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RESUMO

Neste trabalho apresenta-se o estudo fitoquimico e de atividades biolégicas de
constituintes das raizes de Salacia elliptica (Celastraceae), a obtencdo e
caracterizagdo dos 6leos essenciais das folhas e galhos dessa espécie, além da
sintese e avaliagdo de atividades biologicas de ésteres derivados do lupeol. O estudo
fitoquimico das raizes resultou na identificagcado de dez constituintes. Dentre eles foram
identificados oito triterpenos pentaciclicos de esqueleto friedelano: friedelan-3-ona
(SEO01), friedelan-33-ol (SE02), mistura de friedelan-33-ol (SE02) e friedelano-1,3-
diona (SEO03), friedelano-3,15-diona (SEO05), 15a-hidroxifriedelan-3-ona (SEO06),
15a,26-di-hidroxifriedelan-3-ona (SE08), 26-hidroxifriedelano-3,15-diona (SE09), e
7a,15a-di-hidroxifriedelan-3-ona (SE10). Também foi identificado o esteroide
espinasterol (SE07) e uma mistura de acidos graxos (SE04). O triterpeno pentaciclico
SE10 é inédito na literatura. Os extratos acetato etilico e metandlico foram analisados
por UHPLC-ESI-MS/MS, nos quais foram identificados putativamente 14 compostos,
predominantemente polifendis, como flavonoides (chalcona, flavanona e flavona).
Obteve-se o 6leo essencial das folhas e foram realizadas as proposi¢des estruturais
para 17 compostos, sendo que os principais constituintes foram o pentadecanal,
hexan-1-ol e (Z)-hex-3-en-1-ol. No caso do 6leo essencial dos galhos, foram feitas as
proposi¢des estruturais para 13 compostos, sendo os principais constituintes o 6xido
de cariofileno, 10-epi-junenol e oleamida. Os derivados do lupeol foram sintetizados
por meio da esterificagdo de Steglich, obtendo 20 ésteres. Dentre os ésteres
sintetizados, 17 sao inéditos: 4-bromobenzoato de lupeila (EL01), 2-bromobenzoato
de lupeila (EL02), naproxenoato de lupeila (EL03), 3-iodobenzoato de lupeila (EL04),
10-undecinoato de lupeila (EL0S), 4-pentinonato de lupeila (EL06),3-tiofenoato de
lupeila (ELO7), 2-indolato de lupeila (EL08), a-metilcinamato de lupeila (EL09), 2,4-
difluorobenzoato de lupeila (EL10), 1-naftoato de lupeila (EL11), 5-clorosalicilato de
lupeila (EL12), 4-metiltiazol-5-ato de lupeila (EL15), 2-bromo-5-metoxibenzoato de
lupeila (EL16), 3,5-bis(trifluorometil)lbenzoato de lupeila (EL17), 2-hidroxi-5-
metoxibenzoato de lupeila (EL18) e 2,4-diclorofenoxiacetato de lupeila (EL19); e trés
conhecidos na literatura: 4-nitrobenzoato de lupeila (EL13), nicotinato de lupeila
(EL14) e benzoato de lupeila (EL20). Os rendimentos variaram entre 83% e 4%. O
estudo de atividades biolégicas consistiu na avaliacdo de citotoxicidade dos
compostos isolados SE01, SE02, SE06, SE08, SE09 e dos ésteres EL01, EL02, EL04
e ELO7 contra células de cancer de pulmao A549 analisados por citometria de fluxo.
Todos os compostos apresentaram uma atividade citotoxica significativa, semelhante
aquela exibida pelo triterpeno lupeol (ICso = 19,92). Além disso, os compostos SE01,
SE02, SE06, SE08, os extratos cloroférmico, acetato etilico e metandlico e os ésteres
ELO1, ELO2, ELO3, EL04, EL05, EL06, ELO7 e EL08 foram testados quanto a
atividade antifungica in vitro contra cepas de Candida, Cryptococcus e Sporothrix.
Contudo, todos os compostos e extratos ndo mostraram atividade nas concentragcdes
testadas.

Palavras-chave: Celastraceae; Salacia elliptica; citotoxicidade; triterpeno.



ABSTRACT

In this study, the phytochemical and biological investigation of the roots of Salacia
elliptica (Celastraceae) is presented. This includes the extraction and characterization
of essential oils from the leaves and branches of the same species, as well as the
synthesis and evaluation of biological activities of lupeol-derived esters. The
phytochemical analysis of the roots led to the identification of ten constituents, among
which eight were identified as friedelane-type pentacyclic triterpenes: friedelan-3-one
(SE01), friedelan-36-ol (SE02), a mixture of friedelan-36-ol (SE02) and friedelan-1,3-
dione (SEO03), friedelan-3,15-dione (SEO05), 15a-hydroxyfriedelan-3-one (SE06),
15a,26-di-hydroxyfriedelan-3-one (SE08), 26-hydroxyfriedelan-3,15-dione (SE09),
and 7a,15a-di-hydroxyfriedelan-3-one (SE10). Additionally, a steroid, spinasterol
(SEOQ7), and a mixture of fatty acids (SE04) were identified. The pentacyclic triterpene
SE10 is novel in the literature. The ethyl acetate and methanol extracts were analyzed
by UHPLC-ESI-MS/MS, revealing the putative identification of 14 compounds,
predominantly polyphenols such as flavonoids (chalcone, flavanone, flavone, and
flavonoid benzoquinone). The essential oil from the leaves was obtained, and
structural propositions for 17 compounds were made, with the main constituents being
pentadecane, hexan-1-ol, and (Z)-hex-3-en-1-ol. Similarly, structural propositions for
13 compounds were made for the essential oil from the branches, with the main
constituents being caryophyllene oxide, 10-epi-junenol, and oleamide. Lupeol
derivatives were synthesized through Steglich esterification, resulting in 20 lupeol
esters. Seventeen of these are novel, including lupeol 4-bromobenzoate (EL01), lupeol
2-bromobenzoate (EL02), lupeol naproxenate (EL03), lupeol 3-iodobenzoate (EL04),
lupeol 10-undecenoate (ELO05), lupeol 4-pentynoate (EL06), lupeol 3-thiophenoate
(ELO7), lupeol 2-indolate (ELO08), lupeol a-methylcinnamate (EL09), lupeol 2,4-
difluorobenzoate (EL10), lupeol naphthoate (EL11), lupeol 5-chlorosalicylate (EL12),
lupeol 4-methylthiazole-5-ate (EL15), lupeol 2-bromo-5-methoxybenzoate (EL16),
lupeol 3,5-bis(trifluoromethyl)benzoate (EL17), lupeol 2-hydroxy-5-methoxybenzoate
(EL18), and lupeol 2,4-dichlorophenoxyacetate (EL19). Additionally, three compounds
known in the literature were obtained: lupeol 4-nitrobenzoate (EL13), lupeol nicotinate
(EL14), and lupeol benzoate (EL20). Yields varied between 83% and 4%. The
biological testing involved the evaluation of cytotoxicity of isolated compounds SEO01,
SE02, SE06, SE08, SE09, and esters EL01, EL02, EL04, and EL07 against the A549
lung cancer cell model analyzed through flow cytometry. All exhibited significant
cytotoxic activity, comparable to that exhibited by the triterpene lupeol (ICs0 = 19,92).
Additionally, compounds SE01, SE02, SE06, SE08, chloroform, ethyl acetate, and
methanol extracts, and esters EL01, EL02, EL03, EL04, EL05, EL06, EL07, and EL08
were tested for in vitro antifungal activity against strains of Candida, Cryptococcus, and
Sporothrix. However, none of the compounds or extracts showed activity at the tested
concentrations.

Key-words: Celastraceae; Salacia elliptica; cytotoxicity; triterpene.
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CAPITULO 1. Estudo fitoquimico de Salacia elliptica
1.1 INTRODUCAO

1.1.1 Produtos naturais obtidos a partir de plantas

Os produtos naturais (PNs) tém sido reconhecidos como agentes terapéuticos
ao longo da historia. Desde tempos antigos, encontram-se registros de plantas que
foram utilizadas para fins medicinais, por meio da obtencdo de extratos, 6leos e
formulacdes, que frequentemente foram bem aceitos pelo organismo dos pacientes.
Com o avango da ciéncia e o desenvolvimento de técnicas de separagdo e
caracterizacao, tornou-se possivel identificar os constituintes ativos presentes nos
PNs (GURNANI et al., 2014).

Os PNs e seus derivados possuem uma atuacgao significativa na producao de
medicamentos. No inicio de 1900, aproximadamente 80% de todos os farmacos eram
de origem vegetal obtidos a partir de raizes, cascas e folhas. Com o passar das
décadas, além das plantas, varios outros tipos de seres vivos contribuiram para a
obtencdo de compostos ativos empregados na terapéutica. Ademais, as industrias
farmacéuticas desenvolveram métodos sintéticos e computacionais para a obtencao
de novos farmacos (MCCHESNEY et al., 2007). Atualmente, os PNs ainda
desempenham um papel fundamental na pesquisa de farmacos de diversas classes
terapéuticas, como antibacterianos, antifungicos e anticancer (ATANASOV, et al.,
2021).

Um marco importante na descoberta de farmacos a partir de PNs de plantas foi
o isolamento da morfina e o seu uso como analgésico em 1806. Por conseguinte, as
pesquisas foram intensificadas em busca de uma gama de outros farmacos,
principalmente alcaloides, como a codeina e a capsaicina, que também possuem uso
medicinal como analgésicos (BERNARDINI et al., 2017). Existem outros exemplos,
como os flavonoides rutina, que possui efeito anti-inflamatério (YOO et al., 2014). e

amentoflavona, que apresenta atividade antiviral (MA et al., 2001).

No Brasil, o uso de plantas medicinais ainda é difundido e, em algumas
comunidades tradicionais, elas continuam sendo frequentemente o principal recurso
terapéutico. Além disso, o territdrio brasileiro dispdée de uma grande diversidade de

flora e, consequentemente, favorece o consumo e o estudo de plantas medicinais



CAPITULO 1. Estudo fitoquimico de Salacia elliptica 25

(COSTA et al., 2023). O estudo fitoquimico dessas plantas, incluindo o isolamento, a
caracterizagdo de suas estruturas quimicas e a avaliagdo de propriedades fisico-
quimicas e biologicas dos constituintes, proporciona um melhor direcionamento no

desenvolvimento de farmacos (MACIEL et al., 2002).

Em um estudo fitoquimico, varias abordagens de selecéo da espécie vegetal
para a pesquisa podem ser adotadas. E possivel utilizar uma abordagem randémica,
na qual o fator predominante €& a disponibilidade da planta; uma abordagem
etnofarmacoldgica, que leva em consideragao o uso terapéutico da planta por parte
de alguma comunidade; uma abordagem quimiotaxondémica, na qual se seleciona uma
espécie de um determinado género ou familia devido a presenga de determinadas
classes de substéancias bioativas (MACIEL et al., 2002).

Dentre as diferentes classes de PNs oriundos de plantas destaca-se os
terpenos devido a sua abundancia e diversidade. Os terpenos sao derivados de
unidades Cs de isopreno (CsHs) e classificados de acordo com o numero de unidades
de isopreno (Cs)n presentes em suas estruturas. Assim, os monoterpenos (C1o),
sesquiterpenos (Ci1s), diterpenos (C20), sesterpenos (Cazs) e triterpenos (Cso) séo
derivados da juncdo de duas, trés, quatro, cinco e seis unidades de isopreno,
respectivamente (GHOSH, 2016).

1.1.2 Triterpenos pentaciclicos

Os triterpenos constituem um dos maiores grupos de terpenos, com
aproximadamente 20.000 compostos identificados. A grande maioria da diversidade
de triterpenos € encontrada em vegetais, embora outros organismos também os
produzam (THIMMAPPA et al., 2014). Na natureza, os triterpenos sdo encontrados de
maneira mais frequente como estruturas tetraciclicas ou pentaciclicas (FURTADO et
al., 2017).

Os triterpenos pentaciclicos (TTPCs), em relagdo ao esqueleto carbénico,
podem ser divididos em subgrupos, os mais comuns sao: friedelano, oleanano, lupano
e ursano (Figura 1, Pag. 26). Estruturalmente, os TTPCs possuem quatro anéis de
seis membros (A, B, C e D) e um de cinco ou de seis membros (E) (CAMARGO et al.,

2022). Diversos desses TTPCs sao biologicamente ativos e apresentam uma gama
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de atividades, como: anti-inflamatoria, antiulcerogénica, antitumoral, anti-hepatotoxica
e anti-hipertensiva (GHANTE et al., 2019).

friedelano oleanano lupano ursano

Figura 1: Estrutura quimica basica dos TTPCs de esqueleto friedelano, oleanano,
lupano e ursano.

Devido as diversas atividades biolégicas promissoras, varios TTPCs isolados
de plantas tém sido estudados ao longo dos anos (Figura 2), como: 0 acido maslinico
(oleanano), que apresentou atividade citotoxica em células B16-F10 (melanoma
murino), HT29 (carcinoma de colon) e Hep G2 (carcinoma hepatocelular) (PARRA et
al., 2014); o acido ursélico (ursano) que possui atividade antitumoral amplamente
descrita (SALVADOR et al., 2017); o acido betulinico (lupano) que possui atividades
anti-inflamatéria (ALQAHTANI et al., 2013), antiviral, antibacteriana e antitumoral
(AMIRI et al., 2020); o acido 7B-hidroxi-3-oxo-friedelan-28-oico e 7(,29-di-
hidroxifriedelan-3-oxo (friedelanos) que apresentaram aumento da sinalizagao

mediada por insulina em células hepaticas Huh7 (ARDILES et. al, 2012).

acido maslinico acido ursodlico

7 f-hidroxi-3-oxo-friedelan-28-oico 73,29-di-hidroxi-friedelan-3-ona

Figura 2: Exemplos de TTPCs que possuem atividades biolégicas promissoras.
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1.1.3 Familia Celastraceae

As plantas da familia Celastraceae sao estudadas com finalidades terapéuticas
e sao ricas em TTPCs (FERREIRA et al., 2017). Essa familia esta presente nas
regides tropicais e subtropicais. Suas espécies, em geral, sdo arvores pequenas,
arbustos ou lianas e tém caules e folhas resinosas (SPIVEY et al., 2001). Celastraceae
€ composta por cerca de 88 géneros e 1300 espécies de plantas, e alguns desses
géneros comumente estudados sao: Maytenus, Euonymus, Celastrus e Salacia
(ALVARENGA e FERRO, 2006; DAl e SPIVEY, 2023).

A titulo de exemplo de constituintes isolados da Celastraceae que possuem
atividades biolégicas mencionam-se o lupano 11a-hidroxilup-20(29)-en-3-ona e os
friedelanos 29-hidroxifriedelan-3-ona e friedelano-3,7-diona que tiveram propriedade
de inibigdo da acetilcolinesterase (promissor no tratamento da doenga de Alzheimer)
(RODRIGUES, 2014); a friedelan-3-ona que apresenta potente atividade anti-
inflamatdria, analgésica e antipirética (ANTONISAMY et al. 2011).

Além disso, outros importantes metabdlitos secundarios isolados de plantas da
familia Celastraceae sao os quinonametideos, que sdo considerados marcadores
quimiotaxondmicos da familia. Desde o isolamento do celastrol (Figura 3), em 1936,
uma diversidade de quinonametideos foi encontrada e estudos relacionados as
atividades biologicas foram realizados mostrando uma ampla gama de efeitos
farmacolégicos (ALVARENGA, FERRO, 2006). Como exemplos desses efeitos, tém-
se as propriedades anti-inflamatoéria e neuroprotetora do celastrol (SHAN et al., 2013);
as propriedades antitumoral, antioxidante, anti-inflamatéria e antibacteriana da
pristimerina (LI et al., 2019) e a atividade antimicrobiana da tingenona (VELOSO, et
al. 2017) (Figura 3).

celastrol pristimerina tingenona

Figura 3: Exemplos de quinonametideos que possuem bioatividades promissoras.
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1.1.4 Género Salacia

O género Salacia, pertencente a familia Celastraceae, possui
aproximadamente 200 espécies e esta distribuido pelas areas tropicais, incluindo
regides asiaticas, como india, Sri Lanka, Tailandia e Indonésia; e sul-americanas,
como Brasil (SANTOS et al., 2020). Devido a grande diversidade do género, diversas
pesquisas foram realizadas para a obtencdo de compostos bioativos, buscando a

producao de novos farmacos (PRIYA et al., 2019).

Espécies do género Salacia sédo utilizadas na medicina popular, sendo que
raizes e galhos, por exemplo, sdo empregados no tratamento de reumatismo, doengas
de pele e tratamento de diabetes (MORIKAWA, 2021). Essas plantas medicinais séo
compostas por varios metabdlitos secundarios, como alcaloides, flavonoides e
terpenos. Portanto, ha ampla possibilidade de apresentarem interessantes
bioatividades (PRIYA et al., 2019).

Bagnazari e colaboradores (2017) realizaram um estudo de revisdo sobre os
constituintes, as propriedades farmacolégicas e estratégias biotecnologicas para a
conservagao e avaliacdo de seguranga de plantas do género Salacia. No que diz
respeito aos constituintes, foram isolados diversos metabdlitos secundarios,
destacando-se os TTPCs encontrados em varias espécies, como S. chineses, S.
beddomei, S. prenoides, S. verrucosa e S. reticulata. Em relagdo a perspectiva
farmacoldgica, o estudo mostrou promissoras atividades de extratos e compostos
isolados dessas espécies, por exemplo: antitumoral (S. chineses, S. leptoclada),
antidiabética (S. chineses, S. oblonga, S. reticulata), antimicrobiana (S. chineses),
antimalarica (S. longipes), antioxidante (S. oblonga) e antibacteriana (S. oblonga)
(BAGNAZARI et al., 2017).

1.1.5 Salacia elliptica

A espécie Salacia elliptica € encontrada como arvore ou liana com tamanho
médio entre quatro e cinco metros, apresentando folhas arredondas ou ligeiramente
elipticas, além de grande quantidade de sementes com o formato elipsoide, de
aproximadamente 2 cm. A espécie é encontrada em partes do continente sul-
americano, nos paises: Brasil, Bolivia, Coldbmbia, Equador, Paraguai, Peru e
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Venezuela (CASTILLO-CAMPOQOS et al., 2020). No Brasil, S. elliptica € naturalmente

encontrada nas regides de cerrado (DUARTE et al., 2010).

Um estudo realizado por Espindola e colaboradores (2018), referente ao perfil
metabodlico de espécies da familia Celastraceae, avaliou extratos acetato etilico e
etandlico das folhas, bem como o extrato acetato etilico das raizes de S. elliptica. As
analises foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas com o intuito de verificar a distribuicdo de TTPCs em
diferentes partes das plantas, e buscas direcionadas a quinonametideos. No extrato
acetato etilico das raizes de Salacia elliptica detectaram-se os quinonametideos:
pristimerina, 6-oxopristimerol, vitideasina, salaquinona A e 11B-hidroxipristimerina
(Figura 4, Pag. 30). Dentre os extratos estudados, somente os das raizes de S.
elliptica e S. crassifolia apresentaram atividade citotoxica frente as células tumorais
MOLT-4 (leucémica) e T-47D (mamaria). Os extratos das duas espécies
apresentaram maior abundancia de pristimerina (Figura 4, Pag. 30) e os autores
concluiram que a atividade pode estar relacionada a esse composto (ESPINDOLA et
al., 2018). Outro estudo, realizado por Cortelo e colaboradores (2021), relacionado a
triagem de extratos de plantas do cerrado brasileiro contra células de cancer, incluiu
também o extrato acetato etilico das raizes de S. elliptica. Os resultados dos testes
bioldgicos mostraram atividade frente as células tumorais MOLT-4 (leucémica) e U031
(renal) (CORTELO et al., 2021).
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pristimerina vitideasina

o)
}&ocm

salaquinona A 11 p~hidroxipristimerina

Figura 4: Exemplos de quinonametideos presentes no extrato acetato etilico das
raizes de Salacia elliptica.

Na literatura, encontra-se um estudo fitoquimico de folhas e galhos de S.
elliptica, em que 20 constituintes foram isolados, sendo: dois polidis, uma xantona,
uma mistura de hidrocarbonetos de cadeia longa, um acido carboxilico, um polimero,
dois esteroides, um éster aromatico e 11 TTPCs. Os constituintes isolados em maior
abundancia foram os TTPCs (Figura 5, Pag. 31) (DUARTE et al., 2010).

Apesar das pesquisas descritas em relacdo a S. elliptica, nao ha relatos de
isolamento de constituintes das raizes (Figura 6, Pag. 32) dessa espécie na literatura.
Portanto, a continuidade do estudo da espécie pode levar a descoberta de novos
compostos bioativos das raizes e, além disso, contribuir para o estudo

quimiotaxondmico da familia Celastraceae.
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Figura 5: Estruturas quimicas dos constituintes isolados das folhas e galhos da S.

elliptica (DUARTE et al., 2010).



CAPITULO 1. Estudo fitoquimico de Salacia elliptica 32

Figura 6: Imagem das raizes coletadas da espécie Salacia elliptica.

1.1.6 Oleos essenciais

Oleos essenciais (OEs) sdo definidos, segundo a International Organization for
Standardization (ISO), como produtos obtidos a partir de partes de plantas por
processos de destilagdo usando agua (hidrodestilagao), vapor (destilagado por arraste
com vapor d’agua), ou mais raro, a seco. No caso especifico, quando se trata do
pericarpo de frutos citricos, os produtos s&o obtidos por meio de processos
mecanicos. Essa é a definicdo seguida pelas industrias, comunidades cientificas e
regulatérias desse setor. Comumente, esses Oleos sao misturas complexas de
substancias volateis e lipofilicas, geralmente apresentando aromas intensos (SIMOES
et al., 2007; BIZZO et al., 2022).

A composicao quimica dos OEs pode consistir em inumeros constituintes, com
concentragdes bastante diversas. Geralmente, sdo caracterizados por dois ou trés
compostos principais presentes em concentracdes elevadas em comparagdo com 0s
demais. Os constituintes que podem ser identificados nos OEs sdao comumente
terpenos (mono e sesquiterpenos), além de compostos com uma ampla variedade de
funcbes organicas, como alcoois, aldeidos, cetonas, acidos, fendis, éteres e ésteres
(CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017 e BAPTISTA-SILVA et al, 2020).

A composicédo do oleo extraido de uma determinada espécie pode variar de
acordo com diversos fatores, tais como o clima, a composi¢cao do solo, a parte da
planta, a idade e o estagio do ciclo vegetativo. Portanto, para se obter a mesma

composi¢cdo de OEs, é necessario extrai-los nas mesmas condigdes, ou seja, da
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mesma parte da planta, cultivada no mesmo solo e sob as mesmas condigdes
climaticas, sendo essa parte da planta colhida na mesma estacdo do ano. Para a
comercializagao dos OEs, eles sdo submetidos a quimiotipagem por cromatografia em
fase gasosa e analise por espectrometria de massa (CG/EM), com o objetivo de
determinar sua composi¢cado quimica principal. Apesar de se tratar da mesma espécie
de planta, é necessario analisar se a variagdo da composigao € tdo significativa a
ponto de afetar a aplicagao biolégica dos OEs (BAPTISTA-SILVA et al, 2020).

Os OEs encontram aplicagdes na industria cosmética, que os utiliza como fonte
natural de compostos fragrantes; na industria alimenticia, onde sdo empregados como
antimicrobianos e antioxidantes em alimentos; e na area agrondmica, onde
desempenham um papel fundamental na composigédo de inseticidas (SAEED et al.,
2022; SHARMEEN et al., 2021; RAO et al, 2019; ISMAN, 2019).

Em relacdo aos OEs de espécies da familia Celastraceae, é possivel destacar
o trabalho realizado por Camargo e colaboradores. Nesse estudo foram listados 17
OEs de nove espécies de Celastraceae, incluindo a S. elliptica, obtidos por meio do
processo de hidrodestilagdo e analisados por CG/EM. As principais proposicoes
estruturais dos compostos no OE das folhas da S. elliptica foram: acido
hexadecanoico (24,97%), acido miristico (4,73%), linalol (3,80%), 6xido de cis-linalol
(2,28%), 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona (1,69%), 6xido de trans-linalol (1,28%), a-
ionona (0,52%), nerilacetona (0,50%), cubebol (0,31%), decanal (0,15%) e (5E,9E)-
farnesil acetona (0,15%) (Figura 7, Pag. 34) (CAMARGO et al, 2020).
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Figura 7: Estruturas quimicas dos principais constituintes do 6leo essencial das folhas
de S. elliptica.

O trabalho descrito em relacdo ao OE das folhas de S. elliptica foi realizado
com folhas que estavam armazenadas por um periodo de tempo; portanto, ndo ha
estudos sobre o OE das folhas da espécie recém-coletadas. Além disso, ndo ha

relatos na literatura sobre o OE dos galhos de S. elliptica (Figura 8, Pag 35).
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Figura 8: Folhas e galhos da espécie Salacia elliptica.

1.1.7. Avaliagao de citotoxicidade

Entre diversas atividades bioldgicas estudadas, a atividade citotéxica tem um
destaque notavel devido a emergéncia na descoberta de compostos com potencial
anticancer, uma vez que o cancer € a segunda principal causa de morte no mundo
(HULVAT, 2020). Nos tratamentos convencionais do cancer sao considerados a
radioterapia, cirurgia e quimioterapia. A radiagdo e a quimioterapia desencadeiam a
morte das células cancerigenas por meio de varios mecanismos. Apesar de diversos
tratamentos terem sido desenvolvidos, ainda apresentam varios efeitos adversos e

resisténcia medicamentosa (SUNG et al, 2010).

Diante disso, destaca-se a importadncia de buscar novas estratégicas
terapéuticas que sejam menos prejudiciais ao organismo. Um exemplo dessas
investigacdes € o estudo de candidatos a farmacos a partir de PNs, como os TTPCs

(GILL et al, 2016). Como citado anteriormente, diversos TTPCs s&o biologicamente
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ativos e apresentam uma gama de atividades, incluindo a antitumoral (GHANTE et al.,
2019).

Entre as mortes causadas pelo cancer, o cancer de pulmio € a causa mais
comum, seguido pelos canceres de figado e estbmago (FERLAY et al., 2021). Desse
modo, destacando o cancer de pulmé&o, € possivel encontrar na literatura estudos de
TTPCs como candidatos a farmacos. Um estudo realizado por Shi e colaboradores
(2014) avaliou o efeito citotoxico de triterpenos da casca da raiz de Hibiscus syriacus,
no qual os ensaios biologicos foram realizados em células de cancer de pulm&o A549.
Entre os constituintes isolados e testados, a 3-cafeato de betulina (Figura 9, Pag. 36)
apresentou significativa redugao na viabilidade celular, constatando a necessidade de
dar continuidade aos estudos visando o potencial anticancer de TTPCs (SHI et al.,
2014).

