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RESUMO

O estudo fitoquimico do extrato hexanico das folhas de Salacia grandifolia
resultou no isolamento e caracterizagao de oito constituintes. Além do triterpeno
pentaciclico inédito na literatura, 28-hidroxifriedelano-3,15-diona (SG8), foram
isolados sete triterpenos friedelanicos conhecidos: friedelan-3-ona (SG1), friedelan-
3p-ol (SG2), friedelano-3,15-diona (SG3), 15a-hidroxifriedelan-3-ona (SG4), 28-
hidroxifriedelan-3-ona (SG5), 30-hidroxifriedelan-3-ona (SG6) e 29-hidroxifriedelan-3-
ona (SG7). Também foi realizada a sintese de oito ésteres derivados dos
diastereoisbmeros do friedelinol, sendo quatro do isbmero a (p-bromobenzoato de
friedelan-3a-ila, naproxenato de friedelan-3a-ila, pent-4-inoato de friedelan-3a-ila e
undec-10-inoato de friedelan-3a-ila) e quatro do isdmero 8 (p-bromobenzoato de
friedelan-3g-ila, naproxenato de friedelan-3g-ila, pent-4-inoato de friedelan-3(-ila e 10-
undecinoato de friedelan-33-ila). O estudo da atividade biologica consistiu na
avaliacdo da atividade antiviral contra o coronavirus murino e da atividade
antibacteriana contra S. aureus e S. aureus resistente a meticilina (MRSA) para os
triterpenos isolados (SG1-SG8) e trés extratos das folhas de S. grandifolia (hexanico,
cloroférmico e acetato etilico). Além disso, cinco ésteres e quatro triterpenos (SG3,
SG5, SG6 e SG8) tiveram sua atividade citotoxica avaliada frente as linhagens THP-
1 e K-562 de leucemia monocitica aguda e leucemia mieloide cronica,
respectivamente. Dois extratos (hexanico e acetato etilico) e os triterpenos SG5 e SG8
apresentaram atividade contra o coronavirus murino, sendo SG5 o mais ativo (ECso =
3,125 yM). Nenhum triterpeno ou extrato mostraram atividade contra S. aureus ou
MRSA. Os ésteres e triterpenos testados apresentaram baixa atividade citotéxica

contra as linhagens de células de leucemia.

Palavras-chave: Celastraceae. Salacia grandifolia. Triterpenos. Atividade antiviral.



ABSTRACT

The phytochemical study of Salacia grandifolia hexane leaf extract resulted in
the isolation and characterization of eight constituents. The isolation yielded a new
pentacyclic triterpene, 28-hydroxyfriedelane-3,15-dione (SG8) and seven known
friedelane triterpenes: friedelan-3-one (SG1), friedelan-33-ol (8G2), friedelane-3,15-
dione (SG3), 15a-hydroxyfriedelan-3-one (SG4), 28-hydroxyfriedelan-3-one (SGS5),
30-hydroxyfriedelan-3-one (SG6) and 29-hydroxyfriedelan-3-one (SG7). The synthesis
of eight new triterpene esters was also carried out, starting from the isomers friedelan-
3a-ol e and friedelan-3-ol. The study of biological activities consisted in the evaluation
of antiviral activity against the murine coronavirus and the antibacterial activity against
S. aureus and methicillin-resistant S. aureus (MRSA) for the isolated triterpenes (SG1-
SG8) and three extracts (hexane, chloroform and ethyl acetate extracts of S.
grandifolia leaves). In addition, the cytotoxic activity of four triterpenes (SG3, SG5, SG6
and SG8) and five synthesized esters were evaluated against THP-1 and K-562
leukemia cell lines. Two extracts (hexane and ethyl acetate) and the compounds SG5
and SG8 exhibited moderate to high antiviral activity, with emphasis on SG5, which
presented ECso = 3.125 pM. Neither the triterpenes nor the extracts showed
antibacterial activity against S. aureus or MRSA. The esters and compounds tested

showed low cytotoxic activity against THP-1 and K-562 leukemia cell lines.

Keywords: Celastraceae. Salacia grandifolia. Triterpenes. Antiviral activity.
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CAPITULO 1 - ESTUDO QUIMICO DOS EXTRATOS

1. INTRODUGAO

1.1 Produtos naturais na descoberta de novos farmacos

Historicamente, os produtos naturais tém desempenhado um papel
fundamental na descoberta e desenvolvimento de novos farmacos, principalmente
para o tratamento de cancer, doencgas infecciosas e doengas cardiovasculares
(ATANASOQV et al.,, 2021). A alta diversidade estrutural dos produtos naturais,
aprimorada por milhares de anos pela evolucao e pela sele¢cdo natural, resulta em um
amplo espectro de atividades bioldgicas para essas moléculas e, consequentemente,
em diversas aplicagbes farmacologicas (TRIPATHI et al.,, 2018). Uma pesquisa
realizada por Newman e Cragg (2020) mostrou que, de todos os farmacos aprovados
pelo FDA de 1981 a 2019, 56,5% possuem alguma relagdo com produtos naturais
(NEWMAN; CRAGG, 2020).

Os produtos naturais podem ser encontrados em diversas fontes, como os
fungos, de onde foram isoladas as estatinas (mevastatina e lovastatina) (Figura 1,
pag. 23), que atuam diminuindo os niveis de colesterol no sangue (ENDO, 2017), e a
benzilpenicilina (Figura 1, pag. 23), primeiro antibidtico descoberto por Alexander
Fleming (CRAGG; NEWMAN, 2014). Os organismos marinhos (animais,
microrganismos e algas) também sao uma fonte de produtos naturais que vem
atraindo o interesse dos pesquisadores (CARROLL et al., 2021). Como exemplo, tém-
se os farmacos ziconotida, um analgésico peptidico sintético baseado na toxina do
caracol Conus magus (BROOKES; ELDABE; BATTERHAM, 2016), e trabectidina
(Figura 1, pag. 23), um antitumoral isolado da espécie Ecteinascidia turbinata
(JIMENEZ et al., 2020).

A fonte mais estudada de produtos naturais € o Reino Plantae (GURIB-FAKIM,
2006). Um dos primeiros produtos naturais isolados de plantas foi a betulina (Figura
2, pag. 23), isolada em 1788, quando ainda ndo se buscava uma aplicagao
farmacolégica (KROL et al., 2015). A morfina, isolada da papoula em 1804, foi o

primeiro produto natural isolado visando uma aplicagao farmacoldgica (BERNARDINI
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et al., 2018). Outras substancias de destaque sdo a quinina e a artemisinina (Figura
2), farmacos antimalaricos isolados de Cinchona sp e Artemisia annua,
respectivamente. A descoberta da artemisinina rendeu o Prémio Nobel de Medicina
de 2015 a Dra. Youyou Tu (KRUNGKRAI; KRUNGKRAI, 2016). A vincristina e a
vimblastina, da espécie Catharanthus roseus (vinca de Madagascar), e o paclitaxel
(Figura 2), da espécie Taxus brevifolia (teixo) sdo exemplos de farmacos antitumorais
isolados de plantas (ZYAD et al., 2018).

Figura 1 — Estruturas da lovastatina, benzilpenicilina e trabectidina

Y
5/ ~OH

lovastatina benzilpenicilina trabectidina

Figura 2 — Estruturas de farmacos isolados de plantas

betulina

N H OH
R o)

Vincristina (R = CHO)
Vimblastina (R = CH3)
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1.2 Triterpenos pentaciclicos

Os terpenos sdo um importante grupo de compostos ativos usualmente
encontrados em plantas, contando com mais de 23000 estruturas conhecidas
(KABERA et al., 2014). Eles sao biossintetizados a partir do acoplamento de unidades
isoprénicas (Cs) e sao classificados de acordo com o numero dessas unidades em
monoterpenos (C1o), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Ca2o), triterpenos (Cso) e
tetraterpenos (C40) (BERGMAN; DAVIS; PHILLIPS, 2019).

Dentre os terpenos, destacam-se os triterpenos que, devido a sua grande
diversidade estrutural, apresentam diversas atividades bioldgicas, tais como
antitumoral (tingenona e pristimerina), anti-inflamatdria (celastrol), antimicrobiana
(1a,29-di-hidroxifriedelan-3-ona) cardioprotetora (lupeol, acido 2a-hidroxiursoélico),
antidiabética (a-amirina) e antiviral (acido betulinico, acido oleandlico e acido ursélico)
(RODRIGUES et al., 2019; SALVADOR et al., 2017; SHENG; SUN, 2011; SOUSA et
al., 2017; THENGYAI et al., 2020; VENKATESHA et al., 2016; XIAO et al., 2018).

1.3 Biossintese de triterpenos

Os terpenos se originam a partir do acoplamento cabega-cauda de dois
precursores: o pirofosfato de dimetilalila (DMAPP) e o pirofosfato de isopentenila
(IPP). Esses dois precursores sao formados por meio do metabolismo primario, que
sintetiza a acetil coenzima A (acetil-CoA). A acetil-CoA posteriormente reage com
duas outras unidades de acetil-CoA para formar o 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA. Esse
tioéster, entdo, € hidrolisado e reduzido a mevalonato, mediante o consumo de duas
unidades de NADPH. Logo depois, o mevalonato sofre uma fosforilagdo seguida de
uma descarboxilacdo, resultando nos isdmeros DMAPP e IPP. Essa rota € conhecida
como a rota do mevalonato para biossintese de terpenoides (KIRBY; KEASLING,
2009).

O outro caminho para a biossintese dos terpenos é a rota do metileritritol-
fosfato, que envolve transformacado do acido piruvico em desoxixilulose 5-fosfato,
através de uma descarboxilacdo do acido seguida do ataque a carbonila de uma
molécula de gliceraldeido-3-fosfato. No préximo passo, a desoxixilulose 5-fosfato
passa por um rearranjo seguido de redugao para originar o metileritritol-4-fosfato.
Finalmente, a transformagao do metileritritol-4P em DMAPP e IPP acontece em cinco
etapas, envolvendo um intermediario ciclico (2-C-metileritritol-2,-4-ciclodifosfato) e
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sua posterior redugao mediada por enzimas de ferro-enxofre (Figura 3) (BERGMAN;
DAVIS; PHILLIPS, 2019). Ambas as rotas biossintéticas ocorrem nas plantas, sendo
que a via do mevalonato acontece no citoplasma das células e a via do metileritritol-
fosfato acontece nos plastideos (KIRBY; KEASLING, 2009).

Figura 3 — Esquema simplificado da biossintese dos precursores dos terpenos
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Uma vez que os precursores DMAPP e IPP sao formados, as duas rotas
biossintéticas seguem o mesmo caminho. Quando duas unidades C5 se ligam, forma-
se o pirofosfato de geranila (GPP), precursor dos monoterpenos. Quando uma
unidade C5 se liga ao GPP, é formado o pirofosfato de farnesila (FPP), precursor dos
sesquiterpenos. Para formar o esqualeno, hidrocarboneto precursor dos triterpenos,
duas moléculas de FPP se ligam pelas extremidades fosfatadas, liberando duas

moléculas de pirofosfato. Em seguida, o esqualeno é oxidado entre os carbonos 2 e 3
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pela enzima esqualeno epoxidase, formando o oxidoesqualeno (Figura 4) (DEWICK,
2009).

Figura 4 — Biossintese do oxidoesqualeno
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Oxidoesqualeno
O oxidoesqualeno, ao sofrer processos de ciclizagdo mediados pelas enzimas
oxidoesqualeno ciclases, pode dar origem aos esteroides e aos triterpenos. A
ciclizagcao pode dar origem a dois diferentes intermediarios catidnicos tetraciclicos: o
cation damarenila e o cation protosterila (STEPHENSON; FIELD; OSBOURN, 2019).
A diferenca entre esses dois compostos esta relacionada a conformacédo assumida
pelos seus precursores, sendo que o damarenila (precursor dos triterpenos) provém

de uma conformacgao cadeira-cadeira-cadeira (CCC) e o protosterila (precursor dos
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esteroides) de uma conformacédo cadeira-barco-cadeira (CBC) (Figura 5)
(THIMMAPPA et al., 2014).

Figura 5 — Ciclizagdo do oxidoesqualeno

Oxidoesqualeno

Cation damarenila Cation protosterila

Uma vez formado, o cation damarenila sofre uma expansao do quarto anel
seguida pela formagcao do quinto anel, originando o cation lupenila, intermediario
chave na biossintese da maioria dos triterpenos pentaciclicos conhecidos. A perda de
um proton para formar uma ligagdo dupla carbono-carbono da origem ao lupeol
(Figura 6, pag. 28) (BASYUNI et al., 2007).
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Figura 6 — Formacao do lupeol

Cation lupenila

Ao sofrer uma expansao de anel, o cation lupelila se torna o cation germanila,
que logo em seguida sofre um rearranjo de um grupo metileto (carbono 30) e de trés
hidretos, seguido da perda de um préton, formando a a-amirina (Figura 7, pag. 29)
(REES; MERCER; GOODWIN, 1966). Para formar o cation oleanila, o cation
germanila passa pelo rearranjo de dois hidretos. A perda de um préton formando uma
ligacédo dupla entre os carbonos 12 e 13 da origem a B-amirina (Figura 7, pag. 29)
(BUSTA et al., 2020; HUANG et al., 2022).
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Figura 7 — Formacéao da a-amirina e da B-amirina

Cation lupenila

S-amirina

a—amirina

O cation oleanila também pode sofrer sete rearranjos sucessivos de metilas e
hidretos até formar o cation friedelila, que sofre mais um rearranjo de hidreto seguido

da perda de um proéton, originando a friedelina (Figura 8, pag. 30) (BUSTA et al., 2020)
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Figura 8 — Formacéo da friedelina

Friedelina Cation friedelila

Depois da biossintese dos esqueletos principais, os triterpenos pentaciclicos
podem sofrer modificagbes em sua estrutura, como oxidacado, esterificacédo e
hidroxilagdo. Dentre elas, as modificacbes promovidas pelas enzimas P450 sao
cruciais para a funcionalizagéo e diversificagdo das estruturas dos triterpenos, ja que
as reacgdes sao regio e estereoespecificas e as enzimas podem atuar em diferentes
locais do esqueleto triterpénico (BUSTA et al., 2020; GHOSH, 2017; THIMMAPPA et
al., 2014).

1.4 O género Salacia e a espécie Salacia grandifolia
O género Salacia pertence a familia Celastraceae e conta com
aproximadamente 200 espécies distribuidas em regides tropicais, tais como América
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do Sul, india e China. Espécies desse género sdo utilizadas na medicina tradicional
de diversos paises do sudeste Asiatico como anti-inflamatério e para o tratamento do
diabetes (SANTOS et al.,, 2020). O extrato aquoso de S. oblonga, por exemplo,
apresentou potente atividade hipoglicémica, através da interacdo de compostos do
extrato com a enzima a-glicosidase em um mecanismo de inibicdo enzimatica
competitiva. Essa interagdo da enzima com o extrato e ndo com o carboidrato sugere
que uma menor quantidade de glicose seja liberada na corrente sanguinea, o que
manteria o indice glicémico em niveis saudaveis (KGK; NEELAPU; CHALLA, 2014).

O extrato hidroetandlico das folhas de S. senegalensis também apresentou
atividade antifungica frente aos fungos dermatofitos Trichophyton rubrum e
Epidermophyton floccosum. Também foi observada atividade em relagao a atenuacgéao
da atividade inflamatdria. O extrato inibiu a enzima 5-lipooxigenase da soja com um
ICs0 de 71,14 ug MI' sem causar danos a célula (GOMES et al., 2019).

Popularmente conhecida como siputa, a espécie Salacia grandifolia (Mart.) G.
Don (Figura 9) é um arbusto ou arvore que pode atingir de 1,5 a 4 m de altura e pode
ser encontrada nos estados brasileiros de Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo
e Bahia, em regides de Mata Atlantica (BARBOSA; SCABBIA, 2019; WANDERLEY et
al., 2003).

Figura 9 — Folhas e exemplar de S. grandifolia

(Fonte: Guilherme Antar)

Até a presente data, nenhum estudo quimico ou biolégico foi realizado

utilizando extratos de partes de S. grandifolia.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo realizar o estudo fitoquimico das folhas de S.
grandifolia, visando o isolamento e a identificagdo de diferentes constituintes
quimicos. Também teve como objetivo a sintese de ésteres inéditos do friedelinol
para, juntamente com os compostos isolados, serem avaliados frente a células de
leucemia, coronavirus murino, S. aureus e S. aureus resistente a meticilina (MRSA).

