMN de 13C: Tabela 27, p. 87.

Espectros: Apéndice V2, p. 192
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Nome: N-((1-(2,3,4-tri-O-acetil-1-desoxi-a-L-fucopiranosil)1,2,3-triazol-4-
illmetil)populnonamida (S6c¢)
gAc

on. Aspecto: Solido Branco

WOAC
3" Y ,

y ;E; Formula molecular: C4sHesN4Oo
O

", Yy
=N H 6"

Massa molar: 809,06 g mol*

Faixa de fus&o: 138-140 °C

EMAR H-ESI (m/z): [M+H]* calc. 809,50591,
exp. 809,50647, erro: 0,69 ppm

RMN de 'H (600 MHz, CDCIs)*: & 7,85 (s, 1H), 6,34 (t, 5,3; 5,3 Hz 1H), 5,79 (d, 9,2
Hz, 1H), 5,48 (dd, 10,3; 9,2 Hz, 1H), 5,39 (dd, 3,4; 1,1 Hz, 1H), 5,25 (dd, 10,3; 3,4 Hz,
1H), 4,50 (m, 2H), 2,25 (s, 3H), 2,05 (s, 3H), 2,01 (s, 3H), 1,88 (s, 3H), 1,18 (s, 3H),
1,13 (s, 3H), 0,98 (s, 3H), 0,90 (s, 3H), 0,87 (m, 6H), 0,72 (s, 3H).

*principais sinais.

RMN de 3C: Tabela 27, p. 87.

Espectros: Apéndice V3, p. 194

Nome: N-((1-(2,3,4-tri-O-acetil-1-desoxi-B-D-xilopiranosil)1,2,3-triazol-4-
il)metil)populnonamida (S6d)

OAc

Aspecto: Sélido Branco
AcOy, :@\\\\OAC
5

5 Férmula molecular: Ca4HesN4Og

N (o}
N

Massa molar: 795,03 g mol*

Faixa de fuséo: 141-145 °C

EMAR H-ESI (m/z): [M+H]* calc. 795,49026,
exp. 795,49086, erro: 0,75 ppm

RMN de 'H (600 MHz, CDCls)*: 6 7,73 (s, 1H), 6,31 (t, 5,3; 5,3 Hz 1H), 5,75 (d, 8,9
Hz, 1H), 5,41 (t, 9,4; 9,4 Hz, 1H), 5,36 (t, 9,2; 9,2 Hz, 1H), 5,14 (dt, 9,4; 9,3; 5,6 Hz,
1H), 4,53 (dd, 15,2; 5,4 Hz, 1H), 4,43 (dd, 15,2; 5,0 Hz, 1H), 4,30 (dd, 12,0; 5,6 Hz,
1H), 3,59 (t, 11,0; 11,0 Hz, 1H), 2,07 (s, 3H), 2,05 (s, 3H), 1,88 (s, 3H), 1,16 (s, 3H),
1,12 (s, 3H), 0,94 (s, 3H), 0,88 (m, 9H), 0,71 (s, 3H).

*principais sinais.

RMN de 13C: Tabela 27, p. 87.

Espectros: Apéndice V4, p. 196
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Nome: N-((1-(2,3,6-tri-O-acetil-4-0O-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glicopiranosil)-1-

desoxi-B-D-glicopiranosil)1,2,3-triazol-4-il)metil)populnonamida (S6e)

- e Aspecto: Sélido Branco
AcO///"’ N .\\\OAC
‘@%A Formula molecular: CsoHssN4O19

AcO

N Massa molar: 1155,35 g mol*

Faixa de fus&o: 131-135 °C

EMAR H-ESI (m/z): [M+H]" calc. 1155,59590,
exp. 1155,59744, erro: 1,33 ppm

RMN de 'H (600 MHz, CDCls)*: 6 7,73 (s, 1H), 6,38
(m, 1H), 5,87 (d, 9,3 Hz, 1H), 5,41 (m, 4H), 5,09 (t,, 9,7; 9,7 Hz,1H), 4,90 (dd, 10,5: 4,1
Hz, 1H), 4,49 (m, 3H), 4,27 (dd, 12,5; 4,2 Hz, 1H) 4,16 (t, 9,3; 9,3 Hz, 1H), 1,86 (s,
3H), 1,16 (s, 3H), 1,14 (s, 3H), 0,98 (s, 3H), 0,89 (m, 9H), 0,73 (s, 3H).

*principais sinais.

RMN de 3C: Tabela 27, p. 87.

Espectros: Apéndice V5, p. 198

84



CAPITULO 2: DERIVADOS GLICOSILTRIAZOLICOS DE TRITERPENOS

Tabela 25. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de 3C (100
MHz) para os produtos de sintese S1, S2 e S3

Atomo Actdo s1° S22 s38
populndnico®
1 22,3 22,3 22,3 22,3
2 41,5 41,5 41,5 41,5
3 213,3 213,2 213,0 213,1
4 58,3 58,3 58,2 58,2
5 42,0 42,1 42,0 42,1
6 41,3 41,4 41,2 41,3
7 18,2 18,3 18,2 18,2
8 50,7 50,8 50,4 50,8
9 37,4 37,5 37,5 37,5
10 59,8 59,9 59,5 59,5
11 36,1 36,2 36,1 36,1
12 29,5 29,5 29,9 29,7
13 39,2° 39,3° 39,3° 39,2°
14 39,1° 39,2° 39,2° 39,2°
15 29,4 29,5 29,5 29,6
16 36,6 36,7 36,5 37,0
17 30,1 30,1 30,1 30,4
18 44,2 44,3 44 4 44,2
19 29,3 29,5 29,2 29,5
20 40,4 40,5 40,6 40,4
21 30,2 30,3 30,2 30,8
22 35,3 35,4 35,2 35,3
23 6,9 6,8 6,8 6,8
24 14,6 14,7 14,7 14,7
25 18,4 18,4 18,4 18,3
26 16,3 16,4 16,1 16,8
27 18,0 18,1 17,9 17,6
28 31,8 31,9 31,8 31,9
29 184,8 184,8 177,8 178,4
30 31,5 31,5 31,8 31,8
1 - - 51,9 29,9
2 - - 77,9 79,8
3’ - - 74,7 71,7
aCDCls; Ppodem estar trocados; *(LU et al., 2002)
CE}_OH O\\ 01.2—:3 30 O‘,:\—Na?J
A 29 29
& J v o
H F.{H ]\.3\:;' '1;\ /28 11A? i- /H\ < 1’?/\}?5;/[‘1‘&;
/.1«_;\[]_ Py { L P { g J'n 10]\8 /?\'?l_/‘{\'?I/%*‘fvl 6/ 28
O/.f[{\ - S\i_.fJ % o"h ?-:, 25 rT 26 O_J{ f%fs}\[ 76
X 24 S1 1 24 §2 ), 24 s3
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Tabela 26. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de 3C (150
MHz) para os produtos de sintese S5a-e

Atomo | S5a? | S5b? | Sh5ca | S5d? | S5e?
1 22,3 22,3 22,3 22,3 22,3
2 41,5 41,5 41,5 41,5 41,5
3 213,2 213,2 213,2 213,2 213,2
4 58,2 58,2 58,2 58,2 58,2
5 42,1 42,0 42.1 42.1 42,1
6 41,3 41,2 41,2 41,3 41,2
7 18,2 18,2 18,2 18,2 18,2
8 50,5 50,5 50,5 50,4 50,5
9 37,5 37,5 37,5 37,5 37,5
10 59,5 59,5 59,5 59,5 59,5
11 36,2 36,2 36,2 36,1 36,1
12 29,9 29,9 29,8 29,8 29,8
13 39,3 39,30 39,30 39,3° 39,3
14 39,20 39,20 39,3° 39,2° 39,20
15 29,6 29,6 29,6 29,5 29,6
16 36,5 36,5 36,6 36,5 36,5
17 30,2 30,1 30,2 30,1 30,1
18 44,4 44,4 44,4 44,4 44.4
19 29,2 29,2 29,2 29,2 29,2
20 40,6 40,5 40,6 40,6 40,5
21 30,3 30,3 30,3 30,2 30,2
22 35,2 35,2 35,2 35,2 35,2
23 6,8 6,8 6,8 6,8 6,8
24 14,7 14,7 14,7 14,7 14,7
25 18,5 18,5 18,5 18,5 18,5
26 16,2 16,2 16,2 16,1 16,2
27 17,8 17,8 17,8 17,7 17,8
28 31,8 31,8 31,8 31,8 31,8
29 178,5 178,5 178,6 178,4 178,5
30 31,6 31,5 31,6 31,7 31,5
1’ 57,4 57,4 57,5 57,5 57,4
2’ 143,9 143,7 143,5 143,7 143,7
3 121,9 122,2 122,0 121,8 122,0
1” 85,8 86,4 86,5 86,5 85,4
27 70,3 67,8 69,9 70,4 70,9
3” 72,6 70,8 71,2 72,0 75,1
4” 67,7 66,8 68,0 68,4 72,4
5” 75,3 74,2 72,9 65,7 75,5
6” 61,5 61,1 16,1 - 62,5
7’ - - - - 95,9
8” - - - - 70,1
9” - - - - 69,2
10” - - - - 68,0
11” - - - - 68,8
12” - - - - 61,5

COCHs 168,8; 169,4; 168,9; 169,8; 169,1; 169,9; 168,9; 169,8; 169,0; 169,4; 169,9; 169,9;

= 169,9; 170,5 170,0; 170,3 170,4 169,8 169,9; 170,5; 171,2

COCHs 20,1; 20,5; 20,2; 20,5; 20,3; 20,5; 20,1; 20,6; 20,1; 20,6; 20,6, 20,6; 20,7;
= 20,5; 20,7 20,6; 20,7 20,7 20,6 20,8; 20,8;

aCDCls; °Ppodem estar trocados.
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Tabela 27. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de 3C (100
ou 150 MHz) para os produtos de sintese S6a-e

Atomo [ sea* | se6b® | sec* |  sed” | See*”
1 22,3 22,3 22,3 22,3 22,3
2 41,5 41,5 415 415 415
3 2133 2133 2132 213,2 2132
4 58,2 58,2 58,2 58,2 58,2
5 42,1 42,1 42,1 42,1 42,1
6 41,2 41,3 41,2 41,3 41,3
7 18,2 18,2 18,2 18,2 18,2
8 51,0 51,1 51,0 51,0 51,1
9 37,4 37,4 37,5 37,4 37,5
10 59,5 59,5 59,5 59,5 59,5
11 36,1 36,1 36,1 36,1 36,1
12 30,0 30,0 29,9 29,9 30,0
13 39,3° 39,3° 39,3° 39,3° 39,3°
14 39,1° 39,1° 39,1° 39,1° 39,1°
15 29,9 29,9 29,9 29,9 29,8
16 37,2 37,2 37,2 37,2 37,2
17 30,4 30,4 30,4 30,4 30,4
18 44,0 44,0 44,0 44,1 44,0
19 29,7 29,7 29,6 29,6 29,7
20 40,4 40,4 40,4 40,4 40,4
21 30,7 30,7 30,6 30,8 30,7
22 35,3 35,3 35,3 35,3 35,3
23 6.8 6.8 6.8 6.8 6,8
24 14,7 14,7 14,7 14,7 14,7
25 18,3 18,3 18,3 18,3 18,3
26 17,2 17,2 17,1 17,1 17,2
27 17,6 17,6 17,5 17,5 17,6
28 31,9 31,9 31,9 31,9 31,9
29 179,1 179,1 179,1 179,0 179,2
30 31,4 31,3 31,4 31,6 31,3
1 35,2 35,1 35,2 35,2 35,2
2 1454 145,3 145,2 145,3 145,3
3 120,7 120,9 120,9 120,7 120,8
17 85,9 86,4 86,4 86,4 85,4
2” 70,4 68,0 69,8 70,5 71,0
3 72,6 70,8 71,1 72,0 75,1
4” 67,6 66,8 68,2 68,4 72,4
5 75,2 74,1 72,8 65,6 75,5
6” 61,5 61,1 16,1 - 62,5
7" - - - - 95,9
8” - - - - 70,1
9” - - - - 69,2

10” - - - - 68,0
117 - - - - 68,8
12” - - - - 61,5

cocH, 16881693, 16901698, 169,0,1699; 16891697, 169,1;169,4; 170,0; 170;0;

= 169,9;170,5  170,0; 170,3 170,4 169,9 170,3; 170,5; 170,6

coch, 2021205, 203;205; 20,3; 20,5; 20,2;20,6;  20,2; 20,6; 20,6; 20,6; 20,7;
= 20,5; 20,7 20,6; 20,7 20,7 20,6 20,8; 20,8

aCDCls; Ppodem estar trocados; *100 MHz; **150 MHz
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3 - OBTENCAO DOS DERIVADOS GLICOSILTRIAZOLICOS DE
TRITERPENOS

3.1 — Obtencéao dos derivados propargilicos S2 e S3

Para a realizagédo da reagédo click e posterior formacgdo dos novos derivados
1,2,3-triazdlicos triterpénicos, foi necessaria a obtencdo de anélogos propargilicos a
partir dos triterpenos P11 e P12. A rota desenvolvida (Esquema 14) consistiu na
oxidacdo da mistura dos triterpenos majoritarios de C. cognatum, utilizando reagente
de Jones como agente oxidante, para a obtencdo do acido populnénico (S1). O
composto S1, apesar de ter sido obtido sinteticamente, € um produto natural que pode
ser obtido de diversas fontes vegetais, como a Plenckia populnea (Celastraceae)
(MIRANDA et al., 2009), e apresenta expressiva atividade anti-inflamatéria (HENNEH
et al., 2020; VELOSO et al., 2017).