Além disso, derivados de TTPCs foram sintetizados com o objetivo de
aprimorar a sua bioatividade, especificamente para aumentar a atividade anticancer.
Por exemplo, Liby e colaboradores (2007) conduziram um estudo de sintese de
derivados do TTPC 4&cido 2-ciano-3,12-dioxooleanano-1,9(11)-dien-28-oico,
produzindo um éster metilico e uma amida etilica (Figura 9). Esses derivados foram
testados em camundongos fémeas e observou-se que a gravidade dos carcinomas

pulmonares foi marcadamente reduzida (LIBY et al, 2007).

acido 2-ciano-3,12-dioxooleana-1,9(11)-dien-28-oico e seus derivados éster metilico e amida etilica

Figura 9: TTPCs testados em ensaios de citotoxicidade contra células de cancer de
pulmao.
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A partir desse cenario, estabelecer como objetivo a realizagdo de ensaios de
citotoxicidade com os TTPCs isolados da espécie S. elliptica representa uma
contribui¢cdo significativa para a triagem de potenciais farmacos citotoxicos frente a
linhagem celular humana de céncer pulmonar. Além disso, realizar ensaio de
citotoxicidade com os derivados sintéticos do TTPC lupeol (estudo discutido no
Capitulo 2) é igualmente promissor para a obtengdo de novos compostos uteis no

tratamento do cancer.

1.1.8 Atividade antifungica

Os fungos do género Candida abrangem cerca de 150 espécies, sendo que
algumas tém a capacidade de causar infeccoes em seres humanos. Em condi¢des
normais, a maioria ndo prejudica o hospedeiro; no entanto, podem apresentar
caracteristicas patogénicas se houver um desequilibrio na interagao entre o fungo e o
hospedeiro. Dentre as espécies desse género, a C. albicans é o patégeno mais
comum nas candidiases cutaneas e da orofaringe (CROCCO et al., 2004; CIUERA et
al., 2020).

As espécies nao albicans tém crescido nos ultimos anos, sendo patégenos
causadores de infecgdes fungicas hospitalares, como C. krusei, C. glabrata C.
tropicalis, C. parapsilosis e Candida auris. A fungemia devido a essas espécies
representa uma preocupagado importante quanto ao grau de patogenicidade,
especialmente em hospedeiros imunocomprometidos, resultando em mortalidade
significativa. Além disso, ha a preocupagdao com a ocorréncia de resisténcia aos
antifungicos atualmente disponiveis, o que limita as op¢des terapéuticas (JEFFERY-
SMITH, et al. 2018; TAEI, et al. 2019).

Os fungos do género Cryptococcus compreendem cerca de 37 espécies
conhecidas. Entre esses fungos, apenas Cryptococcus gatti e C. neoformans
comumente causam doencas, principalmente em organismos imunocomprometidos.
Em humanos, esses fungos manifestam-se de varias maneiras, mas na maioria dos
casos resultam em doenca pulmonar ou do sistema nervoso central. A capacidade da

levedura de produzir doencas é complexa e, além disso, possui uma adaptabilidade



CAPITULO 1. Estudo fitoquimico de Salacia elliptica 38

dinamica, o que prejudica as opgoes terapéuticas (LI et al, 2010; MONTOYA et al,
2021).

Os fungos do género Sporothrix compreendem pelo menos 53 espécies e tém
a capacidade de infectar humanos e animais. Entre as espécies que mais infectam
mamiferos, destacam-se S. brasiliensis e S. schenkii. A doenga € conhecida como
esporotricose, uma infecgado subaguda ou crénica da pele, tecido subcutaneo e vasos
linfaticos adjacentes. O tratamento convencional em humanos e animais é comumente
conduzido com agentes antifungicos. No entanto, o organismo imunocomprometido
dificulta a eficacia da terapia. Além disso, ha relatos que indicam o surgimento de
cepas de espécies de Sporothrix resistentes os medicamentos atualmente disponiveis
(CARVALHO et al., 2021; WALLER et al., 2021).

Diante disso, torna-se importante buscar novas estratégias terapéuticas devido
as limitagdes dos antifungicos. Um exemplo dessas pesquisas sdo os candidatos a
farmacos a partir de PNs, como os TTPCs (GILL et al, 2016).

O estudo realizado por Bisoli e colaboradores (2008) exemplifica a busca por
antifungicos a partir de TTPCs. Metabdlitos secundarios isolados dos caules de
Combretum laxum foram avaliados em ensaios in vitro contra cepas padrao de
Candida albicans, C. krusei e Cryptococcus. O acido arjundlico, Figura 10, um TTPCs
de esqueleto oleanano foi destacado por ser o mais ativo contra as trés cepas fungicas
(CIM = 50 pg.mL"), revelando-se um potencial antifingico para futuras investigagoes
(BISOLI et al., 2018).

Figura 10: Estrutura quimica do acido arjundlico
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A resisténcia das espécies do género Candida, Cryptococcus e Sporothrix aos
antifungicos representa um grande desafio para futuras estratégias terapéuticas e
profilaticas, tornando-se necessario o desenvolvimento de novos medicamentos
antifungicos. Diante disso, a conducdo de ensaios antifungicos com os TTPCs
isolados da espécie S. elliptica representa uma contribuicdo significativa para a
triagem de potenciais farmacos. Além disso, realizar ensaios antifungicos com os
derivados sintéticos do TTPC lupeol (estudo discutido no Capitulo 2) é igualmente

promissor.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Realizar o estudo fitoquimico das raizes de Salacia elliptica, pertencente a
familia Celastraceae, a fim de isolar e identificar constituintes e realizar testes
bioldgicos. Conjuntamente, extrair 6leos essenciais das folhas e galhos da espécie e

realizar propostas estruturais dos constituintes.

1.2.2 Objetivos especificos

- Isolar os constituintes.

- Determinar as estruturas quimicas dos constituintes isolados.

- Identificar putativamente os constituintes dos extratos acetato etilico e metandlico.
- Avaliar atividades biolégicas dos compostos isolados e extratos.

- Obter o dleo essencial das folhas e dos galhos, separadamente.

- Realizar proposigdes estruturais acerca dos constituintes presentes nos o6leos

essenciais obtidos.
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1.3 METODOLOGIA
1.3.1 Métodos gerais
1.3.1.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As cromatoplacas para as cromatografias em camada delgada (CCD) foram
preparadas utilizando, aproximadamente, 7,0 g de silica gel 60G para cada 15 mL de
agua destilada, formando uma camada de 0,25 mm sobre o suporte de vidro. As
cromatoplacas secaram parcialmente em temperatura ambiente e, em seguida, foram
ativadas em uma estufa a 100 °C, por no minimo 30 minutos. Os reveladores
utilizados, por meio da pulverizagcdo, foram: uma solucdo de propor¢ao 1:1 w de
vanilina (1 %mv em etanol) e acido perclérico (3 %vw em agua destilada), seguido de
aquecimento em estufa a 100 °C; a solugdo de Dragendorff. composta por uma
solugao estoque formada pelas solugéo | (0,85 g de nitrato de bismuto (lll), 10 mL de
acido acético glacial e 40 mL de agua) e solugao Il (8 g de iodeto de potassio e 30 mL
de agua), na proporgao de 1:1 v das solugdes | e I, seguida da diluicdo de 1 mL da
solucado estoque em 2 mL de acido acético glacial e 10 mL de agua. Também se
empregou como revelador a solugdo NP-PEG (composta pela solugdo de
difenilboriloxietilamina a 2% em metanol, NP, e pela suspensdao em etanol de
polietilenoglicol-4000 a 5%, PEG), com observagao sob luz UV a 254 e 365 nm
(utilizando o equipamento CHROMATO-UVE da Ultra-Violet Products).

1.3.1.2 Cromatografia em coluna (CC)

As cromatografias em coluna (CC) foram preparadas utilizando como fase
estacionaria silica gel 60 (70-230 ou 230-400 mesh) ou Sephadex LH-20 (previamente
suspensa em metanol). Empregaram-se nas colunas os seguintes solventes, isolados
ou em misturas, em ordem crescente de polaridade, como fase movel: hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol. Quando foi necessario reutilizar as misturas
de solventes, procedeu-se a corregcao das proporgoes utilizando o refratbmetro
modelo Biobrix. Isso foi feito ao comparar os indices de refragao da mistura com os

da solucao de interesse.
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1.3.1.3 Cromatografia liquida de média pressao (CLMP)

A cromatografia liquida de média pressao foi realizada com o uso do
equipamento Isolera One (Biotage®) equipado com detector UV/VIS. As colunas
empregadas foram de silica SNAP Ultra® e os eluentes foram cloroférmio, acetato de

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

1.3.1.4 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram adquiridos
utilizando espectrometros Bruker Avance Ill NanoBay (400 MHz) e Avance NEO
Ascend (600 MHz) do Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear de Alta
Resolucdo (LAREMAR). Foram registrados os deslocamentos quimicos () em ppm,
usando como padrao de referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) e as constantes
de acoplamento (J) expressas em Hz. Utilizou-se o TMS para a calibragdo dos
espectros, mas, em certos casos, 0s sinais residuais do solvente (CHCIs, o+ 7,26 e &c

77,16) foram empregados. O solvente utilizado nas analises foi cloroférmio deuterado.

1.3.1.5 Espectrometria de massas

Empregou-se cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) para a analise de mistura de acidos graxos. As analises em CG-EM foram
realizadas em um espectrébmetro Shimadzu QP2010 Plus, que opera no modo de
ionizagao por impacto eletrénico (70 eV), acoplado a um cromatégrafo a gas
Shimadzu GC-2010. As amostras foram eluidas em uma coluna capilar DB-5 (30 m X
0,25 mm d.i.; 0,25 ym J & W Scientific), sob um fluxo de 0,88 mL.min"'. A temperatura
inicial da coluna foi de 100 °C. Em seguida, a temperatura sofreu acréscimos de 10
°C/min até alcancar 325 °C, mantendo-se nesse valor por 20 minutos. Utilizou-se uma
mistura padrao de n-alcanos (Cg —Ca40) para verificar o desempenho do sistema CG-
EM (operando nas mesmas condi¢des citadas anteriormente) e calcular os indices de
retengdo (célculo realizado pelo software GCMS solution 4.20, Shimadzu
Corporation).

Foi realizada derivatizacdo levando-se a esterificacdo da amostra que
apresentava acidos graxos. Nesse método, pesou-se 1,0 mg da amostra e transferiu-
se para um vial. Adicionaram-se 50 uL de metanol e 100 yL de BF3-MeOH a 12,5 %mw,
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seguido de aquecimento por 30 minutos a 70 °C. Apds esse processo, adicionaram-
se 100 pL de agua destilada, realizou-se agitagao utilizando Vortex e acrescentaram-
se 150 pL de diclorometano. Os ésteres metilicos formados foram removidos na fase
organica e transferidos para um outro vial, a fim de serem injetados e analisados por
CG-EM.

As anadlises por CG-EM dos O6leos essenciais também foram sucedidas
empregando-se espectrometro Shimadzu QP2010 Ultra, que opera no modo de
ionizagdo por impacto eletrénico (70 eV), acoplado a um cromatdografo a gas
Shimadzu GC-2010. As amostras foram eluidas em uma coluna capilar Equity ™-5 (30
m X 0,25 mmd.i.; 0,25 um), sob fluxo de 1,50 mL.min"". A temperatura inicial da coluna
foi de 50 °C, em seguida, a temperatura sofreu acréscimos de 3 °C/min até alcangar
250 °C, prosseguindo no tempo total de 85 minutos. Utilizou-se uma mistura padrao
de n-alcanos (C10 —C26) para se verificar o desempenho do sistema CG-EM (operando
nas mesmas condi¢cdes citadas anteriormente) e calcular os indices de retengao

(calculo realizado pelo software GCMS solution 4.20, Shimadzu Corporation).

Espectros de massa de alta resolugdo foram adquiridos utilizando-se um
espectrometro de massas Q-Exactive (ThermoScientific), com fonte de ionizagéo

APCI operando no modo positivo, da Universidade Federal de Goias (UFG).

Para analisar os extratos acetato etilico e metandlico foram obtidos os
espectros de massas utilizando-se cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas de alta resolu¢gdo (UHPLC-HRMS). As analises
foram realizadas no Instituto René Rachou, Fiocruz Minas, no setor de Quimica de
Produtos Naturais Bioativos (QPNB) sob a supervisdo do Dr. Markus Kohlhoff. O
sistema utilizado foi de UHPLC da Shimadzu acoplado a um HRMS (ESI/Q/TOF)
maXis ETD da Bruker. Empregou-se o software Compass 1.5 da Bruker. As amostras,
solubilizadas previamente em metanol a uma concentragdo de 5 mgmL-', foram
injetadas (fragdes de 20 pL) em uma coluna Shim-Pack XR-ODS Ill da Shimadzu
(C18, 2,2 um, 2,2 x 200 mm) a 40 °C, com um fluxo de 200 puLmin-'. O branco consistiu
apenas de metanol. A eluicdo da coluna foi realizada utilizando uma solugao |
composta por 0,1% de acido formico em agua e uma solucao Il de acetonitrila. O
gradiente de eluicdo comegou com uma concentracédo de |l de 5% nos primeiros 5
minutos, seguido de um aumento linear até atingir 100% de Il ao longo de 45 minutos,

e uma retencao final por 5 minutos com a solucao contendo 100% de Il. Os espectros
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de massa foram adquiridos no modo positivo a uma taxa de espectros de 5 Hz. Os
parametros da fonte de ions foram configurados para deslocamento da placa final de
500 V, voltagem capilar de 4.500 V, press&o do nebulizador de 2,0 bar e fluxo de gas
de 8,0 Lmin"" e temperatura de 200 °C. A fragmentag&o do precursor foi realizada com
energias de colisdo de 40 eV. Os cromatogramas obtidos foram monitorados por UV
a 214 e 254 nm. A analise foi conduzida no modo positivo de ionizagdo por

electrospray (ESI), com varreduras de 100 a 1500 m/z.

1.3.1.6 Espectroscopia no infravermelho (IV)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos usando o equipamento
da Shimadzu IR-408 (Shimadzu, Singapura), com amostras preparadas em discos
KBr.

1.3.2 Coleta e identificagdao dos materiais vegetais

A coleta e a identificacdo das raizes de Salacia elliptica (Celastraceae) foram
realizadas no municipio de Montes Claros, em Minas Gerais, pela Professora Dra.
Maria Olivia Mercadante-Simodes, da Universidade Estadual de Montes Claros. Uma
exsicata com o cédigo MCMG 6792 encontra-se depositada no Herbario Montes
Claros de Minas Gerais. Foi realizado o cadastro do material vegetal junto ao Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimbénio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado (SisGen) obtendo o numero de registro AF3DD83.

A coleta e a identificagédo das folhas e galhos de Salacia elliptica (Celastraceae)
foram realizadas no municipio de Montes Claros, em Minas Gerais, pela Professora
Dra. Yule Roberta Ferreira Nunes da Universidade Estadual de Montes Claros. Uma
exsicata com o cédigo MCMG 6792 encontra-se depositada no Herbario Montes
Claros de Minas Gerais. Foi realizado o cadastro do material vegetal junto ao SisGen
com o registro AA18685.
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1.3.3 Preparagao dos extratos das raizes de Salacia elliptica

O material vegetal coletado, seco e armazenado em temperatura ambiente, foi
pulverizado em moinho de martelos e obtiveram-se 2,04 kg de raizes moidas.
Prepararam-se os extratos das raizes pulverizadas por meio da extragao exaustiva
por maceracdo a temperatura ambiente. Foram usados, em sequéncia, hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol. Posteriormente, foi realizada filtragao simples
com cada extrato e a remogao do solvente por meio de evaporador rotativo, sob
pressao reduzida. Cada processo de maceracgao foi realizado com o mesmo solvente

por quatro vezes e os extratos foram agrupados.

Os extratos obtidos receberam a seguinte nomenclatura: letra E referente a
inicial de extrato e segunda letra referente ao solvente extrator (H para hexano, C para
cloroférmio, A para acetato de etila e M para metanol). O esquema das extragdes esta

apresentado na Figura 11.

Raizes moidas

2,04 kg

EH 2. Filtragéo
M1,1g

A

—~ 1. Extragdo com hexano
3. Remogao do solvente

Y

Torta 1
1. Extragéo com cloroférmio
EC » 2. Filtragao
799 3. Remogao do solvente

Y
Torta 2

1. Extragdo com acetato de etila
EA 2. Filtracédo
2649 B 3. Remogéo do solvente
Y
Torta 3
1. Extragdo com metanol
EM 2. Filtragéo
12149 3. Remogao do solvente
Y
Torta 4

Figura 11: Esquema da obtencao dos extratos de raizes de Salacia elliptica.
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1.3.4 Fracionamento do EH

Foram obtidos 11,1 g do EH com aspecto pastoso de cor vermelha intensa. O
extrato foi submetido a CC (coluna A), em que se utilizaram 330,0 g de silica gel 60
(70-230 mesh) e empregaram-se como eluentes, em ordem crescente de polaridade:
hexano, acetato de etila e metanol, isolados e em misturas. Foram coletadas 84
fracdes de aproximadamente 200 mL cada (Tabela 1). A partir das similaridades dos
perfis cromatograficos analisados em CCD reuniram-se essas fragbes obtidas em 19

grupos.

Tabela 1. Eluentes usados na coluna A do EH e fragdes obtidas.

Eluentes Fracoes
Hexano 1-5

Hex:AcOEt 9,5: 0,5 6-15
Hex:AcOEt 9: 10 16-26
Hex:AcOEt 8:2 27-32
Hex:AcOEt 7:3 33-37
Hex:AcOEt 6:4 38-52
Hex:AcOEt 1:1 53-62
Hex:AcOEt 4:6 63-67
Hex:AcOEt 3:7 68-72
Hex:AcOEt 2:8 73-75
Hex:AcOEt 1:9 76-77
Acetato de etila 78-79
Metanol 80-84

Alguns grupos n&o foram trabalhados por serem considerados menos
promissores em comparagao com os demais, uma vez que continham pouca massa
e apresentaram diversas manchas na analise por CCD. O esquema que representa o
fracionamento do EH esta apresentado na Figura 12, Pag. 49.

Grupo EHA1 (fragées 12-14): Foi obtido (2,98 g) como um sélido branco
juntamente com um sodlido ceroso amarelo alaranjado. Apds adigdo de propanona
ocorreu a precipitagdo de um sélido branco EHA1P (518,4 mg) que foi obtido a partir

da retirada do sobrenadante com pipeta de Pasteur. Fez-se analise de EHA1P por
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CCD e foi possivel observar varias manchas, entdo o material foi submetido a CC
(coluna B) utilizando-se 50,0 g de silica gel 60 (230-400 mesh). Os eluentes foram
hexano, cloroféormio e metanol, isolados e em misturas, em gradiente de polaridade.
Foram coletadas 80 fragbes de aproximadamente 20 mL cada. O grupo EHB1P
(fragoes 25-29; Hex:CHCIs 3:7; 81,2 mg) foi obtido como um sdélido branco, que foi
submetido a analises de RMN de 'H e de '*C e identificado como friedelan-3-ona
(SEO01).

Grupo EHA2 (fragoes 17-19): Foi obtido (543,8 mg) como um solido branco
juntamente com um solido ceroso amarelo alaranjado. Apos adigdo de propanona,
ocorreu a precipitacdo de um solido branco EHA2P (139,6 mg) que foi obtido a partir
da retirada do sobrenadante com pipeta de Pasteur. Fez-se analise de EHA2P por
CCD e observou-se uma unica mancha. Os espectros de RMN de 'H e de '3C

permitiram identificar o composto como friedelan-36-ol (SE02).

Grupo EHAS3 (fracao 20): Obteve-se um sdélido branco juntamente com um
solido ceroso amarelo com massa total de 142,7 mg. Apds a adigao de propanona,
ocorreu a precipitacao de um sélido branco EHA3P (33,5 mg) que foi obtido a partir
da retirada do sobrenadante com pipeta de Pasteur. Em seguida, o sdlido foi
submetido a uma CC (coluna C) utilizando-se 2,5 g de silica gel 60 (230-400 mesh).
Os eluentes foram cloroférmio, acetato de etila e metanol, isolados e em misturas, em
gradiente de polaridade. Coletaram-se 35 fragdes de aproximadamente 10 mL cada.
O grupo EHC1P (fragdes 1-15; CHCI3; 7,3 mg) foi obtido como um sdlido branco,
que foi submetido a analises de RMN de 'H e de '3C e identificado como uma mistura
de friedelan-36-ol (SE02) e friedelano-1,3-diona (SE03).

Grupo EHA4 (fragdes 21-29): Foi obtido como um sdlido branco juntamente
com um sélido ceroso amarelo (750,4 mg). Apos adicédo de propanona, ocorreu a
precipitagdo de um sélido branco EHA4P (225,6 mg) que foi obtido a partir da retirada
do sobrenadante com a pipeta de Pasteur. Em seguida, o sélido branco foi submetido
a CC (coluna D) utilizando-se 23,0 g de silica gel 60 (230-400 mesh). Os eluentes
foram hexano, acetato de etila e metanol, isolados e em misturas, em gradiente de
polaridade. Foram coletadas 65 fragcbes de aproximadamente 20 mL cada. O grupo
EHD1P (fracdoes 24-32; Hex:AcOEt 8,5:1,5; 69,5 mg) foi obtido como um sdlido
branco que foi submetido a analises de RMN de 'H e de '3C que caracterizaram a

presencga de acidos graxos. Para determinar o tamanho exato da cadeia carbdnica ou



CAPITULO 1. Estudo fitoquimico de Salacia elliptica 47

se a amostra € uma mistura de acidos graxos foi realizada a analise por CG-EM.
Nessa analise, foi possivel identificar uma mistura de sete acidos graxos (SE04) e
realizar as seguintes proposi¢cdes estruturais: a- acido docosanoico, b- acido
tricosanoico, c¢- acido tetracosanoico, d- acido pentacosanoico, e- acido

hexacosanoico, f- acido heptacosanoico e g- acido octacosanoico.

Grupo EHAS5 (fragoes 30-37): Foi obtido (994,8 mg) como um solido branco
juntamente com um solido ceroso amarelo. Apos adi¢do de propanona, ocorreu a
precipitacdo de um sélido branco EHASP (287,8 mg) que foi obtido a partir da retirada
do sobrenadante com a pipeta de Pasteur. Logo apds, o material foi submetido a CC
(coluna E) utilizando-se 28,0 g de silica gel 60 (230-400 mesh). Os eluentes foram
hexano, acetato de etila e metanol, isolados e em misturas, em gradiente de
polaridade. Foram coletadas 70 fragbes de aproximadamente 10 mL cada. O grupo
EHE1P (fragoes 29-30; hex:AcOEt 9:1; 16,0 mg) foi obtido como um sélido branco,
que foi submetido a analises de RMN de 'H e de 3C e identificado como friedelano-

3,15-diona (SE05), contaminado com acido graxo.

Grupo EHAG (fragoes 40-43): Foi obtido um sélido branco juntamente com um
sélido ceroso de cor marrom, com massa total de 571,5 mg. Apos a adigdo de
propanona, ocorreu a precipitagdo de um solido branco EHA6P (57,7 mg) que foi
obtido a partir da retirada do sobrenadante com a pipeta de Pasteur. Fez-se analise
de EHAG6P por CCD e foi possivel observar uma unica mancha. A analise dos
espectros de RMN de 'H e de '3C possibilitaram a identificacdo do composto como
15a-hidroxifriedelan-3-ona (SE06). Posteriormente, o sobrenadante EHA6S (509,2
mg) foi submetido a CC (coluna F) utilizando-se 50,0 g de silica gel 60 (230-400
mesh). Os eluentes foram hexano, acetato de etila e metanol, isolados e em misturas,
em gradiente de polaridade. Foram coletadas 83 fragbes de aproximadamente 20 mL
cada. O grupo EHF1P (fragoes 39-40; hex:AcOEt 8,5:1,5; 58,0 mg) foi obtido como
um solido branco identificado como o composto ja isolado SE06. O outro grupo EHF2P
(fragoes 47-49; hex:AcOEt 8:2; 3,5 mg) foi obtido como um sélido branco que foi

submetido a andlises de RMN de 'H e de 3C e identificado como espinasterol (SE07).

Grupo EHATY (fracdes 47-55): Obteve-se um solido branco juntamente com
um solido ceroso de cor marrom intensa (1,84 g). Apds a adigdo de propanona,
ocorreu a precipitagdo de um sélido branco EHA7P (196,0 mg), que foi obtido a partir

da retirada do sobrenadante com pipeta de Pasteur. Foi realizada analise de EHA7P
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por CCD e foi possivel observar uma Unica mancha. Os espectros de RMN de 'H e de
3C possibilitaram a identificagdo da mistura dos compostos 15a,26-di-
hidroxifriedelan-3-ona  (SE08) e  26-hidroxifriedelano-3,15-diona  (SEQ09).
Posteriormente, o sobrenadante EHA7S (1,64 g) foi submetido a CC (coluna G)
utilizando-se 164,0 g de silica gel 60 (230-400 mesh). Os eluentes foram cloroférmio,
acetato de etila e metanol, isolados e em misturas, em gradiente de polaridade. Foram
coletadas 100 fragées de aproximadamente 20 mL cada. O grupo EHG1P (fragcdes
90-91; CHCIs: AcOEt 1:1; 4,5 mg) foi obtido como um sdlido branco identificado por
RMN de 'H e de 3C como 15a,26-di-hidroxifriedelan-3-ona (SE08).

Grupo EHAS8 (fragoes 60-67): Obteve-se um sélido ceroso (428,4 mg) de cor
vermelha escura que foi submetido a CC (coluna H) utilizando-se 42,0 g de silica gel
60 (230-400 mesh). Os eluentes foram cloroférmio, acetato de etila e metanol,
isolados e em misturas, em gradiente de polaridade. Foram coletadas 77 fragdes de
aproximadamente 20 mL cada. O grupo EHH1P (fragoes 41-44; CHCI3: AcOEt 7:3;
1,7mg) foi obtido como um sélido branco, que apresentou uma unica mancha em
CCD. A amostra foi submetida a analises de RMN de 'H e de '3C e RMN 2D e

identificada como 7a,15a-di-hidroxifriedelan-3-ona (SE10).



CAPITULO 1. Estudo fitoquimico de Salacia elliptica 49

EH
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coluna A

‘ EHA1 ‘ | EHA2 | ‘ EHA3 ‘ ‘ EHA4 ‘ ‘ EHAS ‘ | EHA6 ’ EHA7 EHAB
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EHAGS EHATP EHA7S
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coluna F coluna G L

EHB1P ‘ EHC1P ‘ EHD1P EHE1P
SE02 SE10
SE08 + SE09 - 1,7mg

139,6 mg g SE06
| 57.7mg EHF1P EHF2P 13e0mg EHG1P
st SE02 + SE03 SE04 SE05
81,2 mg 7,3 my 69,5 mg 16,0 mg

550 mg 35 mg A5 ms
SEO01: friedelan-3-ona SE06: 15a-hidroxifriedelan-3-ona
SE02: friedelan-36-ol SEQ07: espinasterol
SE02 + SE03: friedelan-36-ol + friedelano-1,3-diona SEO08: 15a,26-di-hidroxifriedelan-3-ona
SE04: mistura de acidos graxos SE08 + SE09: 15qa,26-di-hidroxifriedelan-3-ona +
SEO05: friedelano-3,15-diona 26-hidroxifriedelano-3,15-diona

SE10: 7a,15a-dihidroxifriedelan-3-ona

Figura 12: Esquema de fracionamento do extrato hexanico das raizes de Salacia elliptica.
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1.3.5 Fracionamento do EC

EC (7,9 g) apresentou um aspecto pastoso de cor vermelha escura. O extrato
foi submetido a CC (coluna 1), em que se utilizaram 365,0 g de silica gel 60 (70-230
mesh) e foram empregados como eluentes, em ordem crescente de polaridade,
isolados e em misturas: hexano, acetato de etila e metanol. Coletaram-se 24 fragdes
(aproximadamente 250 mL cada), Tabela 2. As fragdes foram reunidas em 12 grupos,

de acordo com as similaridades dos perfis cromatograficos apresentados nas CCDs.