Dessa forma, foram objetivos especificos deste trabalho:

* O preparo dos extratos hexanico, cloroférmico, acetato etilico e metandlico
das folhas de S. grandifolia.

* Fracionamento do extrato hexanico.

* Sintese de diferentes ésteres inéditos a partir dos isémeros do friedelinol.

* Realizagdo de testes biolégicos para avaliar a atividade antiviral,
antimicrobiana, citotéxica e de inibicdo da acetilcolinesterase para os compostos

isolados e sintetizados.
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3. Metodologia

3.1 - Material e métodos gerais

O fracionamento dos extratos e a purificagao das fracdes foram feitos por meio
de cromatografia em coluna (CC) de silica gel 60 (70 — 230 mesh ou 230 — 400 mesh).
As analises preliminares de pureza foram feitas em placas de cromatografia em
camada delgada (CCD) preparadas com silica gel 60 e agua destilada, ativadas em
estufa a 100 °C, por no minimo trinta minutos. As placas de CCD foram reveladas com
uma solugao reveladora 1:1 v/v contendo vanilina em alcool etilico (1% m/v) e acido
perclorico em agua (3% v/v), seguido de aquecimento a 100 °C.

As colunas cromatograficas foram eluidas com hexano, cloroférmio, acetato de
etila e metanol, puros ou em gradientes de polaridade crescente. Quando a
reutilizagdo de misturas se mostrou necessaria, a proporcgao foi aferida com o auxilio
de um refratbmetro.

Os espectros de RMN foram obtidos utilizando os espectrémetros Bruker
Avance |l 400 MHz nanobay, ou Avance Neo 600 MHz do Laboratorio de Ressonancia
Magnética de Alta Resolucdo (LAREMAR) do Departamento de Quimica da UFMG. O
solvente utilizado foi cloroférmio deuterado (CDCIs). Os deslocamentos quimicos (J)
foram medidos em ppm, o padréo de referéncia interna utilizado foi tetrametilsilano
(TMS; o1 = 6c = 0) e as constantes de acoplamento (J) foram calculadas em Hertz
(Hz).

3.2 - Coleta e identificagdo do material vegetal

As folhas de Salacia grandifolia foram coletadas no municipio de Embu-Guacu,
Sao Paulo, em Dezembro de 2020, pelo professor Dr. Guilherme de Medeiros Antar,
do Departamento de Ciéncias Agrarias e Biologicas da Universidade Federal do
Espirito Santo — Campus Sao Mateus.

A identificagdo do material vegetal também foi feita pelo professor Guilherme,
e uma exsicata do espécime (ANTAR3242) foi depositada no Herbario SPF, do
Departamento de Botanica do Instituto de Biociéncias da USP. O acesso ao

Patriménio Genético foi cadastrado no SisGen e recebeu o codigo AEC7EGBS.
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3.3 - Preparagdo dos extratos das folhas de Salacia grandifolia

ApoOs a coleta, as folhas de S. grandifolia foram submetidas a secagem a
temperatura ambiente e, posteriormente, foram pulverizadas em moinho de facas,
obtendo-se 384,5 g de material moido. Este material foi submetido a extracéo
exaustiva a temperatura ambiente com o uso de hexano, cloroférmio, acetato de etila
e metanol, separadamente. Cada extrato foi filtrado e o solvente foi recuperado
utilizando-se evaporador rotativo sob presséo reduzida. Durante a recuperagcédo do
solvente do extrato hexanico houve precipitagdo de solido que foi separado através
de filtragdo sob pressao reduzida.

A nomenclatura dos extratos foi feita da seguinte maneira: letra S para sélido;
E, para extrato; H para hexanico; C para cloroférmico; A para acetato etilico e M para
metandlico. Portanto, o sélido que precipitou do extrato hexanico foi identificado como
SEH; o sobrenadante do extrato hexanico como EH, assim por diante. A extragao esta
esquematizada na Figura 10. Os metabdlitos e/ou misturas isolados foram

identificados pelas letras SG, seguidas da ordem de isolamento dos compostos.

Figura 10 — Esquema utilizado para obtengao dos extratos de folhas de S.
grandifolia
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SEH m=1,07g
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3.4 - Elaboragdo do sélido do extrato hexdnico (SEH)

SEH, um solido n&o cristalino e ligeiramente esverdeado (1,07 g), foi obtido
durante a recuperagao do solvente do extrato hexanico (EH). O material foi submetido
a cromatografia em coluna (Coluna A) utilizando-se 111,8 g de silica gel 60 (70-230
mesh) e, como eluente, hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em gradiente de

polaridade. Foram coletadas 267 fracbes de 20 mL (Tabela 1).

Tabela 1 — Ordem de eluicdo da coluna A

Fragoes Eluente
1-13 Hexano
14-291 Hex/gA:\;:O Et
299248 Hex/AcOEt

8:2
249-266 Hex/AcORt
267 Metanol

As 267 fragdes foram reunidas em 13 grupos de acordo com a similaridade dos
perfis na cromatografia em camada delgada. Os grupos nédo descritos nao possuiam
massa suficiente para serem trabalhados ou nao resultaram no isolamento de nenhum
composto.

Grupo A1 (fragées 1-48; 50,4 mg): foi obtido um sdlido branco levemente
amarelado. O perfil em CCD mostrou duas manchas, uma roxa € uma amarela.
Adicionou-se hexano ao solido e verificou-se a solubilizacdo da impureza amarela.
Apods uma filtragao, obteve-se um sélido branco néao cristalino (42,1 mg). A analise dos
espectros de RMN de 'H e 3C permitiu identificar o sélido como o friedelan-3-ona
(friedelina, SG1).

Grupo A2 (fragoes 49-78; 345,1 mg): foi obtido um sdlido branco amarelado.
O perfil em CCD mostrou 2 manchas roxas e uma mancha amarela. Adicionou-se
hexano ao sdlido e verificou-se a dissolu¢gao de uma impureza amarela. Em seguida
foi feita uma filtracao e foi obtido um sélido n&o cristalino branco (288,6 mg), cujo perfil

na CCD mostrou uma mancha roxa e uma amarela. A analise dos espectros de RMN
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de 'H e "3C permitiu identificar uma mistura de friedelan-3-ona (friedelina, SG1) e
friedelan-3g6-ol (friedelinol, SG2).

Grupo A3 (fragoes 79-118; 181,8 mg): foi obtido um sdlido branco cujo perfil
na CCD mostrou duas manchas. O sdlido foi purificado por CC (coluna B). Foram
utilizados 22,0 g de silica gel 60 (70-230 mesh) e, como eluentes, cloroférmio, acetato
de etila e metanol, puros ou em gradiente de polaridade.

O subgrupo B5 (fragoes 42-64; 27,4 mg) foi obtido como um sélido branco e
foi submetido as analises de RMN de 'H e 13C. A comparagéo com a literatura permitiu
identificar o sélido como o friedelano-3,15-diona (SG3).

O subgrupo B7 (fragoes 75-81; 7,9 mg) foi obtido como um sélido branco e foi
submetido as analises de RMN de 'H e '3C, e a comparagao com a literatura permitiu
identifica-lo como a 15a-hidroxifriedelan-3-ona (SG4).

Grupo A6 (fragoes 137-188; 109 mg): foi obtido um sélido branco esverdeado.
Ao adicionar acetona, verificou-se a solubilizacdo da impureza verde. Apés uma
filtragdo, obteve-se um solido branco nao cristalino (74,3 mg). A analise dos espectros
de RMN de 'H e 3C permitiu identificar o composto como 28-hidroxifriedelan-3-ona
(canofilol, SG5).

Grupos A8 (fragcoes 189-231; 81 mg): foi obtido um soélido branco amarelado
que foi purificado por coluna (coluna C). Foram utilizados 7,1 g de silica gel 60 (230-
400 mesh) e como eluentes hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em gradiente
de polaridade.

O subgrupo C5 (fragoes 23-44; 23,2 mg) foi obtido como um sélido branco e
foi submetido as analises de RMN de 'H e '3C. A comparagéo com a literatura permitiu
identificar o solido como a 30-hidroxifriedelan-3-ona (SG6).

Grupo A10 (fragdes 232-252; 59,9 mg): foi obtido um sdlido branco amarelado
que foi submetido a purificacdo por CC (coluna D). Foram utilizados 7 g de silica gel
60 (230-400 mesh) e, como eluentes, cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros
ou em gradiente de polaridade.

O subgrupo D4 (fragoes 11-13; 11,1 mg) foi obtido como um sélido branco e
foi submetido as analises de RMN de 'H e 13C. A comparagéo com a literatura permitiu
identificar o s6lido como a 29-hidroxifriedelan-3-ona (SG7)

Grupo A11 (fragdes 253-262; 100 mg): foi obtido um sélido branco amarelado.
A adicdo de acetona provocou a dissolugdo da impureza amarela, e a posterior

filtracdo permitiu obter um soélido branco nao cristalino (47,7 mg). A analise dos
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espectros de RMN de 'H e '3C, e dos mapas de contornos HSQC, HMBC, COSY e
NOESY permitiu identificar o composto como 28-hidroxifriedelano-3,15-diona (SG8),

inédito na literatura.

Figura 11 — Esquema de fracionamento de SEH

SEH
m=1,07 g
Coluna AG
[ac1]  [ac2]  [acs] [aca| [ass| [ac7| [acs| |ace| [acto| [acti]
Solvente) Sol . Salvente
e filtragéo olvente c t
) & filtragdo Coluna EL es;;)tléegn; Coluna RW|  Coluna MB " flracde
SG1 SG8
SG5 EVE
MB4
ELs| [EL7|
SG6
SG1 | SG2 I SGr
| SG4 I
| SG3 I
Legenda:

SG1 - friedelina (50,4 mg)
SG2 — friedelinol (mistura; 345,1 mg)
SG3 - 3,15-dioxofriedelano (27,4 mg)
SG4 — 15a-hidroxifriedelan-3-ona (7,9 mg)
SG5 — canofilol (74,3 mg)
SG6 — 30-hidroxifriedelan-3-ona (23,2 mg)
SG7 — 29-hidroxifriedelan-3-ona (11,1 mg)
SG8 — 28-hidroxifriedelan-3,15-diona (47,7 mg)

3.5 - Elaboragdo do extrato hexdnico (EH)

EH foi obtido como um sdlido verde apés a filtracdo de SEH (6,3 g). O material

foi submetido a cromatografia em coluna (Coluna E) utilizando-se 303,2 g de silica

gel 60 (70-230 mesh) e, como eluente, hexano, acetato de etila e metanol, puros ou

em gradiente de polaridade. Foram coletadas 115 fracdes de 125 mL (Tabela 2, pag.

38).
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Tabela 2 — Ordem de eluicdo da coluna E

Fragoes Eluente
1-40 Hexano
41-65 Hexgb:\;:OEt
66-70 Hexgé:\go Et
71-80 Hex/7A:\§OEt
81-96 Hexlf:\;:o Et
97-102 Hexgﬁ:\;:o Et
103-109 AcOEt
110-114 ACOE1t{I:/IeOH
115 Metanol

As 115 fragdes foram reunidas em 17 grupos de acordo com a similaridade dos
perfis na cromatografia em camada delgada. Os grupos nédo descritos ndo possuiam
massa suficiente para serem trabalhados ou nao resultaram no isolamento de nenhum
composto.

Grupo E4 (fragoes 45-46, 1,9 g): foi obtido um sélido verde, que foi submetido
a CC para purificagdo (coluna F). Foram utilizados 48,9 g de silica gel 60 (230-400
mesh) e, como eluentes, hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em gradiente
de polaridade.

O subgrupo F1 (fragoes 43-48, 849,9 mg) foi submetido a CC para purificagao
(coluna G). Foram utilizados 40,3 g de silica gel 60 (230-400 mesh) e como eluentes
hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros ou em gradiente de polaridade.

O subgrupo G7 (fragoes 56-73, 140,7 mg) foi obtido como um sdlido branco
amarelado. A impureza foi removida com a adicdo de acetona e posterior filtracdo. O
solido branco resultante (135,7 mg) foi submetido as analises de RMN de 'H e '3C. A
comparagao com dados da literatura permitiu identificar o composto como o friedelan-
3-ona (friedelina, SG1).

O subgrupo F5 (fragoes 56-71, 170,8 mg) foi obtido como um sélido levemente

esverdeado. A impureza verde foi retirada com a adigdo de hexano e acetona e
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posterior filtragado, resultando em um sdélido branco de aspecto brilhante (67,1 mg). O
solido foi submetido as analises de RMN de 'H e '3C, e a comparagdo com a literatura
permitiu identifica-lo como friedelan-3g-ol (friedelinol, SG2).

O subgrupo F8 (fragoes 85-89, 80 mg) foi obtido como um sdlido amarelado.
A adicao de acetona solubilizou a impureza e um sélido branco (38,1 mg) foi obtido
ap6s uma filtragdo. O solido foi submetido as analises de RMN de 'H e '3C e a
comparagao com a literatura permitiu identifica-lo como o friedelano-3,15-diona (SG3).

Grupo E5 (fracoes 47-49, 972,8 mg): o grupo foi submetido a CC para
purificacdo (coluna H). Foram utilizados 90,5 g de silica gel 60 (230-400 mesh) e
como eluentes hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros ou em gradiente
de polaridade.

O subgrupo H4 (fragoes 41-68, 57,1 mg) foi obtido como um sélido branco de
aspecto brilhante e foi submetido as analises de RMN de 'H e '3C. A comparag&o com
dados da literatura permitiu identificar o composto como o friedelan-3-ol (friedelinol,
SG2).

O subgrupo H6 (fracoes 81-92, 192,9 mg) foi submetido a CC (coluna ).
Foram utilizados 20 g de silica gel 60 (230-400 mesh) e, como eluentes, hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros ou em gradiente de polaridade.

O subgrupo 14 (fragoes 28-39, 35,4 mg) foi obtido como um sdlido branco, que
foi submetido as analises de RMN de 'H e '3C. A comparacao com dados da literatura
permitiu identificar o composto como o friedelano-3,15-diona (SG3).

Grupo E10 (fragao 54, 760,1 mg): foi obtido um sélido branco esverdeado que
foi submetido a CC (coluna J). Foram utilizados 75 g de silica gel 60 (230-400 mesh)
e, como eluentes, cloroféormio, acetato de etila e metanol, puros ou em gradiente de
polaridade.

O subgrupo J4 (fragoes 71-84, 52,7 mg) foi obtido como um soélido esverdeado.
A impureza foi solubilizada com a adicdo de metanol e retirada por filtragdo. O sélido
branco resultante (17,7 mg) foi submetido as analises de RMN de 'H e '3C. A
comparagao com dados da literatura permitiu identificar o composto como a 30-
hidroxifriedelan-3-ona (SG6).



Figura 12 — Esquema de fracionamento de EH

EH
m=6,3¢g
Coluna E
E4 E5 E10
Coluna F Coluna H
I__| Coluna J
H4 H6
F1 F5 Fe 4
Coluna |
SG2 14
G7 [sc2]| (sc3| SC6
SG3
SG1
Legenda:

SG1 — friedelina (135,7 mg)

SG2 — friedelinol (124,2 mg)

SG3 — friedelan-3,15-diona (73,5 mg)
SG6 — 30-hidroxifriedelan-3-ona (17,7 mg)
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4. Determinacgao Estrutural
4.1 - 8SG1: friedelan-3-ona (friedelina)

SG1 foi isolado como um solido branco nao cristalino soluvel em cloroférmio.
No espectro na regido do IV (Apéndice A, pag. 99) foram observadas bandas em 2928
e 2870 cm™, relativas ao estiramento de ligagdo C-H de carbono sp3. Também foi
observada uma banda fina e intensa em 1716 cm, relativa ao estiramento de ligagao
C=0. As bandas observadas em 1458 e 1390 cm™' correspondem a deformagéo
angular dos grupos CH2 e CHs.