Esquema 14. Rota utilizada para a sintese dos derivados propargilicos S2 e S3

a) Reagente de Jones, acetona, t.a.; b) brometo de propargila, KHCOs, DMF, t.a. c) propargilamina,
TBTU, DMAP, DCM, t.a.

A utilizacéo do reagente de Jones, que apresenta como agente oxidante o acido
cromico (H2CrOa4), ndo foi a metodologia escolhida em um primeiro momento, devido
a alta toxicidade das espécies de cromo, em especial as de Cr(VIl). Na primeira

tentativa foi utilizado permanganato de potassio (KMnO4) em meio aquoso e basico,
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conforme descrito por Kenyon e Platt (1939) para oxidacdo de alcoois alifaticos.
Observou-se por CCD que, ap6s 72 h sob agitacédo intensa em temperatura ambiente,
o material de partida ndo havia sido consumido. Diversas tentativas foram realizadas
modificando solvente e temperatura, porém ndo houve a formacédo de S1 ou de
qualquer outro produto a partir da utilizacdo de KMnO4 como oxidante (Tabela 28).
Isto indica que KMnO4 ndo é o reagente apropriado para oxidacao de triterpenos e, de
fato, ndo foi encontrado nenhum trabalho na literatura envolvendo oxidacdo de
triterpenos utilizando KMnOa.

Dessa forma, escolheu-se seguir a metodologia utilizada por Anjaneyulu e Ravi
(1989) para a oxidacao do triterpeno friedelano-386,29-diol (P12), em que o0s autores
obtiveram S1 com rendimento de 68%. Assim, uma mistura de P11 e P12 com
aproximadamente 50% de cada constituinte foi submetida a oxidacéo e, apés 2 h de

reacao, S1 foi obtido com rendimento de 84%, apos purificacéo.

Tabela 28. Condi¢fes das reacfes realizadas para sintese de S1 a partir da
mistura P11 e P12

Agente _
Reacéo ) Solvente | pH do meio | Temp. | Tempo | Resultado*
oxidante
1 KMnO4 agua bésico t.a. 72 h NF
2 KMnO4 agua bésico refluxo | 24 h NF
3 KMnO4 acetona neutro refluxo | 24 h NF
4 H.CrOy4 acetona acido t.a. 2h 84%

*NF: produto ndo formado

A formacéo de S1 foi evidenciada pelo aparecimento de uma banda de média
intensidade e bastante alargada de 3300-2500 cm e outra intensa em 1708 cm™ no
espectro na regido do infravermelho (Apéndice Q1, p. 170), que foram atribuidas ao
estiramento do grupo hidroxila e carbonila de acido carboxilico, respectivamente. A
partir da analise dos espectros de RMN de 'H, 13C e DEPT-135 (Apéndice Q, p. 170),
a obtencao de S1 foi confirmada. Os sinais dos atomos H-29 (éu 3,52-3,61) e H-3 (6H
3,96) néo estao presentes no espectro de S1 quando comparados aos espectros da
mistura de P11 e P12 (Figura 34, p. 90). Além das mudancas observadas
anteriormente, no espectro de RMN de '3C foi identificado um sinal em oc 184,8

atribuido a carbonila em C-29, e ndo se observam os sinais dos carbonos hidroxilados
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entre 6c 70-75 (Figura 35, p. 90), presentes nos espectros de P11 e P13. Como S1 é
um produto natural conhecido, os sinais de RMN de 3C obtidos foram comparados
com dados reportados na literatura (LU et al., 2002), sendo similares (Tabela 25, p.
85).

Figura 34. Expansdes dos espectros de RMN de 'H* (84 2,0-4,0) para a mistura
P11+P12 e para S1
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*400 MHz, CDCls. a) Expansao do espectro de RMN de H da mistura de P11 + P12 (400 MHz,
CsDsN); b) Expansao do espectro de RMN de 'H de S1.

Figura 35. Expansdes dos espectros de RMN de '3C* (8¢ 70-215) para a mistura
P11+P12 e para S1
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*100 MHz, CDCls. a) Expanséo do espectro de RMN de 3C da mistura de P11 + P12 (100 MHz,
CsDsN); b) Expanséo do espectro de RMN de 3C de S1.

Em seguida, S1 foi submetido a duas rotas distintas, a fim de se obter os
analogos propargilicos S2 e S3. A reagdo para obtencdo do populnonato de propargila

(S2) consistiu numa substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2) entre o carboxilato de
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S1 e brometo de propargila (Esquema 14, p. 88). Uma reacao analoga foi descrita
para o acido betulinico (BEBENEK et al., 2016) e, nas mesmas condi¢cdes de reacao,
o rendimento obtido foi de 81%. Para o éster S2 o rendimento, apds elaboracdo e
purificacéo, foi de 87%.

No espectro na regido do infravermelho de S2 (Apéndice R, p. 172) foi possivel
observar uma banda relativa ao estiramento da carbonila de éster em 1742 cm™ e
uma outra banda em 3303 cm associada ao estiramento da ligacdo C-H de alcino
terminal. No espectro de RMN de 'H de S2 (Apéndice R, p. 172) observa-se, em
relacdo ao material de partida, o aparecimento de dois sinais em 6+ 4,63 (dd, 15,8;
2,4 Hz, 1H) e 61 4,68 (dd, 15,8; 2,4 Hz, 1H) correspondendo aos atomos de hidrogénio
metilénicos diastereotdpicos da cadeia propargilica, e um sinal em én 2,46 (t, 2,4 Hz,
1H), que foi associado ao atomo de hidrogénio terminal do alcino (Figura 36).

Figura 36. Expansdes do espectro de RMN de 'H* (&1 2,43-2,49 e 4,60-4,72) para
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*400 MHz, CDCls

Como esperado, foram observados 33 sinais no espectro de RMN de 3C
(Apéndice R, p. 172). O sinal em 6c 177,8 (C), associado ao C-29, apresentou menor
valor de deslocamento quimico que o observado para 0 mesmo atomo em S1 (C-29,
Oc 184,8), indicando que houve a formagéo do éster nessa posi¢do. Os sinais em Oc
77,9 (C) e 74,7 (CH) foram atribuidos aos atomos de carbono sp da cadeia

propargilica, e o sinal em &c 51,9 (CH2) foi associado ao carbono metilénico dessa
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mesma cadeia (Figura 37). As atribuicbes completas para os deslocamentos dos

sinais de 3C de S2 estdo descritas na Tabela 25 (p. 85).

Figura 37. Expansdo do espectro de RMN de '3C* (&c 50-190) para S2
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*100 MHz, CDCls

A N-propargilpopulnonamida (S3) foi obtida a partir de uma reacdo de
acoplamento entre S1 e propargilamina. Foi utilizado como reagente de acoplamento
tetrafluoroborato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N-tetrametilurébnio (TBTU) na
presenca de 4-(dimetilamino)piridina (DMAP) em DCM (Esquema 14, p. 88).

A utilizacdo de carbodi-imidas como reagentes de acoplamento para obtencéo
de amidas a partir de &cidos carboxilicos e aminas foi relatada pela primeira vez em
1955, por Sheehan e Hess, com a utilizagao da dicicloexilcarbodi-imida (DCC) para
formacao de ligacBes peptidicas. Dentre as vantagens da utilizacao de reagentes de
acoplamento, destacam-se os bons rendimentos obtidos e a facilidade de purificacéo
do produto, pois o derivado de ureia formado durante a reacéo € geralmente insoluvel
no meio de reacdo. Desde entdo, diversos outros reagentes de acoplamento foram
descobertos (VALEUR; BRADLEY, 2009) de forma a minimizar problemas das
reacoes de acoplamento, como por exemplo a formacdo de N-acilureias como
subprodutos.

Para a sintese de S3, inicialmente foi utilizado como reagente de acoplamento
a N,N’-di-isopropilcarbodi-imida (DIC) (Esquema 15, p. 93), e esperava-se a obtencéo
de S3 como Unico produto, conforme o mecanismo proposto (Esquema 16, p. 94)
(VALEUR; BRADLEY, 2009). Entretanto, apds a elaboragédo foram observados dois
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pontos bem préximos na placa de CCD. Sup6s-se, assim, que a outra substancia seria
um derivado N-acilureia (S7) (Esquema 15), um produto de rearranjo esperado para
esse tipo de reacdo (NAKAJIMA; IKADA, 1995). Foi realizada a purificagdo em CC,
porém estes dois compostos ndo puderam ser separados. ApOs analises dos
espectros de RMN de 'H e de '3C da mistura (Figura 38), comprovou-se que a mistura
era constituida pela amida S3 e pelo subproduto N-isopropil-N-
(isopropilcarbamoil)populnonamida (S7) na proporgdo de 47% e 53%,
respectivamente, e conversao total de 82%, conforme apresentado no Esquema 15.
A proposta do mecanismo de formacéo de S7 consiste num rearranjo da estrutura do
intermediario A, uma O-acilureia, formando um intermediario com um anel
heterociclico de 4 membros (E), seguido da abertura do anel e formacéo de S7, uma
N-acilureia (Esquema 17, p. 94) (VALEUR; BRADLEY, 2009).

Esqguema 15. Sintese de S3 com formacé&o do subproduto S7

O —
N\ NH

wN . DIC

DMAP, DCM, t.a., 19 h

Figura 38. Expansdes dos espectro de RMN de H* (&4 3,5-8,0) e 13C* (8¢ 70-
185) para a mistura S3 e S7
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*Expansoes dos espectros de RMN de 'H (400 MHz, CDCIz) e *3C (100 MHz, CDCls) da mistura de
S3eS7
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Esgquema 16. Proposta de mecanismo para sintese de S3 utilizando DIC como
reagente de acoplamento

Diversas tentativas foram realizadas para otimizar a reacéo (Tabela 29, p. 95).
As reacdes foram acompanhadas por CCD e em todos os casos foi observada a

formacéao, por CCD, de S3 e S7 e, portanto, os produtos ndo foram purificados e, por
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esse motivo, realizou-se a sintese de S7 a fim de se obté-lo puro e realizar sua
caracterizacdo inequivoca (Apéndice X1, p. 200). Devido ao insucesso de se obter

somente o produto de interesse propds-se a mudanca do reagente de acoplamento.

Tabela 29. Condicdes das reacdes de tentativas de sintese de S3

\N/
Tentativa* HZN/\ | = Micro-ondas Temp. Tempo | Resultado**
NT °C)
(equiv.) | (equiv.)
1 1,2 0,1 nao ta. 19 h S3+S7
2 2,0 0,1 sim 30 6 min S3+S7
3 2,0 0,1 sim 30 2 min S3+S7
4 2,0 1,0 sim 30 30s S3+S7
5 2,0 1,0 nao 0 4 h S3+ S7

*Todas as reacoes foram realizadas em 5 mL de DCM; ** Os resultados de porcentagem de

conversao nao foram determinados.

Rodriguez-Hernandez e colaboradores (2015) relataram a sintese de amidas
derivadas da hederagenina, um triterpeno pentaciclico de esqueleto oleanano,
utilizando como reagente de acoplamento o TBTU. Os autores obtiveram um
rendimento de 93% para uma amida triterpénica similar a S3. De posse dessas
informacgdes, a reacgéo foi realizada com TBTU, como alternativa a se obter S3 sem
produtos de rearranjo.

O mecanismo da reacdo de acoplamento com TBTU (Esquema 18, p. 96)
apresenta etapas de reagdo bastante similares as observadas para a reacdo de
acoplamento com DIC, porém néao foram observados produtos de rearranjo. Dessa
forma, a reacdo seguiu com a adicdo de um derivado benzotriazolico a carbonila de
G (Esquema 18, p. 96) seguida da eliminacdo de uma molécula de tetrametilureia,

gerando o intermediario S8.
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Esquema 18. Proposta de mecanismo de sintese do intermediario S8 utilizando
TBTU como reagente de acoplamento

tetrametilureia

Apds uma hora de reacgdo verificou-se por CCD que todo material de partida
havia sido consumido, entdo a propargilamina foi adicionada a mistura da reacao. O
mecanismo para a formacdo de S3 consiste em uma etapa de adicdo da
propargilamina a carbonila do intermediario S8, seguida da eliminacdo do derivado
benzotriazdlico (Esquema 19, p. 96). A reacgéo realizada com TBTU foi bem-sucedida
e S3 foi obtido com 93% de rendimento apds purificacdo. A fim de se obter S8 puro e
realizar sua caracterizacao, este foi preparado a partir de uma reacédo sem adicéo de

propargilamina e seus espectros de RMN encontram-se no Apéndice X2, p. 202.