Tabela 2. Eluentes usados na coluna | do EC e fragbes obtidas.

Eluentes Fracoes
Hexano 1
Hex:AcOEt 9:1 2-5
Hex:AcOEt 8,5:1,5 6-7
Hex:AcOEt 8:2 8,9
Hex:AcOEt 7,5:2,5 10,11
Hex:AcOEt 7:3 12,13
Hex:AcOEt 6,5:3,5 14,15
Hex:AcOEt 6:4 16,17
Hex:AcOEt 5,5:4,5 18,19
Hex:AcOEt 1:1 20,21
Hex:AcOEt 3:7 22
Acetato de etila 23
Metanol 24

Todos os 12 grupos foram trabalhados, porém apenas 4 grupos foram
promissores, uma vez que os demais continham quantidade pequena de massa e
apresentaram diversas manchas na analise por CCD. O esquema que mostra o

fracionamento do EC esta apresentado na Figura 13, Pag. 52.

Grupo ECI1 (fragao 8): Foi obtido (42,4 mg) como um sélido branco juntamente
com um solido ceroso amarelo alaranjado. Apds adicao de propanona, ocorreu a
precipitagdo de um sélido branco ECI1P (10,1 mg) que foi obtido a partir da retirada

do sobrenadante com pipeta de Pasteur. Foi realizada a analise por CCD de ECIMP e
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foi observada uma Unica mancha. A interpretagédo dos espectros de RMN de 'H e de

13C permitiram identificar o composto como SE01.

Grupo ECI2 (fragdao 11): Foi obtido (267,2 mg) como um sdlido branco
juntamente com um sdlido ceroso amarelo alaranjado. O material foi submetido a CC
(coluna J) utilizando-se 27,1 g de silica gel 60 (230-400 mesh). Os eluentes foram
hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, isolados e em misturas, em gradiente
de polaridade. Foram coletadas 109 fracbes de aproximadamente 10 mL cada. O
grupo ECJ1 (fragbées 72-73; CHCI3:AcOEt 9:1; 69,8 mg) foi obtido como um sélido
branco juntamente com um sdlido ceroso amarelo alaranjado. Apds adicdo de
propanona ocorreu a precipitagdo de um solido branco ECJ1P (2,8 mg) que foi obtido
a partir da retirada do sobrenadante com pipeta de Pasteur. Foi realizada a analise
por CCD de ECJ1P e foi observada uma tnica mancha. Os espectros de RMN de 'H

e de "3C permitiram identificar o composto como SE06.

Grupo ECI3 (fragdao 13): Foi obtido (178,0 mg) como um sdlido branco
juntamente com um sélido ceroso alaranjado. O material foi submetido a CC (coluna
K) utilizando-se aproximadamente 377,0 mL de volume de Sephadex LH-20. O
eluente foi a mistura de hex:CHCI3:MeOH (2:1:1 v/v). Foram coletadas 83 fragbes de
aproximadamente 10 mL cada. O grupo ECK1 (fragoes 33-41; 45,5 mg) foi obtido
como um solido branco juntamente com um solido ceroso alaranjado. Apds adigcao de
propanona ocorreu a precipitacao de um sélido branco ECK1P (6,1 mg) que foi obtido
a partir da retirada do sobrenadante com pipeta de Pasteur. Foi realizada a analise
por CCD de ECK1P e foi observada uma tnica mancha. Os espectros de RMN de 'H

e de "3C permitiram identificar o composto como SE08.

Grupo ECI4 (fragdao 14): Foi obtido (344,5 mg) como um sélido branco
juntamente com um sélido ceroso amarelo alaranjado. O material foi submetido a CC
(coluna L) utilizando-se 33,4 g de silica gel 60 (230-400 mesh). Os eluentes foram
hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, isolados e em misturas, em gradiente
de polaridade. Foram coletadas 200 fracbes de aproximadamente 10 mL cada. O
grupo ECL1 (fragoes 71-78; hex:CHCIs 1:9; 42,5 mg) foi obtido como um sélido
branco juntamente com um sdlido ceroso amarelo alaranjado. Apds adicdo de
propanona ocorreu a precipitagao de um sélido branco ECL1P (5,9 mg) que foi obtido

a partir da retirada do sobrenadante com pipeta de Pasteur. Foi realizada a analise
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por CCD de ECL1P e foi observada uma tnica mancha. Os espectros de RMN de 'H

e de "3C permitiram identificar o composto como SE09.

‘ EC

7949
coluna |
ECI1 ECI2 ECI3 ECI4
coluna J coluna K coluna L
ECHP ECJ1 ECK1 ECI4L

w ECJ1P ECK1P ECI4LP
SE06 SEO08 SE09
2,8 mg 6,1 mg 5,9 mg

SEO01: friedelan-3-ona

SE06: 15a-hidroxifriedelan-3-ona
SE08: 15a,26-di-hidroxifriedelan-3-ona
SE09: 26-hidroxifriedelano-3,15-diona

Figura 13: Esquema do fracionamento do extrato cloroférmio.

1.3.6 Fracionamento do EA

EA (2,7 g) apresentou um aspecto pastoso de cor vermelha intensa. O extrato
foi submetido a CLMP, utilizando-se o equipamento Isolera One. Foi utilizada uma
coluna de silica SNAP® Ultra 100 g, empacotada com cloroférmio, na vazéao de 50
mLmin'. A detecgéo por UV foi utilizada nos comprimentos de onda 254 nm e 420
nm. Foram coletadas 130 fragdes de aproximadamente 15 mL, as quais foram

reunidas em 42 grupos de acordo com o perfil apresentado nas CCDs.

Os grupos menos promissores nao foram trabalhados, uma vez que continham

uma quantidade pequena de massa e apresentaram diversas manchas na analise por
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CCD. Foram trabalhados 17 grupos, cada um deles apresentou uma unica mancha
em CCD e foi analisado por RMN de 'H. Para todos os grupos identificou-se uma

mistura de acidos graxos, semelhante ao SE04.

1.3.7 Fracionamento do EM

O EM (121,4 g) foi obtido como um sélido de cor vermelha escura. O extrato foi
submetido a extracado por marcha quimica (metodologia adaptada de Maldoni, 1991,
e Cannell, 1998) para o isolamento de alcaloides. Adicionaram-se 500 mL de uma
solugéo acida de HCI 5% (v/v) ao extrato, que foi mantido sob agitagdo magnética por
aproximadamente 4 horas. Parte do extrato ndo solubilizou e realizou-se a filtragdo. O
sélido retido no papel de filtro foi armazenado. A solugao aquosa (filtrado), na qual os
alcaloides, se presentes, estariam na forma de sais, foi particionada com cloroférmio
(3 x 200 mL). O solvente da fracado organica acida foi removido utilizando evaporador
rotativo. A fragao aquosa acida foi alcalinizada com hidréxido de aménio até atingir
um pH entre 9 e 10. Dessa forma, caso houvesse alcaloides, esses estariam na forma
de base livre. Em seguida, essa solugao foi particionada com cloroférmio (3 x 200 mL),
resultando na obtencgéo da fragdo aquosa basica e da fragao organica basica. Apés a
remogao do solvente da fragdo organica basica, obteve-se a fracédo (64,6 mg) com a

possivel presenca de alcaloides (Figura 14, Pag. 54).

A CCD foi empregada para verificar o perfil cromatografico da fragdo orgéanica
basica, utilizando o reagente de Dragendorff como revelador. Nenhuma mancha foi
observada na cromatoplaca, o que indica a possivel auséncia de alcaloides. Portanto,

a continuagao do trabalho nao foi considerada promissora.

Apesar de a marcha quimica ser direcionada para o estudo de alcaloides,
também se verificou o perfil cromatografico das outras fracdes e do sdlido. Entre eles,
a fragao organica acida mostrou-se mais promissora. Essa fragdo apresentou diversas
manchas na CCD, revelada com o reagente NP-PEG, e foi observada sob luz UV a

254 nm. Foi possivel identificar manchas que indicam a presenca de flavonoides.

A fragcdo organica acida (249,7 mg) foi submetida a CC utilizando 25,0 g de
silica gel 60 (230-400 mesh). Os eluentes usados foram cloroférmio e metanol, tanto

separadamente como em misturas, com um gradiente de polaridade. Foram coletadas



CAPITULO 1. Estudo fitoquimico de Salacia elliptica 54

67 fracoes de aproximadamente 10 mL cada. As fragbes 27-30 (CHCIl3:MeOH 9,2:0,8;
97 mg) apresentaram varias manchas de coloragdo azul e verde na cromatoplaca,
utilizando como revelador NP-PEG, e observadas sob luz UV a 254 nm. Devido a
quantidade de manchas e a pequena massa das fragdes, optou-se por ndo prosseguir
com o isolamento dos constituintes, embora seja possivel a presenga de flavonoides.

' EM
121,49

-4

1. HCl(aq) 5%

2. Filtragao

Sdlido insoluvel Solugdo aquosa
em HCl(gq) 5% acida

Particdo com CHCl3

Fragdo organica
acida
249,7 mg

Fragéo aquosa
acida

1. Alcalinizagéo com NH40H

2. Parti¢cdo com CHCl3

Fracao organica Fragao aquosa
basica basica

Fragao com
possiveis
alcaloides

64,6 mg

Figura 14: Esquema da marcha quimica para o extrato metandlico das raizes.
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1.3.8 Extragcdo dos oleos essenciais (OEs) das folhas e galhos de Salacia
elliptica

Os Oleos essenciais (OEs) foram extraidos a partir do material vegetal
pulverizado em moinho de martelos. O processo de hidrodestilagdo foi empregado
utilizando-se um aparelho de Clevenger modificado, por 2 horas. O hidrolato (mistura
de agua e OE) obtido foi submetido a parti¢ao liquido-liquido com diclorometano (trés
repeticbes de 50 mL). O solvente foi removido da fase orgénica usando-se um
evaporador rotatorio na temperatura de 30 °C. Os OEs obtidos foram armazenados

na geladeira e protegidos de luz.

Os teores de OE foram determinados a partir do material vegetal parcialmente

seco, sendo expressos como porcentagem (%, m/m).

O processo de extragao foi executado de maneira idéntica tanto para as folhas

quanto para os galhos, separadamente.

1.3.9 Andlise dos extratos acetato etilico e metandlico das raizes por UHPLC-
HRMS

Os extratos acetato etilico e metandlico (5 mg) foram dissolvidos em 1 mL de
metanol grau HPLC, filtrados através de filtros de 0,2 um e injetados em fragbes de
20 pyL em um cromatégrafo UHPLC da Shimadzu acoplado a um HRMS. As condi¢des

estao descritas na se¢ao 1.3.1.5 Espectrometria de massas.

1.3.10 Avaliagao de citotoxicidade dos compostos isolados das raizes de S.
elliptica

O ensaio de citotoxicidade foi realizado com o objetivo de avaliar a atividade
dos compostos contra a linhagem de células de cancer de pulmao A549, utilizando a
citometria de fluxo. Esse teste foi conduzido em parceria com o Professor Dr. Daniel
Cristian Ferreira Soares, Laboratério de Bioengenharia, Universidade Federal de

Itajuba.

A linhagem celular humana (A549-ATCC® CCL-185 - modelo celular de
adenocarcinoma de pulmao) foi empregada para investigar o perfil de citotoxicidade
dos compostos SE01, SE02, SE06, SE08, SE09 e lupeol. As células foram cultivadas

em frascos de cultura celular de 50 mL, empregando meio de cultura Eagle (Sigma—
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Aldrich, Sao Paulo, Brasil) modificado por Dulbecco (DMEM) (4500 mg-L™" glicose; 4
M glutamina; 11 mg-L™' piruvato de sodio; 3,7 g-L™' bicarbonato de sdédio)

suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de estreptomicina.

As células foram incubadas a 37 °C em uma incubadora de CO2 (modelo 311,
Thermo Fisher Scientific, Asheville, NC, EUA) com atmosfera controlada de 95% Oz e
5% CO2, mantendo niveis adequados de umidade. Ao atingir uma confluéncia
adequada, aproximadamente 1,0 x 108 células foram transferidas para placas de
cultura celular com 12 pocgos, deixadas aderir ao fundo da placa, permanecendo por
24 horas. As amostras foram dispersas em solucdo de PBS e incubadas nos pogos

da placa de cultura.

Os grupos experimentais consistiram nos seguintes (n = 3/grupo): (l) solugao
estéril de NaCl (0,9% (p/v)) como controle negativo, (IlI) solu¢do de DMSO (20%) como
controle positivo, (Ill) compostos SE01, SE02, SE06, SE08, SE09 e lupeol nas
concentragdes de 2, 10, 15 e 20 ug-mL™", dissolvidos em DMSO.

Todos os experimentos de cultura celular e ensaios de citometria de fluxo
seguiram os padrdes de biosseguranga descritos na ISO 10993-5 (2009). Os materiais
foram previamente esterilizados e os processos de manipulagdo celular foram
realizados em uma cabine de seguranca biolégica BIOSEG 12, Classe Il tipo A1

(Grupo Veco, Sao Paulo, Brasil).

As analises de citometria de fluxo foram conduzidas utilizando o kit de
reagentes Fixable Viability Stain® 450 (V450, BD Biosciences, Sdo Paulo, Brasil),
permitindo a discriminacédo entre células vivas e células mortas. Trinta mil eventos
foram adquiridos para cada amostra para o tratamento estatistico adequado. Os
dados de ICso e analise estatistica foram calculados no GraphPad Prism, versao 8.0

(San Diego, Estados Unidos).

1.3.11 Atividade antifungica de compostos isolados das raizes de S. elliptica

O ensaio in vitro de atividade antifungica foi realizado com o objetivo de
identificar compostos que demonstrassem atividade contra os fungos Candida auris,

C. albicans, C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, Cryptococcus gatti, C.
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neoformans, Sporothrix brasiliensis e S. schenkii. Esse teste foi conduzido em parceria
com a Professora Dra. Susana Johann, do Departamento de Microbiologia, Instituto

de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Minas Gerais.

1.3.11.1 Cepas microbianas e preparacgao de inéculo

Os fungos analisados foram Candida auris (COLO 01), C. albicans (SC 5314),
C. krusei (ATCC20298), C. tropicalis (ATCC750), C. parapsilosis (ATCC22019), C.
glabrata (ATCC2001), C. neoformans (H99), C. gatti (L27/01), Sporothrix brasiliensis
(ATCC189) e S. schenkii (ATCC 32286). Todas as cepas de fungos foram preservadas
a temperatura de -80°C. Antes de se realizar os experimentos, as cepas foram
cultivadas em agar Sabouraud dextrose (HiMedia, Mumbai, india) a 35 ° C para
assegurar sua viabilidade e pureza. A preparagao do inéculo seguiu as orientacdes
descritas em M-27-A3 (CLSI, 2008).

1.3.11.2 Determinagao da concentragao inibitéria minima

As concentragdes inibitérias minimas (CIMs) foram determinadas por meio do
método de microdiluigdo em caldo (CLSI, 2008) em microplacas estéreis de 96 pocos
com fundo plano (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA). Os compostos SE01, SE02,
SE06 e SE08 foram solubilizados em DMSO (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e depois
submetidos a diluicao dupla em meio de teste RPMI1645, abrangendo uma faixa de
concentracao de 0,25 a 250,0 uM. Apenas RPMI-1645 foi utilizado como controle
estéril. Para controles positivos antifungicos comparativos foram incluidos fluconazol
(0,41-209 uM), itraconazol (0,04-22,7 uM) e anfotericina B (0,016-8,7 uM). As
microplacas foram inoculadas com as respectivas cepas e incubadas a 35 °C por 48
a 72 horas para Cryptococcus spp. e Sporotrhix spp.; € 24 a 48 horas, no caso de
Candida spp. Os endpoints foram determinados visualmente, comparando-se o
crescimento fungico nos pogos sem os compostos candidatos a antifungico. Cada
ensaio foi realizado em triplicata com uma réplica biolégica. A CIM foi definida como
a concentragdo mais baixa (uM) que resultou em 100% de inibigao do crescimento.
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1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
1.4.1 Determinacgao estrutural dos constituintes das raizes da S. elliptica

Todos os TTPCs obtidos das raizes da espécie S. elliptica, apresentaram o
esqueleto friedelano (Figura 1, Pag. 26). Alguns sinais nos espectros de RMN de 'H
e 8C sdo caracteristicos desse tipo de esqueleto. No espectro de RMN de 'H, é
possivel observar sete simpletos relativos a sete grupos metila, quando nao ha
oxidagdo de nenhuma das metilas, juntamente com um dupleto caracteristico da
metila C-23 (KLASS et al., 1992). No espectro de RMN de '3C, é possivel observar 30
sinais. Uma caracteristica importante é observada quando C-3 & um carbono
carbonilico, nesse caso, a metila C-23 torna-se mais blindada, e seu sinal aparece em
torno de oc 6-8, por se encontrar em uma regido de cone de protegcéo, gerado pelos
elétrons 1 da carbonila C-3, devido ao efeito de anisotropia magnética (MAHATO E
KUNDU, 1994).

1.4.1.1 SEO01: friedelan-3-ona (friedelina)

SE01 foi obtido como um soélido branco. O espectro de RMN de 'H do composto
(Figura A1, Pag. 156) apresentou sete simpletos relativos a sete grupos metila: o1
0,73; 0,87; 0,95; 1,00; 1,01; 1,05 e 1,18; além de um dupleto em 64 0,89 (sobreposto
ao sinal em 64 0,87) caracteristico da metila C-23 de um triterpeno de esqueleto

friedelano.

O espectro de RMN de '3C (Figura A2, Pag. 156) de SE01 apresentou 30 sinais.
O sinal em &c 213,4 foi atribuido a um carbono carbonilico e o sinal em & 7,0 a uma

metila, sendo que esses sinais sao caracteristicos da carbonila em C-3 e metila em
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C-23 de esqueleto friedelano. A partir da analise do espectro DEPT-135 (Figura A3,
Pag. 157) os carbonos foram classificados como: metilicos (8 carbonos), metilénicos
(11), metinicos (4) e carbonos nao hidrogenados (7). Os dados de RMN de "3C obtidos
foram comparados com os da literatura (MAHATO E KUNDU, 1994) (Tabela 3) e
permitiram a identificagdo do composto SE01 como friedelan-3-ona.

Tabela 3. Comparacgéo dos dados de RMN de '3C de SE01 com os dados da literatura
para friedelan-3-ona.

C | Tipo oc oc C | Tipo oc oc
SEO01 | friedelan-3-ona* SEO01 | friedelan-3-ona*

1 | CH2 | 224 22,3 16 | CH2 | 36,2 36,0
2 | CH2 | 41,7 41,5 17 C 30,1 30,0
3 C 213,4 213,2 18 | CH 429 42,8
4 | CH 58,4 58,2 19 | CH2 | 35,5 35,3
5 C 42,3 42,1 20 C 28,3 28,1
6 | CHz2 | 414 41,3 21| CHz2 | 32,6 32,7
7 | CH2 | 18,4 18,2 22 | CH2 | 394 39,2
8 | CH 53,2 53,1 23 | CHs 7,0 6,8
9 C 37,6 37,4 24 | CHs | 14,8 14,6
10 | CH 59,6 59,4 25| CHs | 181 17,9
11 | CH2 | 35,8 35,6 26 | CHs | 20,4 20,2
12 | CH2 | 30,6 30,5 27 | CHs | 18,8 18,6
13 C 39,8 39,7 28 | CHs | 32,2 32,1
14 C 38,4 38,3 29 | CHs | 35,2 35,0
15| CHz2 | 32,9 32,4 30 | CHs | 31,9 31,8

*CDCls, MAHATO E KUNDU, 1994
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1.4.1.2 SE02: friedelan-38-ol (friedelinol)

3

2.
0

23

SEO02 foi obtido como um sélido branco. A partir da analise dos espectros de
RMN de 'H (Figura A4, Pag. 157) observaram-se os sinais de simpletos em & 0,86;
0,94; 0,96; 0,99; 1,00; 1,01; e 1,17, que foram atribuidos a sete grupos metila.
Também se observaram um dupleto em o4 0,93 (sobreposto ao sinal em o4 0,94)
caracteristico da metila C-23 de friedelano, e um sinal em o 3,73, caracteristico de

hidrogénio ligado a carbono carbindlico.

A analise do espectro de RMN de '3C de SE02 (Figura A5, Pag. 158) indicou a
presenca de 30 sinais de carbono, entre eles o sinal em &c 72,8, caracteristico de
carbono hidroxilado. O espectro DEPT-135 (Figura A6, Pag. 158) possibilitou a
classificagao dos atomos de carbono como n&o hidrogenados (6 carbonos), metinicos
(5), metilénicos (11) e metilicos (8). A comparagdo dos dados de RMN de '3C
encontrados com os da literatura (SOUSA et al., 2012) (Tabela 4, Pag. 61)

proporcionou a identificacdo do SE02 como friedelan-33-ol.
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Tabela 4. Comparagdo dos dados de RMN de '3C de SE02 com os dados da literatura
para friedelan-38-ol.

C Tipo o 8¢ C | Tipo oc o
SEO02 | friedelan-33-ol* SE02 | friedelan-3B-ol*
1 CH2 | 15,8 15,8 16 | CH2 35,6 35,5
2 CHz | 36,1 36,1 17 C 30,0 30,0
3 CH | 72,8 72,8 18 CH 42,8 42,8
4 CH | 49,2 49,1 19 | CH2 35,2 35,2
5 C 37,8 37,8 20 C 28,2 28,2
6 CHz | 41,7 41,7 21 CH2 32,8 32,8
7 CHz | 17,5 17,5 22 | CH: 39,3 39,3
8 CH | 53,2 53,2 23 | CHs 11,6 11,6
9 C 37,1 37,1 24 | CHs 16,4 16,4
10 CH | 61,3 61,3 25 | CHs 18,2 18,2
11 CHz | 35,3 35,3 26 | CHs 20,1 20,1
12 CHz | 30,6 30,6 27 | CHs 18,7 18,6
13 C 38,4 38,4 28 | CHs 32,1 32,1
14 C 39,7 39,7 29 | CHs 35,0 35,0
15 CHz | 32,3 32,3 30 | CHs 31,8 31,8

* CDCls, SOUSA et al., 2012
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1.4.1.3 SE02+SE03: mistura de friedelan-33-ol e friedelano-1,3-diona

A mistura de SE02 e SE03 foi obtida como um sdlido branco. A partir da analise
do espectro de RMN de 'H (Figura A7, Pag. 159) foi possivel observar uma grande
quantidade de sinais referentes a hidrogénios metilicos na regiao entre o4 0,70 €
1,20, sugerindo que a amostra consistia de uma mistura. Nos espectros de RMN de
13C (Figura A8, Pag. 159) e DEPT-135 (Figura A9, Pag. 160) observaram-se 56 sinais
de carbono, e alguns deles com intensidade maior que os demais. Os valores dos
sinais menos intensos foram comparados com a literatura (SOUSA et al., 2012)
(Tabela 5, Pag. 63) e apresentaram similaridade aos encontrados para o composto
SE02, permitindo identifica-lo. Entre os sinais de maior intensidade foram observados
dois referentes a carbonos carbonilicos, 6c 203,0 e 6c 204,4; além do sinal de carbono
metilico em ¢c 7,4 caracteristico da metila C-23 de friedelano contendo carbonila na

posicao C-3.

A comparagio dos dados de RMN de '3C com os da literatura (KLASS et al.,
1992) (Tabela 5, Pag. 63) proporcionou a identificacdo do SE03 como friedelano-1,3-
diona.
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Tabela 5: Comparacgéo dos dados de RMN de '3C de SE02 + SE03 com os dados da

literatura para friedelan-38-ol e friedelano-1,3-diona.

Cc Tipo oc éc Tipo éc oc
SE02 | SE02 friedelan-38-ol* SEO03 SEO03 friedelano-1,3-diona**

1 CHz 15,9 15,8 C 203,0 202,8
2 CH2 | 36,1 36,1 CHz 60,8 60,6
3 CH 72,9 72,8 C 204,4 204,2
4 CH 49,3 49,1 CH 59,2 59,1
5 C 37,3 37,8 C 38,0 37,8
6 CH2 | 41,7 41,7 CHz 40,7 40,6
7 CH2 17,7 17,5 CH2 18,2 18,1
8 CH 53,3 53,2 CH 52,3 52,2
9 C 37,2 37,1 C 37,2 37,2
10 | CH 61,4 61,3 CH 72,0 71,9
11 | CH2 | 354 35,3 CH2 34,7 34,6
12 | CH2 | 30,8 30,6 CH2 30,3 30,2
13 C 38,4 38,4 C 39,6 39,5
14 C 39,8 39,7 C 38,3 38,3
15 | CH2 | 324 32,3 CH2 32,5 32,4
16 | CH2 | 35,5 35,5 CH2 36,0 35,9
17 C 30,1 30,0 C 30,1 30,0
18 | CH 42,9 42,8 CH 42,8 42,7
19 | CH2 | 35,3 35,2 CH2 35,4 35,3
20 C 28,3 28,2 C 28,3 28,2
21 | CH2 | 329 32,8 CHz 32,9 32,8
22 | CH2 | 39,5 39,3 CHz 39,4 39,3
23 | CHs 11,8 11,6 CHs 7,4 7,3
24 | CHs 16,5 16,4 CHs 16,1 16,0
25 | CHs 18,4 18,2 CHs 18,2 18,0
26 | CHs | 20,3 201 CHs 20,5 20,3
27 | CHs 18,8 18,6 CHs 18,9 18,8
28 | CHs | 32,2 32,1 CHs 32,2 32,0
29 | CHs | 35,2 35,0 CHs 31,9 31,8
30 | CHs | 31,9 31,8 CHs 35,2 35,0

*CDCls, SOUSA et al., 2012 **CDCls - KLASS et al., 1992
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1.4.1.4 SE04: Mistura de acidos graxos

O

OH n = 20-26

SEO04 foi obtido como um solido branco. Foi possivel observar no espectro de
RMN de "H obtido para o composto (Figura A10, Pag. 160) dois tripletos em &1 2,35
(t, 7,5 Hz, 2H) (H-a) e o+ 0,87 (t, 6,8 Hz, 3H) (H-w); além de um simpleto, em &+ 1,25.
Ao se analisar os espectros de RMN de '3C (Figura A11, Pag. 161) e DEPT-135
(Figura A12, Pag. 161), notou-se a presenga de numerosos sinais de grupos
metilénicos entre oc 22,9-32,1, e um sinal de carbono em &c 179,4, evidenciando um
provavel carbono carbonilico de acido carboxilico. A partir dessas analises, foi
possivel sugerir que SE04 pertencente a classe dos acidos graxos. Na Tabela 6, estao
listados os valores de deslocamentos quimicos de RMN de '3C para SE04
comparados com os valores encontrados na literatura (COUPERUS; CLAGUE; VAN
DONGEN, 1978) para o acido palmitico (C1eH3202).

Tabela 6: Comparacgéo dos dados de RMN de '*C de SE04 com os dados da literatura
para o acido palmitico.