O espectro de RMN de 'H (Apéndice A, pag. 100) apresentou sete simpletos
relativos a sete metilas: ou 0,73 (3H); 0,87 (3H); 0,96 (3H); 1,00 (3H); 1,01 (3H); 1,05
(3H); 1,18 (3H), além de um dupleto em én 0,88 (3H, J = 6,55 Hz) sobreposto ao sinal
em on 0,87 ppm.

O espectro de RMN de 3C de SG1 (Apéndice A3, pag. 101) apresentou 30
sinais, indicando que a amostra poderia se tratar de um triterpeno. Foi observado um
sinal em oc 213,23 ppm caracteristico de carbono carbonilico, além de um sinal em
oc 7,0, associado a metila 23 de triterpenos 3-oxofriedelanicos (CAMARGO et al.,
2022).

Apoés analise dos espectros de RMN de 'H, '3C, do subespectro DEPT-135
(Apéndice A, pag. 101) e comparagao com a literatura (CAMARGO et al., 2022), SG1

foi identificado como o friedelan-3-ona (friedelina) (Tabela 3, pag. 42).
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Tabela 3 — Atribuigdes e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de '3C de SG1
(CDCls, 150 MHz)

Atomo Tipo de carbono &c de SG1 oc friedelan-3-ona*

1 CH:z 22,4 22,2
2 CH:z 41,7 41,4
3 C 213,2 212,8
4 CH 58,4 58,1

5 CH:z 42,3 42,0
6 CH2 415 41,2
7 CH:z 18,4 18,1

8 CH 53,3 53,0
9 C 37,6 37,4
10 CH 59,7 59,4
11 CH:z 35,8 35,5
12 CHz 30,7 30,4
13 C 39,9 39,6
14 C 38,5 38,2
15 C 32,6 32,2
16 CHz 36,2 35,9
17 C 30,2 29,9
18 CH 43,0 42,8
19 CH:z 35,5 35,2
20 C 28,3 28,0
21 CH:z 33,0 32,7
22 CH:z 39,4 39,2
23 CH3 7.0 6,7

24 CH3 14,8 14,5
25 CH3 18,1 17,8
26 CHs 18,8 18,5
27 CH3 20,4 20,1

28 CH3 32,3 32,0
29 CH3 31,9 31,7
30 CHs 35,2 34,9

*CDCl3, (CAMARGO et al., 2022)
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4.2 - SG2: friedelan-3B-ol (friedelinol)

SG2 foi isolado como um sélido branco nao cristalino parcialmente solavel em
cloroférmio. No espectro da regiao do IV (Apéndice A, pag. 102) foi observada uma
banda em 3482 cm-', caracteristica de estiramento da ligagdo O-H de alcool. Também
foram observadas bandas em 2930 e 2870, tipicas de estiramento da ligacdo C-H de
carbono sp3. As bandas em 1458 e 1386 cm™' correspondem a deformagéo angular
de CH2 e CHs, respectivamente.

O espectro de RMN de 'H (Apéndice A, pag. 103) de SG2 apresentou um
quarteto em on 3,74 ppm (1H), regido caracteristica de hidrogénio ligado a carbono
hidroxilado, sete simpletos na regidao de metilas (61 0,86; 0,94; 0,96; 0,99; 1,00; 1,01;
1,17 ppm), além de um dupleto (én 0,93 ppm, 3H, J = 7,84 Hz) sobreposto ao sinal em
oH 0,94.

O espectro de RMN de '3C (Apéndice A, pag. 104) apresentou 30 sinais,
indicando que a amostra poderia se tratar de um triterpeno pentaciclico. Foi observado
um sinal em &6c 11,8 ppm, caracteristico da metila 23 de triterpenos do tipo 38-
hidroxifriedelanos (CAMARGO et al., 2022), além de um sinal em &6c 72,9 ppm,
caracteristico de carbono hidroxilado.

Apoés analise dos espectros de RMN de 'H, '3C, do subespectro DEPT-135
(Apéndice A, pag. 104) e comparagao com a literatura, SG2 foi identificado como o
friedelan-3p-ol (friedelinol) (Tabela 4, pag. 44).
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Tabela 4 — Atribuigdes e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de '3C de SG2
(CDCls, 150 MHz)

" . oc 3B-
Atomo Tipo de carbono &c de SG2 hidroxifrie[:ielano*
1 CH2 15,9 16,2
2 CH2 36,2 36,1
3 CH 72,9 71,6
4 CH 49,3 49,6
5 CH2 38,0 38,1
6 CH2 41,9 42,0
7 CH2 17,7 17,7
8 CH 53,3 53,3
9 C 37,2 37,2
10 CH 61,5 61,7
11 CH2 35,5 35,7
12 CH2 30,8 30,7
13 C 38,5 38,4
14 C 39,8 39,7
15 C 32,5 32,3
16 CH2 35,7 35,9
17 C 30,2 30,0
18 CH 43,0 42,9
19 CH2 35,3 35,4
20 C 28,3 28,2
21 CH2 33,0 32,9
22 CH2 39,4 39,3
23 CHs 11,8 12,1
24 CHs 16,5 16,6
25 CHs 18,4 18,4
26 CHs 20,3 20,1
27 CHs 18,8 18,7
28 CHs 32,2 32,1
29 CHs 35,2 35,0
30 CHs 31,9 31,9

*CDCl3+PyDs, (MAHATO; KUNDU, 1994)



45

4.3 - $G3: friedelano-3,15-diona

SG3 foi isolado como um sélido branco nao cristalino soluvel em cloroférmio.
No espectro na regido do IV (Apéndice A, pag. 105) foram observadas duas bandas
em 1716 e 1700 cm™ relativas aos estiramentos de dois grupos carbonila. Também
foi observada uma banda larga em 2934 cm-! correspondente ao estiramento de
ligagbes C—H de carbonos sp3. A banda observada em 1390 cm™' foi atribuida a
deformagao angular do grupo CHs.

No espectro de RMN de 'H (Apéndice A, pag. 106) foram observados sete
simpletos relativos a sete metilas em 6u 0,74; 0,90; 0,92; 0,96; 1,02; 1,22 e 1,33, além
de um dupleto em 6+ 0,89 (3H, J = 7,54 Hz) sobreposto ao sinal em 61 0,90. Também
foi possivel observar dois dupletos em 61 2,19 e 2,52 ppm (1H, J = 18,65 Hz), tipicos
de H de carbono adjacente a um grupo carbonila. Esse valor da constante J
corresponde a um acoplamento geminal 2J entre hidrogénios cujo angulo de ligagdo
HCH é aproximadamente 109°, ou seja, hidrogénios pertencentes a um ciclo-hexano
em conformacao de cadeira (PAVIA et al., 2013). Como os sinais sao dupletos, inferiu-
se que esse grupo -CH: estaria localizado entre dois carbonos nao hidrogenados, sem
outros hidrogénios vizinhos capazes de promover outro tipo de acoplamento.

O espectro de RMN de 3C (Apéndice A, pag. 107) apresentou 30 sinais de
carbono, indicando que SG3 poderia se tratar de um triterpeno pentaciclico. Foi
observado um sinal em d6c 7,0 ppm, caracteristico do carbono da metila 23 de
triterpenos 3-oxofriedelanicos (CAMARGO et al., 2022). Também foram observados
dois sinais correspondentes a carbonos carbonilicos, um em éc 213,2 e outro em doc
2143 ppm.

Apoés analise dos espectros de RMN de 'H, '3C, do subespectro DEPT-135

(Apéndice A, pag. 107) e comparagéo com a literatura, SG3 foi identificado como
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sendo o friedelano-3,15-diona, e as atribuicdes de todos os sinais de '3C estdo

apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Atribuicdes e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de '3C de SG3
(CDCIs, 100 MHz)

Atomo Tipo de carbono &c de SG3 oc friedelano-3,15-diona*

1 CH:2 22.4 22,3
2 CH:2 41,6 41,4
3 C 213,2 213,1
4 CH 58,4 58,2
5 C 42,2 42,0
6 CH:2 40,6 40,5
7 CH:2 21,4 21,3
8 CH 454 45,3
9 C 37.4 37,2
10 CH 59,4 59,3
11 CH:2 34,5 34,4
12 CH2 29,6 29,4
13 C 42,5 42,4
14 C 54,4 54,2
15 C 214,3 214,1
16 CH2 54,1 54,0
17 C 33,6 33,5
18 CH 44,1 44,0
19 CH:2 35,1 34,9
20 C 28,0 27,9
21 CH:2 33,9 33,8
22 CH2 38,8 38,6
23 CHs3 7,0 6,8

24 CHs 15,1 15,0
25 CHs3 17,5 17,4
26 CHs3 14,8 14,7
27 CHs3 19,1 18,9
28 CHs3 32,3 32,2
29 CHs3 33,4 33,3
30 CHs 33,5 33,4

*CDCls, (KLASS; TINTO, 1992)
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4.4 - $G4: 15a-hidroxifriedelan-3-ona

SG4 foi isolado como um solido branco nao cristalino soluvel em cloroférmio.
No espectro na regido do IV (Apéndice A, pag. 108) foi observada uma banda em
3428 cm', relativa ao estiramento da ligagdo O-H de alcool. Também foram
observadas bandas em 2928 e 2856 cm', correspondentes aos estiramentos
simétrico e assimétrico da ligagdo C—H de carbono sp?; além de uma banda fina em
1718 cm™', caracteristica de estiramento da ligagdo C=0.

O espectro de RMN de '"H (Apéndice A, pag. 109) de SG4 apresentou sete
simpletos relativos a sete metilas: 61 0,73 (3H); 0,89 (3H); 0,95 (3H); 1,00 (3H); 1,02
(3H); 1,07 (3H) e 1,30 (3H), além de um dupleto em én 0,88 (3H, J = 6,73 Hz),
parcialmente sobreposto ao sinal em o1 0,89 ppm. Esse dupleto € um sinal
caracteristico da metila 23 de triterpenos do tipo friedelano. Também foi observado
um dupleto em &n 3,73 ppm (1H, J = 7,88 Hz), regiao caracteristica de hidrogénios
ligados a carbono hidroxilado.

O espectro de RMN de '3C (Apéndice A, pag. 110) apresentou 30 sinais,
indicando que SG4 poderia se tratar de um triterpeno pentaciclico. Foi observado um
sinal em oc 7,0 ppm, caracteristico do carbono da metila 23 de triterpenos 3-
oxofriedelanicos (CAMARGO et al., 2022). Também foram observados um sinal em
oc 213,3 ppm, relativo a um carbono carbonilico, e um sinal em &c 74,8 ppm, relativo
a um carbono hidroxilado. O subespectro DEPT-135 (Apéndice A, pag. 110) mostrou
que o carbono em oc 74,8 ppm se trata de um carbono metinico.

Apds comparagao com a literatura (KLASS; TINTO, 1992), SG4 foi identificado

como o 15a-hidroxifriedelan-3-ona (Tabela 6, pag. 48).
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Tabela 6 — Atribuigdes e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de '3C de SG4
(CDCls, 150 MHz)

Atomo Tipo de carbono &c de SG4 ¢ 15a-hidroxifriedelan-3-ona *

1 CH2 22,5 22,4
2 CH2 41,7 41,5
3 C 213,3 213,1
4 CH 58,3 58,2
5 C 42,2 42,0
6 CH2 41,4 41,3
7 CH2 20,1 20,0
8 CH 53,6 53,5
9 C 38,0 37,8
10 CH 59,5 59,4
11 CH2 35,9 35,8
12 CH2 31,3 31,2
13 C 40,7 40,6
14 C 44,2 441
15 CH 74,8 74,6
16 CH2 48,5 48,4
17 C 30,4 30,2
18 CH 41,8 41,6
19 CH2 35,7 35,6
20 C 28,3 28,2
21 CH2 32,1 31,9
22 CH2 39,0 38,9
23 CHs 7,0 6,8
24 CHs 14,6 14,5
25 CHs 18,1 18,0
26 CHs 14,2 14,1
27 CHs 18,9 18,8
28 CHs 32,8 32,6
29 CHs 31,1 30,9
30 CHs 35,8 35,7

*CDCls, (KLASS; TINTO, 1992)
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4.5 - SG5: 28-hidroxifriedelan-3-ona (canofilol)
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SG5 foi isolado como um sélido branco nao cristalino soluvel em cloroférmio.
No espectro na regidao do IV (Apéndice A, pag. 111) foi observada uma banda em
3546 cm', referente ao estiramento da ligagdo O-H de &lcool. Também foram
observadas bandas em 2930 e 2870 cm™', correspondentes aos estiramentos
simétrico e assimétrico da ligagdo C—H de carbono sp?; além de uma banda fina e
intensa em 1708 cm', caracteristica de estiramento da ligagdo C=0. As bandas
observadas em 1466 e 1390 cm™' correspondem a deformacgdo angular dos grupos
CH: e CHs, respectivamente. A banda em 1054 cm-' foi atribuida a um estiramento de
C-O de alcool primario.

No espectro de RMN de 'H (Apéndice A, pag. 112) foram observados seis
simpletos relativos a seis metilas: 61 0,72 (3H); 0,87 (3H); 0,91 (3H); 0,98 (3H); 0,99
(3H) e 1,13 (3H), além de um dupleto em én 0,88 (3H, J = 6,77 Hz) relativo a uma
sétima metila vizinha de um carbono hidrogenado. Esse dupleto € um sinal
caracteristico da metila 23 de triterpenos do tipo friedelano. Também foram
observados dois dupletos parcialmente sobrepostos em 61 3,62 (1H, J = 11,29 Hz) e
3,64 ppm, regido de hidrogénio ligado a carbono hidroxilado.

O espectro de RMN de '3C (Apéndice A, pag. 113) mostrou 30 sinais, sugerindo
que SG5 se trata de um triterpeno pentaciclico. Foi observado um sinal em 6c 7,0
ppm, caracteristico do carbono da metila 23 de triterpenos 3-oxofriedelanicos
(CAMARGO et al.,, 2022). Também foi observado um sinal em &6c 213,3 ppm,
caracteristico de carbono carbonilico, além de um sinal em &c 68,2 ppm, atribuido a
um carbono hidroxilado. O subespectro DEPT-135 (Apéndice A, pag. 113) mostrou
que o sinal em dc 68,2 ppm pertence a um carbono metilénico.
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Apo6s comparagao com a literatura (LI et al., 2010), SG5 foi identificado como

28-hidroxifriedelan-3-ona (canofilol) (Tabela 7).

Tabela 7 — Atribuicdes e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de '°C de SG5
(CDCls, 150 MHz)

Atomo Tipo de carbono &c de SG5 &c 28-hidroxifriedelan-3-ona*

1 CH:2 22,4 22,3
2 CH:2 41,6 41,5
3 C 213,3 213,2
4 CH 58,4 58,2
5 C 42,2 42,1
6 CH:2 41,4 41,2
7 CH:2 18,4 18,2
8 CH 52,6 52,5
9 C 37,6 37,5

10 CH 59,6 59,5

11 CH:2 35,6 35,4

12 CH:2 30,2 30,1

13 C 39,6 39,4

14 C 38,3 38,1

15 CH:2 31,4 31,2

16 CH:2 29,5 29,1

17 C 35,3 35,2

18 CH 39,5 39,4

19 CH:2 34,4 34,5

20 C 28,3 28,2

21 CH:2 31,5 31,4

22 CH:2 33,5 33,4

23 CHs3 7,0 6,8

24 CHs3 14,8 14,7

25 CHs3 18,2 18,1

26 CHs3 19,2 19,1

27 CHs3 19,3 19,2

28 CH2 68,2 68,1

29 CHs 33,0 32,9

30 CHs3 34,7 34,3

*CDCls, (LI et al., 2010)
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4.6 - SG6: 30-hidroxifriedelan-3-ona

30 29
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SG6 foi isolado como um solido branco nao cristalino soluvel em cloroférmio.
No espectro na regidao do IV (Apéndice A, pag. 114) foi observada uma banda em
3536 cm-' caracteristica do estiramento da ligagdo O-H de alcool. Também foram
observadas bandas em 2936 e 2868 cm', referentes aos estiramentos simétrico e
assimétrico da ligagdo C—H de carbono sp3; além de uma banda fina e intensa em
1716 cm', caracteristica de estiramento da ligagdo C=0. As bandas observadas em
1450 e 1388 cm™ correspondem a deformacgdo angular dos grupos CH2 e CHs,
respectivamente. A banda em 1060 cm™! se refere a um estiramento de C-O de alcool
primario.