Esquema 19. Proposta de mecanismo para a sintese de S3 a partir do
intermediario S8

A banda relativa ao estiramento de carbonila de amida foi observada no
espectro na regido do infravermelho de S3 (Apéndice S, p. 174) em 1668 cm™ e a
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banda associada ao estiramento da ligacdo CH de alcino terminal foi observada em
3394 cm. No espectro de RMN de 'H de S3 (Figura 39, p. 97 e Apéndice S, p. 174)
observou-se o aparecimento de um sinal em 6n 4,04 (dd, 5,0; 2,6 Hz, 2H) atribuido
aos atomos de hidrogénio metilénicos da cadeia propargilica, e um sinal em 61 2,25
(t, 2,6 Hz), que foi associado ao atomo de hidrogénio metinico do alcino. O sinal em
oH 5,83 (t, 5,0 Hz, 1H) foi atribuido ao atomo de hidrogénio ligado ao nitrogénio do

grupo carbamoila (Figura 39, p. 97).

Figura 39. Expansdes do espectro de RMN de H* (81 2,22-2,26; 4,01-4,08 e
5,80-5,90) para a para S3
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5.90

Foram observados 33 sinais no espectro de RMN de 3C (Apéndice S, p. 174).
O sinal em 6c 178,4 (C) foi associado ao carbono da carbamoila em C-29, e os sinais
em oOc 79,8 (C) e 71,7 (CH) foram atribuidos aos atomos de carbono sp da cadeia
propargilica (Figura 40). As atribuicbes completas para os deslocamentos dos sinais

de 3C de S3 estdo apresentadas na Tabela 25 (p. 85).

Figura 40. Expanséao do espectr
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*100 MHz, CDCls
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3.2 — Obtencéao das glicosilazidas

Para a obtencdo dos derivados glicosiltriazélicos de triterpenos, foram
preparadas cinco azidas derivadas da glicose (S4a), galactose (S4b), fucose (S4c),
xilose (S4d) e maltose (S4e) para a posterior conjugacdo com os triterpenos
propargilicos. A sintese das glicosilazidas foi realizada em trés etapas, sendo a
primeira a peracetilagédo dos glicidios, seguida de uma bromacéo seletiva no carbono
anomérico e por fim uma substituicdo nucleofilica ao carbono anomérico para a
obtencdo dos intermediarios de interesse. As sinteses sdo descritas na literatura
(FRANCO et al., 2015; KUMAR et al., 2006; KUMAR; MAULIK; MISRA, 2008) e sera
apresentada a discussao da preparacao da 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-1-desoxi-S-
D-glicopiranose (S4a) como exemplo da obtencéo e caracterizagdo dessa série de

compostos (Esquema 20).

Esquema 20. Rota de sintese de S4a

OH OAc Br N3
OH OA ~_.OAC ~OAC
O o a ) WORC b O ° c 0 '
HO 9 AcO ) AcO 9 AcO
~"Son 9% ~Noac ~100% ~Noac  O3% ~"NoAc
OH OAc OAc OAc

Glicose Ac-gli Br-gli S4a

a) Acz0, AcONa, 90-100 °C. b) HBr/AcOH, DCM. c) NaNs, H20/Ac20.

Para a obtencao de S4a, primeiramente a glicose foi submetida a uma reacgao
de peracetilacdo com anidrido acético e acetato de sodio sob aquecimento,
produzindo o intermediario 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-B-D-glicopiranose (Ac-gli). A
formacéo de Ac-gli foi comprovada apds analise dos espectros de RMN de 'H e 3C.

No espectro de RMN de 'H de Ac-gli (Figura 41, p.99) é possivel observar a
presenca de sinais entre on 2,02-2,12 integrados para 15H atribuidos as metilas dos
grupos acetila, confirmando a peracetilagdo. A formacédo unicamente do anémero f8
pode ser confirmada pela constante de acoplamento de H-1 (é+ 5,72) que apresentou
3J = 8,3 Hz, coerente com o esperado para um acoplamento axial-axial entre H-1 e H-
2. No espectro de RMN de 3C (Figura 42, p. 99) foram observados cinco sinais entre
Oc 168,9-170,6 atribuidos as carbonilas dos grupos acetila, e também os sinais das

metilas na regido de oc 20,0-21,0. A presencga de um unico sinal entre 6c 90-100 ppm
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corrobora o fato de ter havido a formacdo somente de um anémero peracetilado da

glicose.
Figura 41. Espectro de RMN de 'H* de Ac-gli
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Figura 42. Espectro de RMN de 3C* de Ac-gli
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A etapa seguinte consistiu na bromacéo seletiva da Ac-gli com HBr/AcOH em
DCM a fim de se obter o intermediario bromado Br-gli. Apesar de essa reacao passar
por um intermediario oxénio, sendo estericamente possivel o atague do ion brometo
por ambos os lados do carbono anomérico, é observada somente a formacao do
produto a-bromado, com o substituinte halogenado na posic¢éo axial.

Essa preferéncia pela posicdo axial pode ser explicada devido ao efeito
anomérico, no produto formado, promovido pelo atomo de oxigénio do heterociclo, em

gue um dos pares de elétrons nao ligantes do heteroatomo interage com os orbitais
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antiligantes o*c-x que estédo paralelos a ele. Essa interacdo sera mais eficiente quanto
menor a diferenca de energia entre orbitais ndo ligante e orbital antiligante (JUARISTI;
CUEVAS, 1992). Como o*c-sr apresenta menor energia que o*c-H, a interacdo mais
eficiente sera no — o*c-sr, explicando a formacdo de um Unico produto a-bromado
(Figura 43).

Figura 43. InteracBes orbitalares associadas ao efeito anomérico

y OAc H OAc

No espectro de RMN de 'H de Br-gli (Figura 44) é possivel observar que a
constante de acoplamento escalar 3J para H-1 (6w 6,61) é de 4,0 Hz, compativel ao

esperado para um acoplamento equatorial-axial entre H-1 e H-2.

Figura 44. Espectro de RMN de H* de Br-gli
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Pela andlise do espectro de RMN de 3C (Figura 45, p.101) para a Br-gli foi

possivel observar que o valor de deslocamento quimico do carbono anomeérico
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diminuiu em quase 5 ppm em relacéo ao observado para Ac-gli (de 6c 91,7 para 86,5).
A maior blindagem do atomo de carbono anomérico do composto a-bromado
corrobora com a afirmativa de que as interagdes no — o*c-sr S0 mais eficientes que

as interagbes no — o*c-H presentes em Ac-gli.

Figura 45. Espectro de RMN de 3C* de Br-gli
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A Ultima etapa para a obtencédo de S4a consistiu na realizacdo de uma reacao
de substituicdo nucleofilica bimolecular entre Br-gli e NaNs em uma mistura de agua
e acetona. A azida S4a foi obtida com rendimento global de 42%. A formacao da -
glicosilazida pode ser confirmada pela analise de RMN de 'H de S4a (Figura 46), em
que H-1 (61 4,65) apresentou 3J = 8,9 Hz, compativel com o acoplamento axial-axial

entre H-1 e H2.
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O sinal atribuido para o atomo H-2 apresentou deslocamento em 6x 4,96 (dd,
9,5; 8,9 Hz). Tanto H-3 (6n 5,11), quanto H-4 (én 5,22) apresentaram-se como tripletos

com valores de constante de acoplamento J = 9,5 Hz associados aos acoplamentos
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axial-axial com os atomos de hidrogénio vizinhos. O sinal em éu 3,80 (ddd, 9,5; 4,8;
2,3 Hz) foi atribuido ao atomo H-5, e os atomos de hidrogénio diastereotdpicos em H-
6 apresentaram deslocamentos em ou 4,18 (dd, 12,5; 2,3 Hz) e o1 4,28 (dd, 12,5; 4,8
Hz), conforme é possivel observar na expanséo do espectro de RMN de 'H de S4a
(Figura 47).

Figura 47. Expansdo do espectro de RMN de H* (& 3,7-5,3) para S4a
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As atribuicdes para os atomos de carbono de S4a foram realizadas a partir da
comparagcao dos sinais obtidos no espectro de *3C (Figura 48) com dados da literatura
para a 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-1-desoxi-B-D-glicopiranose (FRANCO et al.,
2015).

Figura 48. Espectro de RMN de 13C* de S4a
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A descricédo da obtencéo das demais glicosilazidas (S4b-e) e seus respectivos
dados de RMN de 3C se encontram na parte experimental, a partir da pagina 72, e

seus respectivos espectros podem ser visualizados no Apéndice T, p. 176.
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3.3 — Obtencéao dos derivados glicotriazélicos de triterpenos

A etapa final da sintese dos derivados glicosiltriazélicos consistiu na reacao
entre as diferentes azidas glicosidicas com os triterpenos propargilicos a partir da
reacdo de cicloadicdo catalisada por cobre, conforme ilustrado no Esquema 21.
Realizou-se a sintese de cinco derivados triazélicos inéditos do populnonato de
propargila (S2), e cinco novos derivados da N-propargilpopulnonamida (S3), a fim de
se avaliar as diferencas na atividade citotdxica dos derivados quando hd mudanca no
heterodtomo da subunidade triterpénica, e quando ha mudancas na subunidade
glicosidica. Foram utilizadas como glicosilazidas trés derivados de hexoses, glicose
(S4a), galactose (S4b) e fucose (S4c), uma de pentose, xilose (S4d) e uma de um

dissacarideo, maltose (S4e).

Esquema 21. Sintese dos derivados glicosiltriazélicos Sha-e e S6a-e

_ Ns
O, V—— (0] =N
e - \_N
A I~Q <
S -~ R
R-N,
Sda-e
R-Nj
S4da-e
AcO OAc
S5 78% 66% 62% 44% 54%
S6 88% 81% 55% 45% 85%

a) CuS04.5H20, AscNa, DCM/H:z0, t.a.
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A reacéo de cicloadicao 1,3-dipolar de Huisgen entre azidas organicas e alcinos
para a obtencédo de 1,2,3-triazois-1,4-dissubstituidos ganhou grande destaque apés
trabalhos dos grupos de pesquisa de Meldal e Sharpless (ROSTOVTSEYV et al., 2002;
TORN@E; CHRISTENSEN; MELDAL, 2002) que introduziram ions de Cu(l) como
catalisadores, levando a heterociclos com alta regiosseletividade e altos rendimentos.
A presenca de ions Cu (l) influencia fortemente a velocidade e a regiosseletividade da
cicloadicdo e, embora diversos mecanismos tenham sido propostos para a reacao,
uma versdo mais recente propde o envolvimento de dois ciclos (lento e rapido) com
participacdo de espécies dinucleares de cobre (Esquema 22). Essas cicloadi¢cdes
catalisadas por cobre apresentam outras vantagens, como a alta tolerancia a grupos
funcionais, condi¢cdes brandas de reacdo e, em alguns casos, as reacdes podem
ocorrer em menos de uma hora, sendo uma das mais embleméaticas reacfes da
chamada “Quimica click” (JIN et al., 2015; MELDAL; TORNGE, 2008).

Esquema 22. Ciclos cataliticos das cicloadi¢cdes 1,2,3-dipolares de Huisgen
catalisadas por Cu(l)

LCuX + R—=——H
HX R,N;
NZ Sn—Re
—{ e ~ LCuX
R1 H \ ’ R»]TCUL =
Lento ' Rapido
R—==—H
C)]
N7 Sy—Re AT ® X N
RoN3 R4 LCu\Ny Ny—Rz
R CuL R—=—H . oL
1 u

Figura adaptada de (JIN et al., 2015).

Para a realizacdo das reacdes de cicloadicdo, foram solubilizadas as
glicosilazidas e os triterpenos propargilicos em DCM e, a essa solugéo, foi adicionada
uma solugdo aquosa de CuS04.5H20 e ascorbato de sédio (AscNa), que age como
agente redutor dos ions de Cu(ll).

E interessante observar que a ordem de adicdo do agente redutor interferiu

consideravelmente no rendimento das reacdes click. Numa primeira tentativa de
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obtencéo de S5a, foram adicionados a fase organica contendo S2 e S4a (Esquema
21, p. 103) uma solucdo aquosa de CuS0O4.5H20 e, posteriormente, foi adicionado o
AscNa a mistura de reacdo. Apos iniciar a agitacdo, a mistura de reacdo adquiriu
tonalidade amarela caracteristica e, em uma hora, se tornou verde. Foi observado, a
partir da analise de CDD, que nem todo material de partida havia sido consumido, e a
reacao permaneceu sob agitacdo por 18 h. Apds elaboracdo, o produto bruto da
reacdo foi purificado em CC e parte do triterpeno propargilico S2 foi recuperado e S5a
foi obtido com 47% de rendimento.