Atomos Tipo & SE04 & acido palmitico*
COOH C 179,4 180,7

a CH2 34,1 34,2

N CH2 22,8-32,1 22,8-32,0

0 CHs 14,3 14 1

*CDCls, COUPERUS; CLAGUE; VAN DONGEN, 1978

A partir dessas informacdes, identificou-se SE04 como pertencente a classe
dos acidos graxos, contudo nao foi possivel a completa elucidacdo. Para verificar o
tamanho exato da cadeia ou se a amostra se trata de uma mistura de acidos graxos,
foi realizada a analise por CG-EM apds a derivatizagdo de SE04 com metanol (Figura
15, Pag 65).
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Figura 15: Esquema de derivatizagdo de SE04 com metanol formando ésteres
metilicos.

Foi possivel observar no cromatograma obtido (Figura A13, Pag. 161) a
presenca de sete compostos na amostra. A partir da comparagao dos indices de
retencdo e dos espectros de massas com os dados encontrados em bibliotecas de
referéncias (FFNSC2.lib, Library.fames e NIST) identificaram-se a presenca de sete
ésteres metilicos. Na Tabela 7 (Pag. 66), sao apresentados a férmula molecular, o
nome, a porcentagem relativa, indice de retencao calculado (IRcal) € o da literatura

(IRit) para cada um desses ésteres.

Pode-se observar também nos espectros de massas (Figura A14, Pag. 162) de
todos os ésteres o pico base com m/z 74. Esse pico € um indicio da presencga de éster
metilico, chamado de ion de McLafferty, devido ao rearranjo sendo induzido pelo
hidrogénio em posigéo y (NIBBERING, 2004).

A partir da anélise do cromatograma e dos espectros de massas foi possivel
verificar que SEO04 trata-se de uma mistura de sete acidos graxos de cadeia longa
saturada. Esses acidos graxos correspondem aos ésteres detectados devido a
derivatizacado, para os quais foram feitas as seguintes proposi¢cdes estruturais: a-
acido docosanoico (C22:0), b- acido tricosanoico (C23:0), c- acido tetracosanoico
(C24:0), d- acido pentacosanoico (C25:0), e- acido hexacosanoico (C26:0), f- acido

heptacosanoico (C27:0) e g- acido octacosanoico (C28:0).
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Tabela 7: Dados dos ésteres propostos na analise por CG-EM de SE04 apds a

derivatizacéao.
Ester | Férmula molecular Nome %relativa | IRcal IRjit
a C23H4602 docosanoato de metila 7,9 2536 | 25312
b C24H4802 tricosanoato de metila 57 2637 | 26322
c Ca2s5H5002 tetracosanoato de 28,6 2737 | 2737
metila
d C26H5202 pentacosanoato de 10,5 2838 2830°
metila
e C27H5402 hexacosanoato de 32,7 2939 2940°
metila
f C28H5602 heptacosanoato de 3,0 3041 3032¢
metila
g C29H5802 octacosanoato de 11,6 3140 3138¢
metila
2 ROSTAD e PEREIRA, 1986; ® KOWALSKI, 2004; ¢ SUTTON e ROWLAND,
2012.

Outros grupos que apresentaram espectro de RMN de 'H semelhantes ao

SE04 foram aqueles identificados no extrato EA das raizes de S. elliptica. Na Figura

16, Pag. 67, é possivel observar o espectro de RMN de "H de um desses grupos que

possui sinais semelhantes aos do SE04, como um multipleto em &4 2,35 (H-a), um

tripleto em &+ 0,88 (t, 6,6 Hz) (H-w) e um simpleto, em &4 1,25. Todos os demais

grupos trabalhados desse extrato possuem espectros de 'H com sinais semelhantes.

Desse modo, todos os 17 grupos foram identificados como pertencentes a classe dos

acidos graxos. Contudo, nao foi realizada uma elucidagédo completa.
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Figura 16: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) de um grupo pertencente ao
extrato acetato etilico (mistura de acidos graxos).

1.4.1.5 SEO05: friedelano-3,15-diona

SE05 foi obtido como um solido branco. O espectro de RMN de 'H de SE05
(Figura A15, Pag. 163) apresentou sete simpletos relativos a sete grupos metila: o
0,74; 0,90; 0,93; 0,96; 1,02; 1,23 e 1,33; além de um dupleto em 64 1,00 (sobreposto

ao sinal em &4 1,02) caracteristico da metila C-23 de friedelano.
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A partir dos espectros de RMN de '3C (Figura A16, Pag. 163) e DEPT-135
(Figura A17, Pag. 164) observaram-se os sinais em &c 213,3 e o&c 214,4, atribuidos a
carbonos carbonilicos, e o sinal em &c 7,0, caracteristico da metila C-23 de friedelano
contendo carbonila na posigdo C-3. A comparagido dos dados de RMN de '3C
encontrados com os da literatura (KLASS et al., 1992) (Tabela 8) possibilitou a

identificacdo do SE05 como friedelano-3,15-diona.

Nos espectros de RMN de 'H e '3C dessa amostra foi possivel observar sinais
referentes a impurezas. No espectro de RMN de '3C foram identificados os sinais em
oc 178,7, 34,5; 14,3 e varios sinais entre éc 22,8 e oc 32,1 que sdo semelhantes aos
observados para a mistura de acidos graxos SE04. Portanto, SE05 esta contaminado
com um ou mais acidos graxos.

Tabela 8: Comparacéo dos dados de RMN de '3C de SE05 com dados da literatura
para friedelan-3,15-diona.

C | Tipo é¢c é¢ C |Tipo| é&¢ é¢
SEO05 friedelano-3,15- SEO05 | friedelano-3,15-
ona* ona*
1 CH2 22,4 22,2 16 | CH2 | 54,1 54,0
2 | CH2 41,5 41,4 17| C 33,6 33,5
3 C 213,3 213,1 18 | CH | 441 44,0
4 CH 58,4 58,2 19 | CH2 | 35,1 34,9
5 C 42,2 42,0 20| C 28,0 27,9
6 | CH2 40,6 40,4 21 | CH2 | 33,9 33,8
7 | CH2 21,4 21,3 22 | CH2 | 38,8 38,6
8 CH 45,4 45,3 23 | CHs | 7,0 6,8
9 C 37,3 37,2 24 | CHs | 15,1 15,0
10 | CH 59,4 59,3 25 | CHs | 17,5 17,4
11 | CH2 34,5 34,4 26 | CHs | 14,8 14,7
12 | CH2 29,6 29,4 27 | CHs | 19,1 18,9
13 C 42,5 42,4 28 | CHs | 32,3 32,2
14 C 54,4 54,2 29 | CHs | 334 33,3
15 C 214 4 214,1 30 | CHs | 33,5 33,4

*CDCls, KLASS et al., 1992
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1.4.1.6 SE06: 15a-hidroxifriedelan-3-ona
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SE06 foi obtido como um sélido branco. O espectro de RMN de '"H de SE06
(Figura A18, Pag. 164) apresentou sete simpletos relativos a sete grupos metila: o
0,73; 0,89; 0,95; 1,00; 1,02; 1,07 e 1,30. Apresentou, ainda, um dupleto em o4 0,87
(sobreposto ao sinal em o4 0,89) caracteristico da metila C-23 de um esqueleto
friedelano, além de um dupleto em 6n 3,73 (J = 7,9 Hz) caracteristico de hidrogénio

ligado a carbono hidroxilado.

A partir dos espectros de RMN de '3C (Figura A19, Pag. 165) e DEPT-135
(Figura A20, Pag. 165) observaram-se oito sinais de carbono metilico, 10 sinais de
carbono metilénico, cinco sinais de carbono metinico e sete sinais de carbono nao
hidrogenado, totalizando 30 sinais. Observou-se, ainda, o sinal em o&c 213,3
caracteristico de carbono carbonilico, e o sinal de carbono metilico em oc 6,9.
Também foi possivel observar o sinal de carbono metinico em & 74,8, que esta
relacionado com a presenca de uma hidroxila. Foi feita a comparacao dos dados de
RMN de '3C encontrados com os da literatura (CAMARGO et al., 2022) (Tabela 9,
Pag. 70). Além disso, para atribuir que H-15 estava na posi¢céo beta e o grupo OH
ligado a C-15 encontrava-se na posi¢ao alfa &+ 3,73 (1H, d, J = 7,9 Hz, H-15p) foi
realizada a comparagéo dos dados de RMN de '"H com os da literatura 4 3,73 (1H, d,
J =8,5 Hz, H-158) (HISHAM et al., 1995). Assim, possibilitou a identificagcdo do SE06

como 15a-hidroxifriedelan-3-ona.
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Tabela 9: Comparacgéo dos dados de RMN de 3C de SE06 com os da literatura para
15a-hidroxifriedelan-3-ona.

C | Tipo oc o C | Tipo oc o
SE06 15a-hidroxi SE06 15a-hidroxi
friedelan-3-ona * friedelan-3-ona *

1 CH2 22,5 22,3 16 | CHz2 | 48,5 48,4
2 | CH2 41,6 41,5 17 C 30,3 30,2
3 C 213,3 213,0 18 | CH 41,7 41,6
4 CH 58,3 58,2 19 | CHz2 | 35,7 35,6
5 C 42,2 42,0 20 C 28,3 28,1
6 | CH2 41,4 41,3 21| CH2 | 32,0 31,9
7 | CH2 20,1 20,0 22 | CH2 | 39,0 38,7
8 CH 53,6 53,5 23 | CHs 6,9 6,8
9 C 37,9 37,8 24 | CHs | 14,6 14,5
10 | CH 59,5 59,4 25 | CHs | 18,1 17,9
11 | CH2 35,9 35,6 26 | CHs | 14,2 14,0
12 | CH2 31,3 31,2 27 | CHs | 18,9 18,7
13 C 40,7 40,6 28 | CHs | 32,8 32,6
14 C 44,2 44 1 29 | CHs | 311 30,9
15 | CH 74,8 74,6 30 | CHs | 35,8 35,6

* CDCl3, CAMARGO et al., 2022

1.4.1.7 SEO07: espinasterol

SE07 foi obtido como um sélido branco. No espectro de RMN de 'H de SE07

(Figura A21, Pag. 166), o multipleto centrado em 64 5,16 (m, 2H) e o duplo dupleto em

o1 5,03 (dd, 15,1; 8,8 Hz, 1H) sado caracteristicos de hidrogénios olefinicos. Além
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disso, o espectro apresentou o tripleto triplo em &1 3,60 (it, 10,8; 4,4 Hz; 1 H), sinal
tipico de um atomo de hidrogénio ligado a carbono hidroxilado. Esse sinal é
caracteristico de esteroide 38 hidroxilado vizinho a dois grupos metilénicos. Na regiao

entre &1 0,5-2,0 foram observados varios sinais.

Nos espectros de RMN de '3C (Figura A22, Pag. 166) e DEPT-135 (Figura A23,
Pag. 167) observaram-se sinais de atomos de carbono olefinico em &c 139,6 (C), &
138,2 (CH), oc 129,5 (CH) e & 117,5 (CH) além de um sinal de carbono metinico
hidroxilado em & 71,1. Ao se comparar os dados de RMN de '3C encontrados com
os da literatura (ZHANG et al., 2005) (Tabela 10) SEOQ7 foi identificado como o

esteroide espinasterol.

Tabela 10: Comparagdo dos dados de RMN de '®C de SE07 com os dados da
literatura para espinasterol.

C | Tipo é¢c é¢ C | Tipo é¢c é¢
SEO07 espinasterol * SEO07 espinasterol *

1 CH2 | 37,2 37,1 16 | CH2 | 28,5 28,5
2 | CHz2| 31,5 31,5 17 | CH 55,9 55,9
3 CH 71,1 71,1 18 | CHs | 121 12,0
4 | CHz2| 38,0 38,0 19 | CHs | 131 13,0
5 CH | 40,3 40,2 20 | CH | 40,8 40,8
6 | CHz2| 29,7 29,7 21 | CHs | 211 21,4
7 CH | 117,5 117,5 22 | CH | 138,2 138,2
8 C 139,6 139,6 23 | CH | 129,5 129,4
9 CH | 49,5 49,4 24 | CH 51,3 51,2
10 C 34,2 34,2 25| CH 31,9 31,9
11 | CH2 | 21,6 21,5 26 | CHs | 19,0 19,0
12 | CH2 | 39,5 39,4 27 | CHs | 21,4 21,1
13 C 43,3 43,3 28 | CH2 | 254 25,4
14 | CH 55,2 55,1 29 | CHs | 12,3 12,2
15 | CHz2 | 23,0 23,0

* CDCls, ZHANG et al., 2005
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1.4.1.8 SE08: 15a,26-di-hidroxifriedelan-3-ona

SEO08 foi obtido como um sélido branco. O espectro de RMN de 'H (Figura A24,
Pag. 167) apresentou seis simpletos relativos a seis grupos metila: 64 0,77;0,94; 1,00;
1,01; 1,15 e 1,39. Apresentou, ainda, um dupleto em & 0,88 (d; 6,7 Hz; 3H) relativo a
outra metila e um dupleto em &1 4,00 (d, 7,4 Hz) possivelmente relacionado a um sinal
de hidrogénio ligado a carbono carbindlico. Também ha dois dupletos em 61 4,06 e oH
4,59 (ambos d, 12,1 Hz).

No espectro de RMN de 3C (Figura A25, Pag. 168) de SE08 foram observados
30 sinais. O sinal em oc 213,4 foi atribuido a um carbono carbonilico e o sinal em &c
7,0 a uma metila. Além disso, foram detectados os sinais em &c 76,6 e &c 66,0 que
estdo, possivelmente, relacionados com a presenca de carbonos hidroxilados. A partir
da anadlise do espectro DEPT-135 (Figura A26, Pag. 168) os carbonos foram
classificados como: metilicos (7 carbonos), metilénicos (11), metinicos (5) e carbonos
nao hidrogenados (7). Dessa maneira, os dados de RMN de '3C obtidos foram
comparados com os da literatura (KISHI et al., 2003) (Tabela 11, Pag. 73). Além disso,
para atribuir que H-15 estava na posi¢éo beta e o grupo OH ligado a C-15 encontrava-
se na posigao alfa o4 4,00 (1H, d, J = 7,4 Hz, H-15p) foi realizada a comparagao dos
dados de RMN de 'H com os da literatura 6+ 4,22 (1H, d, J = 7,3 Hz, H-158) (KISHI et
al., 2003). Assim, possibilitou a identificacggo do SE08 como 15a, 26-di-

hidroxifriedelan-3-ona.
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Tabela 11: Comparagédo dos dados de RMN de '3C de SE08 com os dados da
literatura para 15a, 26-di-hidroxifriedelan-3-ona.

C | Tipo o éc 15a, 26-di- C Tipo o éc 15a, 26-di-
SE08* | hidroxifriedelan- SE08* | hidroxifriedelan-
3-ona ** 3-ona **
1 | CH2 | 22,7 22,8 16 CH2 | 48,9 48,4
2 | CH2 | 42,8 42,7 17 C 30,7 30,9
3 C 213,4 211,9 18 CH 42,1 42,6
4 CH 58,2 57,8 19 CH2 | 31,9 32,2
5 C 42,5 42,4 20 C 28,3 28,4
6 | CH2 | 417 41,7 21 CH2 | 36,0 36,2
7 | CH2 | 22,5 22,7 22 CHz | 39,2 39,5
8 CH 54,0 54,4 23 CHs 7,0 7,2
9 C 37,9 38,0 24 CHs | 144 14,4
10 | CH 60,1 59,8 25 CHs | 16,7 16,9
11 | CHz2 | 36,8 37,1 26 CH2 | 66,0 65,8
12 | CH2 | 31,3 31,6 27 CHs | 19,7 19,7
13 C 41,0 41,0 28 CHs | 32,6 32,7
14 C 47,0 46,8 29 CHs | 357 35,7
15| CH 76,6 75,5 30 CHs | 31,0 31,0

*CDCls ** piridina-d5, KISHI et al., 2003

1.4.1.9 SE09: 26-hidroxifriedelano-3,15-diona

SE09 foi obtido como um sélido branco. No espectro de RMN de 'H (Figura

A27, Pag. 169) foram visualizados seis simpletos relativos a seis grupos metila: &
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0,77; 0,88; 0,97; 1,00; 1,05 e 1,38; além de um dupleto em o4 0,89 (sobreposto ao
sinal em o+ 0,88) caracteristico da metila C-23 de friedelano com carbonila em C-3.
Também houve dois dupletos em o1 4,17 e o1 4,41 (ambos d, J = 12,0 Hz)

possivelmente relacionados a sinais de hidrogénios ligados a carbono hidroxilado.

A partir dos espectros de RMN de '3C (Figura A28, Pag. 169) e DEPT-135
(Figura A29, Pag. 170) observaram-se os sinais em oc 212,2 e &c 213,0, que foram
atribuidos a carbonos carbonilicos, e o sinal em & 7,0, caracteristico da metila C-23
de friedelano contendo carbonila na posi¢ao C-3. A comparagao dos dados de RMN
de 3C encontrados e com os da literatura (MORIKAWA et al., 2003) (Tabela 12)

possibilitou a identificacdo do SE09 como 26-hidroxifriedelano-3,15-diona.

Tabela 12: Comparacédo dos dados de RMN de '3C de SE09 com os dados da
literatura para 26-hidroxifriedelano-3,15-diona.

C Tipo oc oc Cc Tipo oc oc
26-hidroxifriedelano- SE09 | 26-hidroxifriedelano-
3,15-diona* 3,15-diona *

1 CH2 | 22,4 22,2 16 CH2 | 54,6 54,3
2 CH2 | 41,5 41,3 17 C 32,6 32,6
3 C 212,2 2124 18 CH 443 44 1
4 CH | 58,3 58,1 19 | CHz2 | 36,0 35,7
5 C 42,1 41,9 20 C 28,2 28,0
6 CH2 | 41,0 40,8 21 CHz2 | 331 32,9
7 CH2 | 21,5 21,4 22 CH2 | 39,5 39,3
8 CH 45,5 45,3 23 CHs | 7,0 6,8
9 C 37,6 37,4 24 | CHs | 15,2 15,0
10 | CH | 59,5 59,2 25 | CHs (17,7 17,6
11 | CHz2 | 34,2 34,0 26 CH2 | 60,8 60,9
12 | CHz2 | 311 30,9 27 CHs | 20,0 20,1
13 C 42,6 42,4 28 | CHs | 32,6 32,5
14 C 59,7 59,8 29 | CHs | 34,8 34,6
15 C |[213,0 211,6 30 | CHs | 31,7 31,5

* CDCls, MORIKAWA et al., 2003
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1.4.1.10 SE10: 7a,15a-di-hidroxifriedelan-3-ona

SE10 foi obtido como um sélido branco. A férmula molecular de SE10 foi
determinada como C30Hs003, baseada nos dados obtidos no espectro de massas por
APCI-MS em modo positivo. Verificou-se um ion [M+H]* em m/z 459,38327 (calc.
459,38382). O espectro de massas pode ser visualizado na Figura A30, Pag. 170.

No espectro no IV de SE10 foi possivel observar uma banda intensa em 1714
cm-', atribuida ao estiramento de ligagdo C=0. Observou-se também uma banda em
3446 cm, atribuida ao estiramento de ligagdo O-H. O espectro no IV pode ser

visualizado na Figura A31, Pag. 171.

No espectro de RMN de 'H de SE10 (Figura A32, Pag. 171) observaram-se
sete simpletos relativos a sete grupos metila: o4 0,81; 0,92; 0,96; 1,02; 1,03; 1,20 e
1,32; além de um dupleto em 64 0,93 (sobreposto ao sinal em 64 0,92) caracteristico
da metila C-23 de TTPC de esqueleto friedelano (MAHATO e KUNDU, 1994). Foi
possivel observar também um dupleto em 64 4,08 (1H, d, 7,8 Hz), o que permitiu
relacionar a um possivel sinal de hidrogénio ligado a carbono carbinélico. Outro sinal
observado foi um dupleto triplo em 61 4,05 (1H, dt, 10,4; 3,6 Hz), o que permitiu inferir

a presenca de outra hidroxila.

No espectro de RMN de '*C de SE10 (Figura A33, Pag. 172) foram detectados
30 sinais. O sinal em &c 212,4 foi atribuido a um carbono carbonilico e o sinal em &
6,9 a uma metila, caracteristica da metila C-23 de TTPC de esqueleto friedelano com
carbonila em C-3 (MAHATO E KUNDU, 1994). Além disso, o espectro apresentou os

sinais em &c 66,3 e &c 73,9 que estdo condizentes com o deslocamento quimico de
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carbonos hidroxilados. A partir da analise do espectro DEPT-135 de SE10 (Figura
A34, Pag. 172) os carbonos foram classificados como: metilicos (8 carbonos),

metilénicos (9), metinicos (6) e carbonos nao hidrogenados (7).

Os sinais de RMN de '3C de SE10 foram comparados com os da literatura para
15a-hidroxifriedelan-3-ona (CAMARGO et al.,, 2022) e foi possivel observar
similaridades para a maior parte dos sinais e grande diferenca de valores para os
deslocamentos dos atomos de carbono 6, 7 e 8 (Tabela 13, Pag. 81). A fim de
confirmar a estrutura de SE10 foi realizada a analise detalhada dos mapas de
contornos HSQC, HMBC, COSY e NOESY.

A andlise do mapa de contornos HSQC (Figura A35, Pag. 174) de SE10
permitiu correlacionar o sinal de carbono em &c 6,9 com o hidrogénio em 64 0,93. A
fim de atribuir os demais sinais aos atomos de carbono e hidrogénio do composto, foi

realizada, também, a analise do mapa de contornos HMBC (Figura A36, Pag. 176).

No mapa de contornos HMBC (Figura A36, Pag. 176) observaram-se
correlagdes do sinal em o4 0,93 (H-23) com os sinais em & 212,4 (C); 58,2 (CH) e
42,1 (C). Esses sinais foram atribuidos, respectivamente, a C-3, que corresponde ao
carbono carbonilico, C-4 e C-5. No mapa de contornos HSQC (Figura A35, Pag. 174)
foi possivel correlacionar o sinal do carbono C-4 em &c 58,2 com H-4 em 64 2,28. No
mapa de contornos HMBC observaram-se as correlagées do sinal em o4 2,28 (H-4)

com os sinais em C-3, C-5, C-23 e com o sinal em &4 15,7 (CHs), atribuido a C-24.

No mapa de contornos HSQC (Figura A35, Pag. 174) observou-se a correlagao
entre C-24 e H-24 (64 0,81). No mapa de contornos HMBC (Figura A36, Pag. 176)
observaram-se as correlacées de H-24 com os sinais de C-4, C-5 e com o0s sinais em
51,1 (CH2) e 58,7 (CH), atribuidos a C-6 e C-10, respectivamente. O mapa de
contornos HSQC permitiu correlacionar o sinal de C-10 com H-10 em &4 1,56. No
mapa de contornos HMBC foi possivel observar a correlagao de H-10 com o sinal em
oc 22,1 (CHz), que foi atribuido a C-1.

No mapa de contornos HSQC (Figura A35, Pag. 174) observaram-se as
correlagdes entre C-1 e os sinais em &+ 1,68 (H-1a) e o4 2,00 (H-1b). No mapa de
contornos COSY (Figura A37, Pag. 177) foi possivel observar a correlagao entre H-10

e o sinal em 4 1,68, correspondente a H-1a. Também observaram-se as correlagcoes
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de H-1a e H1-b com os sinais em &1 2,31 e 2,42, atribuidos aos hidrogénios ligados
ao C-2. No mapa de contornos HSQC (Figura A35, Pag. 174) observaram-se as
correlagdes dos sinais em on 2,31 (H-2a) e 2,42 (H-2b) com o sinal de C-2 em &c 41,2.
No mapa de contornos HMBC (Figura A36, Pag. 176) observaram-se as correlagbes

dos sinais de H-2a e H-2b com C-3.

A partir dessas analises foi possivel atribuir os seis membros do anel A do
TTPC de esqueleto friedelano (C-1 a C-5, C-10), duas metilas (C-23 e C-24), e a

presencga de um carbono carbonilico na posi¢ao C-3 (Figura 17, Pag. 80).

No mapa de contornos HSQC (Figura A35, Pag. 174) observaram-se
correlagdes entre C-6 (oc 51,1) e os hidrogénios em o4 1,40 (H-6a) e 2,07 (H-6b). No
mapa de contornos HMBC (Figura A36, Pag. 176) observaram-se as correlagdes dos
sinais H-6a com os sinais em oc 42,1 (C-5); 15,7 (C-24); 66,3 (CH). O ultimo sinal foi
atribuido a C-7 (correspondente a um carbono hidroxilado). No mapa de contornos
HSQC observou-se a correlagéo entre C-7 e H-7 (¢4 4,05). No mapa de contornos
COSY (Figura A37, Pag. 177) foi possivel observar a correlagdo entre H-7 e o sinal
em o1 1,56, atribuido a H-8.

No mapa de contornos HSQC (Figura A35, Pag. 174) observou-se a correlagao
entre C-8 (oc 58,4) e H-8. No mapa de contornos HMBC (Figura A36, Pag. 176)
observou-se a correlagao de H-8 com os sinais em & 51,1 (C-6), 66,3 (C-7), 38,9 (C-
9), 44,9 (C-14), 19,2 (C-25) e 15,1 (C-26).

A partir dessas analises foi possivel atribuir os seis membros do anel B do
TTPC de esqueleto friedelano (C-5 a C-10) que contém uma hidroxila na posi¢ao C-7
(Figura 17, Pag. 80).

No mapa de contornos HSQC (Figura A35, Pag. 174) observou-se a correlagao
de C-26 com H-26 (o4 1,20). No mapa de contornos HMBC (Figura A36, Pag. 176),
observaram-se as correlacbes de H-26 com os sinais de C-8, C-14 e com os sinais
em & 40,6 (C); e 73,9 (CH), atribuidos, respectivamente, a C-13 e C-15 (que

corresponde a um carbono hidroxilado).

No mapa de contornos HSQC (Figura A35, Pag. 174) observou-se a correlagao
de C-15 com H-15 (64 4,08). No mapa de contornos HMBC (Figura A36, Pag. 176)
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observaram-se as correlagdes de H-15 com C-14 e os sinais em ¢&c 47,3 (CH2), 29,6
(C) e 15,1 (CHBs), atribuidos a C-16, C-17 e C-26, respectivamente.

No mapa de contornos HSQC (Figura A35, Pag. 174) observou-se a correlagao
de C-25 com H-25 (64 0,93). No mapa de contornos HMBC (Figura A36, Pag. 176)
observaram-se as correlagoes de H-25 com C-8, C-9, C-10 e com o sinal em &c 36,1
(CH2), atribuido a C-11.

No mapa de contornos HSQC (Figura A35, Pag. 174) observou-se a correlagéao
de C-11 com os hidrogénios em 4 1,33 (H-11a) e 1,46 (H-11b). No mapa de contornos
HMBC (Figura A36, Pag. 176) observaram-se as correlagdes dos sinais de H-11 com
o sinal em ¢c 30,9 (CH2), atribuido a C-12. No mapa de contornos HSQC observou-se

a correlacdo de C-12 com os hidrogénios em o4 1,40 (H-12a) e 1,47 (H-12Db).

A partir dessas analises foi possivel atribuir os seis membros do anel C do
TTPC de esqueleto friedelano (C-8, C-9, C-11 a C-14) e duas metilas (C-25 e C-26)
(Figura 17, Pag. 80).