No espectro de RMN de 'H (Apéndice A, pag. 115) foram observados seis
simpletos relativos a seis metilas: o1 0,72; 0,87; 0,98; 1,00; 1,07 e 1,15 ppm, além de
um dupleto em on 0,88 (3H, J = 6,77 Hz), caracteristico dos hidrogénios da metila 23
de triterpenos pentaciclicos do tipo friedelano. Também foram observados dois
dupletos em 6+ 3,35 (1H, J = 10,50 Hz) e 3,43 ppm (1H, J = 10,50 Hz), regido
caracteristica de hidrogénios ligados a carbono hidroxilado.

O espectro de RMN de '3C (Apéndice A, pag. 116) apresentou 30 sinais,
sugerindo que SG6 se trata de um triterpeno pentaciclico. O sinal em 6c 7,0 ppm
permitiu inferir que SG6 poderia ser um triterpeno pentaciclico do tipo 3-oxofriedelano.
Também foram observados sinais em oc 213,4 ppm, caracteristico de carbono
carbonilico, e em o6c 72,1 ppm, tipico de carbono hidroxilado. Analisando-se o DEPT,

o sinal em &c 72,1 ppm foi atribuido a um carbono metilénico.
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Através das andlises dos espectros de RMN de '3C e DEPT-135 (Apéndice A,
pag. 116) e apds comparagao com a literatura (FERREIRA et al., 2019), SG6 foi

identificado como 30-hidroxifriedelan-3-ona (Tabela 8).

Tabela 8 — Atribuigdes e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de '3C de SG6
(CDCls, 150 MHz)

Atomo Tipo de carbono &c de SG6 &c 30-hidroxifriedelan-3-ona*

1 CH:z 22.4 22,3
2 CH2 417 41,5
3 C 213,4 213,2
4 CH 58,4 58,2
5 C 42,3 42,2
6 CHz 41,4 41,3
7 CH:z 18,4 18,3
8 CH 53,1 53,0
9 C 37,6 37,5
10 CH 59,6 59,5
11 CH:z 357 35,6
12 CHz 30,7 30,5
13 C 39,9 39,8
14 C 38,5 38,4
15 CH:z 32,3 32,1

16 CH:z 36,1 35,9
17 C 30,1 30,0
18 CH 429 42,7
19 CH:z 29,5 29,3
20 C 33,5 33,4
21 CH:z 28,3 28,2
22 CH:z 38,2 38,1

23 CH3 7.0 6,8

24 CH3 14,8 14,7
25 CH3 18,2 18,0
26 CHs 20,1 20,0
27 CHs 18,7 18,6
28 CH3 32,3 32,1

29 CHs 29,1 28,9
30 CH> 72,1 72,0

*CDCls, (FERREIRA et al., 2019)
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4.7 - 8$G7: 29- hidroxifriedelan-3-ona

OH

SG7 foi isolado como um sélido branco nao cristalino soluvel em cloroférmio.
No espectro na regido do IV (Apéndice A, pag. 117) foi observada uma banda larga
em 3468 cm™' caracteristica de estiramento da ligagdo O—H de alcool. Também foram
observadas bandas em 2930 e 2868 cm, correspondentes aos estiramentos
simétrico e assimétrico da ligagdo C—H de carbono sp?; além de uma banda estreita
em 1718 cm', caracteristica de estiramento da ligagdo C=0. As bandas pouco
intensas observadas em 1458 e 1388 cm™' correspondem a deformacgéo angular dos
grupos CH2 e CHs, respectivamente.

No espectro de RMN de 'H (Apéndice A, pag. 118) foram observados dois
dupletos em o1 3,29 ppm (1H, J = 10,3 Hz) e on 3,25 ppm (1H, J = 10,3 Hz),
caracteristicos de H ligado a um carbono hidroxilado. O alto valor de J indica um
acoplamento geminal entre esses hidrogénios (PAVIA et al., 2013), sugerindo
tratarem-se de hidrogénios vizinhos a um centro estereogénico. Tais atomos sao
classificados como diastereotopicos (ndo sdo magneticamente equivalentes), o que
explica a existéncia de dois sinais bem separados no espectro, um para cada
hidrogénio. O espectro também apesentou seis simpletos na regido de metilas (6H
0,73; 0,87; 1,03; 1,04; 1,05 e 1,22), além de um dupleto em &+ 0,88 (3H, J = 6,65 Hz)
sobreposto ao sinal em 6n 0,87.

No espectro de RMN de '3C (Apéndice A, pag. 119) foram observados 30
sinais, dentre eles sinais em oc 213,2; 6,8 e 74,8 ppm, relativos a uma carbonila, a
metila 23 de triterpenos 3-oxofriedelanos e a um carbono carbindlico,
respectivamente. No subespectro DEPT-135 (Apéndice A, pag. 119) observou-se que

o sinal em &c 74,8 (regiao de carbono hidroxilado) se referia a um carbono metilénico.
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A presenga desses sinais sugeriu que SG7 poderia se tratar de um triterpeno
pentaciclico do tipo 3-oxofriedelano (CAMARGO et al., 2022). Apds comparagdo com
a literatura (MAHATO; KUNDU, 1994), SG7 foi identificado como 29-hidroxifriedelan-
3-ona (Tabela 9).

Tabela 9 — Atribuigcdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de 3C de SG7
(CDCls, 150 MHz)

Atomo Tipo de carbono &c de SG7 &c 29-hidroxifriedelan-3-ona*

1 CH:2 223 22,3
2 CH:2 41,5 41,5
3 C 213,2 213,3
4 CH 58,2 58,2
5 C 42,2 42,2
6 CH:2 41,3 41,3
7 CH:2 18,2 18,2
8 CH 53,4 53,4
9 C 37,4 37,4
10 CH 59,5 59,4
11 CH:2 35,7 35,6
12 CH:2 29,8 29,7
13 C 40,0 39,9
14 C 38,3 38,2
15 CH:2 32,7 32,7
16 CH:2 35,9 35,9
17 C 30,5 30,5
18 CH 41,9 41,8
19 CH:2 30,6 30,6
20 C 33,1 33,1

21 CH2 27,8 27,8
22 CH:2 39,5 39,5
23 CHs3 6,8 6,8

24 CHs3 14,7 14,7
25 CHs3 17,9 17,9
26 CHs 18,5 18,5
27 CHs3 20,8 20,8
28 CHs 32,1 32,1

29 CH:2 74.8 747
30 CHs 258 258

*CDCls, (MAHATO; KUNDU, 1994)
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4.8 - $G8: 28-hidroxifriedelano-3,15-diona
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SG8 foi isolado do sdlido do extrato hexanico (SEH) como um solido branco
nao cristalino, e sua temperatura de fusao nao foi determinada, pois a amostra
decompds em 259,6 °C.

Uma banda caracteristica de estiramento de O-H foi observada no espectro na
regido do IV em 3530 cm™' (Apéndice A, pag. 120), bem como duas bandas em 2934
e 2868 cm™' correspondentes aos estiramentos simétrico e assimétrico da ligagdo C—
H de carbono sp3. Duas bandas finas e intensas de estiramento de carbonila de cetona
foram observadas em 1708 e 1700 cm'. As bandas observadas em 1458 e 1388 cm-
' correspondem a deformacao angular de grupos CH2 e CHs, respectivamente.

No espectro de RMN de '"H (Apéndice A, pag. 121) foram observados quatro
simpletos atribuidos a seis metilas em 6x 0,73 (3H); 0,89 (3H); 0,99 (9H, trés sinais
sobrepostos) e 1,20 (3H). Observou-se um dupleto em 61 0,89 (3H, J = 4,01 Hz),
sobreposto ao sinal em o+ 0,91, caracteristico da metila 23 de triterpenos do grupo
dos friedelanos. Observaram-se dois dupletos em o+ 3,70 (1H, J = 10,72 Hz) e 3,78
(1H, J = 10,72 Hz), regido de sinais de hidrogénio de grupo hidroximetilénico (Figura
13, pag. 56). O valor dessa constante de acoplamento é caracteristico de acoplamento
geminal 2J entre hidrogénios de carbono metilénico alifatico. Também foram
observados dois dupletos em 6+ 2,99 e 1,96 (1H, J = 18,35 Hz) (Figura 13, pag. 56).
Esse valor de J corresponde a um acoplamento geminal 2J entre hidrogénios cujo
angulo de ligacdo HCH é aproximadamente 109°, ou seja, hidrogénios pertencentes
a um ciclo-hexano em conformacao de cadeira (PAVIA et al., 2013).
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Figura 13 — Expansao do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCI5)
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O espectro de RMN de '3C (Apéndice A, pag. 122) apresentou 30 sinais,
indicando que a amostra poderia ser um triterpeno pentaciclico; as sete metilas
identificadas no espectro de 'H corroboraram essa sugestdo. Os triterpenos do tipo 3-
oxo-friedelano apresentam uma particularidade empirica no espectro de RMN de '3C.
Os elétrons 1 da carbonila em C3 geram uma regido de anisotropia magnética (PAVIA
et al., 2013), e a metila 23 se encontra no cone de protegao gerado pela carbonila.
Consequentemente, observa-se um sinal muito caracteristico para esse carbono em
torno de 7 ppm, valor menor do que os observados para as demais metilas. Para SG8,
a metila 23 foi associada ao sinal observado em &c 6,8 no espectro de '3C. Também
foram observados dois sinais relativos a duas carbonilas: éc 213,1 e 213,9. Além
disso, o espectro apresentou um sinal em éc 67,6, regido de deslocamento de carbono
hidroxilado. O subespectro DEPT-135 (Apéndice A, pag. 122) mostrou que este sinal
em Oc 67,6 é referente a um carbono metilénico.

Os sinais de RMN de "*C de SG8 foram comparados com dados da literatura
para o friedelano-3,15-diona e a 28-hidroxifriedelan-3-ona (CAMARGO et al., 2022), e

foram observadas similaridades entre os dados. Contudo, observaram-se algumas
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diferengas, como os deslocamentos quimicos atribuidos a C-16, C-17 e C-22. A fim
de determinar a estrutura de SG8 procedeu-se a analise detalhada dos mapas de
contornos HSQC, HMBC, COSY e NOESY.

No HSQC (Apéndice A, pag. 123) foi observada uma correlagéo entre o sinal
em Oc 6,8 e o dupleto em &1 0,89, ambos caracteristicos da metila 23. Também foram
observadas correlagdes entre os dois dupletos em on 3,70 e 3,78 e o carbono
hidroxilado em &c 67,6 (Figura 14), e entre os dois dupletos em o+ 2,99 € 1,96 € 0
carbono em &c 47,6 (Figura 14).

Figura 14 — Correlagdes do HSQC para SG8
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No HMBC (Apéndice A, pag. 124) foi possivel observar correlagdes que
determinaram as posi¢des dos substituintes. A correlagéo entre os hidrogénios 23 em
oH 0,89 e o carbono em 6¢ 213,1 permitiu confirmar que essa carbonila se tratava da
carbonila em C-3. Outra correlagdo dos hidrogénios 23 com o carbono néao
hidrogenado em &c 42,1 permitiu definir esse carbono como o C-5. No COSY
(Apéndice A, pag. 126), observou-se a correlagdo dos hidrogénios 23 com o
hidrogénio em 61 2,30, associado ao carbono em 6c 58,2. Como o unico hidrogénio
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préximo o suficiente para ter uma correlagdo no COSY é o hidrogénio 4, o sinal em oc
58,2 foi associado ao C-4.

No HMBC (Apéndice A, pag. 124) também foi possivel observar uma correlagao
entre o sinal da segunda carbonila (6c 213,9) e os dois dupletos em on 2,99 e 1,96
(Figura 15). Como os hidrogénios apresentam apenas o acoplamento geminal,
suspeitou-se que eles sado vizinhos de dois carbonos nao hidrogenados. A
comparagao com a literatura forneceu a hipotese de a segunda carbonila estar no C-
15, assim supbs-se que os hidrogénios geminais pertencem ao C-16 (oc 47,6). Essas
suposicoes foram confirmadas pelas correlagcbes no HMBC de H-16 (éH 2,99 e 1,96)
com os carbonos cabeca de ponte C-17 e C-18 (6c 39,3 e 40,1; respectivamente), e
com o carbono hidroxilado em éc 67,6. Também foram observadas correlagcbes dos
hidrogénios em 6n 3,70 e 3,78 com os sinais em 6c 31,9; 39,3; 40,1 e 47,6, associados
aos carbonos C-22, C-17, C-18 e C-16, respectivamente (Figura 16, pag. 59), além
da correlagao dos H-26 (6x1 1,20) com o carbono carbonilico C-15 (6¢c 213,9).

Figura 15 — Correlagdes de HMBC dos hidrogénios vizinhos as carbonilas para SG8
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Figura 16 — Correlagdes de HMBC para os hidrogénios ligados ao carbono
hidroxilado de SG8
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O mapa de contornos COSY (Apéndice A, pag. 126) mostrou correlagdes entre
os dois hidrogénios H-16 e entre os dois hidrogénios H-28, além de correlagdes entre
0 H-4 e os hidrogénios H-1, H-2 e H-23. A Figura 17 apresenta algumas correlagdes
observadas nos mapas de contornos de SG8.

ApOs a analise detalhada dos espectros de RMN 1D e dos mapas de contornos,
SG8 foi identificado como sendo 28-hidroxifriedelano-3,15-diona, um composto inédito
na literatura. As atribuicdes completas dos dados de RMN se encontram na Tabela

10 (pag. 60).

Figura 17 — Algumas correlagdes observadas nos mapas de contorno HMBC (—»),
COSY (=) e NOESY («—»>) para SG8




Tabela 10 — Dados de RMN 1D e 2D de SG8 (600 MHz, CDCls)

oc oc
Tipo ¢ oH SG8 HMBC COoSsY NOESY friedelano- | canofilol
Ne SG8 H-C lano- 0
3,15-diona
1,68 a 2,5, 10 28 2a, 24
1| CH | 222 [ - 2 I 223 221
227 a 1 18, 23 1a, 28
2 | CHz | 414 5508 T 1.3,4.10 1a, 2a 2a 41.4 413
3 C | 21341 - ; - - 2131 213.6
1,3, 5,6, 10, 1B, 28,
4 | CH | 582 | 230« 53 24 55 10a, 23 58,2 57,8
5 C 42,1 N - ; - 420 419
1,55 4,7,8, 24 2(;";1")5 6
6 | CH: | 404 — 578910 AT — 40,5 41,0
’ 24 (1,55) '
1.35 14 ; 6
7| CH | 212 2 - - : 213 18,1
6,7,9, 10, 14,
8 CH | 451 | 1,87a 25 26 7 10, 27 453 52,2
9 C 37.1 - - } - 37.2 37.3
1,60- | 1,4,8,9, 24,
10 | CH | 593 | o0 o5 - 4a, 11a 59,3 59,1
1a, 10a,
11 | CH, | 344 | P00 | 81325 | NMB12a | 445 46, 34.4 35,3
1,488 | 8,9, 12, 13,25 | 10, 11a 18
1,48 8 - - 18, 208
12 | CHz | 29,2 8,9, 13, 14, 11a, 25, 29.4 29,9
1,53 a 15, 27 1Ma .
13 C 424 - - ; - 424 39,1
14 C 54,1 - ; ; - 54,0 38,0
15 C | 213.9 - } } - 214.9 31,3
1068 | 1% 122 1288' 22,1 16a | 16a, 188
16 | CH, | 476 51718 5 54,0 29,0
2,99 a 26, 28 168 11a, 168
17 [ 39,3 - - } N 33,5 35,1
12,13, 17, 19, 16, 25,
18 | CH | 401 | 1678 | 50 5 57 29 19 - 44,0 39,2
143 18 -
: 13, 17, 18, 20,
19 | CH. | 345 11,5558- 51, 59, 40 18 ] 34,9 34,4
20 C 27.9 - ; } - 27.9 27.9
33,9 | 132a 22 a 28, 29
, ; 17, 20, 22, 29, :
21 | CH2 (3;),8 1.30 8 30 22 8 o5 33,8 31,4
16, 17, 18, 20,
22 | cH. | 319 | 1498 28 21a | 168,26 38,6 33,2
159a | 16,17, 18, 20 218 8a, 29
23 | CHs | 68 0,89 3,4,5 24 4,2q 4,18 8 6.8 6.7
24 | CHs | 150 | 0,75 4,5,6 6 1a 15,0 14,5
25 | CHs | 17,4 | 091 8,9, 10, 11 ; 12 a 17,4 18,0
26 | CHs | 146 | 1,20 | 8,14, 15,25 ; 28 14,7 18,9
27 | CHs | 194 | 0099 | 12,13, 14,18 ; - 18,9 19,1
3,69 Hog | 19, 20
28 | CH: | 67,6 16, 17, 18, 22 32,2 67,0
3,79 H28 18, 21q,
: 28, 30
29 | CHs | 328 | 0,99 19, 21, 30 - 12"2”2%{1 a, 33,3 32,9
33,9
30 | CHs | (33,8 | 0,99 20, 29 - - 33,4 34,2
7)

*CDCls, (CAMARGO et al., 2022)
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CAPITULO 2 - SINTESE DE ESTERES DERIVADOS DO
FRIEDELINOL

1. INTRODUGAO

1.1 Modificagdes estruturais em produtos naturais

Como citado anteriormente, os produtos naturais sdo a fonte mais rica de
compostos bioativos, devido a sua ampla variedade estrutural e alta complexidade.
Entretanto, apesar dos pontos positivos, raramente esses produtos naturais podem
ser empregados diretamente em aplicagdes clinicas devido a problemas de
solubilidade, baixa seletividade e alta toxicidade (GUO, 2017; YAO et al., 2017).
Portanto, sdo feitas modificacbes estruturais que visam aumentar a seletividade,
melhorar a atividade bioldgica e superar resisténcias desenvolvidas pelos patogenos,
bem como melhorar aspectos fisico-quimicos e farmacocinéticos dos produtos
naturais (MAJHI; DAS, 2021).