Devido ao baixo rendimento observado, foram realizadas outras duas reacdes
entre S2 e S4b e entre S3 e S4a para se verificar o efeito da mudanca do carboidrato
e do derivado propargilico no rendimento da reacao, no entanto, os produtos S6a e
S5b ndo chegaram a ser obtidos. A estratégia seguinte foi a mudanc¢a na metodologia.
Foram realizadas algumas tentativas para obtencao dos derivados glicotriazolicos Sba
e S6a em um sistema de solventes THF:H20, e néo foi observada a formacao dos
produtos. Em todas as tentativas malsucedidas o meio de reagao se tornava verde e,
apos a elaboracao, as glicosilazidas ndo eram recuperadas.

Considerando que a cor verde é caracteristica para alguns complexos de Cu(ll)
em meio aquoso, sugeriu-se, portanto, que as glicosilazidas poderiam estar se
complexando aos ions Cu(ll) antes de serem completamente reduzidos a Cu(l),
inibindo sua atividade catalitica. Dessa forma, foi realizada uma outra reacéo entre
S2 e S4a, mas dessa vez foi adicionada a fase orgénica uma solucdo aquosa
contendo a mistura de CuS04.5H20 e AscNa. A reacdo se procedeu por 18h e S5a foi
obtido com 78% de rendimento.

No espectro de RMN de 'H de S5a (Figura 49, p. 106) foi possivel observar a
presenca de sete simpletos e um dupleto na regido entre én 0,70-1,2 atribuidos as
metilas da cadeia triterpénica, e quatro simpletos entre én 1,8-2,1 atribuidos as metilas
dos grupos acetila da subunidade glicosidica, confirmando a conexédo entre as duas
subunidades. Aléem disso, o simpleto em ou 7,81 € caracteristico do atomo de

hidrogénio H-3’ do anel triazdlico, confirmando sua formagao.
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Figura 49. Espectro de RMN de 'H* de S5a
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A partir da expanséo do espectro de RMN de *H entre d+ 4,0-8,0 (Figura 50, p.
107) foi possivel observar que os &tomos de hidrogénio metilénicos diastereotdpicos
H-1" apresentaram deslocamento em 6u 5,10 (d, 12,9 Hz) e 5,27 (d, 12,9 Hz). Os sinais
associados aos hidrogénios glicosidicos foram atribuidos a partir da analise do mapa
de contornos COSY (Figura 51, p. 107). ApGs analise desse espectro, pode-se
observar que o sinal do atomo de hidrogénio ligado ao carbono anomérico, H-1",
apresentou deslocamento em oén 5,88 (m), os sinais H-2” e H-3” apareceram
sobrepostos em um multipleto centrado em én 5,42, o sinal do atomo de H-4”
apresentou-se como um multipleto em on 5,23 (m), o sinal do hidrogénio H-5"
apresentou deslocamento em én 4,01 (ddd, 10,2; 4,9; 2,2 Hz) e os sinais referentes
aos atomos de hidrogénio hidroximetilénicos H-6" apresentaram deslocamento em &x
4,16 (dd, 12,6; 2,2 Hz) e 4,31 (dd, 12,6; 4,9 Hz).
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Figura 51. Expansdo do mapa de contornos COSY* (8H 4,0-6,0) para Sba
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No espectro de RMN de 3C de S5a (Figura 52, p. 108) foram observados sinais
em oc 143,9 e 121,9 relativos aos &tomos de carbono C-2’ e C-3’ do anel triazdlico,
respectivamente. O sinal do carbono anomérico C-1” da subunidade glicosidica

apresentou deslocamento em &c¢ 85,8. A carbonila em C-3 da subunidade triterpénica
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foi atribuida ao sinal com deslocamento em &c 213,2. Apos analises detalhadas dos
espectros 2D de RMN de Sb5a foi possivel atribuir os deslocamentos para C-29 em éc
178,5 e as carbonilas dos grupos acetilas da subunidade glicosidica apresentaram
deslocamentos entre 6c 168,8-170,5. Os demais sinais referentes aos atomos de
carbono da cadeia glicosidica apresentaram deslocamento em éc 75,3 (C-5"), 6c 72,6
(C-3”), 6c 70,3 (C-4"), 6c 67,7 (C-2”) e 6c 61,5 (C-6"). Os dados completos de RMN
estédo relatados na parte experimental (Tabela 26, p. 86) e os espectros e mapas de
contornos encontram-se no Apéndice U1, p. 179

Figura 52. Espectro de RMN de 3C* de S5a
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As sinteses dos demais derivados glicosiltriazélicos foram realizadas a partir
da mesma metodologia utilizada para a preparacao de S5a. Foram obtidos, ao todo,
dez derivados triterpénicos (S5a-e e S6a-e) e os dados e atribuicbes para os
deslocamentos quimicos de 13C de cada um deles se encontram descritos na Tabela
26, p. 86 e Tabela 27, p. 87, e os espectros de RMN estdo apresentados nos
Apéndices U, p. 179, e V, p. 190.
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4 — CONSIDERACOES PARA A SINTESE DOS DERIVADOS
GLIGOSILTRIAZOLICOS DE TRITERPENOS

Os derivados glicosiltriazolicos foram obtidos em trés etapas partindo dos
triterpenos naturais P11 e P12. Inicialmente propds-se a oxidacdo da mistura para a
formacao de S1, seguida da formacao de dois derivados propargilicos, S2 e S3 e, por
fim, a conjugacao dos derivados propargilicos as azidas glicosidicas por meio de uma
reacao de cicloadicdo catalisada por Cu(l).

A etapa inicial consistiu ha obtencdo do derivado oxidado S1. Essa estratégia
foi escolhida pois eliminou-se a necessidade de purificacdo da mistura de P11 e P12
e 0 grupo carboxila de S1 permitiu a formacado dos derivados propargilicos em
condicBes mais brandas. Foi observado que o processo de oxidagcdo de P11 e P12
ndo ocorreu quando utilizado KMnO4 como agente oxidante, o que ja havia sido
observado em outros estudos envolvendo essa classe de compostos, porém o produto
S1 foi obtido com 84% de rendimento ao trocar o agente oxidante por H2CrOa.

Para a obtencdo do derivado propargilico S2 foi realizada uma substituicdo
nucleofilica entre S1 e brometo de propargila, sendo o produto obtido com 87% de
rendimento. O derivado propargilico S3 foi obtido a partir de uma reacdo de
acoplamento entre S1 e propargilamina. O reagente TBTU se mostrou como o
reagente de acoplamento mais adequado para essa reacao, pois levou a formacédo de
S3 com 93% de rendimento, ao passo que a reac¢ao utilizando DIC como reagente de
acoplamento levou a formacdo de um subproduto indesejavel, a N-acilureia S7, em
uma proporc¢ao de aproximadamente 1:1 com S3.

A etapa final para a obtencdo dos derivados glicosiltriazdlicos consistiu na
reagao de cicloadi¢cdo de Huisgen catalisada por Cu(l) entre os derivados propargilicos
S2 e S3 e as glicosilazidas S4a-5. Foram obtidos, ao todo, dez derivados triterpénicos
inéditos com rendimentos entre 44% e 88%.

Considerando as trés etapas, os rendimentos globais para os derivados S5a-e
variaram entre 32-57% e para os derivados S6a-e os rendimentos globais foram de
33-64%. Foram sintetizados, ao todo, quatorze derivados triterpénicos inéditos (S2,
S3, Sha-e, S6a-e, S7 e S8) sendo este o primeiro relato da obtencéo de derivados de
semissintese para o triterpeno S1 e o primeiro relato de sintese de derivados
1,2,3-triazdlicos para triterpenos que apresentam esqueleto friedelanico.
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1 - INTRODUCAO

Como citado anteriormente, o cancer é a segunda maior causa de 6bitos no
mundo, tendo sido responsavel pela morte de 9,6 milhdes de pessoas em 2018 de
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Ainda de acordo com a OMS,
em 2018 foram diagnosticados mais de 18 milhGes de novos casos pelo mundo.
Somente no Brasil foram quase 560 mil novos casos e 244 mil mortes devido ao
cancer (WHO, 2020). Dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimam que mais
de 449 mil novos casos de cancer sdo esperados para 0 ano de 2020 no Brasil, sendo
2,4% desse total associados somente a novos casos de leucemia (INCA, 2020).

Neste contexto, a investigacao do potencial citotéxico de produtos naturais tem
grande destaque na descoberta de novos farmacos antitumorais. De acordo com o ja
citado levantamento realizado por Newman e Cragg (2020), de todos os farmacos
utilizados no tratamento de cancer aprovados pelo FDA, cerca de 50% advém de
fontes naturais.

As propriedades antitumorais de triterpenos pentaciclicos sao possivelmente
uma das atividades bioldégicas mais investigadas para essa classe de substancias
(POKORNY; URBAN, 2018). Como resultado da diversidade estrutural de triterpenos,
eles podem agir em diversos alvos, como por exemplo induzir a apoptose a partir de
vias intrinsecas e extrinsecas, promover necrose, inibir a angiogénese e a inflamacéo
(GILL; KUMAR, 2016; PATLOLLA; RAO, 2012; ZHANG; MEN; LEI, 2014).

Um dos primeiros trabalhos envolvendo a investigacao da atividade antitumoral
de triterpenos pentaciclicos foi realizado por Trumbull e colaboradores (1976), que
observaram uma maior taxa de sobrevivéncia em ratos com leucemia linfocitica P-388
guando realizaram diferentes tratamentos com os triterpenos acido betulinico, &cido
ursolico e uvaol (Figura 53, p. 111). Desde entéo, diversos estudos envolvendo o
potencial citotoxico e antitumoral de triterpenos pentaciclicos vem sendo relatados
(SALVADOR et al., 2017).

Dentre os triterpenos pentaciclicos naturais mais estudados quanto aos
potenciais citotoxicos, se destacam o &cido betulinico (lupano), acido ursélico

(ursano), o acido oleandlico (oleanano) e o celastrol (triterpeno quinonametideo de
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esqueleto friedelanico) (Figura 53). Foram relatadas atividades citotoxicas em
linhagens de células de cancer de préstata e mama para o acido betulinico e ursélico
(CHAO et al., 2018; SHANKAR et al., 2017; YIN et al., 2018; ZENG et al., 2018), em
linhagens de células de cancer colorretal para o acido oleandlico e celastrol (BUFU et
al., 2018; NIU et al., 2017).

Figura 53. Triterpenos pentaciclicos com atividade citotoxica

Acido oleandlico Celastrol

Derivados de semissintese obtidos a partir de triterpenos pentaciclicos naturais
ganharam grande destaque na investigag&o por novas substancias citotoxicas devido
as possibilidades de potencializacdo da atividade biolégica e, como citado
anteriormente, otimizacao de propriedades farmacocinéticas, como a solubilidade em
agua (PERON; MARZARO; DALL’ACQUA, 2019; ZHOU, M. et al.,, 2017). Como
apresentado, um dos exemplos de grande destaque é a metil bardoxolona (Figura 29,
p. 61), que chegou a ser avaliada em ensaios clinicos fase | em pacientes com
tumores sélidos e linfoma em estagios avancados, e estudos recentes avaliaram o
potencial citotdxico in vitro e in vivo desta substancia frente a diferentes linhagens de
células tumorais de leucemia, osteossarcoma e adenocarcinoma pulmonar
(BORELLA et al., 2019).

111



CAPITULO 3: ESTUDO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

Como destacado anteriormente, a ligacdo de outros grupos farmacoféricos a
alguns dos triterpenos naturais mais ativos via reacdes click tem sido alvo de estudos
de alguns grupos de pesquisa. Um derivado 1,2,3-triazélico do acido oleandlico
(Figura 54a) apresentou atividade citotéxica pelo menos 40 vezes superior em relagdo
ao triterpeno natural frente a linhagens de células de melanoma e fibrosarcoma (WEI
et al., 2015). Outro estudo relatou a sintese de derivados 1,2,3-triazolicos do acido
ursélico e um deles (Figura 54b) apresentou Clso na ordem de 0,1 uM para linhagens
de células tumorais de pulmdo, mama, colon e leucemia com alto indice de
seletividade (RASHID et al., 2013).

Figura 54. Derivados triterpénicos 1,2,3-triazélicos com atividade citotoxica

A leucemia é um tipo de cancer que ocorre em células imaturas da medula
Ossea e provoca um crescimento descontrolado de glébulos brancos anormais. Dentre
os diversos tipos de leucemia, os mais comuns séo a leucemia linfoide cronica (LLC),
leucemia mieloide crénica (LMC) e leucemia mieloide aguda (LMA), sendo este o
segundo tipo de cancer mais incidente em criancas e adolescentes de 0-14 anos
(WHO, 2020).