No mapa de contornos HSQC (Figura A35, Pag. 174) observaram-se as
correlagdes de C-16 em o&c 47,3 com os hidrogénios em o+ 1,30 (C-16a) e 2,22 (C-
16b). No mapa de contornos HMBC (Figura A36, Pag. 176) observaram-se as
correlagdes do sinal em o4 1,30 (C-16a) com C-14, C-15, C17 e com 0s sinais em &c
41,5 (CH) e 32,0 (CHs), atribuidos a C-18 e C-28, respectivamente. Também foi
possivel observar as correlagdes do sinal em 4 2,22 (C-16b) com C-17, C-22 (¢ 38,8;
CH2) e C-28. No mapa de contornos COSY (Figura A37, Pag. 177) foi possivel

observar a correlagdo do sinal em 64 4,08 (H-15) com o sinal em 6+ 2,22 (H-16b).

No mapa de contornos HSQC (Figura A35, Pag. 174) observou-se a correlagao
do sinal em ¢éc 19,1 (CHs) com o sinal em 64 1,02. No mapa de contornos HMIBC
(Figura A36, Pag. 176) observaram-se as correlagdes do sinal em &4 1,02 com C-12,
C13, C-14 e com o sinal em ¢&c 41,5 (CH), atribuido a C-18. Desse modo, pOde-se

atribuir o sinal do carbono em 19,1 (CHs) a C-27.

A partir dessas analises foi possivel atribuir os seis membros do anel D do
TTPC de esqueleto friedelano (C-13 a C-18), uma metila (C-27), além de uma hidroxila
na posicao C-15 (Figura 17, Pag. 80).
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No mapa de contornos HSQC (Figura A35, Pag. 174) observou-se a correlagéao
entre C-28 em &c 32,0 e H-28 em o4 1,33. No mapa de contornos HMBC (Figura A36,
Pag. 176) observaram-se as correlacdes de H-28 com C-16, C-17, C-18 e com o sinal
em oc 38,8 (CH2) atribuido a C-22.

No mapa de contornos HSQC (Figura A35, Pag. 174) observou-se a correlagao
de C-22 com os hidrogénios em ¢4 1,02 (H-22a) e 1,33 (H-22b). No mapa de contornos
HMBC (Figura A36, Pag. 176) observou-se a correlagao de H-22a com o sinal em &c
28,2 (C), atribuido a C-20. Também foram observadas as correlagdes de H-22b com
C-16, C-17 e C-18. No mapa de contornos HSQC observou-se a correlacdo de C-18
em oc 41,5 com H-18 em &+ 1,61. No mapa de contornos COSY (Figura A37, Pag.
177) foi possivel observar as correlacbes de H-18 com os sinais em o4 1,17 e 1,30,
atribuidos aos hidrogénios ligados ao C-19. No mapa de contornos HSQC C-19 foi

atribuido ao sinal em 6c 35,7.

No mapa de contornos HMBC (Figura A36, Pag. 176) observaram-se
correlagdes dos sinais em ¢4 0,96 (H-30) e 1,03 (H-29) com os sinais de C-19, C-20 e
com o sinal em ¢c 31,7, atribuido a C-21. No mapa de contornos HSQC observou-se
a correlagéo de C-21 com os hidrogénios em 64 1,30 (H-21a) e 1,47 (H-21b). Os sinais
de carbonos metilicos C-29 e C-30 foram atribuidos em & 30,8 e 35,8,
respectivamente, a partir das correlagdes desses sinais no mapa de contornos HSQC
(Figura A35, Pag. 174) e comparagdes dos deslocamentos de '3C (Figura A33, Pag.
172) com os valores da literatura (CAMARGO et al., 2022).

A partir dessas analises foi possivel atribuir os seis membros do anel E do
TTPC de esqueleto friedelano (C-17 a C-22) e trés metilas (C-28 a C-30) (Figura 17,
Pag. 80).

No mapa de contornos NOESY (Figura A38, Pag. 178) foi possivel observar
correlagdes do sinal em ¢4 4,05 (H-7) com o sinal em 61 0,81 (H-24) e 0,93 (H-25).
Concluiu-se que H-7 esta na posig¢ao beta e o grupo OH ligado a C-7 encontra-se na
posicao alfa. O sinal de H-7 apresenta-se como um dupleto triplo em ¢4 4,05 (dt, 10,4;
10,4 e 3,6 Hz), (Figura A32, Pag. 171) com duas constantes de acoplamento (10,4 e

10,4 Hz) caracteristica de interagao entre atomos de hidrogénio na posig¢ao axial (H-
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78 com H-6a e H-8); além da constante de 3,6 Hz, caracteristica de interacao entre

atomos de hidrogénio axial e equatorial (H-78 com H-68).

No mapa de contornos NOESY (Figura A38, Pag. 178) foi possivel observar as
correlagdes do sinal em o4 4,08 (H-15) com o sinal em o4 1,20 (H-26). Concluiu-se
que H-15 esta na posicao beta e o grupo OH ligado a C-15 encontra-se na posigéao
alfa. O sinal de H-15 (Figura A32, Pag. 171) apresenta-se como um dupleto em &
4,08 (d, 7,8 Hz), confirmando a posi¢cao beta do H-15.

No mapa de contornos NOESY (Figura A38, Pag. 178) foi possivel observar
também as correlagdes do sinal em &+ 1,61 (H-18) com o sinal em &+ 1,20 (H-26); do
sinal em 64 0,96 (H-30) com o sinal em 64 1,33 (H-28); do sinal em o4 1,20 (H-26)
com o sinal em 64 0,93 (H-25); do sinal em ¢4 0,93 (H-25) com o sinal em &4 0,81 (H-
24) (Figura 17).

Figura 17: Estrutura tridimensional de SE10.

As atribuicdes realizadas por meio da analise completa dos espectros de RMN
e os valores comparados com um friedelano similar da literatura (CAMARGO et al.,
2022) estao apresentadas na Tabela 13, Pag. 81. Apds a analise detalhada dos
espectros 1D e 2D, SE10 pbdde ser confirmado como 7a,15a-di-hidroxifriedelan-3-ona,

sendo inédito na literatura.
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Tabela 13: Dados de RMN 1D e 2D (600 MHz, CDClz) de SE10.

8¢
. & S ( :
C | Tipo HMBC COSY | NOESY 15a-hidroxi
P SE10 SE10 friedelan-3-ona*

1,68 2,10

1 | CH2 | 221 200 5 224
2,31 3 1

2 |[CHz | 41,2 242 3 1 41,5

3 C |212,4 213,1

4 | CH | 58,2 2,28 3,5, 23,24 58,2

5 C | 42,1 - 42,0
1,40 5,7, 24

6 | CHz2 | 51,1 207 41,3

4,056; dt;
CH | 66,3 J=104 104 3.6 24,25 20,0 (CH2)

8 | CH 58,4 1,56 6,7,9, 14, 26 7 53,5

9 C 38,9 - 37,8

10 | CH 58,7 1,56 1 1 59,4
1,33 12

11 | CH2 | 36,1 146 12 35,8

30,9 1,40

12 | CH2 147 31,2

13| C | 40,6 - 40,6

14| C | 449 - 44 1

15| CH | 73,9 | 4,08B;d;J=7,8 14,16, 17, 26 16 26 74,6
1,30 14,15, 17, 18, 28

16 | CH2 | 47,3 222 17, 22, 28 15 48,4

17 C 29,6 - 30,2

18 | CH | 41,5 1,61 19 41,6
1,17

19 | CH2 | 35,7 130 18 35,6

20| C | 282 - 28,2

21| CH, | 317 1,30 31,9

2 ’ 1,47 ’

1,02 20

22 | CH2 | 38,8 133 16,17, 18 38,9

23 | CHs | 6,9 0,93 3,4,5 6,8

24 | CHs | 15,7 0,81 4,5,6,10 7,25 14,5

25| CHs | 19,2 0,93 8, 9,10, 11 7,24, 26 18,0

26 | CHs | 15,1 1,20 8,13, 14, 15 15, 25 141

27 | CHs | 19,1 1,02 12,13, 14, 18 18,8

28 | CHs | 32,0 1,33 16, 17, 18, 22 32,6

29 | CHs | 30,8 1,03 19, 20, 21, 30 30,9

30 | CHs | 35,8 0,96 19, 20, 21, 29 35,7

* CDCl3 / (CAMARGO et al., 2022)

1.4.2 Analise dos extratos acetato etilico e metanélico por UHPLC-ESI-MS/MS

Com o objetivo de detectar e realizar propostas estruturais dos compostos
presentes nos extratos acetato etilico e metandlico, realizaram-se analises por
UHPLC-ESI-MS/MS. Os dados de espectrometria de massas foram analisados
comparando as relagdes m/z com um banco de dados que continha compostos
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padrées devidamente caracterizados do Instituto René Rachou (CPqRR), o banco de
dados publico Mass Bank, o banco de dados Massbank of North America (MoNA) e o
banco de dados Universal Natural Products Database-In Silico spectral DataBase
(UNPD-ISDB). Varios compostos foram detectados por esta técnica. No entanto,
foram selecionados para identificagdo putativa apenas os compostos correspondentes
aos picos em que os dados de m/z obtidos experimentalmente, quando comparados
com as razdes m/z tedricas, para os cations [M+H]" dos compostos disponiveis no
banco de dados, apresentassem um erro de massa (Appm) menor que 20. Os picos
que nao apresentaram qualquer correspondéncia com os bancos de dados foram
excluidos. O cromatograma obtido de cada extrato, os espectros de massas
correspondentes aos compostos identificados putativamente nos extratos estao
apresentados no Apéndice A, Figura A39-Figura A78 (Pag. 179-192).

1.4.2.1 Analise do extrato acetato etilico (EA) por UHPLC-ESI-MS/MS

A partir da analise dos dados obtidos para o EA, 14 compostos foram
selecionados. Na Tabela 14 (Pag. 83) tém-se os compostos identificados
putativamente para o EA. Nessa tabela estdo apresentados o tempo de retengao (TR),
o0 nome do composto, férmula molecular, razdo m/z experimental e calculada para o
ion [M+H]" e o erro de massa Appm obtidos para cada composto selecionado. Na
Figura 18 (Pag. 84) estdo representadas as estruturas quimicas dos compostos

propostos e presentes no EA.

Devido as limitagbes da técnica utilizada, em alguns TR, o espectro de massas
apresentou valores de m/z e dados de fragmentacdo compativeis com dois isdmeros,
tornando impossivel a distingdo entre eles. Isso ocorreu em TR igual a 25,6 minutos,
com dois isdbmeros: apigenina (C04) e emodina (C05). Em TR igual a 25,9 minutos,
foram detectados dois isdbmeros: buteina (C06) e naringenina (C07). Em TR igual a
26,2 minutos, foram detectados dois isdbmeros: parietina (C10) e acacetina (C11). Em
TR igual a 27,0 minutos foram detectados dois isémeros: C04 e C05. Em TR igual a
28,6 minutos, foram detectados dois isdbmeros C06 e C07. Em TR igual 29,0 minutos,

foram detectados novamente os isdbmeros C04 e CO05.

Na analise cromatografica, compostos concentrados podem gastar um tempo

maior para percorrer a coluna e serem identificados em intervalos de retencgéo
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préximos, como ocorreu com os compostos: acido isoferulico (C03) com TR de 24,3 e

24,4 minutos; falacinol (C08) com TR de 26,0 e 26,1 minutos; e costunolida (C15) com
TR de 38,4 minutos e 38,5 minutos.

Tabela 14: Compostos identificados putativamente por UHPLC-ESI-MS/MS no extrato
acetato etilico das raizes de Salacia elliptica.

Cdédigo| TR c Formula m/z [M+H]* A
(min) omposto molecular Experimental Calculado Ppm

Cco1 21,9 acido vanilico [ CsHsO4 169,0501 | 169,0501 0
C02 22,5 umbeliferona [ CoHeO3 163,0394 | 163,0395 1
co3 24.3 acido isoferulico [] C10H1004 | 195,0656 | 195,0657 1
co03 24,4 acido isoferulico (] C10H1004 | 195,0657 | 195,0657 0
Co04 apigenina ["]

Cco05 25,6 emodina C1sH100s5 | 271,0605 | 271,0606 0
C06 buteinall

C07 | 25,9 naringeninal'l C1sH1205 | 273,0762 | 273,0763 0
Cco08 26,0 falacinol [? C16H1206 | 301,0712 | 301,0712 0
Cco08 26,1 falacinol 12 C1e6H1206 | 301,0711 | 301,0712 0
Cc09 parietina [l

Cc10 26,2 acacetina (] C16H1205 | 285,0763 | 285,0763 0
C11 26,3 tricina [] C17H1407 | 331,0816 | 331,0818 1
Co04 apigenina ["]

Co05 27,0 emodina C1sH100s5 | 271,0605 | 271,0606 0
C06 buteina []

C07 | 28,6 naringenina ["] C1sH1205 | 273,0759 | 273,0763 1
Co04 apigenina ["]

Co05 29,0 emodina C1sH100s | 271,0605 | 271,0606 0
C12 30,2 liquiritigenina 2 C1sH1204 | 257,0812 | 257,0814 1
C13 | 30,7 claussequinona M | C16H140s | 287,0916 | 287,0919 1
C14 |38/4 costunolida 1@ C1sH2002 | 233,1533 | 233,1542 4
C14 38,5 costunolida @ C15H2002 | 233,1534 | 233,1542 3

Dados da biblioteca: ['"CPgRR 2 MoNA
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Figura 18: Estruturas quimicas dos compostos identificados putativamente presentes

no extrato acetato etilico e metandlico.

Entre os compostos identificados putativamente, apenas cinco foram relatados

na literatura como constituintes da familia Celastraceae (C01, C02, C07, C09 e C12).

Na Tabela 15, Pag. 85 sao apresentados alguns exemplos de espécies pertencentes

a familia Celastraceae para quais também foram identificados tais compostos.

Os compostos identificados putativamente foram majoritariamente polifendis,

como flavonoides (chalcona, flavanona, flavona, flavonoide) e antraquinonas.

Identificou-se apenas um composto sesquiterpénico (C14). A classe correspondente

a cada composto encontra-se na Tabela 15, Pag. 85.
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Todos os compostos identificados sdao produtos naturais que passaram por
ensaios biologicos, descritos na literatura, nos quais demonstraram resultados
promissores em atividades bioldgicas especificas. Algumas dessas atividades estao
apresentadas na Tabela 15, destacam-se as acdes antioxidante e anti-inflamatdria
relatadas para os compostos fendlicos identificados.

Tabela 15. Classe, exemplos de espécies da familia Celastraceae e atividades
bioldgicas dos compostos identificados putativamente no extrato acetato etilico.

Composto Classe Espécie (Celastraceae) Atividades
biolégicas
acido vanilico (C01) fendlico Maytenus anti-inflamatdria®
phyllanthoides?

umbeliferona (C02) cumarina Elaeodendron antifungica®
fendlico buchananii antioxidante®

acido isoferulico fendlico - antioxidante®

(C03)

apigenina (C04) flavona - antidiabética’

emodina (C05)

buteina (C06)

naringenina (C07)

falacinol (C08)
parietina (C09)

acacetina (C10)
tricina (C11)
liquiritigenina (C12)
claussequinona

(C13)
costunolida (C14)

antraquinona

chalcona

flavanona

antraquinona
antraquinona

flavona
flavona
flavanona
isoflavanquinona

lactona
sesquiterpénica

Elaeodendron croceum’
Euonymus alatus’

Celastrus
monospermus™

Tripterygium wilfordii®

anti-inflamatéria,
antioxidante?
antioxidante, anti-
inflamatéria,
antidiabética”
antioxidante,
antitumoral®
leishimanicida'
antifungica”

antitumoral, anti-
inflamatoria®
anti-inflamatoria,
antioxidante,
antiviral?
anti-inflamatoria”
leishimanicida®

antioxidante, anti-
inflamatoria,
antitumoralt

aMOO-PUC et al., 2014; P SHARMA et al., 2020; < ODAK et al., 2018; ¢ SINGH et al.,
2010; °*WANG et al., 2011; fSALEHi et al., 2019; $DONG et al., 2016; " PADMAVATHI
et al., 2017; 'YELANI et al., 2009; i CHOI et al., 2015; KJOSHI et al., 2018 ' GROVER
et al, 2012; ™ WANG et al, 2014; " AGARWAL et al., 2000; ° SINGH et al., 2020; P LI
et al, 2016; 9 MA et al., 2019; " KIM et al., 2008; s ARAUJO et al., 2022; t KIM et al.,
2019.
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1.4.2.2 Analise do extrato metanédlico (EM) por UHPLC-ESI-MS/MS

A partir da analise dos dados obtidos para o EM, e utilizando-se os mesmos
critérios citados para o extrato acetato de etila, foram selecionados quatro compostos.
Na Tabela 16 sdo apresentados os compostos identificados putativamente para o EM,
incluindo informagdes como tempo de retencédo (TR), nome do composto, férmula
molecular, razao m/z experimental e calculada para o ion [M+H]* e 0 erro de massa
Appm obtidos para cada composto selecionado. Na Figura 18 (Pag. 84) estado
representadas as estruturas quimicas propostas para os compostos presentes no EM.

Tabela 16. Compostos identificados putativamente por UHPLC-ESI-MS/MS no
extrato metandlico das raizes de Salacia elliptica.

Cdédigo| TR c Formula m/z [M+H]* A
(min) omposto molecular Experimental Calculado ppm
C9 parietina [
C10 | 25,8 acacetina [] C16H1205 | 285,0757 | 285,0763 2
Cco4 apigenina ["]
CO05 26,7 emodina [ C1sH100s | 271,0601 | 271,0606 2

Dados da biblioteca: 'TCPgRR

Os quatro compostos identificados no EM também foram encontrados no
extrato EA das raizes de S. elliptica (Figura 18, Pag. 84). Foram identificados duas
antraquinonas (C05 e C09) e duas flavonas (C04 e C10).

1.4.3 Avaliacao do teor e caracterizagao quimica dos 6leos essenciais (OEs) das
folhas e galhos de S. elliptica

A partir das analises conduzidas por CG-EM, foi possivel propor as estruturas
dos compostos presentes nos 6leos essenciais (OEs) extraidos das folhas e galhos
de S. elliptica. As proposicoes das estruturas foram realizadas por meio da
comparacgao do indice de retengéo, assim como da analise do espectro de massas,
verificando se eles estavam em concordancia com os dados disponiveis nos bancos
de dados FFNSC2.lib, Library.fames e NIST. Os compostos identificados foram
aqueles correspondentes aos picos que apresentaram as maiores concentragdes

relativas, excluindo os valores menores que 1,0% da area relativa.
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1.4.3.1 Avaliagao do teor e caracterizagao quimica do 6leo essencial (OE) das
folhas de S. elliptica

Os teores de OEs sdo comumente inferiores a 1%, raramente atingindo 15%.
Assim, algumas plantas sdo chamadas de aromaticas mesmo apresentando
quantidades pequenas de OE, pelo menos 0,1 a 0,2%, o que resulta em um odor

perceptivel ou torna seu emprego economicamente viavel (BUTNARIU, et al 2018).

A extracdo do OE das folhas de S. elliptica pelo processo de hidrodestilagcao
resultou em um teor de 0,0029% (m/m), valor considerado muito baixo. Contudo, a
composi¢cao do OE exibiu uma notavel variedade, em termos qualitativos, podendo

conter constituintes com bioatividades interessantes.

Foram selecionados 22 picos presentes no cromatograma do OE obtido das
folnas de S. elliptica e realizaram-se as proposi¢des estruturais dos compostos
correspondentes, dentre os quais cinco nao foram identificados por nao apresentarem
correlagdo com os compostos dos bancos de dados utilizados. O cromatograma,
Figura A79 (Pag. 192), e os espectros de massas, Figura A80 (Pag. 192) a Figura
A101 (Pag. 196) podem ser observados no Apéndice A. Na Tabela 17 (Pag. 88)
encontram-se os nomes de cada um dos compostos identificados, os indices de
retencdo experimental (IRexp), 0s indices de retencdo da literatura (IRit) e a area
relativa em %. Na Figura 19 (Pag. 89) sao apresentas as propostas das estruturas

quimicas dos compostos identificados no OE das folhas.
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Tabela 17. Dados dos compostos identificados na analise por CG-EM do OE das
folhas de Salacia elliptica.

Compostos IRexp IRt Area relativa (%)

1 (E)-hex-3-en-1-ol 845 846!l 3,0

2 (Z)-hex-3-en-1-ol 848 8490 8,9
3 hex-2-enol 856 858!k 2,6

4 hexan-1-ol 858 8591l 10,6
5 B-damascenona 1416 1412 1,1

6 a-ionona 1430 1426!¢ 2,2
7 (E)-hexen-2-oato de hexila 1440 14361 1,1

8 Nerialacetona 1454 145209 2.1

9 9-epi-(E)-cariofileno 1465 1460!M 1,0
10 n.i. 1489 15,8
11 n. i. 1500 1,5
12 n.i. 1528 2,5
13 benzoato de hexila 1579 15771 1,7
14 Tetradecanal 1612 1618l 2,0
15 Pentadecanal 1716 1714K 21,6
16 6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona 1845 18471l 2,3
17 n. i. 1887 2,9
18 n.i. 1893 5,9
19 heptadecanal 1918 1922[m 25
20 hexadecanoato de isopropila 2026 2027 2,0
21 Fitol 2115 2114l 49
22 oleamida 2359 2375 1,9

*n. i. (nao identificado)

a RUTHER, 2000; ® GOMEZ, LEDBETTER e HARTSELL, 1993; ¢ MOIO, PIOMBINO

e ADDEO, 2000; ¢ SENATORE et al., 2004; ¢ TELASCREA et al., 2007;  DARRAGH

et al., 2020; 9 MEVY et al., 2006; " MOREIRA et al., 2001; | ZHAO et al., 2006; |

RAMARATHNAM, RUBIN e DIOSADY,1993; Kk MORTEZA-SEMNAN, AKBARZADEH

E CHANGIZI, 2006; ' KOWALSKI, 2005; ™ TKACHEYV et al., 2000; " LEFFINGWELL e

ALFORD, 2005; ° ZHAO et al., 2006; P ZHAO et al., 2008.
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HO\/\/\/ HO\/\)/ /\/\/\OH /\/\/\OH

(E)-hex-3-en-1-0l - 3,0% (Z)-hex-3-en-1-ol - 8,9% hex-2-enol -2,6% hexan-1-ol -10,6%

éﬁ“é@iw

p-damascenona -1,1% a-lonona - 2,2% E)-hexen-2-oato de hexila - 1,1%
Nerilacetona - 2,1% 9-epi-(E)-cariofileno -1,0% benzoato de hexila - 1,7%
OW OY\/\/\/\/\/\ OY\/W
H H
tetradecanal - 2,0% pentadecanal - 21,6% 6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona - 2,3%
OY\/\/\/\/\/\/ o
AN )\/\/V\/\/L/\/k/\
H OJ\ N"0OH
heptadecanal - 2,5% hexadecanoato de isopropila - 2,0% fitol - 4,9%
Oﬂ
H,N

oleamida - 1,9%

Figura 19: Estruturas quimicas propostas dos constituintes do éleo essencial das

folhas da espécie S. elliptica.

Ao comparar esses compostos com os encontrados no estudo sobre os 6leos

essenciais de espécies da familia Celastraceae realizado por Camargo e

colaboradores, foi possivel observar a presenca de seis compostos idénticos,

conforme apresentado na Tabela 18 (Pag. 90) (CAMARGO et al., 2020).

Os

compostos identificados e anteriormente relatados para S. elliptica foram nerilacetona,

a-ionona, 6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona, 3-damascenona e tetradecanal.
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Tabela 18. Compostos identificados no 6leo essencial das folhas de S. elliptica
anteriormente descritos para espécies de Celastraceae.

Compostos Espécies da familia Celastraceae?

Nerilacetona Maytenus acanthophylla, M.
distichophylla, M.  imbricata, M.
gonoclada, Austroplenckia populnea,
Pristimera celastroides, Salacia
elliptica, Tontelea micrantha

a-ionona M. acanthophylla, M. distichophylla, M.
imbricata, M. gonoclada, P. celastroides,
Salacia crassifolia, S. elliptica, T.
Micrantha
6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona M.  imbricata, A. populnea, P.

celastroides, S. elliptica, T. micrantha

Pentadecanal A. populnea, T. Micrantha
B-damascenona S. elliptica, T. Micrantha
Tetradecanal S. elliptica

a CAMARGO et al., 2020

A nerilacetona € um sesquiterpeno que pode ser encontrado em varias plantas.
E um constituinte presente em muitos éleos essenciais, por exemplo, da arvore kiri-
japonés (Paulownia tomentosa) e do gengibre (Zingiber officinale), e exibe atividade
antibacteriana. Esse composto desempenha diversos papéis nas interagdes entre
plantas e insetos, incluindo sua funcdo como repelente contra herbivoros
(WROBLEWSKA-KURDYK, 2022).

A a-ionona e [B-damascenona sao nor-isoprenos encontrados em diversas
plantas e sao produtos resultantes da degradacao de carotenoides. Esses compostos
sdo de grande importancia na industria alimenticia, pois sao utilizados na fabricagéo
de aromatizantes (PLOTTO, 2006 e LANGEN, 2016).

Os compostos 6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona, tetradecanal e pentadecanal
desempenham um papel importante como semioquimicos, e podem representar uma
alternativa viavel, ou complemento, aos pesticidas sintéticos (PIUS, 2019;
SINGLETON, 2022; KOMALA, 2021).
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Os quatro principais constituintes do OE das folhas foram o pentadecanal,
hexan-1-ol e (Z)-hex-3-en-1-ol e um composto nao identificado, representando as
maiores areas relativas, com propor¢cdes de 21,6%, 10,6%, 8,9% e 15,8%,
respectivamente. Essa quantidade relativamente alta em comparagdo aos demais
compostos pode indicar alto significado ecolégico. O pentadecanal, considerado um
composto organico volatil, ja foi identificado como um aleloquimico que demonstrou
atividade contra a oviposicado em mariposas (KURASHOV, 2016 e KOMALA, 2021).
Os alcoois hexan-1-ol, (Z)-hex-3-en-1-ol foram anteriormente relatados como
repelente de besouros. Esses alcoois podem ser encontrados em folhas verdes e,
combinados entre si ou com outros alcoois, possuem efeito inibidor sobre certos
besouros (GROOT, 1999).

1.4.3.2 Avaliagao do teor e caracterizagao quimica do OE dos galhos de S.
elliptica

A extracao do OE dos galhos pelo processo de hidrodestilagao resultou em um
teor de 0,0018% (m/m). Ao se comparar os OEs das folhas e dos galhos foi possivel
observar que o teor do OE dos galhos foi muito menor. No entanto, a composi¢ao dos

OEs difere de acordo com a parte da planta.

Foram selecionados 26 compostos presentes no OE obtido dos galhos de S.
elliptica e realizaram-se as proposi¢cdes estruturais. Entre os constituintes
selecionados, 13 nao foram identificados por ndo apresentarem correlacdo com os
bancos de dados utilizados. O cromatograma, Figura A102 (Pag. 197) e os espectros
de massas, Figura A103 (Pag. 197) a Figura A128 (Pag. 201), podem ser observados
no Apéndice A. Na Tabela 19 (Pag. 92) encontram-se os nomes de cada um dos
compostos identificados, os indices de retengdo experimental (IRexp), 0s indices de
retencdo da literatura (IRit) e a area relativa em %. Na Figura 20, Pag. 93 sao
apresentas as estruturas quimicas propostas dos compostos identificados no OE dos

galhos.