Modificacdes estruturais em triterpenos podem acarretar um aumento da
atividade biolégica. Derivados carbonilados a, B insaturados dos acidos ursélico e
oleandlico, por exemplo, inibiram a producao de 6xido nitrico induzida por interferon-
y em macréfagos de camundongos, sendo que o derivado acido 3,12-dioxo-oleano-
1,9-dien-28-6ico (Figura 18, pag. 62) foi o mais ativo, com ICso de 0,9 uM (HONDA et
al., 1997). O éster do acido p-cumarico com o acido betulinico (acido 3-O-(E)-p-
cumaroilbetulinico) (Figura 18, pag. 62) resultou em um aumento da atividade
antimicrobiana (MIC = 6,25 ug/mL) contra Mycobacterium turbeculosis Hz2RA quando
comparado com o acido betulinico (MIC = 50 ug/mL). Os ésteres do acido cumarico
com o acido oleandlico e do acido ferulico com o acido ursolico (Figura 18, pag. 62)
também apresentaram atividades melhores do que os triterpenos naturais: MIC = 6,25
Mg/mL para o acido 3-O-(E)-p-cumaroiloleandlico e 3,13 ug/mL para os acidos 3-O-
(E)-feruloilursdlico e 3-O-(E)-(4-O-acetoxiferuloil) ursélico (TANACHATCHAIRATANA
et al., 2008).
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Figura 18 — Exemplos de derivados de triterpenos pentaciclicos

acido 3,12-dioxoolean-1,9-dien-28-6ico HO acido 3-O-(E)-p-cumaroil betulinico

acido 3-O-(E)-p-cumaroil oleandlico

R = OAc, acido 3-O-(E)-(4-O-acetdxiferuloil) ursolico
R = OH, acido 3-O-(E)-feruloilursélico

Derivados triterpénicos da ligustrazina foram sintetizados e tiveram sua
atividade citotéxica avaliada frente a células Bel-7402, HT-29, MCF-7, HeLa e HepG2.
De modo geral, a maioria dos derivados apresentou atividade citotoxica maior do que
a verificada para os triterpenos originais. Particularmente, o 38-hidroxilup-20(29)-en-
28-oato de 2,3,5,6-trimetilpirazina (Figura 19) apresentou atividade citotoxica superior
a do controle postivo cisplatina (ICso= 5,91 (Bel-7402); 5,28 (HT-29); 4,57 (HepG2);
5,17 (MCF-7) e 6,22 yM (HelLa)), com ICs0 de 4,19 (Bel-7402); 5,23 (HT-29); 4,48
(HepG2); 4,23 (MCF-7) e 4,34 uM (HeLa) (XU et al., 2015).

Figura 19 — Estrutura do 38-hidroxilup-20(29)-en-28-oato de 2,3,5,6-trimetilpirazina
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o LI
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1.2 Esterificagao — Reagao de Steglich

A reacgao de Steglich € uma esterificagdo muito utilizada em sintese organica
por permitir condigdes brandas de reagdo e nido necessitar de cloretos de acido
geralmente sensiveis ao ar e a umidade (IMRIE et al.,, 2002). Originalmente, a
metodologia envolve o uso da N,N-dicicloexilcarbodiimida (DCC) como reagente de
acoplamento na presenca de 4-N,N-dimetilaminopiridina (DMAP) como catalisador.
Apesar da sua utilidade, o DCC é um composto irritante, potencialmente danoso aos
orgaos e alergénico. Outro empecilho para seu uso é a formagao do subproduto N,N-
dicicloexilureia, insoluvel em agua e na maioria dos solventes organicos, que pode
contaminar o produto final da reacdo em quantidades trago extremamente dificeis de
serem removidas. Em vista desses problemas, foram desenvolvidas outras
metodologias utilizando outros tipos de carbodiimida, como a diisopropilcarbodiimida
(DIC) e o cloridrato de etilcarbodiimida (EDC) (JORDAN et al., 2021).

A proposta de mecanismo para a reagéo de Steglich € mostrada na Figura 20
(pag. 64). Primeiramente ocorre uma reacao acido-base entre o acido carboxilico e o
DMAP, formando o anion carboxilato, que reage com a carbodiimida em uma adigao
nucleofilica. O atomo de nitrogénio com carga negativa da carbodiimida desprotona o
cation DMAP, regenerando o catalisador. Em seguida o DMAP ataca a carbonila em
uma adi¢ao nucleofilica, originando um intermediario tetraédrico. Quando a carbonila
€ reestabelecida ocorre a eliminacao da diisopropilureia e a formacao de uma amida
intermediaria. Essa amida reage com o alcool em uma adi¢ao nucleofilica a carbonila,

liberando uma molécula de DMAP e formando o éster desejado.
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Figura 20 — Proposta de mecanismo para a esterificagao de Steglich
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Considerando o potencial biolégico dos derivados de triterpenos pentaciclicos
e a relativa facilidade de realizacao da reacao de esterificagao, optou-se por sintetizar
novos ésteres derivados do friedelinol (isbmeros a e ). A sintese proposta envolve a
realizacdo da esterificacdo de Steglich utilizando-se a diisopropilcarbodiimida (DIC)

como reagente de acoplamento (Figura 21).

Figura 21 — Rota para obtengao dos ésteres derivados do friedelinol

DIC, R-COOH
DMAP, CHCl; ta.
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2. Metodologia

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL foram adicionados 0,0467 mmol de
friedelinol (isbmero a ou B), 0,140 mmol de acido carboxilico (Tabela 11), 0,0140 mmol
de DMAP e 5,00 mL de cloroférmio. Apés 10 minutos, sob agitagdo e a temperatura
ambiente, foram adicionados 0,140 mmol de DIC ao meio reacional. O andamento da
reagao foi acompanhado por CCD. Ao final da reagao o solvente foi evaporado em
evaporador rotatorio e o produto foi purificado por cromatografia em coluna utilizando
CHCIs como eluente. Os tempos de reacdo e rendimentos estdo descritos na Tabela
11.

Tabela 11 — Resumo da metodologia das esterificagdes

Isdmero Tembo
Produto do Acido (mg) | DMAP | DIC " | Rendimento
friedelinol g (mg) | (pL) ~ (%)
(mg) reagao
p-bromobenzoico
L1 a (20,3) (28.3) 2 22 30 h 75
p-bromobenzoico
L2 B (20,2) (28.3) 2 22 72 h 13
L3 a (20,6) | naproxeno (32,3) 2 22 znﬁigo 93
L4 B(20,1) | naproxeno (32,4) 2 22 24 h 95
pent-4-inoico 1h15
L5 a (20,3) (13,7) 2 22 min 98
pent-4-inoico
L6 B (20,2) (13,5) 2 22 3h 77
undec-10-inoico 6 h 30
L7 a (20,3) (26.1) 2 22 min 89
undec-10-inoico
L8 B (20,5) (25.6) 2 22 72 h 46

Foram feitas outras sete reacbes com diferentes acidos carboxilicos: siringico,
3,5-dinitrobenzodico, cafeico, L-DOPA, 4-metiltiazol-5-carboxilico e piperazina-2-
carboxilico. Essas reagdes seguiram as mesmas estequiometria e metodologia das
reagdes mencionadas acima, exceto a reacao com a L-DOPA que foi feita sob refluxo
para facilitar a solubilidade da mesma.

A respeito das demais reagdes, quando foi observado que nao havia formacgao
de produto depois de, no minimo, 24 horas a temperatura ambiente, a reagao foi
colocada sob refluxo. Entretanto, nenhuma das sete reagdes resultou em produto.
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2.2 - Dados fisico-quimicos dos ésteres sintetizados

Nome: p-bromobenzoato de friedelan-3a-ila (L1)
Aspecto: sélido branco amorfo
Férmula molecular: C37HssBrO2

Massa molar: 611,75 g mol"

0]
IV (v Max/cm-'): 2926, 2864, 1718, 1458, 1388, . \
5 o
1264, 1118, 1010, 842, 758 ©
Ponto de fusio (°C): 263,5 Br™ %

RMN de "H (400 MHz, CDCl3)*: & 7,88 (d, J = 8,55 Hz, 1H); 7,57 (d, J = 8,54 Hz, 1H);
4,86 (td, J = 10,68; 4,97 Hz, 1H); 2,20 (ddd, J = 11,06; 5,20; 2,79 Hz, 1H); 1,81 (dt, J
= 12,66; 2,54 Hz, 1H); 1,18 (s, 3H); 1,02 (s, 3H); 1,00 (s, 6H); 0,95 (s, 3H): 0,87 (s,
3H); 0,84 (s, 3H); 0,81 (d, J = 6,66 Hz, 3H).

*principais sinais

RMN de '3C (100 MHz, CDCIs): d 165,7; 131,8; 131,2; 130,0; 127,9; 76,5; 60,1; 53,2;
50,3; 42,9; 41,5; 39,8; 39,4; 38,6; 38,4; 37,2; 36,2; 35,7; 35,5; 35,2; 32,9; 32,8; 32,5;
32,2; 31,9; 30,7; 30,2; 28,3; 20,3; 19,5; 18,8; 18,3; 18,0; 14,7; 10,3.

Espectros: Apéndice B, pag. 128

Nome: p-bromobenzoato de friedelan-3(-ila (L2)
Aspecto: sélido branco amorfo
Férmula molecular: C37Hs5BrO2

Massa molar: 611,75 g mol™

(@]
IV (v Max/cm™): 2926, 2868, 1708, 1272, 1168, )
5 7'
1100, 1010, 890, 846, 758 ©
Ponto de fusdo (°C): 233,6 Br™ %

RMN de 'H (400 MHz, CDClI3)*: 5 7,90 (d, J = 8,53 Hz, 1H); 7,59 (d, J = 8,51 Hz, 1H);
5,15 (q, J = 2,63 Hz, 1H); 2,04 (dd, J = 14,30; 2,58 Hz, 1H); 1,80 (dt, J = 12,85; 2,56
Hz, 1H); 1,18 (s, 3H); 1,08 (s, 3H); 1,02 (s, 3H); 1,01 (s, 3H); 1,00 (s, 3H); 0,95 (s, 3H),
0,89 (s, 3H), 0,87 (d, J = 7.08 Hz, 3H).

*principais sinais

RMN de '3C (100 MHz, CDCIs): 5 166; 131,9; 131,2; 130,0; 127,9; 76,0; 61,1; 53,3;
48,5; 43,0; 41,7; 39,8; 39,4; 38,5; 38,0; 37,3; 36,2; 35,7; 35,5; 35,2; 32,9; 32,5; 32,3;
32,2; 31,9; 30,8; 30,2; 28,3; 20,3; 18,8; 18,4; 17,9; 16,6; 16,5; 11,6.

Espectros: Apéndice B, pag. 132
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Nome: (S)-naproxenato de friedelan-3a-ila (L3)
Aspecto: sélido branco amorfo

Formula molecular: C4sHes03

Massa molar: 655,02 g mol 100 o
IV (v Max/cm-): 2934, 2868, 1726, 1606, wo
1458, 1388, 1264, 1174, 1034, 854, 810 1

Ponto de fusao (°C): 250,2-250,6

RMN de 'H (400 MHz, CDCls)*: 5 7,69 (dd, J = 8,59; 4,65 Hz, 2H); 7,64 (s, 1H); 7,39
(dd, J = 8,51; 1,71 Hz, 1H); 7,12 (m, 2H); 4,63 (td, J = 11,04; 5,01 Hz, 1H); 3,91 (s,
3H): 3,81 (g, J = 7,11 Hz, 1H); 1,94 (dq, J = 11,39; 3,61; 3,61; 3,26 Hz, 1H); 1,74 (dt,
J=12,86; 2,89; 2,89 Hz, 1H); 1,55 (d, J = 7,17 Hz, 3H); 1,16 (s, 3H); 0,98 (s, 3H); 0,96
(s, 6H); 0,93 (s, 3H); 0,80 (s, 3H); 0,79 (s, 3H); 0,72 (d, J = 6,65 Hz, 3H).

*principais sinais

RMN de '3C (100 MHz, CDClIs): 6 174,6; 157,7; 136,2; 133,7; 129,4; 129,1; 127,1;
126,5; 126,0; 119,0; 105,7; 75,7; 59,9; 55,4; 53,1; 50,0; 45,9; 42,9; 41,4; 39,8; 39,4;
38,5; 38,4; 37,1; 36,2; 35,6; 35,5; 35,2; 32,9; 32,5; 32,4; 32,2; 31,9; 31,7; 30,7; 30,1;
28,3; 22,8; 20,3; 19,3; 18,7; 18,7; 18,2; 18,0; 14,6; 14,3; 11,6; 10,1.

Espectros: Apéndice B, pag. 136

Nome: (S)-naproxenato de friedelan-33-ila (L4)
Aspecto: sélido branco amorfo

Formula molecular: C4sHss03

Massa molar: 655,02 g mol"’ Lo O o
IV (v Max/cm1): 2930, 2870, 1726, 1606, O
1458, 1388, 1262, 1218, 1186, 1162, 1030, 13
920, 894, 856

Ponto de fusao (°C): 254,1-254,4

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3)*: 5 7,68 (d, J = 8,67 Hz, 3H); 7,40 (dd, J = 8,40; 1,61
Hz, 1H); 7,12 (m, 2H); 4,88 (q, J = 2,70 Hz, 1H); 3,91 (s, 1H); 3,83 (q, J = 7,13 Hz, 1H);
1,84 (dq, J = 13,76; 2,38 Hz, 1H); 1,58 (d, J = 7,15 Hz, 3H); 1,16 (s, 3H); 0,99 (s, 3H);
0,98 (s, 3H); 0,97 (s, 3H); 0,94 (s, 3H); 0,81 (s, 3H); 0,72 (s, 3H); 0,51 (d, J = 7,06 Hz,
3H).

*prin)cipais sinais

RMN de '3C (100 MHz, CDCl3): 5 174,5; 157,6; 136,2; 133,8; 129,4; 129,1; 127,1;
126,5; 126,2; 119,0; 105,7; 75,0; 61,0; 55,4; 53,2; 48,4; 46,3; 42,9; 41,6; 39,8; 39,4;
38,5; 37,9; 37,2; 36,2; 35,7; 35,5; 35,2; 32,9; 32,4; 32,3; 32,2; 31,9; 30,7; 30,1; 28,3;
20,2; 18,8; 18,3; 18,2; 17,8; 16,4; 15,9; 11,1.