De acordo com a Leukemia and Lymphoma Society, uma organiza¢cdo nao
governamental e sem fins lucrativos dos Estados Unidos, o indice de sobrevivéncia
de pacientes diagnosticados com LMC entre 2009-2015 naquele pais foi de 69,7%,
ao passo que pacientes com LMA apresentaram indice de sobrevivéncia de apenas
29,4% (LLS, 2019). Em virtude do sucesso nos tratamentos com o farmaco imatinibe,
a LMC é uma doenga muito menos letal que a LMA. No entanto, o surgimento de
resisténcia ao imatinibe no tratamento de LMC (GUPTA et al.,, 2020) e a alta
mortalidade observada para LMA tém servido de incentivo para a busca de novos

candidatos a farmacos para o tratamento dessas doencas. Neste contexto os
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triterpenos pentaciclicos e derivados de semissintese tém surgido como promissores
candidatos.

Dentre os diversos estudos que avaliam a potencial antitumoral de triterpenos,
muitos sdo relacionados as atividades citotoxicas frente a linhagens de células
tumorais de leucemia. No trabalho de Waechter e colaboradores (2017), por exemplo,
foi relatado um Clso de 8,2 pM para o acido betulinico (Figura 53, p. 111) frente a
linhagem de células K562 de LMC. Panucci e colaboradores (2016) relataram a
atividade citotoxica para o acido ursdlico (Figura 53, p. 111) frente a células Jukart,
uma linhagem de células de LMA, que apresentou Clso de 10 uM.

Os estudos apresentados relatam expressivas atividades citotdxicas tanto para
triterpenos naturais, como para derivados semissintéticos, evidenciando um grande
potencial dessas substancias para a descoberta de novos farmacos para o tratamento
da leucemia e outros tipos de cancer. Motivados pelos dados apresentados, foi
proposta a investigacao da atividade citotdxica in vitro para os triterpenos isolados de
galhos e folhas de C. cognatum, bem como para os derivados glicosiltriazdlicos e
todos os demais intermediérios triterpénicos obtidos neste trabalho, frente a linhagens
de células de LMC (K562) e LMA (THP-1). Os triterpenos que apresentaram atividades
mais expressivas foram avaliados quanto ao mecanismo de acdo a partir de estudos

de expressao génica e mecanismos para inducdo da apoptose, por citometria de fluxo.
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2 — PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Os testes para a investigagao da citotoxicidade das amostras foram realizados
no Laboratério de Hematologia Clinica coordenado pelo professor Adriano de Paula
Sabino e as analises quimiométricas foram realizadas em colaboragcdo com o
professor Vinicius Gongalves Maltarollo, coordenador do Laboratorio de Modelagem
Molecular, ambos da Faculdade de Farmacia da UFMG.

2.1 — Cultura de células tumorais THP-1 e K562 e de células CMSP e WI-26 VA4

As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram obtidas a partir
das amostras de sangue de trés pacientes saudaveis por centrifugagdo em gradiente
de densidade utilizando Ficoll-Paque (Sigma Diagnostics, Inc., Missouri, EUA). As
células foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) a 37 °C e 5% de COs.. As linhagens THP-1 (células de LMA, ATCC TIB-
202), K562 (células de LMC, ATCC CRL-3343) e WI-26 VA4 (fibroblastos de pulméao
humano, ATCC CCL-95.1) foram mantidas congeladas em criotubos com 5% de
DMSO e meio de cultura RPMI-1640 com 10% de soro fetal bovino (SFB).

Para comecar o cultivo, os conteudos 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 de 800 rpm durante 5 minutos
(CS- 6R, Beckman, EUA). Em seguida descartou-se o sobrenadante. A massa celular
no fundo do tubo foi ressuspendida em 5 mL de meio de cultura. A suspensao 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 imida de 5% de CO2. Apds uma confluéncia de 80-90% realizou-se a
manutencao da linhagem, no qual o meio foi trocado a cada 48 horas para garantir a
renovacao dos nutrientes.

Com o auxilio de um microscopio invertido (Olympus, CKX 41) foram
observadas, a morfologia celular e a confluéncia. Quando as culturas apresentavam
aproximadamente 80% de confluéncia fez-se um repique. As culturas foram
transferidas para tubo de centrifuga de 15 mL e foram ressuspendidas em 5 mL de

meio RPMI-1640 com 10% SFB. Esse tubo foi centrifugado por 4 minutos a 800 rpm

114



CAPITULO 3: ESTUDO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

e seu sobrenadante descartado. A massa celular foi ressuspendida em 5 mL de meio
de cultura novo. Desta suspensao de células foram retirados 50 yL para misturar com
50 pyL de azul de Tripan para contagem manual de células viaveis em cédmara de
Neubauer. O azul de Tripan corou o citoplasma de células mortas possibilitando assim
a contagem de células inviaveis. Posteriormente a contagem, a suspensao celular (5
x 10° células/100 uL por poco) foi distribuida em placas de 96 pogos (Corning Costar

Inc., EUA) para realizagéo do ensaio de viabilidade celular.

2.2 — Ensaio de viabilidade celular utilizando MTT

As linhagens THP-1, K562, CMSP e WI-26 VA4 foram cultivadas em placas de
96 pocos contendo 1x107 células por poco. Apds o plagueamento de células, as placas
foram incubadas por 24h a 37 °C com atmosfera de 5% CO2. Em seguida, 0S pocos
foram lavados com meio de cultura e tratados com as amostras em concentracdes
decrescentes dos constituintes isolados e sintetizados (100, 10, 1, 0,1 pM) por um
periodo de 48h. Pogcos sem os tratamentos foram utilizados como controle negativo.
Como controles positivos foram utilizados os farmacos citarabina (Accord, S&o Paulo
-SP), para a linhagem THP-1, e imatinibe (Libbs, Sdo Paulo- SP), para a linhagem
K562. Em seguida, 100 puL do reagente 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
(MTT) na concentracdo de 5% m/v foram adicionados a cada poco e apoés trés horas
a 37 °C, DMSO foi adicionado para dissolver os cristais de formazan. A leitura da
qguantidade de azul de formazan formado foi medida em espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 550 nm (Espectrofotdbmetro SpectraMax Plus — Molecular
Devices, EUA).

A concentracao que inibe 50% o crescimento das células (Clso) na presenca
dos compostos testados e dos controles positivos foi determinada em comparagao
com o controle negativo. O desvio padréo foi calculado com base nos valores obtidos
em triplicatas. O indice de seletividade foi calculado a partir da relacéo entre os Clso
obtidos para CMSP ou WI-26 VA4 e os Clso obtidos para cada tratamento com as

linhagens tumorais.

2.3 —Ensaio de marcacéao por AnexinaV e iodeto de propideo (IP) para apoptose
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Células THP-1 e K562 foram tratadas com os triterpenos P3 e P5, na
concentragcdo do Clso. Em seguida as células foram coletadas e lavadas com SFB.
Apos a centrifugacé@o a 800 rpm, foi adicionado tamp&o de ligagdo 1X Anexina V as
células, que foram posteriormente incubadas a 37 °C por 30 min com 2,5 uL de
Anexina V e IP. A apoptose celular foi medida utilizando citometria de fluxo (Fortessa,
BD Biosciences, EUA).

2.4 — Analise da expressdo de mRNA

O RNA total foi extraido com o reagente Trizol LS (Invitrogen, EUA) de acordo
com as instrugdes do fabricante. O RNA foi quantificado utilizando espectrofotdmetro
Nanovue plus (GE Healthcare Life Sciences) e a qualidade avaliada por eletroforese
em gel. O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 1,5 ug de RNA em um
volume total de 20 pL usando o kit de transcricdo reversa com alta capacidade (Life
Technologies®, Carlsbad, California, EUA).

A expressdo génica de TP53 (5-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3'; 5'-
GAAGATGGTGATGGGATTTC-3") (XIAO et al., 2011), p21 (5'-
TGAGCCGCGACTGTGATG-3"; 5-GTCTCGGTGACAAAGTCGAATT-3) (YI et al.,
2012), BAX (5-TCTGGCCCTACAC-3 '; 5'-~ACAAACTGGCCCAACAGAAC-3") (CHEN
et al., 2014) e BCL-2 (5'-TCCGCATCAGGAAGGCTAGA-3 5'-
AGGACCAGGCCTCCAAGCT-3") (MICKE et al., 2006) foi quantificada por meio do
método de PCR quantitativo (QPCR) usando o GAPDH como gene enddgeno e o kit
SYBR-Green PCR Master Mix® (Thermo Fisher Scientific Inc., Asheville, NC) de
acordo com as instrucdes do fabricante . O ensaio de PCR em tempo real foi realizado
em um termociclador StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems) nas
seguintes condig¢des: 95 °C por 10 minutos, 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 60 °C
por 1 minuto. No final do processo, o estagio da curva de dissociacdo é aumentado
(95 °C por 15 segundos).

2.5 — Andlise estatistica

Todos os valores foram expressos como média £ DP. Os valores de Clso foram

calculados usando o programa OriginPro 8.0 (OriginLab Corporation, Northampton,
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MA, EUA). O teste t de Student foi usado para comparar os dados entre 0 grupo de
controle e o grupo de teste. Os resultados da expressao génica foram analisados por
meio do programa "Sigma Stat" versao 2.03. Para os dados com distribuicdo normal
foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de comparacdes
multiplas de Tukey. Utilizou-se ANOVA para comparacdo entre grupos, sendo
realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste de comparacdes

multiplas de Holm-Sidak.

2.5 - Andlise quimiométrica

A analise de agrupamento hierarquico (HCA) foi executada para agrupar os
compostos com base em seus valores de atividades citotoxicas experimentais contra
linhagens celulares THP-1 e K562, como um método de medicdo de similaridade
bioldgica. A HCA foi realizada utilizando os valores das atividades citotoxicas para 0s
triterpenos pentaciclicos isolados de galhos de C. cognatum (P2, P3, P5, P8, P9, P11
e P12) como entrada. A distancia euclidiana foi utilizada como método de medicao
para similaridade e método de ligacdo média.

A relacéo entre descritores moleculares e as atividades biolégicas foi avaliada
empregando a analise de componentes principais (PCA). Em seguida, os descritores
fisico-quimicos e moleculares dos triterpenos P2, P3, P5, P8, P9, P11 e P12 foram
calculados com o software PaDEL-descriptor (YAP, 2011). Nesta etapa, foram
calculados 2.187 descritores e, em seguida, foram realizadas as seguintes estratégias
de selecdo de varidveis com base em trabalhos relatados anteriormente
(MALTAROLLO et al., 2019; SOUZA et al., 2004; WEBER et al., 2006): (i) o peso de
Fisher foi calculado para identificar os descritores com maior importancia para
distinguir os agrupamentos identificados na HCA (FW > 1); (ii) os coeficientes de
correlacdo de Pearson foram calculados para identificar as varidveis altamente
correlacionadas (R > 0,80) para ambos os valores experimentais; (iii) trés variaveis
foram selecionadas com altas correlagbes com atividades biologicas e baixas
correlacdes entre si. Os trés descritores foram escalonados automaticamente antes
dos estudos de PCA. Tanto a HCA guanto o PCA foram realizados com o software
Chemoface 1.63 (NUNES et al., 2012).
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3 — RESULTADOS DA ATIVIDADE CITOTOXICA

3.1 - Atividade citotdéxica in vitro

A atividade citotoxica foi avaliada de acordo com os valores obtidos de Clso em
MM para duas linhagens de células tumorais, THP-1 (LMA) e K562 (LMC), e duas
linhagens de células saudaveis, CMSP (células mononucleares de sangue periférico)
e WI-26 VA4 (fibroblastos de pulméo humano), e também pelo indice de seletividade
(IS), que é a razéo entre os valores de Clso para as células saudaveis e os valores
obtidos para as células tumorais nos diferentes tratamentos (Tabela 30, p. 119).

Todos os produtos naturais avaliados (substancias com codigo P) exibiram
efeitos citotoxicos moderados a elevados para as células tumorais. Os compostos P8,
P9, P13 e P14 foram mais citotdéxicos para a linhagem K562 do que para THP-1,
enquanto P11 e P12 apresentaram maior citotoxicidade contra THP-1. Os triterpenos
P2, P3 e P5 exibiram citotoxicidade semelhante para ambas as linhagens de células
em cada tratamento. Os compostos P3, P5 e P13 apresentaram Clso semelhante ou
inferior aos valores observados para os controles positivos. Além disso, P5 exibiu
maior seletividade para as linhagens de células THP-1 do que o controle de citarabina
e seletividade semelhante ao imatinibe para K562. P13 apresentou indice de
seletividade superior a ambos os controles. P3, P5 e P13 demonstraram valores de
indice de seletividade comparaveis aos agentes quimioterapicos ja utilizados em
clinica. Os constituintes P1, P4 e P17, as misturas de P3 e P4, P5 e P6, P15 e P16, e
0s metabdlitos primarios P7 e P10 ndo foram avaliados neste experimento.