Ao comparar esses compostos com os encontrados no OE das folhas de S.
elliptica, foi possivel observar que apenas trés eram idénticos: 6,10,14-

trimetilpentadecan-2-ona, hexadecanoato de isopropila e oleamida.
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Tabela 19. Compostos identificados na analise por GC-MS do OE dos galhos de
Salacia elliptica.

Compostos IRexp IRlit Area relativa (%)
1 (2E,4E)-decadienal 1319 1319l 2,0
2 B-cariofileno 1424 1420 1,5
3 n. i. 1453 1,7
4 (E)-geranil acetona 1455 14550 1,4
5 n. i. 1546 2,3
6 espatulenol 1583 1582l 2,0
7 10-epi-junenol 1586 1590!el 14,2
8 oxido de cariofileno 1588 15871 22,2
9 epoxido de humuleno I 1615 1614M 4,0
10 epicubenol 1617 1617 1,5
11 n. i. 1631 3,1
12 n.i. 1638 1,8
13 cariofila-4(12),8(13)-dien-5-8-0ol 1642 16371 1,8
14 n.i. 1660 1,7
15 n. i. 1677 5,4
16 n.i 1714 3,8
17 n. i. 1757 2,4
18 n.i. 1779 2,2
19 6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona 1846 1847l 29
20 hexadecan-1-ol 1880 1879 1,3
21 n. i. 1889 1,7
22 n.i. 1963 2,6
23 n. i 1984 3,2
24  hexadecanoato de isopropila 2027 2027 3,5
25 n. i. 2343 1,2
26 oleamida 2349 2375 8,8

*n. i. (nao identificado)

a ADAMS, 1998; ® KAHRIMAN et al., 2011; ¢ NICKAVAR et al, 2002; ¢ ZHAO et al.,
2009; © RADULOVIC, PORBEVIC e PALIC, 2010; f DEHGHAN et al., 2007; ¢
RADULOVIC et al., 2010; " SIANI et al., 2004; | KUCUK et al., 2006; | KOWALSKI et
al., 2005; kK PINO et al., 2005; ' ZHAO et al., 2008
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Figura 20: Estruturas quimicas propostas dos constituintes do 6leo essencial dos
galhos da espécie S. elliptica.
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Os compostos identificados no OE dos galhos, quando comparados com
aqueles identificados no estudo sobre os 6leos essenciais de espécies da familia
Celastraceae realizado por Camargo e colaboradores, sao apresentados na Tabela
20 (CAMARGO et al., 2020). Entre os compostos identificados na espécie S. elliptica,
apenas o 6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona havia sido identificado no estudo anterior.

Tabela 20: Compostos identificados no 6leo essencial dos galhos de S. elliptica
anteriormente descritos para espécies de Celastraceae.

Compostos Espécies da familia Celastraceae?
(2E,4E)-decadienal Monteverdia acanthophylla,  Salacia
crassifolia, Tontelea micrantha
B-cariofileno Monteverdia gonoclada, S. crassifolia, T.
Micrantha
oxido de cariofileno S. crassifolia
epoxido de humuleno |l S. crassifolia
Epicubenol S. crassifolia
6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona M.  imbricata, A. populnea, P.

celastroides, S. elliptica, T. micrantha

@ CAMARGO et al., 2020

O composto (2E,4E)-decadienal pertence a classe de aldeidos insaturados, os
quais séo conhecidos por serem produzidos em quantidades significativas nos tecidos
das plantas em resposta a lesbes e a subsequente atuagado do sistema enzimatico
lipoxigenase, envolvendo a oxidagao lipidica. Uma atividade bioldégica promissora
desse composto é sua eficacia como nematicida evidenciada por ensaios biolégicos
contra 0 nematoide Meloidogyne javanica, uma praga que infesta plantagbes e

prejudica a colheita de frutas e vegetais (CABONI et al., 2012).

O sesquiterpeno pg-cariofileno é um metabdlito secundario que ocorre
principalmente como o isbmero E, mas também pode apresentar o isbmero Z, e seu
derivado de oxidagao, o 6xido de cariofileno. O B-cariofileno e o 6xido de cariofileno
sdo considerados compostos organicos volateis e foram identificados como
aleloquimicos atrativos para determinadas espécies de besouro (ZHANG et al., 2021
e MAHAJAN et al, 2022). Além dos estudos de semioquimicos, o B-cariofileno é
estudado para outras inumeras propriedades bioldégicas, como anti-inflamatério,
antitumoral e antibacteriano (FRANCOMANO et al, 2019).
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O epodxido de humuleno Il € um derivado de oxidagdo do sesquiterpeno
humuleno. O humuleno foi isolado pela primeira vez da espécie Humulus lupulus,
conhecida comumente como lupulo e empregada na produgdo de cerveja. Com
relagcdo ao derivado epoxido de humuleno I, existem estudos com o objetivo de
associar a sua presenga como pontos caracteristicos no aroma do 6leo essencial do
lupulo (EYRES et al, 2009; TAN et al., 2020).

O epicubenol € um sesquiterpeno, que pode ser encontrado em Oleos
essenciais, sendo um dos compostos responsaveis pela atividade antibacteriana do
Oleo essencial de Calendula arvensis (SERVI et al., 2020). Além disso, existe um
estudo que indica a atividade biolégica promissora desse composto em imunoterapia
baseada em células dendriticas (sistema imunoldgico), visando a tolerancia poés-

transplante, em doencas autoimunes ou alergias (TAKEI et al., 2005).

Os trés principais constituintes do OE dos galhos foram o 6xido de cariofileno,
10-epi-junenol e oleamida apresentando as maiores areas relativas, com propor¢des
de 22,2%, 14,2%, e 8,8%, respectivamente. A proporcao relativamente elevada, em
comparagao com os demais compostos, pode sugerir uma importancia ecoldgica
significativa para o 6xido de cariofileno, que também é encontrado no OE da espécie
Salacia crassifolia e € conhecido por ser aleloquimico. O 10-epi-junenol € um
sesquiterpeno que exibe diversas atividades farmacoldgicas, incluindo anti-
inflamatdria e antitumoral, porém sem o papel semioquimico muito bem determinado
(GOU et al., 2016). A oleamida, uma amida de cadeia longa, também encontrada no
OE das folhas de S. elliptica, € estudada para diversas atividades bioldgicas, como
analgésico e vasodilatadora (CHENG et al, 2010). Em um estudo dos OEs de folhas
e caules de Bryophyllum pinnatum, a oleamida estava presente como um dos
principais constituintes, e esses OEs demonstraram uma atividade antioxidante
promissora (ADIBE et al, 2019).



CAPITULO 1. Estudo fitoquimico de Salacia elliptica 96

1.4.4 Atividade citotéxica dos compostos isolados das raizes de S. elliptica

A atividade citotoxica dos compostos SE01, SE02, SE06, SE08 ¢ SE09 foi
avaliada contra a linhagem celular humana A549 (modelo celular de adenocarcinoma
de pulmao). A avalicdo de citotoxicidade foi conduzida por meio da técnica de
citometria de fluxo. As células foram tratadas com cada um dos compostos dissolvidos
em DMSO em uma concentragdo de 2, 10, 15 e 20 yg.mL"", por 48 horas. As células
foram tratadas com solugédo salina estéril (0,9% m/m) como controle negativo e

solugdo de DMSO (20%) como controle positivo.

Nao foram identificadas diferengas significativas nos valores de ICso entre os
compostos SE02, SE06, SE08 e SE09. Contudo, o composto SE01 apresentou
divergéncias estatisticamente significativas a um nivel de p < 0,05. Portanto, foi
considerado o mais ativo dentre eles. Os dados de ICso para os compostos SE01,
SE02, SE06, SE08 e SE09 estdo apresentados na Tabela 21 (Pag.97).

Os resultados obtidos foram comparados com informagdes sobre o agente
antitumoral doxorrubicina, reconhecido por sua ampla gama de atividade contra
diversos tumores. No caso das células A549, a doxorrubicina apresentou um ICso de
15,12 £ 0,13 uM (LI et al, 2018).

Com o intuito de estabelecer um padrdao comparativo entre os compostos
isolados, a citotoxicidade do lupeol também foi avaliada. Em relagdo aos TTPCs, o
lupeol tem sido um dos compostos mais extensivamente pesquisados recentemente,
com diversos estudos biolégicos disponiveis, destacando-se especialmente pela sua

atividade antitumoral.

O ICs0 do lupeol foi calculado como 19,92 + 2,34 uM. A citotoxicidade exibida
para o lupeol e os compostos SE02, SE06, SE08 e SE09 (p>0,05) ndo apresentou
diferengas significativas estatisticamente. No entanto, ao comparar com o composto
SEO01, um nivel de significancia de p<0,05 foi observada. Assim, o composto SE01
demonstrou uma atividade citotdxica significativa neste estudo, mesmo em

comparacao com o lupeol.
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Tabela 21. Avaliacao de citotoxicidade dos compostos isolados das raizes de Salacia
elliptica e lupeol contra células A549.

Compostos ICs0 (UM)*
SEO01 18,77 + 0,562
SE02 20,97 £ 0,51
SE06 20,44 +0,72°
SE08 20,01 £ 0,81
SE09 21,63 +£1,71°
Lupeol 19,92 + 2,34

[a.] |_etras diferentes indicam diferencas significativas ao nivel de p<0,05.

*Células A549 foram tratadas com 10 yg-mL~" por 48h.

Esses resultados demonstram o potencial dos TTPCs contra células A549. No
entanto, tornam-se necessarias investiga¢cdes adicionais, especialmente no que diz

respeito ao mecanismo de morte celular.

1.4.5 Atividade antifungica de compostos isolados das raizes de S. elliptica

As concentragdes inibitorias minimas (CIM) dos compostos SE01, SE02, SE06
e SEO08 foram determinados contra os fungos Candida auris, C. albicans, C. krusei, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, Cryptococcus gatti, C. neoformans, Sporothrix
brasiliensis and S. schenkii. Além dos compostos isolados, os extratos EC, EA e EM
também foram incluidos nos ensaios. O Composto SE08 nao foi testado contra os
fungos Candida auris, C. albicans, Cryptococcus gatti e C. neoformans, devido a

pequena quantidade isolada.

Os TTPCs SE09, SE10 e o esteroide SE07 nao foram incluidos nos ensaios
devido a massa insuficiente. Além disso, os TTPCs em misturas (SE03, SE05) e a

mistura de acidos graxos (SE04) também nao foram testados.

Nenhum dos compostos e extratos avaliados apresentou atividade na
concentracdo maxima testada (250 uM) e, portanto, foram considerados inativos

contra os fungos avaliados.
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1.5 CONSIDERAGOES FINAIS SOBRE O ESTUDO FITOQUIMICO

O estudo fitoquimico das raizes de Salacia elliptica foi realizado para quatro

extratos: hexanico, cloroférmico, acetato etilico e metandlico.

Dos extratos hexanico e cloroformico foram obtidos dez constituintes. Dentre
eles foram identificados oito triterpenos pentaciclicos de esqueleto friedelano:
friedelan-3-ona (SEO01), friedelan-36-ol (SE02), mistura de friedelan-36-ol (SE02) e
friedelano-1,3-diona (SE03), friedelano-3,15-diona (SE05), 15a-hidroxifriedelan-3-ona
(SE06), 15a,26-di-hidroxifriedelan-3-ona (SE08), 26-hidroxifriedelano-3,15-diona
(SE09), e 7a,15a-di-hidroxifriedelan-3-ona (SE10). Além disso, foram identificados o
esteroide espinasterol (SE07) e uma mistura de acidos graxos (SE04). O triterpeno

pentaciclico SE10 é inédito na literatura.

Do extrato acetato etilico, foram obtidas varias misturas de acidos graxos. No

entanto, ndo se deu continuidade na identificacdo e isolamento.

A partir do extrato metandlico, nao foi possivel identificar alcaloides por meio

da marcha quimica.

A partir da analise dos extratos acetato etilico e metandlico das raizes de S.
elliptica por UHPLC-ESI-MS/MS, foi possivel identificar putativamente 14 compostos,
predominantemente polifendis, tais como flavonoides (chalcona, flavanona, flavona).
Varios desses compostos identificados apresentam atividades bioldgicas relatadas na

literatura, destacando-se as agdes antioxidante e anti-inflamatéria.

OE das folhas foi extraido por meio do processo de hidrodestilagdo e resultou
em uma quantidade muito pequena, 0,0029% (m/m), o que foi considerado como
sendo um baixissimo teor. Foram realizadas as proposi¢cdes estruturais de 22
compostos, sendo que os principais constituintes foram o pentadecal, hexan-1-ol e
(Z£)-hex-3-en-1-ol. Quanto ao OE dos galhos, a extragdo também resultou em um teor
muito baixo de 0,0018% (m/m). Foram feitas as proposi¢des estruturais de 26
compostos, sendo os principais constituintes o 6xido de cariofileno, 10-epi-junenol e

oleamida.

Foi realizada a avaliagdo de citotoxicidade dos compostos isolados SEO01,
SE02, SE06, SE08, SE09 contra o modelo de células de cancer de pulmao A549 por
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analise por citometria de fluxo, e os compostos apresentaram uma atividade
antitumoral significativa, semelhante a exibida pelo triterpeno lupeol. O composto
SE01 apresentou um nivel de significancia de p<0,05, demonstrando uma atividade

citotoxica significativa neste estudo, mesmo em comparagado com o lupeol.

Adicionalmente, foram avaliadas in vitro as atividades antifungicas dos
compostos SE01, SE02, SE06, SE08, assim como dos extratos cloroférmico, acetato
etilico e metandlico das raizes contra cepas de Candida, Cryptococcus e Sporothrix.

No entanto, todos os compostos e extratos foram inativos nas concentragdes testadas.
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CAPITULO 2 - Sintese de ésteres derivados do lupeol

2.1 INTRODUCAO
2.1.1 Lupeol

O triterpeno pentaciclico lupeol (Figura 21) pode ser encontrado em varias
frutas, vegetais e plantas medicinais, tais como azeitona, manga, folha de Aloe vera,
mamona e em varias espécies da familia Celastraceae. Esse composto apresenta
atividades biologicas promissoras, que incluem propriedades anti-inflamatéria,
antitumoral, antidiabética, cardioprotetora, antiprotozoaria e antimicrobiana (LI et al.,
2023; SHARMA et al., 2020 e SILVA et al., 2017).

Figura 21: Estrutura do lupeol.

O lupeol tem sido relatado como um agente ndo toxico que preserva as células
saudaveis e nao induz qualquer toxicidade sistémica em animais, em doses que
variam de 30 a 2000 mg/kg. Além disso, para avaliar sua eficacia terapéutica, o lupeol
foi submetido a diversos testes que empregaram diferentes métodos, tanto in vitro
quanto in vivo. Nesses estudos foi demonstrado que o lupeol é farmacologicamente
eficaz no tratamento de diversas enfermidades (LIU et al., 2021 e SIDDIQUE, 2011).

A titulo de exemplo desses estudos, Beserra e colaboradores (2019)
conduziram um estudo investigando o potencial terapéutico do lupeol na cicatrizagao
de feridas em ratos com hiperglicemia induzida por estreptozotocina (um agente
particularmente toxico para as células produtoras de insulina). Por meio dos
resultados das analises macroscopicas e histologicas, observou-se que o lupeol

apresenta potencial de cicatrizagcdo de feridas em condigdes hiperglicémicas.
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Portanto, pode ser benéfico para pacientes diabéticos em tratamento (BESERRA et
al., 2019).

Apesar de apresentar eficacia farmacoldgica em varios testes, ha interesse em
desenvolver analogos sintéticos do lupeol com o objetivo de ampliar sua poténcia,
biodisponibilidade e outras propriedades. A atividade biolégica de um farmaco no
organismo esta intrinsecamente relacionada aos processos de absorg¢éo, distribuicéo,
metabolizacdo e excregao. Portanto, a obtengao de derivados do lupeol pode levar a
compostos mais ativos e com melhores caracteristicas farmacocinéticas (LIU et al,
2021).

2.1.2 Sintese de derivados do lupeol

Os analogos sintéticos do lupeol podem ser obtidos por meio da modificagao
estrutural na posicdo C-3 e/ou na posi¢cao da ligagao dupla (C-20-C-29) (LIU et al.,
2021 e SAINI et al., 2019). Diversas propostas sintéticas para obtencao de derivados
do lupeol com modificagdo na posicdo C-3 sao relatadas na literatura, tais como a
formacao de cetona, oxima e ésteres. No que diz respeito a modificagdo na ligagao
dupla, também sao descritas algumas propostas tais como a formag¢ao de um epdéxido

e cetona (Figura 22, Pag. 103).

A titulo de exemplo, para a obtencdo de cetona a partir da modificagdo na
posicao C-3, ha relato da oxidagao do alcool secundario com clorocromato de piridinio
(PCC) em diclorometano (CH2Cl2), (Figura 22, a). Apos a formagéo da lupenona (3-
oxolup-20(29)-eno), uma outra sintese realizada foi a formagdo de uma oxima,
utilizando cloridrato de hidroxilamina (NH20H.HCI) em piridina (Figura 22, b). Na
literatura é relatada a obtencdo destes dois compostos com elevado rendimento
(SAINI et al., 2019). No estudo conduzido por Saini e colaboradores, a lupenona foi
obtida com rendimento de 97%, enquanto para a oxima o rendimento foi de 91%. No
trabalho de Khan e colaboradores (2014), a lupenona e a oxima foram sintetizadas
com rendimentos de 93% e 90%, respectivamente. No estudo realizado por
Mahapatra e colaboradores (2015), a lupenona apresentou rendimento de 90%,
enquanto a oxima registrou 80%. Da mesma forma, no estudo conduzido por Rao e
colaboradores (2017), a lupenona foi obtida com rendimento de 85%, e a oxima atingiu
80% (KHAN et al., 2014, MAHAPATRA et al., 2015 e RAO et al., 2017).
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A partir do lupeol é possivel, também, obter diferentes ésteres. A obtencéo de
ésteres é possivel por meio da esterificacdo de Steglich, utilizando acidos carboxilicos
e N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC), juntamente com 4-dimetilaminopiridina
(DMAP) como catalisador, em CH2Cl2 (Figura 22, c).

Em relagdo a modificagdo na posicdo da ligacdo dupla (C-20 e C-29),
encontram-se varios relatos de oxidagéo ou epoxidacdo. A oxidacao da ligagao dupla
do lupeol por iodosilbenzeno (PhlO) em 1,2-dicloroetano (C2H4Cl2), catalisada por
porfirinas de manganés, foi estudada e resultou em produtos com rendimentos baixos.
Contudo, apresentou uma notavel seletividade relacionada ao catalisador utilizado.
Na reagdo em que foi selecionado o catalisador Mn(lll)(BrsT4ACMPP)CI, houve
oxidagdo no C-20, formando o derivado 20-oxo-3-hidroxi-29-norlupeol (6% de
rendimento). Além disso, foi possivel recuperar grande parte do lupeol apds a reagao
(Figura 22, d) (MARTINS et al., 2016). Em outro estudo, realizou-se a funcionalizagao
da ligacdo dupla do lupeol mediante a uma epoxidagdo com o acido meta-
cloroperoxibenzoico (mMCPBA), em diclorometano (Figura 22, e), com o rendimento de
44% (NICOLAS et al., 2012).

Além disso, na literatura, ha relatos de sintese de derivados do lupeol com a
obtencdo de um novo grupo funcional ao se realizar uma modificagdo na posi¢ao do
grupo metilico alilico em C-30. A reagao ocorreu com o lupeol tratado segundo as
condi¢cbes da oxidacao de Riley, com dioxido de selénio (SeO2) sob refluxo em etanol
para a obtengdo de um aldeido alilico (Figura 22, f). Em seguida, ocorreu uma reagao
de redugdo com boro-hidreto de sddio (NaBH4) em etanol para a obteng¢ao do alcool
alilico, com o grupo hidroxila inserido no C-30. Na literatura, é possivel encontrar a
sintese destes dois compostos com rendimento alto. No estudo realizado por Saini e
colaboradores, o aldeido alilico foi obtido com rendimento de 95%, enquanto o alcool
alilico alcangou rendimento de 91% (Figura 22, g) (SAINI et al., 2019).
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Figura 22: Esquema de sintese de diferentes derivados do lupeol e seus rendimentos.
Reagentes: a) PCC, CH2Cl2 b) NH20H.HCI, piridina ¢) DCC, DMAP, CH2Cl2, RCOOH
(R= grupo alquil, aril) d) PhlO, Mn(lIl)(BrsT4ACMPP)CI, C2H4Cl2 €) mCPBA, CH2Cl: f)
SeO2, CH3CH20H g) NaBH4, CH3CH20H

Como citado anteriormente, na literatura encontram-se descritos varios estudos
biolégicos para o lupeol e seus derivados. Neste contexto, foram realizados ensaios
biolégicos in vitro nos quais o derivado A (lup-20(29)-en-33,30-diol) (Figura 23, Pag.
104) apresentou a melhor atividade antitripanosoma (ICs0 = 12,48 pg/mL) em relagao
ao lupeol (ICso = 19,30 ug/mL). Adiante, Machado e outros colaboradores também
realizaram um estudo in vitro para investigar a atividade antileucémica (células K562)
do lupeol e seus derivados. Os dados do ensaio mostraram que os derivados A, B
(3B-acetoxi-30-hidroxilup-20(29)-eno), C (3B-hidroxilup-20(29)-en-30-al) e D (38-
acetoxilup-20(29)-en-30-al) (Figura 23) apresentaram valores significativos 1C50 (uM)
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em comparagao com o lupeol (85,20): A (19,52), B (20,98), C (44,11) e D (56,16)
(MACHADO et al., 2018 e MACHADO et al., 2021).

Khan e colaboradores realizaram testes biologicos in vitro de atividade inibitéria
da proteina tirosina fosfatase-1B, com relacao a diabetes Tipo 2, para varios derivados
do lupeol e encontraram que os derivados E (3- imino-(trans-cinamoil)lup-20(29)-eno)
e F (3-imino-(3,5-dimetoxibenzoil)lup-20(29)-eno) (Figura 23) foram os mais
promissores (ICso E=7,46 uM; F=8,01 uM) em comparagdo com o padrdo farmaco
antiparasitario suramina (ICso = 8,51 uM) (KHAN e MISHRA et al., 2014).

HO\J

A R=H 21% C R=H 54%
B R=Ac 80% D R=Ac 50%

Figura 23: Exemplos de derivados do lupeol e seus rendimentos.

Esses varios exemplos de estudos motivam a realizacdo de modificacbes
estruturais no lupeol com o objetivo de obter derivados cada vez mais promissores
para diversas atividades biolégicas. Entre essas modificagdes, neste trabalho
concentrou-se na obtencdo de ésteres, uma vez que se trata de uma reacdo que
ocorre em condi¢gdes brandas, sendo possivel obter diversos analogos utilizando o

mesmo procedimento experimental.

2.1.3 Esteres derivados do lupeol

Os ésteres derivados do lupeol sdo comumente obtidos por meio da
esterificacdo de Steglich, pois € uma reagao que ocorre em condi¢gées brandas e com
reagentes menos toxicos em relagdo as reagdes usando cloretos de acido. O
procedimento de esterificagdo adaptado foi relatado pela primeira vez, em 1978, por

Wolfgang Steglich e Bernhard Neises, que empregaram o agente de acoplamento
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N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) e o catalisador 4-dimetilaminopiridina (DMAP),
Além do DCC, outros agentes de acoplamento podem ser empregados, como N,N*-
diisopropilcarbodiimida (DIC) (JORDAN et al,, 2021).

Em relagcdo a bioatividade apresentada por ésteres derivados do lupeol, é
possivel encontrar resultados promissores em ensaios bioldgicos. No estudo realizado
por Somensi e colaboradores (2020) foram observados os efeitos antioxidante e
inflamatdrio dos ésteres derivados de lupeol por meio de experimentos conduzidos
com camundongos Swiss. Entre os ésteres, destacou-se o estearato de lupeila, que
foi obtido com um rendimento de 86% (Figura 24, Pag. 106). Este éster, quando
administrado via oral, reduziu a formacdo de Uulceras gastricas, enquanto a
administracdo intraperitoneal atuou como anti-ulcerogénico. Esses resultados
sugeriram que a obtencao do estearato de lupeila aprimorou a atividade antiulcera do
lupeol e que esse composto deve exercer uma agao gastroprotetora devido a um
mecanismo de agéo diversificado (SOMENSI, et al., 2020).

Outro estudo, realizado por Malinowska e colaboradores, avaliou o efeito dos
esteres derivados de lupeol nas células da pele humana como potenciais agentes no
tratamento da cicatrizagdo de feridas. A atividade antioxidante desses compostos foi
determinada utilizando métodos in vitro, como DPPH, ABTS e FRAP. De acordo com
os resultados obtidos, o isonicotinato de lupeila (Figura 24, Pag. 106) mostrou-se
eficaz na protecao das proteinas contra oxidacao e foi o antioxidante mais eficaz na
reducao de radicais livres. O isonicotinato de lupeila foi obtido com um rendimento de
66% (MALINOWSKA et al., 2019, MALINOWSKA et al., 2021).

No estudo realizado por Sudhahar e colaboradores foi analisado o papel do
lupeol e de seu derivado, o éster linoleato de lupeila (Figura 24, Pag. 106), nas
anormalidades oxidativas e inflamatdrias em condigdes hipercolesterolémicas. Para o
teste, a hipercolesterolemia foi induzida em ratos albinos machos da raga Wistar,
alimentando-os com uma dieta rica em colesterol. O lupeol e o linoleato de lupeila
foram suplementados (50 mg/kg de peso corporal por dia) durante 15 dias. Como
resultado do teste, observou-se a diminuicdo do estresse oxidativo e a reversao do
estresse nitrosativo para quase a normalidade com a suplementacdo desses
triterpenos, demonstrando a melhoria das anormalidades oxidativas e inflamatdrias

nas condi¢des hipercolesterolémicas (SUDHAHAR et al., 2007).
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Figura 24: Estruturas dos ésteres derivados do lupeol e seus rendimentos: a)
estearato de lupeila b) isonicotinato de lupeila e c) linoleato de lupeila

2.2 OBJETIVOS
2.2.1 Objetivo geral

Realizar a sintese de derivados do lupeol visando a obtencdo de ésteres

inéditos que possam ter uma maior atividade bioldégica com relagdo ao precursor.

2.2.2 Objetivos especificos
- Sintetizar os derivados do lupeol por meio da esterificacdo de Steglich.
- Isolar os ésteres derivados do lupeol utilizando a cromatografia em coluna.

- Caracterizar os ésteres derivados do lupeol através dos métodos espectroscopicos
de RMN e IV.

- Direcionar os derivados do lupeol para os testes biologicos.
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2.3 METODOLOGIA

Os métodos gerais, tais como a preparagdo de cromatografias em camada
delgada (CCD) para o acompanhamento da reagdo, cromatografias em coluna (CC)
para a purificacao dos ésteres, e os métodos espectroscopicos de RMN e IV utilizados
na caracterizacao dos ésteres sintetizados, estao descritos na secao 1.3.1 Métodos

gerais do Capitulo 1.

Além disso, os métodos para os ensaios bioldégicos de avaliagao da atividade
citotoxica e atividade antifungica dos ésteres derivados do lupeol estdo descritos nas
secoes 1.3.10 Avaliagao de citotoxicidade dos compostos isolados das raizes de
S. eliptica e 1.3.11 Atividade antifungica de compostos isolados das raizes de S.

elliptica do Capitulo 1.