Espectros: Apéndice B, pag. 140
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Nome: pent-4-inoato de friedelan-3a-ila (L5) 30 29

Aspecto: sélido incolor amorfo

Férmula molecular: C3sHs602

Massa molar: 508,83 g mol’ d
IV (v Max/cm): 3258, 2930, 2854, 1724, /{)Ok \’
1388, 1350, 1250, 1154, 982 8. Z "o

Ponto de fusao (°C): 248,5-248,9

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3)*: & 4,67 (id, J = 10,92; 4,96 Hz, 1H); 2,08 (ddd, J =
11,35; 5,16; 2,85 Hz, 1H); 1,96 (t, J = 2,16 Hz, 1H); 1,77 (dt, J = 12,91; 2,84 Hz, 1H);
1,17 (s, 3H); 1,01 (s, 3H): 0,99 (s, 3H); 0,99 (s, 3H); 0,94 (s, 3H): 0,82 (s, 6H); 0,76 (d,
J = 6,67 Hz, 3H).

*principais sinais

RMN de '3C (100 MHz, CDCIs): 6 171,7; 82,79; 75,82; 69,10; 59,99; 53,11; 50,08;
42,94; 41,44; 39,81; 39,40; 38,55; 38,43; 37,14; 36,18; 35,67; 35,46; 35,16; 33,89;

32,94; 32,82; 32,49; 32,23; 31,94; 30,70; 30,15; 29,85; 28,31; 20,30; 19,46; 18,78;
18,26; 17,98; 14,65; 14,62; 10,10.

Espectros: Apéndice B, pag. 144

Nome: pent-4-inoato de friedelan-3g-ila (L6)

Aspecto: sélido branco amorfo

Foérmula molecular: C3sHs602

Massa molar: 508,83 g mol-" o

IV (v Max/cm™): 3276, 2946, 2932, 2870, /3\)1\
5 0

1718, 1458, 1388, 1264, 1164, 1002 =

Ponto de fusao (°C): 252,3-253,9 (o solido ficou amarelo e

depois fundiu)

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3)*: 5 4,94 (q, J = 2,71 Hz, 1H); 2,60-2,47 (m, 3H); 1,98
(t, J = 2,45 Hz, 1H): 1,91 (dt, J = 13,59; 2,70 Hz, 1H); 1,75 (dt, J = 12,25; 2,64 Hz, 1H);
1,17 (s, 3H); 1,00 (s, 3H); 1,00 (s, 6H); 0,94 (s, 3H); 0,94 (s, 3H); 0,86 (s, 3H); 0,82 (d,
J = 7,06 Hz, 3H).

*principais sinais

RMN de '3C (100 MHz, CDCIs): 5 171,6; 82,8; 75,3; 69,2; 61,1; 53,3; 48,2; 42,9; 41,7
39,8; 39,4; 38,5; 37,9; 37,2; 36,2; 35,7; 35,5; 35,2; 34,1; 32,9; 32,5; 32,3; 32,2; 31,9;
30,8; 30,2; 28,3; 20,3; 18,8; 18,4; 17,8; 16,5; 16,0; 14,7; 11,5

Espectros: Apéndice B, pag. 148
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Nome: undec-10-inoato de friedelan-3a-ila (L7)

Aspecto: sélido ceroso branco amorfo

Férmula molecular: C41HssO2

Massa molar: 592,99 g mol™ 0

IV (v Max/cm™): 3342, 2932, /9\/7\/5\/3\)1J\ N
2868, 1734, 1458, 1388, 1248, 1171124 °
Ponto de fusao (°C): 216,7

RMN de "H (400 MHz, CDCls)*: 6 4,63 (td, J = 10,97; 4,98 Hz, 1H); 2,26 (t, J = 7,50
Hz, 2H): 2,18 (td, J = 7,07; 2,62 Hz, 2H); 2,07 (ddt, J = 8,14; 6,01; 3,06 Hz, 1H); 1,93
(t, J = 2,63 Hz, 1H); 1,77 (dt, J = 12,39; 2,64 Hz, 1H): 1,17 (s, 3H); 1,01 (s, 3H); 0,99
(s, 3H); 0,99 (s, 3H); 0,94 (s, 3H): 0,82 (s, 6H); 0,75 (d, J = 6,66 Hz, 3H).

*principais sinais

RMN de 3C (100 MHz, CDCIs): 6 173,8, 84,9, 75,0, 68,2, 60,0, 53,1, 50,2, 42,9, 41,5,
39,8, 39,4, 38,5, 38,4, 37,1, 36,2, 35,7, 35,5, 35,2, 34,9, 32,9, 32,9, 32,5, 32,2, 31,9,
30,7, 30,1, 29,3, 29,2, 29,0, 28,8, 28,6, 28,3, 25,2, 20,3, 19,5, 18,8, 18,5, 18,3, 18,0,
14,6, 10,1.

Espectros: Apéndice B, pag. 152

Nome: undec-10-inoato de friedelan-33-ila (L8)

Aspecto: sélido branco amorfo

Férmula molecular: C41HssO2

Massa molar: 592,99 g mol-" . s ) 0
IV (v Max/cm-): 2932, 2870, 1 Mo
2860, 1728, 1458, 1388, 1244, 1164, 1002, 982

Ponto de fusao (°C): 219,1

RMN de 'H (600 MHz, CDCl3)*: & 4,89 (q, J = 2,78; 2,67; 2,67 Hz, 1H); 2,29 (t, J =
7,48; 7,48 Hz; 1H), 2,17 (td; J = 7,13; 7,12; 2,63 Hz, 2H); 1,93 (t, J = 2,61; 2,61 Hz,
1H); 1,88 (dq, J = 13,93; 3,00; 2,84; 2,84 Hz, 2H); 1,75 (dt, J = 12,56; 2,89; 2,89 Hz,
2H); 1,17 (s, 3H); 1,00 (s, 3H); 0,99 (s, 3H); 0,94 (s, 3H); 0,93 (s, 3H); 0,86 (s, 3H);
0,80 (d, J = 7,05 Hz, 3H).

*principais sinais

RMN de 3C (100 MHz, CDCls): 5 173,8; 84,9; 74,5; 68,2; 61,1; 53,3; 48,2; 43,0; 41,8;
39,8; 39,4; 38,5; 38,0; 37,2; 36,2; 35,7; 35,5; 35,2; 35,1; 32,9; 32,5; 32,4; 32,2; 31,9;
30,8; 30,2; 29,3; 29,2; 29,1; 28,8; 28,6; 28,3; 25,3; 20,3; 18,8; 18,5; 18,4; 17,8; 16,5;
16,0; 11,5.

Espectros: Apéndice B, pag. 156



3. Discussao de Resultados
3.1 - Reatividade

Foram feitas 15 tentativas de esterificacdo com diferentes acidos carboxilicos
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(Figura 22, pag. 71) utilizando-se a metodologia com DIC/DMAP, das quais 8

resultaram nos produtos desejados (Tabela 12).

Tabela 12 — Tentativas de esterificagdo com diferentes acidos carboxilicos

Isébmero ) Rendi
Tentativa do Acido Tempo | Temperatura | Solvente mento
friedelinol
acido p- 30 . 75%
1 a bromobenzdico | horas ambiente CHCls (L1)
acido p- 72 . 13%
2 A bromobenzéico | horas ambiente CHCls (L2)
2h 30 . 93%
3 a naproxeno min ambiente CHCIs (L3)
24 : 95%
4 B naproxeno horas ambiente CHCIs (L4)
— — 5
5 a aC'd.O pent 4 1 h.15 ambiente CHCIs 98%
inoico min (L5)
acido pent-4- . 77%
6 B iN0iCO 3 horas ambiente CHCIs (L6)
— o o
7 a aC|do. uqdec 10- | 6 h'30 ambiente CHCls 89%
inoico min (L7)
acido undec-10- 72 . 46%
8 B inoico horas ambiente CHCIs; (L8)
a4 ambiente nao
. L horas reagiu
9 B acido siringico od CHCIs (30
h refluxo !
oras reagiu
24 bient nao
10 8 acido 3,5- horas ambiente DMSO reagiu
dinitrobenzoico 24 nao
h refluxo .
oras reagiu
24 bient nao
. _ horas ambiente reagiu
1 B acido cafeico CHClz; ———
24 f nao
horas refiuxo reagiu
. . 48 . nao
12 a acido cafeico horas ambiente CHCI3 reagiu
13 a L-DOPA 2 refuxo | DMso | 140
oras reagiu
L 48 . nao
acido 4- ambiente .
14 a metiltiazol-5- | —1Oras CHel, -reddu_
carboxilico 6 horas refluxo reagiu
acido 48 3o
15 a piperazina-2- h ambiente CHCI3 .
oras reagiu

carboxilico
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Figura 22 — Estruturas dos acidos carboxilicos usados nas reagdes de esterificagao
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Durante as tentativas de esterificacdo observou-se que o a-friedelinol sempre
reagia mais rapidamente do que o isbmero B. Além disso, ambos os isémeros do
friedelinol apresentaram dificuldade em reagir com acidos aromaticos ou que possuem
a carbonila conjugada com outras ligagdes duplas.

A primeira observacao pode ser explicada através da analise conformacional
do anel A dos isémeros do friedelinol (a fim de simplificar o desenho e a analise, o
anel A foi considerado como um ciclo-hexano substituido em trés posicdes). Para o
isbmero B (Figura 23, pag. 72), a hidroxila em C-3 esta na conformagao gauche em
relacdo as metilas 23 e 24, gerando um impedimento estérico que dificulta o ataque
nucleofilico da hidroxila na carbonila do intermediario. Além disso, as reacdes de
esterificagdo propostas envolvem a insergédo de um grupo grande e volumoso em uma
posicao axial da cadeira, gerando um produto menos estavel cuja formagao € menos

favoravel e mais demorada.
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Figura 23 — Projecdo de Newman do anel A do B-friedelinol
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Para o isbmero a (Figura 24), a hidroxila em C-3 esta em uma conformacgao
gauche em relacao a metila 23 e anti-periplanar em relagédo a metila 24, o que nao
gera tanto impedimento estérico em torno da hidroxila como no isémero . Ademais,
no isbmero a, a esterificagcdo insere um grupo grande e volumoso na posigao
equatorial da cadeira, gerando um produto de conformagdo mais estavel cuja

formacgao é mais favorecida e rapida.

Figura 24 — Projegcdo de Newman do anel A do a-friedelinol
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3.2 - Produtos obtidos

Foram sintetizados oito ésteres derivados do friedelinol, sendo quatro do
isdbmero a e quatro do isdmero . Os isbmeros a e B podem ser diferenciados pelo
espectro de RMN de 'H, pelo sinal de hidrogénio ligado ao carbono hidroxilado, que,
para o a-friedelinol € um dupleto triplo em én 3,34 ppm (1H, J = 10,33; 10,16 e 4,67
Hz) e para o B-friedelinol € um quarteto em 6+ 3,74 (1H, J=2,50; 2,21 € 2,21 Hz). Eles
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também podem ser diferenciados por meio do sinal da metila 23 no espectro de RMN
de carbono, que para o a-friedelinol e B-friedelinol aparecem em torno de éc 10,1 e &c¢
11,8 ppm, respectivamente.

Para todos os produtos houve um aumento no deslocamento quimico do H-3
quando comparado ao H-3 do friedelinol (Tabela 13, Figura 25, pag. 74). Isso se deve
ao efeito da ressonancia entre os atomos O-C-O do grupo éster, que deixa o oxigénio
ligado ao C-3 com uma carga positiva que desblinda o hidrogénio H-3. O sinal de C-3
também sofreu aumento no deslocamento quimico para todos os ésteres devido ao

efeito da ressonancia.

Tabela 13 — Deslocamentos quimicos (ppm) dos hidrogénios H-3 para os ésteres
sintetizados

Ester &1 | Multiplicidade '?‘.’mer? do Acido
riedelinol

L1 4,86 dupleto triplo a p-bromobenzadico
L2 5,15 quarteto B p-bromobenzadico
L3 4,63 dupleto triplo a naproxeno

L4 4,88 quarteto B naproxeno

L5 4,67 dupleto triplo a pent-4-inoico
L6 4,94 quarteto B pent-4-inoico
L7 4,63 dupleto triplo a undec-10-inoico
L8 4,89 quarteto B undec-10-inoico




74

Figura 25 — Expansao dos espectros de RMN de H mostrando os sinais de H-3 dos
eésteres sintetizados: L1 (a), L3 (b), L5 (c), L7 (d), L2 (e), L4 (f), L6 (g), L8 (h)
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Outra evidéncia da formagao dos produtos é o aparecimento de um sinal no
RMN de '3C por volta de 170 ppm, correspondente ao carbono carbonilico do éster.
O deslocamento quimico deste carbono € menor do que o de uma carbonila de cetona,
por exemplo, devido a ressonancia entre os atomos O-C-O do grupo éster. Essa
ressonancia aumenta a densidade eletronica sobre o carbono carbonilico, deixando-
0 mais blindado, o que resulta em um deslocamento quimico menor.

Para os ésteres aromaticos L1 e L2, o sinal do carbono carbonilico possui um
deslocamento quimico menor do que os outros ésteres (Figura 26). A ressonancia da
carbonila com o anel aromatico aumenta ainda mais a densidade eletrénica sobre o

carbono, o que o deixa mais blindado e resulta no deslocamento quimico menor.

Figura 26 — Expansao do RMN de C evidenciando o sinal de carbono carbonilico
para trés ésteres sintetizados: L1 (esquerda), L2 (centro), L3 (direita)
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CAPITULO 3 — AVALIAGAO DE ATIVIDADES BIOLOGICAS

1. INTRODUGAO

1.1 Triterpenos com atividade antiviral

Virus sdo os patdogenos mais comuns no mundo, sendo responsaveis por
causar cerca de dois tercos das infecgdes humanas, além de também infectarem
animais proximos aos seres humanos, como galinhas, porcos, caes e ovelhas (LIU et
al., 2022). Levando em consideragao a ameaga a saude que 0s virus representam,
além da alta taxa de mutacédo que eles sofrem, é necessario o desenvolvimento de
novos farmacos antivirais que superem a resisténcia dos patdgenos e causem menos
efeitos adversos (KHWAZA; OYEDEJI; ADERIBIGBE, 2018).

Os triterpenos possuem varias atividades biolégicas e, dentre elas, a atividade
antiviral € uma das mais conhecidas gracas ao bevirimat (Figura 27, pag. 77), um
derivado do acido betulinico que apresentou elevada atividade contra o virus HIV e
avancgou até a Fase Il dos estudos clinicos (SMITH et al., 2007). Outros triterpenos de
esqueleto lupano com atividade antiviral reportada s&o a betulona e dois derivados
semissintéticos, betulonal e 28-0-acetil-33-hidroxilup-20(29)-en-30-al (Figura 27,
pag. 77), que obtiveram ICso de 4,08; 4,18 e 1,70 uM, respectivamente, em um teste
de inibicdo da replicagao do virus HIV-1 (CALLIES et al., 2015).
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Figura 27 — Estruturas do bevirimat, betulona, betulonal e 28-0-acetil-36-hidroxilup-
20(29)-en-30-al

betulonal 28-0-acetil-3 #-hidroxilup-20(29)-en-30-al

A atividade antiviral de triterpenos também foi testada contra os coronavirus
causadores da SARS e da COVID-19. A dlicirrizina (Figura 28, pag. 78), por exemplo,
inibiu a replicagcao, adsorcao e penetracdo do SARS-CoV, com uma atividade antiviral
melhor do que a do controle positivo ribavirina quando administrada durante e depois
da fase de adsorgao do virus (ECso = 300 mg mL-") (CINATL et al., 2003). Os acidos
maslinico, ursdlico, betulinico e a betulina (Figura 28, pag. 78) tiveram sua atividade
avaliada contra o virus da COVID-19, SARS-CoV-2, e apresentaram bons resultados
de inibicao da protease MP™, principal protease desse virus, com ICso de 3,22; 12,57;
14,55 e 89,67 uM, respectivamente (ALHADRAMI et al., 2021).
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Figura 28 — Estruturas da glicirrizina, betulina e acidos maslinico, ursadlico e
betulinico

acido ursolico acido betulinico betulina

1.2 Triterpenos e derivados com atividade citotéxica

O cancer é definido como o crescimento anormal de células de um organismo
e que podem, entdo, invadir outros 6rgaos e tecidos, causando a metastase, a
principal causa de morte de pacientes com cancer. Segundo a Organizagao Mundial
de Saude (OMS), o cancer foi a causa de cerca de 10 milhdes de mortes em todo o
mundo no ano de 2020 (WHO, 2022).