Estes resultados demostram o potencial citotoxico dos produtos naturais
testados, e estdo em concordancia com outros trabalhos que identificaram que alguns
desses mesmos triterpenos agiram como inibidores da proliferacdo de células
tumorais K562 e THP-1. Como exemplo, os resultados de Clso e indice de seletividade
obtidos por Aguilar e colaboradores (2020) para o composto P2 frente a linhagem
THP-1 foram semelhantes ao deste trabalho, porém Clso contra células K562 foi
quatro vezes menor. Para o composto P5, outro estudo mostrou que este triterpeno
era cinco vezes menos citotoxico contra K562 em relagdo ao obtido neste trabalho,
embora a seletividade ndo tenha sido relatada (GE et al., 2018). Morales e

colaboradores (2020) relataram Clso para P8 duas e trés vezes menores contra as
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linhagens K562 e THP-1, respectivamente. Reyes-Chilpa e colaboradores (2004)

relataram que o composto P9 n&o era citotoxico contra K562, embora tenha sido

observado neste trabalho uma atividade citotdxica moderada contra esta mesma

linhagem celular.

Tabela 30. Valores de Clso em pM para linhagens THP-1, K562, CMSP e
WI-26 VA4 e indice de seletividade (IS)

Clso (UM) % DP IS¢

Substancia THP-12 K562° CMSP WI-26 VA4 THP-1 K562
P2 39,07 £ 2,93 38,52 + 2,30 68,55 + 3,90 ND 1,75 1,78

P3 15,75 + 2,60 14,18 £ 1,43 55,20 + 2,82 ND 3,50 3,89

P5 9,92 +0,82 8,45+ 0,85 55,65 + 3,02 ND 5,61 6,59

P8 35,85+ 2,32 24,07 +1,52 75,40 + 3,85 ND 2,10 3,13

P9 53,55 +£3,90 43,71 £ 2,01 90,10 £ 5,10 ND 1,68 2,06
P11 26,35 + 3,32 50,55 + 3,62 92,55 + 5,25 ND 3,50 1,83
P12 33,60 + 2,26 64,75 + 3,90 88,90 + 4,68 ND 2,65 1,37
P13 13,06 £ 1,50 9,75+1,04 68,62 + 3,50 ND 5,25 7,03
P14 48,95 + 4,31 21,40+ 1,70 74,55 + 3,30 ND 1,52 3,48
S1 36,22 + 3,14 12,11 +1,85 66,42 + 2,90 ND 1,83 5,48

S2 59,15+ 2,61 62,82 + 3,71 79,25 + 3,66 ND 1,34 1,26

S3 21,80 + 2,55 15,20+ 1,85 68,65 + 4,15 ND 3,15 451
Sb5a 88,02 +£ 5,85 >300 ND 126,06 + 4,64 1,43 ND
S6a 49,95 + 2,80 78,95 + 5,50 ND 142,85 + 9,57 2,85 1,80
S5b 155,40 + 9,75 >300 ND 136,34 + 5,10 0,88 ND
S6b 61,42 + 3,95 205,10+ 12,30 ND 225,14 + 10,55 3,66 1,10
S5¢ 25,90 + 2,05 31,58+2,12 ND 175,50 + 8,95 6,77 5,56
S6¢ >300 >300 ND 178,02 + 5,85 ND ND
Sbd 120,90 + 13,15 51,90+ 3,10 ND 85,93 + 6,50 0,71 1,66
S6d >300 >300 ND >300 ND ND
S5e >300 >300 ND >300 ND ND
Sé6e 165,50 + 13,30 >300 ND 92,37 + 6,54 0,55 ND
S7 90,90 + 8,05 195,90 + 7,40 ND 129,20 + 5,80 1,42 0,65

S8 >300 >300 ND >300 ND ND
Citarabina 12,70 £ 1,20 ND 58,70 £ 3,76 ND 4,62 ND
Imatinibe ND 10,50 + 1,05 69,63 + 3,13 ND ND 6,63

ND: ndo determinado. 2 P3, P5 e P13 estatisticamente semelhantes ao controle citarabina. b P5, P13 e

S1 estatisticamente semelhantes ao controle imatinibe. ¢ IS calculado em relacdo ao Clso obtido para
CMSP ou WI-26 VA4,
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Para os produtos de sintese (substancias com coédigo S) foi observado que,
excetuando S1, S3 e Sb5c, as demais amostras foram pouco ativas ou néo
apresentaram citotoxicidade detectavel nas concentracdes avaliadas.

O produto de sintese S1, o &cido populndnico, foi obtido a partir da oxidacéo
da mistura de P11 e P12, mas também pode ser encontrado a partir de fontes
vegetais, como na espécie Pleckia populnea (MIRANDA et al., 2009). Comparado as
estruturas de P2 (friedelina), P11 (29-hidroxifriedelan-3-ona) e S1, € possivel inferir
que substituintes na posicdo C-29 do triterpeno ndo afetaram significativamente o
efeito citotoxico frente a linhagem THP-1. No entanto, para a linhagem K562, a
presenca da hidroxila em C-29, como observado em P11, parece ter afetado
negativamente a atividade citotdxica, ao passo que a carboxila nessa mesma posi¢cao
promoveu um aumento significativo na atividade, sendo possivel observar que o Clso
e IS para S1 foram similares aos obtidos pelo controle positivo. E interessante
observar que possivelmente a presenca de um grupo hidroxila em C-29 pode estar
associada a diminuicdo do potencial citotoxico. Comparando o valor de Clso de P13
(acetato de 3-oxofriedelan-29-ila) com aquele obtido para o triterpeno néo acetilado
P11, a atividade citotoxica e a seletividade sdo muito superiores. Corroborando com
essa hipotese, P3 (friedelinol) apresentou citotoxicidade e seletividade superiores ao
triterpeno P12 (friedelano-33,29-diol).

Em relacdo aos intermediarios S2 e S3, o grupo propargila afetou
negativamente a atividade citotoxica. Comparando com S1, observou-se uma
diminuicdo na Clso em ambas as linhagens para S2 e para K562 para S3. A funcéo
organica ligada ao grupo propargila também influenciou na atividade citotéxica. Para
os triterpenos propargilicos foi observado que a fungcédo amida tornou a substancia S3
potencialmente mais citotoxica quando comparada ao analogo éster S2.

De todos os dez derivados glicosiltriazélicos obtidos, somente S5¢ apresentou
um moderado Clso, porém com bons indices de seletividade. Pode-se inferir que
possivelmente o aumento expressivo da massa molar dessas substancias possa estar
associado a uma brusca diminuicdo das atividades citotoxicas testadas.

Como forma de se investigar o mecanismo de ac¢ado para as substancias mais
ativas, os triterpenos P3 e P5 foram avaliados quanto aos mecanismos de apoptose,
a partir de estudos por citometria de fluxo, e quanto a expressao génica de proteinas

chave das vias apoptéticas celulares.
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3.2 - Avaliacdo do mecanismo de acéo para apoptose

Os mecanismos béasicos da apoptose podem ser explorados para identificar

novos alvos potenciais para o tratamento terapéutico de doencgas que mostram um

desequilibrio entre a proliferacédo e a morte celular, como o cancer. Para determinar a

porcentagem de morte celular por apoptose e necrose das linhagens THP-1 e K562,

as células foram tratadas com os triterpenos P3 e P5, seguidos da andlise por

citometria de fluxo. Na Figura 55 é apresentada a porcentagem de células viaveis

(quadrante inferior esquerda), células em apoptose inicial (quadrante inferior direita),

células em apoptose tardia (quadrante superior direita) e células necroticas (quadrante

superior esquerda) apos 48 h de tratamento.

Figura 55. Histogramas representativos de citometria de fluxo da avaliacéo da
apoptose/necrose utilizando Anexina V e PI.
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A linhagem THP-1, quando tratada com P3, apresentou 47,60% de células

viaveis, 52,30% na apoptose inicial e apenas 0,11% na apoptose tardia. Para o

tratamento com P5, foram observadas 44,40% de células viaveis, 53,60% na apoptose
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inicial e 1,95% na apoptose tardia. Para a linhagem K562 tratada com P3, 47,60% das
células foram viaveis, 52,40% se apresentaram na apoptose inicial e apenas 0,05%
na apoptose tardia. O tratamento da linhagem K562 com P5 exibiu 42,70% de células
viadveis, 55,20% da apoptose inicial e 2,07% da apoptose tardia. Os resultados
evidenciam que ambos os triterpenos testados induzem a apoptose inicial em maior
proporcao dentre todas as células nao viaveis.

Alguns triterpenos, como o acido betulinico, ativam a apoptose agindo sobre a
membrana mitocondrial mediada pela via intrinseca, promovendo um aumento da
expressao de proteinas pré-apoptéticas, como a ativacao do gene BAX, e suprimindo
a expressao de genes antiapoptoticos como o BCL-2 (RZESKI et al., 2006). Os
triterpenos acidos ursélico e oleandlico também agem na regulacdo de genes da
familia BCL-2, induzindo apoptose em células tumorais a partir de vias apoptoticas
dependentes da mitocondria (KASSI et al., 2009; SHYU; KAO; YEN, 2010). Dessa
forma, pode-se sugerir que os triterpenos P3 e P5 podem agir de forma semelhante
aos triterpenos pentaciclicos citados, uma vez que compartiham algumas
semelhancas quimicas, como alta hidrofobicidade e a presenca de um grupo hidroxila
no carbono C-3, o que pode estar relacionado as suas atividades devido as interacées
estereoeletrénicas com um determinado alvo. Foram realizadas mais investigacées
sobre a expressao génica e analise quimiométrica a fim de apoiar esta hipétese para
P3 e P5.

3.3 — Estudos da expressédo génica em células sobreviventes

Existem diversos fatores que podem desencadear a apoptose, incluindo
agentes quimioterapicos, danos ao DNA, choque térmico, privacdo dos fatores de
crescimento, baixa quantidade de nutrientes e aumento dos niveis de espécies
reativas de oxigénio (ZHANG; MEN; LEI, 2014). A fim de entender melhor a relagéo
entre os danos ao DNA e a morte celular induzida pelos triterpenos P3 e P5, foram
realizadas reacdes de transcricao reversa qPCR para calcular a expressao relativa de
MRNA dos genes p21, TP53, BCL-2 e BAK.

A resposta celular aos danos do DNA envolve a transcricdo do gene TP53,
responsavel pela inducéo do ponto de controle G1/S de mitose, agindo na supressao
tumoral (HU et al., 2013). As linhagens THP-1 (Figura 56A, p. 123) e K562 (Figura
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57A, p.124), quando tratadas com os triterpenos P3 e P5, mostram uma deficiéncia

na expressao do TP53, indicando uma via de ativacdo da apoptose independente das

proteinas p53.

Figura 56. Quantificacao relativa dos genes TP53 (A), p21 (B), BAK (C) e BCL-2
(D) em células THP-1 nas concentra¢des do Clso de P3 e P5
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Na linhagem THP-1, a expressdo do gene p21 ndo apresentou diferenca
significativa em relagdo aos tratamentos com P3 e P5. O alvo BAK, por outro lado,
mostrou um aumento significativo na expressdo de mRNA para ambos o0s triterpenos.
P3 promoveu um aumento da expressao génica em até quatro vezes em relacéo as
células sem tratamento. Quanto a expressédo BCL-2, entretanto, foi observada uma
reducdo significativa na expressao génica para P5. Assim, o aumento no BAK e a
diminuicdo no BCL-2 indicam um possivel mecanismo de ativagdo da apoptose pela
via intrinseca (GALLUZZ] et al., 2018).

123



CAPITULO 3: ESTUDO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

Figura 57. Quantificacao relativa dos genes TP53 (A), p21 (B), BAK (C) e BCL-2
(D) em células K562 nas concentracdes do Clso de P3 e P5
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Para a linhagem K562, o gene BCL-2 ndo apresentou diferenca significativa em
relacdo a sua expressédo. O gene p21, em relacdo ao controle, obteve uma diminui¢éo
significativa para P3, e um aumento significativo na expressao do gene BAK. As
proteinas p21, em células com deficiéncia na proteina p53 (associada ao gene TP53),
estdo associadas a promoc¢ado da tumorigénese e inibicdo da apoptose (AL BITAR;
GALI-MUHTASIB, 2019). A atividade pré-apoptética para as amostras testadas nas
células K562 pode também estar relacionada a inibicdo do gene p21.