2.3.1 Procedimento geral para a preparacao dos ésteres derivados de lupeol

A um baldo de fundo redondo de 50 mL, foram adicionados o lupeol (x mmol),
acido carboxilico (y mmol), DMAP (z mmol) e 10,0 mL de diclorometano. Apés 10
minutos, adicionou-se DIC (w mol) ao meio reacional, a temperatura ambiente e sob
agitacdo magnética, por 24, 48 ou 72 horas. A reagao foi acompanhada por CCD. O
éster foi purificado por CC utilizando cloroférmio como eluente. As quantidades x, y, z

e w estdo descritas, a seguir, para cada éster obtido.
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2.3.1.1 Preparagao do 4-bromobenzoato de lupeila (EL01)

A obtencao do éster ELO1 foi realizada seguindo o procedimento geral 2.3.1.
Quantidades utilizadas: lupeol (100,0 mg; 0,23 mmol), acido 4-bromobenzoico (141,7
mg; 0,70 mmol), DMAP (7,40 mg; 0,06 mmol) e DIC (37 uL; 0,24 mol). Tempo: 24

horas. Rendimento: 72%.

(0]
33 s
34
310
37 23 24
35
Br 36

ELO1
Aspecto: solido branco
Faixa de fuséo (°C): 226 — 230
Formula molecular: Cs7Hs3BrO2

Massa molar (g/mol): 609,7330

RMN de "H (400 MHz, CDCls) 6/ppm: 7,89 (d, J = 8,6 Hz, 2H); 7,57 (d, J = 8,6 Hz, 2H);
4,71 (m, 2H); 4,57 (s, 1H); 2,35-2,42 (m, 1H); 1,87-1,98 (m, 1H); 1,70-1,78 (m, 3H);
1,69 (s, 3H); 1,06-1,68 (m, 15H); 1,05 (s, 3H); 0,99-1,04 (m, 2H); 0,98 (s, 3H); 0,96 (s,
3H); 0,92-0,95 (m, 1H); 0,91(s, 3H); 0,90 (s, 3H); 0,80-0,88 (m, 2H); 0,79 (s, 3H)
(Figura B1, Pag. 202)

RMN de 13C (100 MHz, CDCls) &/ppm: 165,7; 151,1; 131,8; 131,2; 130,0; 127,9; 109,5;
82,2; 55,6; 50,5; 48,4; 48,2; 43,1; 43,0; 41,0; 40,1; 38,5; 38,3; 38,2; 37,3; 35,7; 34,3;
30,0; 28,3; 27,6; 25,2; 23,9; 21,1; 19,4; 18,4; 18,1; 16,9; 16,3; 16,1; 14,7 (Figura B2,
Pag. 202)

DEPT-135 (100 MHz, CDCl3): Figura B3, Pag. 203

IV (v Max/cm™): 2946, 2862, 1718, 1640, 1592, 1456, 1390, 1276, 1112, 848 (Figura
B4, Pag. 203)
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2.3.1.2 Preparagao do 2-bromobenzoato de lupeila (EL02)

A obtencao do éster EL02 foi realizada seguindo o procedimento geral 2.3.1.
Quantidades utilizadas: lupeol (50,40 mg; 0,12 mmol), acido 2-bromobenzoico (71,10
mg; 0,35 mmol), DMAP (3,60 mg; 0,03 mmol) e DIC (18 uL; 0,12 mol). Tempo: 24

horas. Rendimento: 76%.

35

ELO2

Aspecto: solido branco
Faixa de fusédo (°C): 187— 191
Férmula molecular: Cs7Hs3BrO2

Massa molar (g/mol): 609,7330

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &/ppm: 7,68 (dd, J =7,6; 1,8 Hz, 1H); 7,58 (m, 1H); 7,28
(dt, J =7,5;1,4 Hz, 1H), 7,23 (dt, d = 7,6; 2,0 Hz, 1H); 4,69 (dd, J = 11,3; 4,9 Hz, 1H);
4,62 (s, 1H); 4,50 (s, 1H); 2,28-2,35 (m, 1H); 1,63-1,87 (m, 5H); 1,62 (s, 3H); 0,98-1,61
(m, 18H); 0,97 (s, 3H); 0,89 (s, 6H); 0,87(s, 3H); 0,82 (s, 3H); 0,73-0,81 (m, 1H); 0,72
(s, 3H) (Figura B5, Pag. 204)

RMN de '3C (100 MHz, CDCls) 6/ppm: 166,3; 151,1; 134,4; 133,3; 132,4; 131,2; 127,3;
121,6; 109,5; 83,0; 55,6; 50,5; 48,4, 48,2; 43,1; 43,0; 41,0; 40,1; 38,6; 38,2; 38,2; 37,3;
35,7; 34,3; 30,0; 28,3; 27,6; 25,2; 23,8; 21,1; 19,4; 18,4; 18,1; 17,0; 16,3; 16,1; 14,7
(Figura B6, Pag. 204)

DEPT-135 (100 MHz, CDCl3): Figura B7, Pag. 205

IV (v Max/cm'): 2940, 2866,1726, 1640, 1462, 1380, 1292, 1130, 968, 882, 742
(Figura B8, Pag. 205)
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2.3.1.3 Preparacgao do naproxenoato de lupeila (EL03)

A obtencdo do éster ELO3 foi realizada seguindo o procedimento geral 2.3.1,
Quantidades utilizadas: lupeol (120,0 mg; 0,28 mmol), naproxeno (360,0 mg; 1,57
mmol), DMAP (8,60 mg; 0,07 mmol) e DIC (44 pL; 0,28 mol). Tempo: 24 horas.

Rendimento: 61%.

Aspecto: sélido branco
Faixa de fusédo (°C): 220-221
Formula molecular: C44H6203

Massa molar (g/mol): 638,9770

RMN de "H (400 MHz, CDCI3) é/ppm: 7,70 (d, J = 2,3 Hz, 1H); 7,67 (m, 2H); 7,41 (dd,
J=8,5,1,7Hz; 1H); 7,13 (dd; J = 8,8, 2,5 Hz; 1H); 7,10 (d, J = 2,1 Hz; 1H); 4,68 (s,
1H); 4,56 (s, 1H); 4,44 (dd, J = 10,4; 5,7 Hz; 1H); 3,91 (s, 3H); 3,83 (q, J = 7,1 Hz;
1H); 2,33-2,40 (m, 1H); 1,85-1,96 (m, 1H); 1,67 (s, 3H); 1,57 (d, J = 7,2 Hz; 3H); 1,01-
1,55 (m, 26H); 1,00 (s, 3H); 0,91 (s, 3H); 0,81(s, 3H); 0,77 (s, 3H); 0,69 (s, 3H); 0,55
(s, 3H) (Figura B9, Pag. 206)

RMN de '3C (100 MHz, CDCl3) 6/ppm: 174,4; 157,7; 151,1; 136,2; 133,8; 129,4; 129,1;
127,1; 126,6; 126,1; 119,0; 109,5; 105,7; 81,3; 55,4; 55,4; 50,4; 48,4; 48,1; 46,1; 43,1;
43,0; 41,0; 40,1; 38,5; 38,2; 38,1; 37,2; 35,7; 34,3; 30,0; 27,7; 27,5; 25,2; 23,8; 21,1,
19,4; 18,3; 18,2; 18,1; 16,5; 16,3; 16,1; 14,6 (Figura B10, Pag. 206)

DEPT-135 (100 MHz, CDCls):(Figura B11, Pag. 207)

IV (v Max/cm™): 2936, 2872, 1726, 1636, 1606, 1456, 1384, 1192, 1028, 884, 812
(Figura B12, Pag. 207)
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2.3.1.4 Preparacgao do 3-iodobenzoato de lupeila (EL04)

A obtencéo do éster EL04 foi realizada seguindo o procedimento geral 2.3.1.
Quantidades utilizadas: lupeol (39,9 mg; 0,09 mmol), acido 3-iodobenzoico (69,7 mg;
0,28 mmol), DMAP (2,90 mg; 0,02 mmol) e DIC (15 pL; 0,10 mol). Tempo: 24 horas.
Rendimento: 76%.

Aspecto: solido branco
Faixa de fusédo (°C): 221-224
Formula molecular: Cs7Hs3l02

Massa molar (g/mol): 656,7335

RMN de "H (400 MHz, CDCls) &/ppm: 8,35 (s, 1H); 7,99 (d, J = 7,7 Hz, 1H); 7,87 (d, J
= 7,8 Hz, 1H); 7,18 (t, J = 7,8 Hz, 1H): 4,70 (m, 2H); 4,58 (s, 1H); 2,42-2,35 (m, 1H);
1,98-1,87 (m, 1H); 1,74 (m, 2H): 1,54-1,11 (m, 11H); 1,69 (s, 3H); 1,05 (s, 3H); 0,99 (s,
3H); 0,96 (s, 3H); 0,91 (s, 6H); 0,80 (s, 3H) (Figura B13, Pag. 208)

RMN de "3C (100 MHz, CDCl3) 6/ppm: 164,9; 151,1; 141,7; 138,6; 133,0; 130,2; 128,8;
109,5; 94,0; 82,3; 55,6; 50,5; 48,4; 48,1; 43,1; 43,0; 41,0; 40,1; 38,5; 38,3; 38,2; 37,3;
35,7; 34,3; 30,0; 28,3; 27,6; 25,2; 23,9; 21,1; 19,4; 18,4; 18,2; 16,9; 16,3; 16,1; 14,7
(Figura B14, Pag. 208)

DEPT-135 (100 MHz, CDCls): Figura B15, Pag. 209

IV (v Max/cm™"): 3062, 2940, 2858, 1714, 1636, 1458, 1384, 1266, 1120, 966, 882,
744, 702 (Figura B16, Pag. 209)
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2.3.1.5 Preparacgao do 10-undecinoato de lupeila (EL05)

A obtencao do éster ELO5 foi realizada seguindo o procedimento geral 2.3.1.
Quantidades utilizadas: lupeol (122,8 mg; 0,28 mmol), acido 10-undecinoico (154,0
mg; 0,84 mmol), DMAP (8,80 mg; 0,07 mmol) e DIC (44 uL; 0,28 mol). Tempo: 24

horas. Rendimento: 80%.

39 37

\
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41 38

Aspecto: solido branco

Faixa de fusédo (°C): 91-92

Formula molecular: C41HesO2

Massa molar (g/mol): 590,9770

RMN de "H (400 MHz, CDCI3) &/ppm: 4,68 (s, 1H); 4,57 (s, 1H); 4,47 (dd, J=10,7; 5,5
Hz, 1H); 2,41-2,34 (m, 1H); 2,29 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 2,17 (dt, J = 7,1; 2,7 Hz, 2H); 1,93
(t, J = 2,7, 1H); 1,68 (s, 3H); 1,04-1,67 (m, 36H); 1,03 (s, 3H); 0,94 (s, 3H); 0,85 (s,
3H); 0,84 (s, 6H); 0,79 (s, 3H) (Figura B17, Pag. 210)

RMN de C (100 MHz, CDCIs) &/ppm: 173,8; 151,1; 109,5; 84,8; 80,8; 68,2; 55,5;
50,5; 48,4; 48,1; 43,1; 43,0; 41,0; 40,1; 38,5; 38,2; 38,0; 37,2; 35,7; 34,9; 34,3; 30,0;
29,0; 29,2; 29,2; 28,8; 28,6; 28,1; 27,6; 25,3; 25,2; 23,9; 21,1; 19,4; 18,5; 18,3; 18,1;
16,7; 16,3; 16,1; 14,6 (Figura B18, Pag. 210)

DEPT-135 (100 MHz, CDCls): Figura B19, Pag. 211

IV (v Max/cm™"): 3310, 2936, 2858, 1730, 1642, 1458, 1382, 632 (Figura B20, P4g.
211)
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2.3.1.6 Preparacgao do 4-pentinonato de lupeila (EL06)

A obtencéo do éster ELO06 foi realizada seguindo o procedimento geral 2.3.1.
Quantidades utilizadas: lupeol (40,0 mg, 0,09 mmol), acido 4-pentinoico (28,3 mg, 0,28
mmol), DMAP (2,86 mg, 0,02 mmol) e DIC (15 pL, 0,10 mol). Tempo: 48 horas.

Rendimento: 14%.

Aspecto: solido branco

Faixa de fusdo (°C): 124-126

Formula molecular: C3sHs402

Massa molar (g/mol): 506,8150

RMN de "H (400 MHz, CDCI3) &/ppm: 4,68 (s, 1H); 4,57 (s, 1H); 4,51 (dd, J = 10,0; 6,1
Hz, 1H); 2,57-2,48 (m, 4H); 2,41-2,34 (m, 1H); 1,97 (t, J = 2,4 Hz; 1H); 1,68 (s, 3H);
1,67-1,02 (m, 24H); 1,03 (s, 3H); 0,94 (s, 3H); 0,85 (s, 6H); 0,84 (s, 3H); 0,79 (s, 3H)
(Figura B21, Pag. 212)

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) &/ppm: 171,6; 151,1; 109,5; 82,8; 81,5; 69,1; 55,5;
50,4; 48,4; 48,1; 43,1; 42,9; 41,0; 40,1; 38,5; 38,2; 38,0; 37,2; 35,7; 34,3; 34,0; 29,9;
28,1; 27,6; 25,2; 23,8; 21,1; 19,4; 18,3; 18,1; 16,7; 16,3; 16,1; 14,7; 14,6 (Figura B22,
Pag. 212)

DEPT-135 (100 MHz, CDCls): Figura B23, Pag. 213

IV (v Max/cm™): 3308, 2936, 2860, 1732, 1640, 1458, 1380, 636 (Figura B24, Pag.
213)
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2.3.1.7 Preparacgao do 3-tiofenoato de lupeila (EL07)

A obtencao do éster ELO7 foi realizada seguindo o procedimento geral 2.3.1.
Quantidades utilizadas: lupeol (40,0 mg, 0,09 mmol), acido 3-tiofenoico (36,0 mg, 0,28
mmol), DMAP (2,9 mg, 0,02 mmol) e DIC (15 pL, 0,10 mol). Tempo: 24 horas.

Rendimento: 71%.

Aspecto: solido branco
Faixa de fusédo (°C): 234-240
Formula molecular: CssHs202S

Massa molar (g/mol): 536,8590

RMN de "H (400 MHz, CDCls) 8/ppm: 8,08 (s, 1H); 7,52 (d, J = 4,8 Hz, 1H); 7,30 (m,
1H); 4,67 (m, 2H); 4,58 (s, 1H); 2,42-2,35 (m, 1H); 1,98-1,87(m, 1H); 1,75-1,72 (m,
2H); 1,67-1,10 (m, 21H); 1,69 (s, 3H); 1,05 (s, 3H): 0,96 (s, 6H); 0,91 (s, 3H); 0,89 (s,
3H); 0,79 (s, 3H) (Figura B25, Pag. 214)

RMN de '3C (100 MHz, CDCls) &/ppm: 162,6; 151,0; 134,5; 132,3; 127,9; 125,9; 109,4;
81,3; 55,4; 50,4; 48,3; 48,0; 43,0; 42,9; 40,9; 40,0; 38,4 38,1; 38,1; 37,1; 35,6; 34,2;
29,9; 28,1; 27,5; 25,1; 23,8; 21,0; 19,3; 18,2; 18,0; 16,8; 16,2; 16,0; 14,5 (Figura B26,
Pag. 214)

DEPT-135 (100 MHz, CDCls): Figura B27, Pag. 215

IV (v Max/cm™): 2942, 2864, 1712, 1640, 1524, 1456, 1384, 1260, 1198, 1102, 972,
880, 748 (Figura B28, Pag. 215)
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2.3.1.8 Preparacgao do 2-indolato de lupeila (EL08)

A obtencao do éster ELO08 foi realizada seguindo o procedimento geral 2.3.1.
Quantidades utilizadas: lupeol (120,1 mg; 0,28 mmol), acido 2-indoloico (136,0 mg;
0,84 mmol), DMAP (8,60 mg; 0,07 mmol) e DIC (44 uL; 0,28 mol). Tempo: 24 horas.
Rendimento: 38%.

Aspecto: sélido branco
Faixa de fusao (°C): 266-269
Formula molecular: CagHssNO2

Massa molar (g/mol): 569,8740

RMN de "H (400 MHz, CDCls) &/ppm: 8,92 (s, 1H): 7,68 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 7,42 (d, J
= 8,3 Hz, 1H); 7,31 (t, J = 7,6 Hz, 1H); 7,20 (s,1H); 7,15 (t, J = 7,5 Hz, 1H); 4,72 (m,
2H): 4,58 (s, 1H); 2,42-2,35 (m, 1H); 1,98-1,87 (m, 1H); 1,78-1,76 (m, 3H); 1,70 (s,
3H); 1,71-1,05 (m, 20H); 1,06 (s, 3H); 1,01 (s, 3H); 0,96 (s, 3H); 0,94 (s, 3H); 0,91 (s,
3H); 0,80 (s, 3H) (Figura B29, Pag. 216)

RMN de 3C (100 MHz, CDCl3) 6/ppm: 161,9; 151,0; 136,8; 128,0; 127,5; 125,3; 122,5;
120,8; 111,8; 109,4; 108,4; 81,8; 55,5; 50,4; 48,3; 48,0; 43,0; 42,9; 40,9; 40,0; 38,4;
38,2; 38,1; 37,1; 35,6; 34,2; 29,9; 28,1; 27,5; 25,1; 23,9; 21,0; 19,3; 18,2; 18,0; 16,8;
16,2; 16,0; 14,5 (Figura B30, Pag. 216)

DEPT-135 (100 MHz, CDCls): Figura B31, Pag. 217

IV (v Max/cm™): 3456, 2944, 2862, 1706, 1640, 1534, 1454, 1382, 1238, 1190, 1104,
976, 882, 746 (Figura B32, Pag. 217)
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2.3.1.9 Preparacgao do a-metilcinamato de lupeila (EL09)

A obtencdo do éster EL09 foi realizada seguindo o procedimento geral 2.3.1.
Quantidades utilizadas: lupeol (123,9 mg, 0,29 mmol), acido a-metilcinamico (136,8
mg, 0,84 mmol), DMAP (8,9 mg, 0,07 mmol) e DIC (44 L, 0,28 mol). Tempo: 48 horas.
Rendimento: 26%.

35

Aspecto: solido branco
Faixa de fusao (°C): 209-212

Formula molecular: C4oHs802

Massa molar (g/mol): 570,9020

RMN de "H (400 MHz, CDCls) &lppm: 7,67 (s, 1H); 7,39 (d, J = 4,4 Hz, 4H); 7,32 (qd,
J =87; 4,5 Hz, 1H); 4,69 (s, 1H); 4,59 (m, 2H); 2,42-2,35 (m, 1H); 2,11 (d, J = 1,4;
3H); 1,98-1,87 (m, 2H); 1,76-1,72 (m, 3H); 1,69 (s, 3H); 1,67-1,07 (m, 19H); 1,05 (s,
3H): 0,96 (s, 3H); 0,94 (s, 3H): 0,91 (s, 3H); 0,89 (s, 3H); 0,79 (s, 3H) (Figura B33,
Pag. 218)

RMN de '3C (100 MHz, CDCls) 6/ppm: 168,6; 151,1; 138,6; 136,2; 129,8; 129,3; 128,5;
128,3; 109,5; 81,7; 55,6; 50,5; 48,4, 48,2; 43,2; 43,0; 41,0; 40,2; 38,5; 38,3; 38,2; 37,3;
35,7; 34,4; 30,0; 28,3; 27,6; 25,3; 23,9; 21,1; 19,4; 18,4; 18,2; 16,9; 16,3; 16,1; 14,7;
14,2 (Figura B34, Pag. 218)

DEPT-135 (100 MHz, CDCls): Figura B35, Pag. 219

IV (v Max/cm™): 2940, 2858, 1704, 1636, 1450, 1384, 1258, 1118, 970, 880, 764, 694
(Figura B36, Pag. 219)
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2.3.1.10 Preparagao do 2,4-difluorobenzoato de lupeila (EL10)

A obtencao do éster EL10 foi realizada seguindo o procedimento geral 2.3.1.
Quantidades utilizadas: lupeol (50,8 mg, 0,12 mmol), acido 2,4-difluorobenzoico (56,5
mg, 0,36 mmol), DMAP (3,6 mg, 0,03 mmol) e DIC (18 uL; 0,12 mol). Tempo: 24 horas.
Rendimento: 79%.

Aspecto: sélido branco
Faixa de fusado (°C): 238-239
Férmula molecular: Cs7Hs2F20:2

Massa molar (g/mol): 566,8178

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6/ppm: 7,97 (q, J = 8,3 Hz,1H); 6,92 (t, J = 7,3 Hz, 1H);
6,86 (t, J=9,8, 1H); 4,71 (m, 2H); 4,57 (s, 1H); 2,42-2,35 (m, 1H); 1,98-1,73 (m, 4H);
1,69 (s, 3H); 1,67-1,08 (m, 20H); 1,05 (s, 3H); 0,96 (s, 6H); 0,93 (s, 3H); 0,89 (s, 3H);
0,79 (s, 3H) (Figura B37, Pag. 220)

RMN de *C (100 MHz, CDCIs) &/ppm: 163,5; 151,0; 133,9; 133,9; 111,6; 111,6; 111,4;
111,4; 109,4; 105,5; 105,2; 104,9; 82,6; 55,4; 50,4; 48,3; 48,0; 43,0; 42,9; 40,9; 40,0;
38,4; 38,1; 37,1; 35,6; 34,2; 29,8; 28,0; 27,5; 25,1; 23,7; 21,0; 19,3; 18,3; 18,0; 16,7;
16,2; 16,0; 14,6 (Figura B38, Pag. 220)

DEPT-135 (100 MHz, CDCls): Figura B39, Pag. 221

IV (v Max/cm™'): 3068, 2942, 2862, 1712, 1612, 1456, 1384, 1288, 1124, 970, 882, 768
(Figura B40, Pag. 221)
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2.3.1.11 Preparagao do 1-naftoato de lupeila (EL11)

A obtencéo do éster EL11 foi realizada seguindo o procedimento geral 2.3.1.
Quantidades utilizadas: lupeol (51,3 mg, 0,12 mmol), acido naftoico (64,2 mg, 0,37
mmol), DMAP (3,67 mg; 0,03 mmol) e DIC (18 pL; 0,12 mol). Tempo: 48 horas.
Rendimento: 30%.

Aspecto: sdlido branco
Faixa de fusado (°C): 214-216
Férmula molecular: C41Hs602

Massa molar (g/mol): 580,8970

RMN de "H (400 MHz, CDCls) &/ppm: 8,95 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 8,17 (d, J = 7,2 Hz, 1H);
8,00 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 7,87 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 7,60 (m, 1H): 7,51 (m, 2H); 4,85 (dd,
J=11,4; 4,4 Hz, 1H); 4,70 (s, 1H); 4,58 (s, 1H); 2,43-2,36 (m, 1H); 1,98-1,74 (m, 5H);
1,57-1,10 (m, 19H)1,70 (s,3H); 1,06 (s, 3H); 1,01 (s, 3H); 1,00 (s, 3H); 0,98 (s, 3H);
0,92 (s, 3H): 0,80 (s, 3H) (Figura B41, Pag. 222)

RMN de '3C (100 MHz, CDCls) 6/ppm: 167,3; 151,0; 133,9; 133,1; 131,5; 129,8; 128,5;
128,0; 127,6; 126,1; 125,9; 124,5; 109,4; 81,8; 55,6; 50,4; 48,3; 48,0; 43,0; 42,9; 40,9;
40,0; 38,5; 38,2; 38,1; 37,2; 35,6; 34,2; 29,9; 28,2; 27,5; 25,1; 23,9; 21,0; 19,3; 18,3;
18,0; 17,0; 16,2; 16,0; 14,6 (Figura B42, Pag. 222)

DEPT-135 (100 MHz, CDCls): Figura B43, Pag. 223

IV (v Max/cm'): 3066, 2940, 2868, 1710, 1640, 1454, 1380, 1278, 1246, 1196, 1134,
916, 882, 778 (Figura B44, Pag. 223)
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2.3.1.12 Preparagao do 5-clorosalicilato de lupeila (EL12)

A obtencdo do éster EL12 foi realizada seguindo o procedimento geral 2.3.1.
Quantidades utilizadas: lupeol (51,0 mg, 0,12 mmol), acido 5-clorosalicilico (61,0 mg,
0,35 mmol), DMAP (3,65 mg; 0,03 mmol) e DIC (18 pL; 0,12 mol). Tempo: 72 horas.

Rendimento: 15%.

35 OH 23 24

Aspecto: sdlido branco
Faixa de fusao (°C): 260-261
Férmula molecular: C37Hs3ClO3

Massa molar (g/mol): 581,2780

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &/ppm: 10,89 (s, 1H); 7,74 (s, 1H); 7,38 (d, J = 8,8 Hz,
1H); 6,93 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 4,76 (dd, J = 9,3; 6,4 Hz;1H); 4,69 (s, 1H); 4,58 (s, 1H);
2,42-2.35 (m, 1H); 1,95-1,74 (m, 5H); 1,58-1,19 (m, 19H); 1,69 (s,3H); 1,06 (s, 3H);
1,00 (s, 3H); 0,96 (s, 3H); 0,92 (s, 3H); 0,91 (s, 3H); 0,80 (s, 3H) (Figura B45, Pag.
224)

RMN de '3C (100 MHz, CDCls) 6/ppm: 169,0; 160,3; 151,0; 135,4; 129,0; 123,8; 119,2;
114,0; 109,4; 83,1; 55,5; 50,4; 48,3; 48,0; 43,0; 42,9; 40,9; 40,0; 38,4; 38,2; 38,0; 37,1,
35,6; 34,2; 29,9; 28,1; 27,5; 25,1; 23,7; 21,0; 19,3; 18,2; 18,0; 16,8; 16,2; 16,0; 14,5
(Figura B46, Pag. 224)

DEPT-135 (100 MHz, CDCls): Figura B47, Pag. 225

IV (v Max/cm): 2942, 2860, 1670, 1610, 1472, 1358, 1288, 1206, 1104, 968, 884, 724
(Figura B48, Pag. 225)
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2.3.1.13 Preparagao do 4-nitrobenzoato de lupeila (EL13)

A obtencéao do éster EL13 foi realizada seguindo o procedimento geral 2.3.1.
Quantidades utilizadas: lupeol (50,8 mg, 0,12 mmol), acido 4-nitrobenzoico (60,7 mg,
0,36 mmol), DMAP (3,63 mg, 0,03 mmol) e DIC (18 pL; 0,12 mol). Tempo: 24 horas.
Rendimento: 69%.