Os tratamentos atuais para o cancer incluem a quimioterapia, imunoterapia,
horménio terapia e uma combinagdo de cirurgia e radioterapia. Entretanto, os
tratamentos apresentam limitagdes, tais como baixa seletividade dos farmacos para
as células tumorais, o que origina efeitos adversos, resisténcia a multiplos farmacos e
reaparecimento do tumor (KHWAZA et al., 2021).

Diante deste cenario, a investigacdo do potencial citotoxico de produtos
naturais se torna imprescindivel. Os triterpenos pentaciclicos, por possuirem ampla
diversidade estrutural, podem atuar em diversos alvos como indugdo da apoptose,
impedimento da proliferagdo das células tumorais, imunomodulagao, entre outros
(PADUCH; KANDEFER-SZERSZEN, 2014).



79

Dentre os tipos de triterpenos pentaciclicos mais estudados quanto a atividade
citotoxica tem-se a classe dos quinonametideos, compostos encontrados nas raizes
de plantas da familia Celastraceae. Para a tingenona, 22-hidroxitingenona e
pristimerina foi relatada potente atividade citotoxica frente a diversas linhagens de
células tumorais, dentre elas as células de leucemia HL-60 e K-562. A tingenona
apresentou valores de ICso menores do que o controle positivo, doxorrubicina,
evidenciando o grande potencial dos triterpenos pentaciclicos (RODRIGUES et al.,
2019).

Também foi relatada atividade citotdéxica em linhagens de células de cancer de
mama, de cérebro, colorretal, leucemia, figado e pulméo para o acido ursdlico. O acido
asiatico apresentou atividade contra linhagens de células de cancer de mama, de
célon, de prostata e de pele. O acido corosolico foi ativo contra células de cancer de
0sso0, de mama, de colo do utero e leucemia (BONACCORSI et al., 2008; PARK et al.,
2005; SALVADOR et al., 2012; XAVIER et al., 2009).

Apesar do notdrio potencial dos triterpenos pentaciclicos como farmacos
antitumorais, essa classe de produtos naturais apresenta limitagbes, como a baixa
solubilidade em agua (GUO, 2017). A sintese de derivados de triterpenos pode ser
uma alternativa para superar esse tipo de limitagcdo, bem como para potencializar
efeitos biolégicos existentes.

Derivados heterociclicos nitrogenados de triterpenos de esqueleto ursano,
oleanano e lupano estdo entre os candidatos mais promissores no desenvolvimento
de novos farmacos antitumorais (KHWAZA et al., 2021). Duas séries de derivados
triazolicos do acido betulinico e da betulina foram preparadas por Shi e colaboradores,
e testadas frente a células HL-60 de leucemia. Os derivados do acido betulinico
(Figura 29, pag. 80) apresentaram maior citotoxicidade do que o seu precursor (SHI;
TANG; YAN, 2014). Dois derivados inddlicos, 2,3-indolouvaol e 2,3-indolo-28-
cianoetoxibetulina (Figura 29, pag. 80), apresentaram potente atividade antitumoral
in vitro contra as linhagens celulares NCI-H522 (cancer de pulmao) e COLO 205
(cancer de célon), resultando na morte de 12,65% e 42,78% dessas células,
respectivamente (KHUSNUTDINOVA et al., 2018).
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Figura 29 — Estruturas dos derivados triazdlicos do acido betulinico; 2,3-indolo-28-
cianoetoxibetulina e 2,3-indolouvaol
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Os estudos apresentados evidenciam expressivas atividades bioldgicas para
diferentes tipos de triterpenos e derivados, mostrando como esses compostos podem
ter um grande potencial na descoberta de novos farmacos para tratar diversas
doencas. Em vista desse potencial, os extratos e os triterpenos isolados das folhas de
Salacia grandifolia foram submetidos a testes de atividade antiviral contra o
coronavirus murino e de atividade antimicrobiana contra S. aureus e MRSA. Ademais,
alguns compostos isolados, bem como ésteres derivados do friedelinol, foram
submetidos a testes de atividade citotoxica contra as linhagens K-562 e THP-1 de

leucemia.



81

2. ENSAIOS ANTIVIRAL E ANTIMICROBIANO

2.1 Metodologia
Os ensaios para investigacdao da atividade antiviral e antibacteriana dos
triterpenos foram realizados no Laboratério de Virus do Instituto de Ciéncias

Biologicas da UFMG, coordenado pelo professor Jonatas Santos Abrahao.

2.1.1 - Linhagem celular, virus e cepas bacterianas

Os virus foram fornecidos pelo Laboratério de Virus da UFMG. A linhagem
celular L929 (ATCC® CCL-1™) foi usada para os testes com MHV-3. As células foram
cultivadas no meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (Cultilab, Brasil). O
meio foi suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil) juntamente
com 100 IU/mL de penicilina (Cellofarm, Brasil), 100 ug/mL de estreptomicina (Merck,
Alemanha) e 0,25 ug/mL de anfotericina B (Cultilab, Brasil). Cepas de Staphylococcus
aureus (ATCC n°®29213) e S. aureus resistente a meticilina (MRSA) (ATCC n°® 43300)

foram fornecidas pelo Laboratério de Microbiologia Clinica da UFMG.

2.1.2 - Replicagdo viral

Monocamadas de células Vero com aproximadamente 60-80% de confluéncia
foram lavadas duas vezes com tampao fosfato-salino e infectadas com uma
multiplicidade de infecgao de 0,001 para MHV-3. A adsorgao foi feita durante 1 hora a
37 °C e atmosfera de 5% de CO2 com 1 mL de virus diluido no meio de cultura (sem
SFB), com homogeneizagao dos frascos a cada 10 minutos. Depois da adsorgéo, 15
mL do meio de cultura com 2% de SFB foram adicionados aos frascos e incubados
sob as mesmas condicdes. As monocamadas de células foram observadas
diariamente sob microscopio 6tico até que o efeito citopatico estivesse em cerca de
80%. O sobrenadante foi removido e centrifugado a 2,015 g em uma centrifuga
RT6000B (Sorvall, Thermo Scientific, USA) por 10 minutos a 4 °C. Os virus foram

armazenados a -70 °C.

2.1.3 - Titulagdo viral

A titulacao viral foi realizada em microplacas de 12 pogos (1,5 x 10° células por
poco) incubada a 37 °C e sob atmosfera de 5% de CO:2 por 24 horas. Cada pogo
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recebeu diluicbes em série do virus no meio de cultura em uma razao de 1:10 (10" a
10-%), seguido de adsorgao por 1 hora. As células foram cobertas com 1,5 mL de meio
de cultura M199 (Cultilab, Brasil) com 2% de SBF e 1% de carboximetilcelulose (CMC)
(Synth, Brasil). As microplacas foram incubadas por cinco dias a 37 °C e sob
atmosfera de 5% de COz2, entdo foram fixadas por uma noite com 10% de formalina.
Depois foram lavadas com agua e tingidas com uma solugéo 1% de violeta cristal por
20 minutos (ANDRADE et al., 2021).

2.1.4 - Concentracdo citotéxica 50% (CCso)

As células plantadas em microplacas de 96 pogos (4,0 x 104 células por pogo)
e incubadas a 37 °C e sob atmosfera de 5% de CO:2 por 24 horas foram adicionados
200 pL de DMEM com 1% de SFB contendo diluicdo dos compostos a serem testados
(100 a 1,56 uM ou 200 a 3,125 ug/mL). Como veiculo controle foram usadas diluigbes
seriadas de DMSO. Adicionalmente, um controle de inibicdo de 10% v/v de DMSO foi
utilizado. Depois de 72 horas de incubacdo sob as mesmas condi¢des, 100 yL de
brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT, ThermoFischer Scientific,
EUA) diluido em DMEM (0,5 mg/mL) foram adicionados em cada poco e as placas
foram novamente incubadas por 3 horas (MOSMANN, 1983). O meio de cultura foi
removido e 100 uyL de DMSO foram adicionados em cada pog¢o para solubilizar os
cristais de formazan. Em seguida as placas foram agitadas por 20 minutos.

A absorbancia foi lida em 570 nm utilizando-se um espectrofotdmetro
(VersaMax, Molecular Devices, EUA). As porcentagens de inibigdo da viabilidade
celular foram calculadas como a raz&o entre a absorbancia das células tratadas com
0s compostos e as células somente com o veiculo. A concentragao citotoxica de 50%
(CCs0) € definida como a menor concentragdo de um composto especifico que reduz
em 50% a viabilidade das células cultivadas. Regresséo linear (LR) foi usada para a
analise, considerando os resultados com r?2> 0,9. Todas as condigbes foram testadas

em triplicata e em, pelo menos, dois ensaios independentes.

2.1.5 - Concentracgdo efetiva 50% (ECso) e indice de seletividade (SI)
As células plantadas em microplacas de 96 pogos (4,0 x 104 células por pogo)
e incubadas a 37 °C e sob atmosfera de 5% de CO:2 por 24 horas foram adicionados

100 yL de DMEM com 1% de SFB contendo diluicdo dos compostos a serem testados
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(diluigdo de oito vezes a partir dos valores de CCs0) e 100 yL da suspensao viral
(multiplicidade de infecgéo de 0,1) em DMEM com 1% de SFB. Como veiculo controle
foram usadas diluigcdes seriadas de DMSO. Pogos que continham somente os virus
foram usados como controle de infegao, e pogos sem células como controles branco
e estéril. O tratamento com MTT seguiu 0 mesmo procedimento usado para o teste
de CCso. O valor de ECso foi calculado como a porcentagem da raz&o entre a
absorbancia das células infectadas tratadas com os compostos e das células que
tinham somente o veiculo. Os indices de seletividade (SI) foram calculados usando a
razdo entre os valores de CCso e ECso. Regressao linear também foi usada para
analise, considerando os resultados com r?2 > 0,9. Todas as condigdes foram testadas

em triplicata e em pelo menos dois ensaios independentes.

2.1.6 - Avaliagdo da atividade antibacteriana e concentragdo
inibitéria minima (MIC)

Os compostos selecionados foram avaliados contra Staphylococcus aureus
(ATCC n°® 29213) e S. aureus resistente a meticilina (MRSA) (ATCC n° 43300). A
atividade antibacteriana e a concentragéo inibitéria minima (MIC) dos compostos
testados foram avaliadas com o método de microdiluicido do caldo em microplacas de
96 pocos, de acordo com o protocol do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). Inicialmente, os compostos foram dissolvidos em DMSO e entado diluidos no
caldo Mueller Hinton (MHB, Oxoid, Thermo Scientific, UK) até a concentragéo de 200
MM ou 400 pg/mL. Em seguida, 100 uL da diluigdo foram adicionados em cada poco,
e o mesmo volume de suspensdo bacteriana contendo 1x10° CFU/mL (100.000
unidades formadoras de col6nia por mililitro) foi adicionado em cada pogo, resultando
em uma concentragdo de 100 uM ou 200 pg/mL para os compostos. Um controle de
viabilidade (somente suspenséo bacteriana), controles de inibicdo (MHB contendo
cinco vezes a MIC de penicilina G para S. aureus e vancomicina para MRSA), um
controle de esterilidade (apenas o meio de cultura) e um veiculo controle (diluicdes
seriadas de DMSO) foram incluidos em cada microplaca de ensaio. Depois de 24
horas de incubacdo a 37 °C, as microplacas foram inspecionadas visualmente para
inibicdo do crescimento bacteriano, e a absorbancia em 600 nm de cada poco foi lida
usando um espectrofotdmetro leitor de microplacas (VersaMax, Molecular Devices,

CA, EUA). A porcentagem de inibicdo do crescimento foi calculada como a
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porcentagem de redugido no crescimento comparada com o veiculo controle. Pogos
que nao mostraram evidéncias visuais de crescimento bacteriano (sem turbidez)
foram consideradas ativas e a MIC dos compostos promissores na triagem inicial
foram testadas como descrito anteriormente, com uma diluicdo serial de cada
composto (100 a 1,56 yM ou 200 a 3,125 ug/mL). Todas as condi¢des foram testadas

em triplicata e em pelo menos dois ensaios independentes.

2.2 Resultados

Na avaliagdo da atividade antiviral, a concentracdo citotoxica de 50% (CCso)
em células saudaveis L929 (fibroblastos de camundongos) foi determinada
empregando-se MTT em microplacas de 96 pogos. Os compostos SG1-SG8, depois
de trés ciclos de congelamento e descongelamento, apresentaram valores de CCso
maiores do que 100 uM enquanto os extratos (EH, EC e EAE) apresentaram valores
maiores do que 100 pg/mL. A concentracao efetiva de 50% (ECso) também foi avaliada
com MTT sob as mesmas condicbes, com a adicdo de uma suspensao viral
(multiplicidade de infec¢ao de 0,1) de MHV-3.

Dentre os compostos testados, dois triterpenos SG5 (cancfilol) e SG8 (28-
hidroxifriedelano-3,15-diona), e dois extratos EH (extrato hexanico) e EAE (extrato
acetato etilico), apresentaram atividade antiviral resultando em indices de seletividade
(SI) variando de > 1 a > 32 (Tabela 14, pag. 85).

Ambos os triterpenos ativos contra o coronavirus murino possuem uma
hidroxila em C-28 (SG5 e SG8), sendo que o triterpeno monocarbonilado SG5 foi mais
ativo. O composto SG3, analogo nao hidroxilado em C-28 de SG8, ndo apresentou
atividade. Os demais triterpenos que ndo possuem a hidroxila em C-28 também nao
foram ativos. Esses resultados podem sugerir uma relacao estrutura-atividade, na qual
a presenca da hidroxila em C-28 seria essencial para a atividade antiviral, e a

presenca de uma segunda carbonila diminui a atividade.
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Tabela 14 — Resultados da avaliacao de atividade antiviral

Composto CCso (WM ou pg) ECso (WM ou pg) SI

EH* > 200 pg/mL 200 pg/mL >1
EC** > 200 pg/mL NA -
EAE*** > 200 pg/mL 200 pg/mL >1
SG1 > 100 uyM NA -
SG2 > 100 M NA -
SG3 > 100 pM NA -
SG4 > 100 uyM NA -

SG5 > 100 M 3,125 uyM > 32
SG6 > 100 pM NA -
SG7 > 100 M NA -
SG8 > 100 pM 100 uM >1
Ribavirina 80,8 uM <10 uM

NA: N&o ativo. *Extrato hexanico. **Extrato cloroférmico. ***Extrato acetato etilico

De modo geral, os resultados obtidos evidenciam que os triterpenos sao
compostos promissores na busca por novos farmacos antivirais. Sdo necessarios
novos testes com outros triterpenos hidroxilados em C-28 para estabelecer melhor a
relagéo estrutura-atividade e para investigar o mecanismo pelo qual se da a atividade
antiviral observada.

Para os testes antibacterianos, nenhum dos compostos apresentou atividade

contra S. aureus ou MRSA.
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3. ENSAIO CITOTOXICO

3.1 Metodologia

Os ensaios para investigacdo da atividade citotoxica dos triterpenos e
derivados foram realizados no Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da
Faculdade de Farmacia da UFMG, coordenado pelo professor Adriano de Paula

Sabino.

3.1.1 - Linhagens celulares K-562 e THP-1

As linhagens celulares humanas utilizadas no teste de citotoxicidade K-562
(leucemia mieloide crénica, ATCC® CCL-243™) e THP-1 (leucemia monocitica aguda,
ATCC® TIB-202™) foram adquiridas através da American Type Culture Collection
(ATCC). As células foram mantidas em garrafas plasticas de cultura contendo meio
RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), 100 U/mL de penicilina, 100 ug/mL de
estreptomicina e 10 mM HEPES, pH 7,4, em estufa umidificada a 37 °C e com 5% de

CO:2 até a realizagao dos ensaios.