A ativacdo da via mitocondrial pode ser promovida a partir de danos
irreversiveis ao DNA e quando fatores de sobrevivéncia, como a proteina BCL-2,
envolvidos em vias antiapoptoticas sdo removidos (GHANTE; JAMKHANDE, 2019).
Os dados sugerem que P3 e P5 induzem uma via de apoptose independente da
proteina p53, mostrando que estes complexos possivelmente interferem com a
replicagdo do DNA pela interagéo direta. Os resultados in vitro sugerem que esses
triterpenos sdo um potencial protétipo de um agente antitumoral nocivo ao DNA tanto

contra LMA quanto contra LMC.
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3.4 — Andlise quimiométrica

Foram escolhidos os triterpenos mais ativos que foram isolados de galhos de
C. cognatum, como forma de possibilitar a realizacdo de um estudo quimiométrico que
permitiu inferir importantes relacdes entre as estruturas quimicas e as atividades para
as substancias testadas. Dois métodos de analise multivariada foram realizados para
estabelecer uma relagéo entre a atividade citotdxica relatada para os triterpenoides e
suas estruturas quimicas. A andlise de agrupamento hierarquico (HCA) agrupou
amostras P2, P3, P5, P8, P9, P11 e P12 por atividades citotoxicas contra ambas as
linhagens celulares, e os descritores moleculares relacionados a analise de
componentes principais (PCA) foram calculados a partir de sete amostras isoladas
dos galhos. Vérios estudos relataram abordagens quimiométricas similares para
discriminar estruturas quimicas de acordo com suas atividades biolégicas, agrupando-
as com base em seus descritores moleculares. Esta estratégia € (til para sugerir a
relacdo entre as propriedades moleculares e as atividades biolégicas. Portanto, a
partir dessas analises é possivel inferir um possivel mecanismo de acédo das amostras
avaliadas ou a existéncia de um alvo molecular comum (MALTAROLLO et al., 2019;
MOLFETTA et al., 2005; SAIDEMBERG; BAPTISTA-SAIDEMBERG; PALMA, 2011).

Figura 58. Dendrograma da HCA a partir dos ensaios de atividade citotoxica
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Inicialmente, os estudos de HCA (Figura 58), foram executados utilizando
atividades citotoxicas contra as linhagens de células THP-1 e K562 para agrupar os
compostos P2, P3, P5, P8, P9, P11 e P12. De acordo com o dendrograma as amostras
foram agrupadas em trés grandes grupos. Os valores experimentais mostraram que
tanto o primeiro grupo (P2, P8 e P9) quanto o segundo grupo (P11 e P12) apresentam
moléculas moderadamente ou pouco ativas. O terceiro grupo compreende P3 e P5,

que correspondem as moléculas mais ativas.

Figura 59. (A) Grafico de pesos do PCA (1: GATS7s, 2: meanl, 3: AATSCOs); (B)
Grafico de pontuacdo das amostras definido a partir do PCA.
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O PCA (Figura 59) indicou que o primeiro componente principal (PC1) reteve
a maior quantidade de informacao total (94,13%) e, portanto, teve a maior contribuicao
para a analise. Dos mais de 2000 descritores calculados, foram selecionados trés
descritores que eram mais adequados para os estudos PCA: autocorrelagédo Geary
de lag 7 ponderada pelo estado de ionizacdo (GATS7s); autocorrelacao Broto-Moreau
centralizada média de lag O ponderada pelo estado de ionizagdo (AATSCOs); e E-
state médio (meanl). GATS7s e AATSCOs sao descritores de autocorrelacéo
topolédgica baseados na energia de ionizacdo dos atomos. Os GATS7s representam
cadeias longas, e os AATSCOs estdo centrados em um atomo. O descritor meanl é

um descritor eletrotopolégico baseado no ambiente eletrbnico dos atomos, que
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representa a acessibilidade eletrénica responsavel pelas interacdes intermoleculares
(TODESCHINI; CONSONNI; MANNHOLD, 2009; TODESCHINI; CONSONNI, 2000).

O gréfico de pesos do PCA (Figura 59A, p. 126) mostrou que o GATS7s (1)
tem as maiores contribuicdes para ambos os componentes principais, enquanto o
meanl (2) e o AATSCOs (3) contribuiram mais negativamente para o PC2 (que reteve
apenas 5,49% das informacdes). Assim, 0 eixo mais importante para agrupar as
amostras analisadas é o PCL1. Verificando o grafico de pontuacdo do PCA (Figura
59B, 126), os triterpenos P3 e P5 foram separados dos TPs menos ativos ao longo do
PCL1. A Unica excecdo € P8, localizado particularmente proximo ao P3 no eixo PC1,
devido a sua maior atividade citotoxica dentre as amostras do primeiro e segundo
agrupamentos previstos pela HCA.

Todos os trés descritores s&o eletronicamente relacionados entre si, sugerindo
a importancia das interac@es intermoleculares polares. Além disso, os dois primeiros
descritores (GATS7s e AATSCOs) estéo relacionados a topologia molecular, indicando
também a importadncia do tamanho e da forma molecular para suas atividades
antitumorais. No conjunto, tamanho molecular, estrutura do esqueleto carbonico e
acessibilidade eletrénica sugerem indiretamente que existe uma relacdo entre as
atividades citotbxicas a um alvo molecular a ser posteriormente estudado
(MUKHERJEE; JAYARAM, 2013; TRIPATHI; BANKAITIS, 2017).
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4 — CONSIDERACOES PARA O ESTUDO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

Os triterpenos P3, P5 e P13 foram os mais ativos contra as linhagens celulares
de leucemia THP-1 e K562. Eles exibiram atividade citotoxica e seletividade maior ou
semelhante para ambas as linhagens de células LMA e LMC quando comparados aos
controles. Os demais produtos naturais apresentaram citotoxicidade moderada. Para
os produtos de sintese, S1, S3 apresentaram toxicidade similar ao controle para a
linhagem K562 de LMC, e toxicidade moderada para a linhagem THP-1. O derivado
glicosiltriazdlico S5¢ apresentou toxicidade moderada para ambas as linhagens e os
demais produtos de sintese apresentaram baixa citotoxicidade.

Os histogramas de citometria de fluxo de P3 e P5 evidenciaram um aumento
na porcentagem de células mortas no quadrante inferior direito, indicando morte por
apoptose inicial. A avaliacdo da expressao de mMRNA mostrou que ambas as linhagens
celulares tiveram sua expressao génica BAK aumentada e BCL-2 diminuida quando
tratadas com os triterpenos P3 e P5. Esses dados corroboram a hipotese de apoptose
inicial por via mitocondrial-intrinseca.

De acordo com a analise quimiométrica para as substancias isoladas de galhos
de C. cognatum, as amostras avaliadas foram agrupadas com sucesso em dois grupos
principais em relacdo aos seus valores de Clso, compostos ativos (P3 e P5) e
compostos moderadamente ou pouco ativos (P2, P8, P9, P11 e P12). A sele¢céo de
variaveis seguida por PCA distinguiu esses grupos usando descritores moleculares
gue representam tamanho molecular, forma e disponibilidade eletrénica. Em conjunto,
esses resultados sugerem, indiretamente, a importancia do tamanho e forma
molecular, bem como as intera¢des intermoleculares realizadas pelo grupo hidroxila
em C-3 como as principais caracteristicas para as interagbes do ligante ao alvo
molecular.

Estes resultados evidenciam que os triterpenos pentaciclicos correspondem a
uma classe de produtos naturais promissora para a descoberta de novos
medicamentos antitumorais. Investigacdes posteriores para a descoberta de alvos
moleculares especificos sdo necessarias para que possam contribuir para o melhor

entendimento do mecanismo de acao destes triterpenos em células tumorais.
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Neste estudo foi descrito o fracionamento dos extratos acetato etilico e
metandlico de folhas e dos extratos hexanico, cloroformico, acetato etilico e
metandlico de galhos de Cheiloclinium cognatum, bem como a sintese de quatorze
derivados triterpénicos inéditos. As substancias isoladas e sintetizadas foram
caracterizadas e avaliadas quanto ao potencial citotoxico frente a duas linhagens de
células tumorais de leucemia.

A partir do estudo fitoquimico de folhas e galhos de C. cognatum foi possivel a
identificacdo de 17 substancias, dentre elas dois compostos graxos (P7 e P10), um
esteroide (P8), um éster graxo de triterpeno (P1), nove triterpenos pentaciclicos,
sendo eles seis friedelanos (P2, P3, P9, P11, P12 e P13), um glutinano (P4), um
ursano (P5) e um oleanano (P6), um flavonoide (P14), dois acidos fendlicos (P15 e
P16) e uma xantona (P17). As substancias P4, P5, P6, P14, P15, P16 e P17 foram
isoladas pela primeira vez de espécies do género Cheiloclinium. E importante ressaltar
gue, a partir deste estudo, tanto folhas quanto galhos de C. cognatum revelaram ser
importantes fontes vegetais de alguns metabdlitos secundarios em grande
guantidade. Foram obtidos 1,64 g de canofilol (P9), 1,50 g de 29-hidroxifriedelan-3-
ona (P11) e 1,29 g da mistura de P11+P12 (34,29-dihidroxifriedelano),
correspondendo, respectivamente, a 12,4%, 11,4% e 9,8% do extrato cloroférmico dos
galhos. A xantona mangiferina (P17) também foi isolada em quantidades expressivas
tanto de folhas quanto de galhos, sendo obtidos 3,1 g a partir do extrato metandlico
de folhas (5,2% do extrato), 1,08 g do extrato acetato etilico de galhos (4,3% do
extrato) e 7,8 g do extrato metanolico de galhos (13% do extrato).

Também neste trabalho foi realizada a sintese de 19 produtos, sendo 14 destes
inéditos: os intermediarios S2, S3, S7 e S8; e dez derivados glicosiltriazélicos S5a-e
e S6a-e. Os derivados glicosiltriazélicos foram obtidos em um total de trés etapas a
partir da mistura dos triterpenos naturais P11 e P12 e apresentaram rendimentos
globais variando de 33 a 64%. Este € o primeiro relato de obtencéo de derivados 1,2,3-
triazolicos em triterpenos com esqueleto friedelanico.

No estudo de citotoxicidade, 25 substancias, dentre produtos naturais e de
sintese, foram avaliadas quanto ao potencial citotoxico frente as linhagens THP-1 de
LMA e K562 de LMC. Todos os nove produtos naturais testados (P2, P3, P5, P8, P9,
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P11, P12, P13 e P14) apresentaram citotoxicidade moderada a alta quando
comparados aos controles positivos, com destaque para as substancias mais ativas
P3, P5 e P13. Os produtos de sintese S1 e S3 apresentaram valores de Clso préximos
aos observados para os controles positivos e, dentre os produtos glicosiltriazélicos, o
composto S5c¢ apresentou moderada atividade frente a ambas as linhagens. Embora
0s produtos de sintese ndo resultaram em substancias com grande potencial
citotoxico frente as células tumorais de leucemia testadas, estudos futuros, tanto in
silico quanto in vitro visardo avaliar o potencial leishmanicida e fungicida para estas
substancias.

O estudo dos mecanismos de acdo da citotoxicidade realizado para 0s
triterpenos P3 e P5 indicou um possivel mecanismo de apoptose inicial promovido por
vias mitocondriais intrinsecas, e estudos quimiométricos sugeriram que tanto a forma
e o tamanho quanto a presenca de um grupo hidroxila na posi¢cdo C-3 podem estar
associados a atividade citotoxica destas substancias. Investigacbes posteriores em
relacdo aos seus alvos moleculares especificos precisam ser realizadas como forma
de melhor compreender mais detalhes do mecanismo molecular de acdo destes
triterpenos nas células tumorais.

Como perspectivas para o trabalho, visa-se realizar a desprotecdo dos grupos
glicosidicos dos derivados triazolicos, bem como a avaliacdo do potencial antifangico

e antileishmania para todos os derivados de semissintese.
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A1l — Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) de P7
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A3 — Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCI3) de P7
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B2 — Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CDCIls) de P10
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C. Espectros de P8 (B-sitosterol)

C1 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) de P8
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D2 — Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDClz) de P1
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E. Espectros de P5 (a-amirina)

E1 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) de P5
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E3 — Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCls) de P5
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F. Espectros de P5 (a-amirina) e P6 (B-amirina)

F1 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCIls3) de P5 e P6
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F2 — Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDClz) de P5 e P6
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G1 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDClz) de P2

G. Espectros de P2 (friedelina)
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G3 — Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCI3) de P2
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H2 — Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDClz) de P3
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|1 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) de P9

I. Espectros de P9 (canofilol)
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I3 — Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCI3) de P9
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J2 — Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCIl3) de P11
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K. Espectros de P12 (friedelano-38,29-diol)

'H (400 MHz, CDCIls + gotas de CsDsN) de P12
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K3 — Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCIs + gotas de CsDsN
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L. Espectros de P13 (acetato de 3-oxofriedelan-29-ila)
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M. Espectros de P4 (glutinol)

M1 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) de P4
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M3 — Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCIs) de P4
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N. Espectros de P14 (epigalocatequina)
N1 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) de P14
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o

N2 — Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CD30D) de P14
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O. Espectros de P15 (acido vanilico) e P16 (acido siringico)
O1 - Espectro de RMN de H (600 MHz, acetona-d6) de P15+P16
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P. Espectros de P17 (mangiferina)
P1 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-d6) de P17
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Q. Espectros de S1 (acido populnénico)
Q1 - Espectro na regiao do IV de S1 (ATR)
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Q3 - Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCI3) de S1
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Q4 - Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCI3) de S1
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Q5 - Espectro de massas de alta resolucédo de S1 (H-ESI modo positivo)
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R. Espectros de S2 (populnonato de propargila)
R1 — Espectro na regido do IV de S2 (ATR)
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R3 — Espectro de RMN de 3C (100 MHz e S2
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R5 — Espectro de massas de alta resolucéo de S2 (APCI modo positivo)
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S. Espectros de S3 (N-propargilpopulnonamida)
S1 - Espectro na regidao do 1V de S3 (ATR)
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S3 - Espectro de RMN de 3C (100 MHz,
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S4 — Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCIs) de S3
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T. Espectros das glicosilazidas S4a-e
T1. 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-1-desoxi-B-D-glicopiranose (S4a)

T1.1 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) de S4a
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T2. 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-1-desoxi-B-D-galactopiranose (S4b)
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T2.2 — Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCIs3) de S4b
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2,3,6-tri-O-acetil-4-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glicopiranosil)-1-azido-1-

T4.

desoxi-B-D-glicopiranose (S4e)

T4.1 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) de S4e
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T4.2 — Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCIs) de S4e
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U. Espectros dos derivados glicosiltriazolicos S5a-e
Ul. Populnonato de (1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-desoxi-B-D-glicopiranosil)1,2,3-
triazol-4-il)metila (S5a)
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U1.3 — Mapa de contornos HSQC (600 MHz, CDCls) de S5a
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U1.5 — Mapa de contornos COSY (600 MHz, CDClIz) de S5a

A

[l

A

|

H4"/H5"

H5"/HE"

N T

Ul.6 — Espectro de massas de alta resolucédo de S5a (H-ESI modo positivo)
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U2. Populnonato de (1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-desoxi-B-D-galactopiranosil)1,2,3-

triazol-4-il)metila (S5b)
U2.1 — Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCIs) de S5b
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U2.3 — Espectro DEPT-135 (150 MHz, CDCI3) de S5b
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U2.4 — Espectro de massas de alta resolucao de S5b (H-ESI modo positivo)

R9_pos_865a875 #6-45 RT: 0.03-0.20 AV: 40 NL: 3.23E7
T: FTMS + p ESISIM ms [865.0000-875.0000]
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U3. Populnonato de (1-(2,3,4-tri-O-acetil-1-desoxi-a-L-fucopiranosil)1,2,3-triazol-

4-il)metila (S5c¢)
U3.1 — Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCIs) de S5¢

000 k | o z8'g
120 — = L9l
| s
80 el
80 JE0° g |
5 %26 ,
760~k = I57le ZZ'8l
. S L= .
80'L— - S anln S8l
aL” wawm 920z
09'b~ = Lo bg 0z
b z ., 0102
N\ 3 Ut 0g'zz
L0'Z~ — 97613 vz 6z
. — '
LT — 0T} 8562
2t = e, 0862
, o shoe
, _ zeoe
) P 2
: | Q  caug
gLy O ,
5l L ) Sse
, _ 9l'9¢
z1 6] , o
m_.m._ M - d FU,GW
Z2'G1 oz F 8y L€
. \ —~ GZ'BE -
g2s | 2 lese
mww Ln I hDv 85 Y
5: . 8 omy
, o T = e E
Lot —— 7F5 =—1E3|[g5 N T - g0ep
6TG 2 — k= ,
3\ 8 S lyuw||lds 7 L0E N
o A —— S o = qo0tle= T =
or s i B 7 Mooi| " S oo
, _ = — ) 9% IS -
orsf @ | 00 o 0785
8r's m @ o ,
o6'e | o 58S
156 { " —  z089
€55 “ K ~— 9969
BL'G m O L %
28] ! L2 o e
_ 9t 98
izi— 2 i [0} :
s & n . £0ZZ)
%, S® “ e .M z5epl)
b o k= .
[ ol @ o - w |\W~ FzoL BO'EIL~
882 o <~ L = 8369l
m o €0l
m | in ) 098417
| ’ o
L s o
m ’ 15}
O
m | w (O]
| e &
“ o W ek -
m ) _
| |2 N
_ ™
| L= o

184

220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 a0 50 40 30 20
f1 (ppm)

230




APENDICE

U3.3 — Espectro DEPT-135 (150 MHz, CDCI3) de S5c¢

OAc g CYT O OANDOOORIOFRONOIOTOCOTRDNDTON o
= o~ NNO- OO TN TN OO NS N N OGS
= OAc o~ CH N OO DO~ O OO WO NO OO DO~ 0w g2 5
N — O~~~ OOLDDDTITONIIONNONNNR - ———— <05
3 I - e e | et 2
3 s,
1,
Nhom
N=N H
[
]
Il
- J HH i ’
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 110 100 a0 a0 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

U3.4 — Espectro de massas de alta resolucao de S5c¢ (H-ESI modo positivo)

R11_pos_800a820 #40 RT: 0.18 AV:1 NL: 1.94E7

T: FTMS + p ESISIM ms [800.0000-820.0000]
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U4. Populnonato de (1-(2,3,4-tri-O-acetil-1-desoxi-B-D-xilopiranosil)1,2,3-triazol-
4-il)metila (S5d)

U4.1 — Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCIs) de S5d
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U4.3 — Espectro DEPT-135 (150 MHz, CDCIs3) de S5d
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U4.4 — Espectro de massas de alta resolucao de S5d (H-ESI modo positivo)

R15_pos_796a800 #4-48 RT: 0.02-0.21 AV: 45 NL: 9.39E5
T: FTMS + p ESISIM ms [796.0000-800.0000]

100 796.47543

90
79747744

80
70
60
50
799.45444
40

% 796.02401
20

10

187



APENDICE

U5b. Populnonato de (2-(2,3,6-tri-O-acetil-4-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-

glicopiranosil)-1-desoxi-B-D-glicopiranosil)1,2,3-triazol-4-il)metila (S5e)
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U5.3 — Espectro DEPT-135 (150 MHz, CDCls) de S5e
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U5.4 — Espectro de massas de alta resolucédo de S5e (H-ESI modo positivo)
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V. Espectros dos derivados glicosiltriazolicos S6a-e
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Q

V1.3 — Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCls) de S6
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V1.4 — Espectro de massas de alta resolucao de S6a (H-ESI modo positivo)
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N-((1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-desoxi-B-D-galactopiranosil)1,2,3-triazol-4-

APENDICE
V2.1 - Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCIs) de S6b
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V2.

€0
880
680
880 3

B0
66'0

gLl
89l ~
06'bn,

i

e0'Cc~

907"

AAd

£y
'
o'y
o'
55
95 b1
85y
65 11
A
mm,m%
A
TG
£5'G
Wm,m;
9561

5.15.10

7
N
E]

L89G
Z8's
mm,mN

LE9
wm,m_v.
ge 8
8L —

98'L—

|
L\ _AJU'UJ“*LW UW\, .

b

i

_

il

V2.2 — Espectro de RMN de *3C (150 MHz, CDCIs) de S6b
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V2.3 — Espectro DEPT-135 (150 MHz, CDCls) de S6
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V2.4 — Espectro de massas de alta resolucédo de S6b (H-ESI modo positivo)
R10_pos_850a890 #24 RT: 0.11 AV:1 NL: 4.14E7
T: FTMS + p ESISIM ms [850.0000-890.0000]
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N-((1-(2,3,4-tri-O-acetil-1-desoxi-a-L-fucopiranosil)1,2,3-triazol-4-

APENDICE
V3.1 - Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCls) de S6c¢

ilmetil)populnonamida (S6c¢)

V3.

000 | | - 000
Lo = z8'91
980 5971
480 Lo gk
290 JL6T Vil
060 D /806 PG L4
86 0~ — 1672 €2 8L
BLv> = 5962 0284+
mmw =_ '95¢ 0207
= - b5 0z
5) - mwgmw
mo,wgﬁ — sZ0¢ 6272
GZ 74 ELEra 962
Ol v _r |||||..|.W_ JHWm.N 5067
%2 = Tolg 7667
gLy L ol
) 02
by o [
5 SEC R
, zz5¢
6y L N e
mw‘,q ~ (] aH-ee
05 71 T it
WM,S | L2 —~ Gric :
,._ _—_——— — OL'8S
MN,EF To 1 QO oese
ve's g ..HT FIELES O ecov
WMW — ] z O v
, . _& . 0SLp
sl i[5S o E
opey —E o 88109 T i ek S <0l -
0r'G — o — =3 —= §eE0L: ,
, 7 — W 0z 8%
" > 50'L o ,
9r's gR _ 6765
8r's - w o o = T80, 9 e
8r'S L2 =) ,
L =5 | S mw
ol A— <o % F650[n & el
0rs v o
Zv'9 o Lo T ggpl!
f << [
Zr'9 Ol N YO'B9L
e N -
8L " = 1669 i
R o zvoil
Qe -
582 — — ool % L06LL
g
Mo [}
@
o
G _._c._U zzele— -
| _
- N
o (%2
M >

194

220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90
f1 (ppm)

230




APENDICE

V3.3 — Espectro DEPT-135 (150 MHz, CDCI3) de S6¢
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V3.4 — Espectro de massas de alta resolucao de S6c¢ (H-ESI modo positivo)

R12_pos_800a820 #10-27 RT: 0.04-0.12 AV: 18 NL: 5.71E7
T: FTMS + p ESISIM ms [800.0000-820.0000]
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N-((2-(2,3,4-tri-O-acetil-1-desoxi-B-D-xilopiranosil)1,2,3-triazol-4-

ilmetil)populnonamida (S6d)

APENDICE
V4.1 — Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCIs) de S6d
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V4.3 — Espectro DEPT-135 (150 MHz, CDCI3) de S6d

w
w MO MO~ O~~~ OO OUOUOWOWONOD—D0DOOMNMWn LW —
o TOLFOINDHIONAN O - ODREDONOLHNINDO0 -5
- O~ OO TTOOOOOONNNNNN S v~ v~ W
e S o c0 ! M ]
=== S e A | pr——r
J 1 '
T T T T T T . T T T T T T : T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 1]
f1 (ppm)

V4.4 — Espectro de massas de alta resolucédo de S6d (H-ESI modo positivo)
R16_pos_780a810 #6-45 RT: 0.03-0.20 AV: 40 NL: 8.04E7
T: FTMS + p ESI SIM ms [780.0000-810.0000]
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N-((1-(2,3,6-tri-O-acetil-4-0O-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glicopiranosil)-1-

desoxi-B-D-glicopiranosil)1,2,3-triazol-4-il)metil)populnonamida (S6e)

V5.

V5.1 — Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCIs) de S6e
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V5.2 — Espectro de RMN de *3C (150 MHz, CDCIs) de S6e
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V5.3 — Espectro DEPT-135 (150 MHz, CDCl3) de S6e
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V5.4 — Espectro de massas de alta resolucao de S6e (H-ESI modo positivo)

R14_pos_1140a1170 #6-40 RT: 0.03-0.18 AV: 35 NL: 9.25E6
T: FTMS + p ESISIM ms [1140.0000-1170.0000
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X. Espectros dos intermediarios S7 e S8

X1. N-isopropil-N-(isopropilcarbamoil)populnonamida (S7)

X1.1 — Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDClz) de S7
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X1.2 — Espectro de RMN de 3C (150 MHz
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X1.3 — Espectro DEPT-135 (150 MHz, CDCI3) de S7
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X1.4 — Espectro de massas de alta resolugcéo de S7 (H-ESI modo positivo)

R18_pos_575a595 #5-45 RT: 0.02-0.20 AV: 41 NL: 7.30E7
T: FTMS + p ESISIM ms [575.0000-595.0000]
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APENDICE
X2. Populnonato de 1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-ila (S8)

X2.1 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCIs3) de S8
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X2.3 — Espectro DEPT-135 (150 MHz, CDCI3) de S8
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X2.4 — Espectro de massas de alta resolugcéo de S8 (H-ESI modo positivo)

R17_pos #3-45 RT. 0.01-0.20 AV: 43 NL: 1.28E8
T: FTMS + p ESISIM ms [555.0000-595.0000]
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ANEXOS

ANEXO 1. CONSTITUINTES ISOLADOS DOS EXTRATOS HEXANICO E
CLOROFORMICO DE FOLHAS DE C. COGNATUM

Constituinte Nome Estrutura Quimica

25 26 27

1 esqualeno ! A x

palmitato de urs-12-en-36-
ila, estearato de urs-12-en-

23e4 . )
3B-ila e eicosanoato de
urs-12-en-3B-ila
5 friedelan-3-ona (friedelina)
6 friedelan-3g6-ol (friedelinol)

7 B-Sitosterol




ANEXO

28-hidroxifriedelan-3-ona

8 .
(canofilol)

9 21a-hidroxifriedelan-3-ona
10 acido 3,4-seco-friedelan-3-

oico
11 29-hidroxifriedelan-3-ona
12 friedelano-3G6,29-diol
13 gutta-percha
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