3.1.2 - Ensaio de viabilidade celular

A citotoxicidade dos compostos em linhagens celulares foi avaliada pelo ensaio
de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol], que reage com enzimas
mitocondriais de células viaveis formando um cristal (Formazan) insoluvel em agua,
mas soluvel em DMSO, onde apresenta uma coloragéo violeta (CARMICHAEL et al.,
1987). Para o calculo da viabilidade celular fez-se a leitura da absorbancia a 550 nm
em um leitor de placas de Elisa.

Para o ensaio, as células foram centrifugadas a 70 g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido com meio completo e
transferido para uma placa de 96 pocos na concentragdo de 1x10* células/pogo. A
placa foi incubada em estufa de CO2 a 37 °C e atmosfera umida de CO2a 5% por 24
horas.

Para a montagem da placa de drogas, tanto os compostos testes quanto os
controles positivos (Imatinibe e Citarabina) foram diluidos em meio de cultivo contendo

1% de soro fetal bovino (SFB) e adicionados a placa nas concentragdes de 100, 10, 1
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e 0,1 ug/mL. Apds 48 horas de incubagao, adicionou-se 100 yL do sal MTT na
concentracado de 0,5 mg/mL. Em seguida, a placa foi incubada por um periodo de 3
horas. Passado o tempo de incubagao, o sobrenadante foi retirado e aplicou-se 50 uL
de DMSO em cada pogo para solubilizar os cristais de formazan. A absorbancia por
poco foi medida a um comprimento de onda de 550 nm utilizando o Genb (Data
Analysis Software — Bio-Tek).

Os dados foram analisados a partir de dois experimentos independentes. A
concentragdo minima que inibiu em 50% a viabilidade celular (ICs0) na presencga dos
compostos testes foi determinada pela comparagdo com células cultivadas sem a

presenca dos compostos (consideradas 100% viaveis).

3.1.3 - Determinagdo do 1Cso para as linhagens celulares

A inibicdo do crescimento de 50% das linhagens celulares foi obtida por meio
de uma curva dose-resposta em fungdo da regresséao linear. Para a confec¢ao da

curva foi utilizado o programa GraphPad Prism 7.

3.2 Resultados

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade contra as células de leucemia
monocitica aguda (THP-1) e leucemia mieloide crénica (K-562) estao apresentados
na Tabela 15 (pag. 88).

Todos os compostos testados apresentaram elevados valores de ICso, variando
de 266,36 a 622,77 yM contra as células THP-1 (controle Citarabina ICs0 = 40,75 uM)
e de 259,01 a 917,58 uM contra as células K-562 (controle Imatinibe 1Cs0 = 34,58 uM).
O composto que mostrou melhor atividade contra as células THP-1 foi o éster L4 ((S)-
naproxenato de B-fridelanila), com ICso = 266,36 uM. O mais ativo frente as células K-
562 foi o triterpeno SG8 (28-hidroxifriedelano-3,15-diona), com ICso = 259,01 pM.
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Tabela 15 — Valores de ICs0 obtidos a partir do ensaio de viabilidade celular (MTT)
nas linhagens

ICs0 (uM) + DP?

Composto THP-1¢ K-562¢
SG3 350 + 43 593 + 44
SG5 623 + 12 318 + 41
SG6 385 + 21 361 + 52
SG8 539 +43 259+ 33

L3 3398 396 + 13
L4 266 + 6 918 £ 43
L5 326+ 8 267 5
L6 377 £ 36 388 + 40
L7 572 + 88 355 + 30
Imatinib® ND® 354
Citarabina® 41+8 ND

a0s valores de ICso foram apresentados como médias + desvio padrdo (DP) de dois experimentos
independentes; PNao determinado (ND); cControles positivos; 9THP-1, linhagem celular de leucemia

monocitica aguda; ¢K-562, linhagem celular de leucemia mieloide cronica.

Todos os compostos testados apresentaram elevados valores de ICso (variando
de 266 a 623 uM para as células THP-1 e 259 a 918 pM para as células K-562) quando
comparados com os controles positivos Imatinibe (ICso = 35 £ 4, células K-562) e
Citarabina (ICso = 41 % 8, células THP-1). O composto que mostrou melhor atividade
contra as células K-562 foi o triterpeno inédito SG8 (ICso = 259 uyM) e o mais ativo
frente as células THP-1 foi o éster L4 (ICso = 266).
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CONCLUSAO

Neste trabalho foi descrito o fracionamento do sélido do extrato hexanico e do
sobrenadante do extrato hexanico das folhas de Salacia grandifolia, bem como a
sintese de oito derivados triterpénicos inéditos. Os compostos isolados e sintetizados
foram caracterizados e tiveram suas atividades antiviral e antibacteriana avaliadas
frente ao coronavirus murino, S. aureus e MRSA. Os compostos naturais e derivados
também tiveram sua atividade citotoxica avaliada frente as linhagens celulares THP-1
e K-562 de leucemia.

O estudo fitoquimico das folhas de S. grandifolia resultou em oito triterpenos de
esqueleto friedelano: friedelan-3-ona (SG1), friedelan-36-ol (SG2), friedelano-3,15-
diona (SG3), 15a-hidroxifriedelan-3-ona (SG4), 28-hidroxifriedelan-3-ona (SG5), 30-
hidroxifriedelan-3-ona (SG6), 29-hidroxifriedelan-3-ona (SG7) e 28-hidroxifriedelano-
3,15-diona (SG8). O composto SG8 ¢ inédito na literatura e corresponde a 4,46% do
sélido do extrato hexanico. Os compostos majoritarios considerando a soma das
massas de SEH e EH foram a friedelina e o B-friedelinol, cujas massas isoladas
correspondem a 2,41% e 1,69% da massa total do extrato. Também foi isolada uma
quantidade expressiva da mistura de friedelina e B-friedelinol, correspondente a 3,92%
da massa do extrato.

Foram sintetizados oito ésteres inéditos do friedelinol, sendo quatro do isbmero
a (L1, L3, L5,L7)e quatro do isbmero 3 (L2, L4, L6, L8). Os ésteres foram preparados
através da reagao de Steglich com rendimentos variando de 12 a 98%.

Trés extratos e todos os compostos isolados no estudo fitoquimico tiveram suas
atividades antiviral e antimicrobiana avaliadas. O canofilol (SG5) apresentou elevada
atividade contra o coronavirus murino e baixa citotoxicidade contra as células
saudaveis (L929). O composto inédito 28-hidroxifriedelano-3,15-diona (SG8)
apresentou atividade antiviral moderada e baixa citotoxicidade. Os extratos hexanico
(EH) e acetato etilico (EAE) apresentaram baixa atividade antiviral. Nenhum dos
compostos testados apresentou atividade antibacteriana. Os compostos testados
apresentaram baixa atividade citotéxica contra as linhagens de células de leucemia.

Como perspectivas desse trabalho, visa-se realizar calculos tedricos a fim de
estudar a reatividade dos isébmeros do friedelinol frente a acidos carboxilicos
aromaticos, bem como a avaliagdo da atividade anticolinesterasica dos compostos
isolados e sintetizados.
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APENDICE A - ESPECTROS DOS PRODUTOS DE FITOQUIMICA

Figura 30 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de SG1
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Figura 31 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCIl3) de SG1
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MN de *3C (150 MHz, CDCls) de SG1

Figura 32 — Espectro
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Figura 33 — Subespectro DEPT-135 (150 MHz, CDCI3) de SG1
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Figura 34 — Espectro na regidao do infravermelho (KBr) de SG2

102

—{‘I
' N
3 83
o2}

N

@

~

o

N

©

w

o
-||rrrr|||||nnnn|nnnn|nn--||---||||||rrrn|nnnn|nnnn|nnnn|nrnr|rrrr|rrrn|nnnn TT T[T T
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm-1)



103

Figura 35 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCIl3) de SG2
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Figura 36 — Espectro de RMN de '3C (150 MHz, CDCl3) de SG2

LLTTY
€6°ST
G971 4
69°LT 1
6€°8T Y
08'8T 1
Lzozyt

ze'8zt
D.OMW
8.°0€

A

P6 TEE
ezeed
e f
seze ¥
81'5¢ ]
zese ]
81°GE 1|
0£°S€E ]
zoc |
v se]
\h.\ﬂ;

T ——

—

15°8€ 1
Nv.mL
28'6¢
om.ﬁi
%2t |
TE6Y |
PE'ES |
6619
1672 |
€D S6°9/
£Dad 9T 2L
£DAd L£°2L

-10

70 60 50 40 30 20 10 O
I

80

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90

f1 (ppm)

s

10

20

50 40 30

230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60

f1 (ppm)



%Transmittance

105

Figura 38 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de SG3
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Figura 39 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIl3) de SG3
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Figura 40 — Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCl3) de SG3
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Figura 42 — Espectro na regidao do infravermelho (KBr) de SG4
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Figura 44 — Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDClz) de SG4
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Figura 45 — Subespectro DEPT-135 (100 MHz, CDCl3) de SG4
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Figura 46 — Espectro na regidao do infravermelho (KBr) de SG5
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Figura 47 — Espectro de RMN de 'H e expansées (600 MHz, CDCI3) de SG5
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Figura 48 — Espectro de RMN de '3C (150 MHz, CDClz) de SG5
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Figura 50 — Espectro na regidao do infravermelho (KBr) de SG6
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Figura 51 — Espectro de RMN de 'H e expansdes (600 MHz, CDCl3) de SG6
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Figura 52 — Espectro de RMN de 3C (150 MHz, CDClz) de SG6

£6'9

om.E/
mﬁ.wﬁ/
wm.wH/

es8re
60°0C

Nv.mm\,
678 F
L062f
etk
zrocf
59°0¢ |
sTze |
[T°TE |
15°€€ ]
AR
90°9¢ |
se

R

TC 8¢
om.wmg
mm.ml
[4 N84
S9'Ty
8¢ty
98¢k
¢T'Es
9€°8S
29'6S
60°'¢L
€12dd 5694
€1Dad 91°/L
€10ad LELL

]

9€'€TC —

o 96'9

10

mm.v.ﬁ/
ST'8T
mm.wﬂW

7,81
60°0Z —
e’
62°8C F
£0°62 7
967 ]
59°0¢ |
b ze
[TTE
0L'S€
90°9¢ |
£7°8¢ ]
5Tt
S9'TH |

mw.@;
Zres
9£°8S 1
S.mi
6072

70 60 50 40 30 20

80

f1 (ppm)

Figura 53 — Subespectro DEPT-135 (150 MHz, CDCI3) de SG6
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Figura 54 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de SG7
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Figura 55 — Espectro de RMN de 'H e expansdes (600 MHz, CDCl3) de SG7
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Figura 56 — Espectro de RMN de '3C (150 MHz, CDCl3) de SG7
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Figura 57 — Subespectro DEPT-135 (150 MHz, CDCI3) de SG7
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Figura 58 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de SG8
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Figura 59 — Espectro de RMN de 'H e expansdes (600 MHz, CDCl3) de SG8
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Figura 62 — Mapa de contornos e expansdao HSQC (600 MHz, CDCIs3) de SG8
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Figura 63 — Mapa de contornos e expansées HMBC (600 MHz, CDCl3) de SG8
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Figura 64 — Mapa de contornos COSY (600 MHz, CDCl3) de SG8
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Figura 65 — Mapa de contornos NOESY (600 MHz, CDCI3) de SG8
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APENDICE B - ESPECTROS DOS PRODUTOS DE SEMISSINTESE

Figura 66 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de L1
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Figura 68 — Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCIz) de L1

os0g’f
se1e f
veze ]
05z¢ |

mw.Nm%
¥6°7€ ]
LT°S€E ]
Ly'SE ]
0L'SE 1

—

(rse ]
mv.wL
9°8€
Th'6€
z8°'6€
66Tt
56z
z£°08
o1°€S
90°09 |
6t°9L
£DAD 89/
£Dad 9122
£0aD 8v°2L
98'/2T 1
86'621
6T'TET %
SLTET

vL7S9T —

o £1°01
SSbT

88°/1

sT'8T

99°81

66T
810z’
85°0€
z8'1e
1Tze
cezef
2Lee ]
18ze §
b0'SE 1
pESE |
£5°5¢€ |
90°9¢ |
ww.mm;
9g' TH

z8'Th 1
0Z°0S 1
£0°€S 1
£6'65 |
9€°9/

70 60 50 40 30 20 10

80

f1 (ppm)

90'TET
€9'1e1

Figura 69 — Subespectro DEPT-135 (100 MHz, CDCIs) de L1

220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90

ik

-10

0

10

240 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

f1 (ppm)



%Transmittance

Figura 70 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de L2
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Figura 71 — Espectro de RMN de 'H e expansées (400 MHz, CDCl3) de L2
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Figura 74 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de L3
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Figura 75 — Espectro de RMN de 'H e expansdes (400 MHz, CDCl3) de L3
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Figura 76 — Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCl3) de L3

80°0T |
85T
LTHT
65°bT 1
96'£T1
zT'8T Y
99°81

€4°8T ~

7617
62°0¢ |

—

18'ce
oc'sz §
erocf
co0e ]
RS |
({5 |

12°2€ ]
9czE ]
8p'z¢ |

S

[543
wﬂ.mmg
wv.mmg
ﬁo.mmg
L1°9€
60°L€E
0t'8€
05°8€
0b'6€
64°6€

VIV I
16°¢h £

98'St

L6'6F

TT°€S

Pb'SS

¢6'6S

99°SL
€10ad ¥8'9£
€1Dad 91°4L
€10ad 8+ /L
¢L'S0T
86'8TT
10°9¢T
6+°9¢T
60°/CT
L0'6CT
ect
CLEET
LT°9€T

89°/ST |
6S'vLT

-10

0

10

f1 (ppm)

230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
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80°0T

65°bT
96°L1
zeet
99°8T
£/'81
Nm.mﬁ\
62°0C
£9°0€ ]
zete
cee
ocze
gbee |
£6°2€ ]
97°5¢€ ]
9b'5¢ |
19°S€ ]
LT°9E 1
0b'6€ 1
€5 Th ]
1672k
98'St
L6°6b
TT°€S
bb'SS
26°65
99's/
2,501
gea1t/

10°921
mv.@ﬁ\

T

R ——

—

—

e

60°LCT
r6ct

70 60 50 40 30 20 10

80

220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90

f1 (ppm)



%Transmittance

140

Figura 78 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de L4
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Figura 79 — Espectro de RMN de 'H e expansées (400 MHz, CDCI3) de L4
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Figura 80 — Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDClz) de L4

ST'TT
€6°ST |
€491
9L LT Y
ST'8T Y
ce8T
os81 |
b2 0T~
0£'82

E.omM
vL0€f
6’1
zzee
reze f
evze f
[{:x4% |
AR
9p°5¢ |
99°G¢ |

-10
0

0
10

10

50 40 30 20

719t
oT'L€E
98'/€
9t'8e
65°6€
LL°6€E
19'TH
£6'ch
SE'op
e8|
veest
TH'ss
£€0'19
00°SL
£00ad ¥8'9L
€0ad 9T'LL
€000 8v°LL |
24'S0T
66'8TT |
£2°921 ]
mv.omi
80°£ZT
L0'62T
se'6zT
9/s°€€T
TZ°9€T
€9°/51 1
5Lt

—

e

f1 (ppm)
f1 (ppm)

—

Figura 81 — Subespectro DEPT-135 (100 MHz, CDCl3) de L4

230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

240 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60

WWWWWWWWWWWWWWWWWMWWWMWW




% Transmittance

Figura 82 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de L5
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Figura 83 — Espectro de RMN de 'H e expansdes (400 MHz, CDCl3) de L5
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Figura 84 — Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCl3) de L5
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Figura 85 — Subespectro DEPT-135 (100 MHz, CDCl3) de L5
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Figura 86 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de L6
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Figura 87 — Espectro de RMN de 'H e expansdes (400 MHz, CDCl3) de L6
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Figura 88 — Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCl3) de L6
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Figura 90 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de L7
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Figura 91 — Espectro de RMN de 'H e expansdes (400 MHz, CDCl3) de L7
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Figura 92 — Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCl3) de L7
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Figura 94 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de L8
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Figura 95 — Espectro de RMN de 'H e expansdes (600 MHz, CDCl3) de L8
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Figura 96 — Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCl3) de L8
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Figura 97 — Subespectro DEPT-135 (100 MHz, CDCIs) de L8
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