Aspecto: solido amarelado
Faixa de fusado (°C): 253-256
Formula molecular: Cs7Hs3NO4

Massa molar (g/mol): 575,8340

RMN de "H (400 MHz, CDCl3) &/ppm: 8,28 (d, J = 8,1 Hz, 2H); 8,20 (d, J = 7,9 Hz, 2H);
4,76 (m, 1H); 4,70 (s, 1H); 4,58 (s, 1H); 2,42-2,35 (m, 1H); 1,98-1,74 (m, 5H); 1,69 (s,
3H): 1,68-1,05 (m, 19H); 1,06 (s, 3H); 1,01 (s, 3H); 0,97 (s, 3H); 0,93 (s, 3H); 0,91 (s,
3H): 0,80 (s, 3H) (Figura B49, Pag. 226)

RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) &/ppm: 164,4; 151,0; 150,4; 136,4; 130,6; 123,5; 109,4;
83,0; 55,4; 50,4; 48,3; 48,0; 43,0; 42,9; 40,9; 40,0; 38,4; 38,2; 38,0; 37,1; 35,6; 34,2;
29,8; 28,2; 27,5; 25,1; 23,7; 21,0; 19,3; 18,2; 18,0; 16,8; 16,2; 16,0; 14,5 (Figura B50,
Pag. 226)

DEPT-135 (100 MHz, CDCIs): (Figura B51, Pag. 227)

IV (v Max/cm™): 3070, 2938, 2868, 1720, 1640, 1524, 1454, 1382, 1280, 1118, 880
(Figura B52, Pag. 227)
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2.3.1.14 Preparagao do nicotinato de lupeila (EL14)

A obtencdo do éster EL14 foi realizada seguindo o procedimento geral 2.3.1.
Quantidades utilizadas: lupeol (120,1 mg, 0,28 mmol), acido nicotinico (183,86 mg,
1,49 mmol), DMAP (8,59 mg, 0,07 mmol) e DIC (44 uL; 0,28 mol). Tempo: 24 horas.
Rendimento: 83%.

Aspecto: solido branco
Faixa de fuséo (°C): 259-262
Formula molecular: CssHs3sNO2

Massa molar (g/mol): 531,8250

RMN de "H (400 MHz, CDCls) 8/ppm: 9,23 (s, 1H); 8,77 (m, 1H); 8,33 (d, J = 7,8 Hz,
1H); 7,43 (m, 1H); 4,76 (m, 1H); 4,70 (s, 1H): 4,58 (s, 1H); 2,42-2,35 (m, 1H); 2,04-
1,72 (m, 9H); 1,69 (s, 3H); 1,54-1,19 (m, 15H); 1,06 (s, 3H); 1,00 (s, 3H); 0,97 (s, 3H);
0,93 (s, 3H): 0,91 (s, 3H); 0,80 (s, 3H) (Figura B53, Pag. 228)

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) &6/ppm: 164,8; 152,7; 151,0; 150,4; 137,6; 127,1; 123,5;
109,4; 82,6; 55,5; 50,4; 48,3; 48,0; 43,0; 42,9; 40,9; 40,0; 38,4, 38,2; 38,1; 37,1; 35,6;
34,2; 29,9; 28,2; 27,5; 25,1; 23,8; 21,0; 19,3; 18,2; 18,0; 16,8; 16,2; 16,0; 14,6 (Figura
B54, Pag. 228)

DEPT-135 (100 MHz, CDCls): (Figura B55, Pag. 229)

IV (v Max/cm™'): 2938, 2868, 1716, 1640, 1454, 1382, 1284, 1196, 1122, 968, 882, 740
(Figura B56, Pag. 229)
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2.3.1.15 Preparacgao do 4-metiltiazol-5-ato de lupeila (EL15)

A obtencéao do éster EL15 foi realizada seguindo o procedimento geral 2.3.1,
Quantidades utilizadas: lupeol (41,6 mg, 0,10 mmol), acido 4-metiltiazol-5-oico (40,7
mg, 0,28 mmol), DMAP (2,98 mg, 0,02 mmol) e DIC (15 pL; 0,10 mol). Tempo: 72

horas. Rendimento: 8%.

Aspecto: solido branco
Faixa de fuséo (°C): 219-222

Formula molecular: C3sHssNO2S

Massa molar (g/mol): 551,8740

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 8/ppm: 8,76 (s, 1H); 4,67 (m, 2H); 4,57 (s, 1H); 2,78 (s,
3H); 2,42-2,35 (m, 1H); 1,98-1,73 (m, 5H): 1,59 (s, 3H); 1,53-1,07 (m, 19H); 1,05 (s,
3H); 0,96 (s, 3H); 0,94 (s, 3H); 0,92 (s, 3H); 0,89 (s, 3H): 0,79 (s, 3H) (Figura B57,
Pag. 230)

RMN de '3C (100 MHz, CDCls) &/ppm: 162,0; 160,1; 155,1; 154,8; 151,0; 109,4; 82,7;
55,4; 50,4; 48,3; 48,0; 43,0; 42,9; 40,9; 40,0; 38,4; 38,1; 38,1; 37,1; 35,6; 34,2; 29,8;
28,1; 27,5; 25,1; 23,9; 21,0; 19,3; 18,2; 18,0; 17,4: 16,8 16,2; 16,0; 14,6 (Figura B58,
Pag. 230)

DEPT-135 (100 MHz, CDCl3): Figura B59, P4g. 231

IV (v Max/cm'): 2938, 2856, 1716, 1638, 1458, 1374, 1276, 1228, 1086, 966, 878, 758
(Figura B60, Pag. 231)
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2.3.1.16 Preparagao do 2-bromo-5-metoxibenzoato de lupeila (EL16)

A obtencao do éster EL16 foi realizada seguindo o procedimento geral 2.3.1.
Quantidades utilizadas: lupeol (50,5 mg, 0,12 mmol), acido 2-bromo-5-metoxibenzoico
(81,3 mg, 0,35 mmol), DMAP (3,61 mg, 0,03 mmol) e DIC (18 uL; 0,12 mol). Tempo:
24 horas. Rendimento: 76%.

EL16

Aspecto: solido branco

Faixa de fusao (°C): 190-191
Formula molecular: CssHssBrOs
Massa molar (g/mol): 639,7590

RMN de "H (400 MHz, CDCl3) &/ppm: 7,51 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 7,29 (d, J = 3,1 Hz, 1H);
6,87 (dd, J = 8,8; 3,1 Hz, 1H); 4,75 (dd, J = 11,2; 4,9 Hz, 1H); 4,69 (s, 1H); 4,57 (s,
1H); 3,81 (s, 3H); 2,42-2,35 (m, 1H); 1,98-1,71 (m, 6H); 1,69 (s, 3H): 1,67-1,07 (m,
18H); 1,05 (s, 3H); 0,96 (s, 6H); 0,94 (s, 3H); 0,89 (s, 3H): 0,79 (s, 3H) (Figura B61,
Pag. 232)

RMN de '3C (100 MHz, CDClz) &/ppm: 165,9; 158,5; 150,9; 135,0; 133,7; 118,4; 116,4;
111,7; 109,4; 83,0; 55,6; 55,5; 50,3; 48,3; 48,0; 43,0; 42,9; 40,9; 40,0; 38,4; 38,1; 38,0;
37,1; 35,6; 34,2; 29,8; 28,2; 27,4; 25,1; 23,7; 21,0; 19,3; 18,2; 18,0; 16,9; 16,2; 16,0;
14,6 (Figura B62, Pag. 232)

DEPT-135 (100 MHz, CDCls): Figura B63, Pag. 233

IV (v Max/cm™): 3068, 2940, 2872, 1726, 1698, 1464, 1386, 1284, 1140, 1110, 966,
886, 774 (Figura B64, Pag. 233)
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2.3.1.17 Preparagao do 3,5-bis(trifluorometil)benzoato de lupeila (EL17)

A obtencao do éster EL17 foi realizada seguindo o procedimento geral 2.3.1.

Quantidades  utilizadas: lupeol (53,0 mg, 0,12 mmol), acido 3,5-
bis(trifluorometil)benzoico (94,0 mg, 0,36 mmol), DMAP (3,79 mg, 0,03 mmol) e DIC
(18 uL; 0,12 mol). Tempo: 24 horas. Rendimento: 61%.

29

EL17

Aspecto: solido branco
Faixa de fusado (°C): 246-248
Formula molecular: CagHs2FsO2

Massa molar (g/mol): 666,8334

RMN de 'H (400 MHz, CDClIs) 6/ppm: 8,46 (s, 2H); 8,05 (s, 1H); 4,80 (m, 1H); 4,70 (s,
1H); 4,58 (s, 1H); 2,42-2,36 (m, 1H); 1,98-1,74 (m, 5H); 1,70 (s, 3H); 1,70-1,05 (m,
19H); 1,06 (s, 3H); 1,01 (s, 3H); 0,97 (s, 3H); 0,93 (s, 3H); 0,92 (s, 3H); 0,80 (s, 3H)
(Figura B65, Pag. 234)

RMN de "3C (100 MHz, CDCls) 8/ppm: 163,6; 151,0; 133,2; 132,7; 132,3; 132,0; 131,7;
129,6; 126,2; 124,3; 121,6; 109,4; 83,4; 55,4; 50,4; 48,3; 48,0; 43,0; 42,9; 40,9; 40,0;
38.,4; 38,2; 38,1; 37,2; 35,6; 34,2; 29,9; 28,2; 27,5; 25,1; 23,8; 21,0; 19,3; 18,2; 18,0;
16,8; 16,2; 16,0; 14,6 (Figura B66, Pag. 234)

DEPT-135 (100 MHz, CDCls): Figura B67, Pag. 235

IV (v Max/cm™): 3078, 2948, 2870, 1730, 1624, 1458, 1386, 1278, 1176, 1148, 964,
882, 768 (Figura B68, Pag. 235)
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2.3.1.18 Preparagao do 2-hidroxi-5-metoxibenzoato de lupeila (EL18)

A obtencdo do éster EL18 foi realizada seguindo o procedimento geral 2.3.1.
Quantidades utilizadas: lupeol (40,0 mg, 0,09 mmol), acido 2-hidroxi-5-
metoxibenzoico (47,3 mg, 0,28 mmol), DMAP (2,86 mg, 0,02 mmol) e DIC (15 pL; 0,10

mol). Tempo: 72 horas. Rendimento: 4%.

OCH,

EL18

Aspecto: solido branco
Faixa de fusado (°C): 240-244
Formula molecular: CssHssO4

Massa molar (g/mol): 576,8620

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &/ppm: 10,51 (s, 1H); 7,30 (s, 1H); 7,06 (m, 1H); 6,93
(m, 1H): 4,72 (m, 2H): 4,57 (s, 1H); 3,78 (s, 3H); 2,44-2,33 (m, 1H); 1,88-1,69 (m, 6H);
1,69 (s, 3H); 1,56-1,05 (m, 18H); 1,05 (s, 3H); 1,00 (s, 3H); 0,96 (s, 3H); 0,91 (s, 6H);
0,79 (s, 3H) (Figura B69, P4ag. 236)

RMN de "3C (100 MHz, CDCls) 8/ppm: 169,6; 156,1; 151,9; 151,0; 123,1; 118,4; 112,5;
109,4; 82,5; 55,8; 55,4; 50,35; 48,3; 48,0; 43,0; 42,9; 40,9; 40,0; 38,4; 38,2; 38,0; 37,1;
35,6; 34,2; 29,8; 28,2; 27,4; 25,1; 23,7; 21,0; 19,3; 18,2; 18,0; 16,8; 16,2; 16,0; 14,5
(Figura B70, Pag. 236)

DEPT-135 (100 MHz, CDCIs): Figura B71, Pag. 237

IV (v Max/cm™): 2938, 2864, 1676, 1618, 1456, 1380, 1282, 1230, 974, 890, 760
(Figura B72, Pag. 237)
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2.3.1.19 Preparagao do 2,4-diclorofenoxiacetato de lupeila (EL19)

A obtencao do éster EL19 foi realizada seguindo o procedimento geral 2.3.1.
Quantidades utilizadas: lupeol (40,0 mg, 0,09 mmol), acido 2,4-diclorofenoxiacético
(64,2 mg, 0,29 mmol), DMAP (2,86 mg, 0,02 mmol) e DIC (15 uL; 0,10 mol). Tempo:
48 horas. Rendimento: 36%.

Aspecto: solido branco
Faixa de fuséo (°C): 210-211
Férmula molecular: CzsHs4Cl203

Massa molar (g/mol): 629,7470

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &/ppm: 7,39 (d, J = 2,5 Hz, 1H); 7,16 (dd, J = 8,8; 2,5
Hz, 1H); 6,76 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 4,68 (m, 3H); 4,57 (m, 2H); 2,41-2,34 (m, 1H); 1,97-
1,86 (m, 1H); 1,68 (s, 3H); 1,68-1,01 (m, 23H); 1,02 (s, 3H); 0,93 (s, 3H); 0,84 (s, 3H);
0,79 (s, 3H): 0,78 (s, 3H); 0,77 (s, 3H) (Figura B73, Pag. 238)

RMN de '3C (100 MHz, CDClz) &/ppm: 167,9; 152,4; 150,9; 130,3; 127,5; 126,8; 124,1;
114,2; 109,4; 82,9; 66,4; 55,3; 50,3; 48,3; 48,0; 43,0; 42,8; 40,8; 40,0; 38,3; 38,0; 37,8;
37,0; 35,6; 34,2; 29,8; 27,9; 27,4; 25,1; 23,6; 20,9; 19,3; 18,2; 18,0; 16,3; 16,1; 16,0;
14,5 (Figura B74, Pag. 238)

DEPT-135 (100 MHz, CDCls): Figura B75, Pag. 239

IV (v Max/cm™'): 2946, 2862, 1748, 1640, 1478, 1288, 1206, 1382, 1080, 964, 880, 758
(Figura B76, Pag. 239)
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2.3.1.20 Preparagao do benzoato de lupeila (EL20)

A obtencdo do éster EL20 foi realizada seguindo o procedimento geral 2.3.1.
Quantidades utilizadas: lupeol (200,0 mg, 0,47 mmol), acido benzoico (171 mg, 1,40
mmol), DMAP (14,31 mg, 0,12 mmol) e DIC (73 pL; 0,47 mol). Tempo: 48 horas.
Rendimento: 25%.

Aspecto: solido branco
Faixa de fusado (°C): 242-245
Férmula molecular: Cs7Hs402

Massa molar (g/mol): 530,8370

RMN de "H (600 MHz, CDCls) &/ppm: 8,04 (d, J = 8,0 Hz, 2H): 7,54 (t, J = 7,4 Hz, 1H);
7,43 (t, J=7,7 Hz, 2H); 4,72 (dd; J = 11,4; 5,0 Hz, 1H); 4,70 (s, 1H); 4,58 (s, 1H); 2,41-
2,36 (m, 1H); 1,96-1,89 (m, 1H); 1,80-1,71 (m, 3H): 1,69 (s, 3H): 1,67-1,08 (m,H); 1,05
(s, 3H); 1,00 (s, 3H); 0,97 (s, 3H); 0,93 (s, 3H); 0,91 (s, 3H): 0,80 (s, 3H) (Figura B77,
Pag. 240)

RMN de C (150 MHz, CDCls) &/ppm: 166,31; 150,98; 132,69; 131,02; 129,53;
128,31; 109,37; 81,64; 55,46; 50,36; 48,30; 48,02; 43,01; 42,86; 40,89; 40,01; 38,41;
38,21; 38,06; 37,15; 35,59; 34,23; 29,85; 28,13; 27,46; 25,12; 23,77; 20,98; 19,30;
18,24; 18,02; 16,80; 16,21; 16,01; 14,56 (Figura B78, Pag. 240)

DEPT-135 (100 MHz, CDCls): Figura B79, Pag. 241

IV (v Max/cm™): 3070, 2942, 2862, 1712, 1452, 1384, 1280, 1110, 970, 708 (Figura
B8O, Pag. 241)
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Caracterizagcao dos ésteres sintetizados

No preparo dos ésteres derivados do lupeol, foram empregados o catalisador
DMAP juntamente com o agente de acoplamento DIC. A reagao ocorreu a temperatura
ambiente, e o diclorometano foi utilizado como solvente. A partir da disponibilidade,
diferentes acidos carboxilicos foram utilizados para a obtengdo dos correspondentes
ésteres derivados do lupeol (EL01-EL20), sendo os acidos, respectivamente: acido 4-
bromobenzoico, acido 2-bromobenzoico, naproxeno, acido 3-iodobenzoico, acido 10-
undecinoico, acido 4-pentinoico, acido tiofeno-3-carboxilico, acido indol-2-carboxilico,
acido a-metilcindmico, acido 2,4-difluorobenzoico, acido 1-naftoico, acido 5-
clorosalicilico, acido 4-nitrobenzoico, acido nicotinico, acido 4-metiltiazol-5-oico, acido
2-bromo-5-metoxibenzoico, acido 3,5-bis(trifluorometil)benzoico, acido 2-hidroxi-5-
metoxibenzoico, acido 2,4-diclorofenoxiacético e acido benzoico (Figura 25, Pag.
129). Os produtos desejados foram obtidos com rendimentos que variaram entre 4 e
83%.
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Figura 25: Esterificagdo de Steglish para obtencao de derivados do lupeol.
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O mecanismo proposto para a esterificagao de Steglish encontra-se na Figura
26. E possivel observar no mecanismo que, na primeira etapa, ocorre uma reacio
acido-base entre o acido carboxilico e o DMAP, resultando na formagado do anion
carboxilato. Esse anion, em uma adi¢ao nucleofilica, reage com o DIC, formando o
intermediario | (O-acilureia). Em seguida, esse intermediario, em uma adi¢ao
nucleofilica, reage com o DMAP, formando um intermediario tetraédrico Il, seguido da
formagdo de uma amida intermediaria lll, juntamente com a eliminagdo do derivado
de ureia. Essa amida reage com o alcool em uma adi¢ao nucleofilica, formando o éster
e regenerando o DMAP (VALIULIN, 2020; HASSNER e ALEXANIAN, 1978; NEISES
e STEGLICH, 1978).
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Figura 26: Mecanismo proposto para a esterificagao de Steglich.

A presenca do DIC é essencial para a ocorréncia da reacao, enquanto o DMAP
contribui significativamente para o aumento do rendimento, pois promove um ataque

nucleofilico a O-acilureia, inibindo assim a formagao do composto N-acilureia. Esse
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produto indesejado, N-acilureia, € um composto nado reativo formado pela
transferéncia acetilica devido a instabilidade da O-acilureia. Esse rearranjo lento
ocorre na auséncia do DMAP em solugao (Figura 27). Desse modo, o DMAP, sendo
um nucledfilo mais forte em comparagdo com o alcool (lupeol), reage com a O-
acilureia para obter uma amida mais reativa, que nao gera subproduto e reage
rapidamente com o alcool, resultando no éster desejado (MONTALBETTI e FALQUE,
2005).

N)\ R1)(J)\NJ\
) BN

R" JO0 "NH lenta O )Ni
O-acilureia N-acilureia

Figura 27: Esquema da reagédo secundaria ocorrida na esterificacdo de Steglich a

partir do O-acilureia, ocorrendo um rearranjo para a formagao da N-acilureia.

Foram sintetizados 20 ésteres derivados do lupeol (ELO1-EL20), sendo 17
inéditos e trés conhecidos na literatura (EL13, EL14 e EL20) (REDDY, et al., 2009 e
KIM, et al., 1998). Observaram-se rendimentos variaveis devido ao fato de os acidos
carboxilicos apresentarem diferentes reatividades com relagao ao grupo carbonila. Os
efeitos eletrénicos devido a presenga de grupos insaturados, como grupos arila
ligados diretamente ao grupo carbonila alteram a reatividade. A natureza desse efeito
esta relacionada a doagao de densidade eletrénica do anel aromatico para o grupo
carbonila, resultando na atenuacgao da deficiéncia eletrénica do carbono da carbonila,

de modo a reduzir a reatividade.

Outro parametro interessante relacionado a eletrofilicidade da carbonila diz
respeito aos efeitos dos grupos substituintes. A presenca de grupos doadores de
elétrons, como, por exemplo, em um anel aromatico substituinte da carbonila, pode
diminuir a eletroficilidade da carbonila, o que desfavorece a reatividade. Portanto, a
alteragcéo de substituintes no sistema aromatico € um dos fatores que contribuiram
para a variagcao dos rendimentos nas esterificagdes. Por exemplo, os ésteres EL12 e
EL18, que possuem o grupo doador de elétrons -OH na posigao orto, apresentaram

rendimentos mais baixos, sendo de 15 e 4%, respectivamente.
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Além disso, outro fator importante para os rendimentos variaveis € com relagéao
a solubilidade dos acidos empregados. Os compostos com baixa solubilidade em

diclorometano apresentaram menores rendimentos.

Foi possivel comprovar a formagao dos derivados e caracteriza-los a partir das
analises dos espectros de RMN de 'H e '3C, juntamente com o espectro no IV,
Apéndice B, Pag. 202. O éster EL12 (Figura 28) foi escolhido de modo arbitrario para
apresentar a caracterizacdo de uma maneira mais completa. Os outros ésteres
apresentam a caracterizacdo de modo semelhante e os dados de RMN e |V estdo

apresentados na parte experimental.
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Figura 28: Estrutura do EL12.

Na expansao do espectro de RMN de 'H de EL12 foi possivel observar sete
simpletos, relativos a sete grupos metila: o+ 0,80; 0,91; 0,92; 0,96; 1,00; 1,06 e 1,69.
Foi possivel observar também dois simpletos relativos aos hidrogénios vinilicos em o
4,58 e 4,69 (Figura 29).
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Figura 29. Expansdes do espectro de RMN de 'H de EL12 a) 6+ 0,60-1,80 b) & 4,56-
4,70.
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No espectro de RMN de '3C de EL12 foi possivel observar 30 sinais referentes
ao esqueleto lupano. Os sinais em o&c 109,4 e &c 151,0 estdo condizentes com a

presenca de carbonos vinilicos, C-29 e C-20, respectivamente (Figura 30).

o < O O NN O <+
— s Mmoo« o
LN o AN AN = = O
i i ™ v v v
| | — Y~
C-20 /C-29

| . 1 \ 1 | .

- R O N A A T
150 140 130 120 110

f1 (ppm)

Figura 30. Expans3o do espectro de RMN de '3C de EL12 (&4 109-151).

A partir dessa analise, foi possivel observar que ndo houve modificagdes
significativas nos deslocamentos quimicos nos espectros de RMN de 'H e de '3C de
EL12 em relagdo a estrutura do esqueleto lupano, em comparacédo com o precursor
lupeol (Figura B81, Pag. 242; Figura B82, Pag. 242; Figura B83, Pag. 243). Essa

analise foi consistente em todos os outros ésteres derivados do lupeol obtidos.

Uma das principais evidéncias da formacao do éster EL12, com relacido ao
espectro de RMN de 'H, foi a mudanca do valor de deslocamento quimico do H-3.
Para o lupeol, observou-se um duplo dupleto em o4 3,19 (dd, J = 11,1; 4,8 Hz, 1H)
relacionado ao sinal de hidrogénio ligado a carbono hidroxilado. Para EL12 houve um
aumento no valor do deslocamento quimico de H-3 quando o valor for comparado ao
lupeol. Neste caso, este sinal apareceu em &4 4,76 (dd, J = 9,3; 6,4 Hz, 1H) (Figura
31, Pag. 134). Isso ocorre devido ao efeito da ressonancia entre os atomos O-C-O do
grupo éster, o que faz com que o oxigénio ligado ao C-3 adquira carga parcial positiva,
desblindando assim o hidrogénio H-3. Essa observacédo de deslocamento quimico
maior foi possivel, também, ser observada para os outros ésteres. Contudo, alguns
compostos apresentaram o sinal referente ao H-3 sobreposto com sinal dos
hidrogénios vinilicos. Os valores dos deslocamentos quimicos do H-3 de todos os

ésteres derivados do lupeol estdo apresentados na Tabela 22 (Pag. 135).
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Figura 31. Expansdes do espectro de RMN de 'H a) EL12 6+ 4,70-4,80 b) lupeol &
3,10-3,25.

Em relagéo ao espectro de RMN de '3C, uma evidéncia de formacao do EL12
foi a diferenga do valor de deslocamento quimico de C-3. Para o lupeol, o carbono
hidroxilado C-3 apresentou o sinal em oc 79,1, e para o éster, o valor do deslocamento
quimico do C-3 é maior, em & 83,1. Isso também ocorre devido ao efeito da
ressonancia entre os atomos O-C-O do grupo éster. Uma outra evidéncia foi o

aparecimento de um sinal correspondente ao carbono carbonilico de éster em &
169,0 (Figura 32).
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Figura 32. Expans3o do espectro de RMN de "3C de EL12 (81 70-190).

Também foi possivel observar essas evidéncias para os outros derivados do
lupeol obtidos. Os valores dos deslocamentos quimicos do C-3 e C=0 de todos os

ésteres estdo apresentados na Tabela 22 (Pag. 135).
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Tabela 22: Dados de deslocamentos quimicos de H-3, C-3 e C=0 para os ésteres

derivados do lupeol

Ester & (ppm)H-3 Multiplicidade H-3

éc (ppm) C-3  &c (ppm) C=0

ELO1 4,71
ELO2 4,69
ELO3 4,44
ELO4 4,70
ELO5 4,47
ELO6 4,51
ELO7 4,67
ELO8 4,72
ELO9 4,59
EL10 4,71
EL11 4,85
EL12 4,76
EL13 4,76
EL14 4,76
EL15 4,67
EL16 4,75
EL17 4,80
EL18 4,72
EL19 4,68
EL20 4,72

Multipleto

dd, J=11,3;49 Hz

dd, J=10,4;5,7 Hz
Multipleto

dd, J=10,7; 5,5 Hz

dd, J=10,0; 6,1 Hz
Multipleto
Multipleto
Multipleto
Multipleto

dd, J=11,4;4,4 Hz

dd, J=9,3;6,4 Hz
Multipleto
Multipleto
Multipleto

dd, J=11,2; 4,9 Hz
Multipleto
Multipleto
Multipleto

dd, J=11,4;5,0 Hz

82,2
83,0
81,3
82,3
80,8
81,5
81,3
81,8
81,7
82,6
81,8
83,1
83,0
82,6
82,7
83,0
83,4
82,5
82,9
81,6

165,7
166,3
174,4
164,9
173,8
171,6
162,6
161,9
168,6
163,5
167,3
169,0
164,4
164,8
162,0
165,9
163,6
167,7
167,9
166,3

Além disso, é relevante mencionar que nos espectros de RMN de 'H e de '°C

de EL12 foi possivel observar os sinais referentes a estrutura oriunda do acido

carboxilico correspondente, o acido 5-clorosalicilico.

No espectro de RMN de 'H de EL12 foi possivel observar trés sinais referentes

aos hidrogénios do anel aromatico, dois dupletos em 64 6,93 (d, J = 8,9 Hz, 1H) e H

7,38 (d, J = 8,8 Hz, 1H), e um simpleto em &4 7,74 (s, 1H). Foi possivel observar

também um sinal do hidrogénio do grupo fendlico em &+ 10,89 (s, 1H), Figura 33 (Pag.

136).
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Figura 33. Expansdes do espectro de RMN de 'H de EL12 a) &4 10,60-11,10 b) &
6,80-7,80.

Além disso, é relevante mencionar que nos espectros de RMN de 'H e de '3C
de todos os ésteres derivados de lupeol, foi possivel observar os sinais referentes a
estrutura oriunda do acido carboxilico correspondente, o que evidencia que essa parte
do reagente permaneceu inalterada. Nos espectros de RMN de 'H e de '3C, esses
principais sinais foram observados na regido aromatica o4 (6,5-8,0 ppm) e oc (110-

175 ppm), exceto para os ésteres EL05 e ELO06.

No espectro no IV do EL12 foram visualizadas as bandas caracteristicas de
éster, sendo uma banda forte referente ao estiramento da ligagdo da carbonila
conjugada (1670 cm™') e outras duas relacionadas ao estiramento da ligagdo C-CO-O
(1288 cm™) e da ligagdo O-C-C (1206 cm™') (Figura 34, Pag. 137).

Foi possivel observar nos espectros no IV de todos os derivados do lupeol
(ELO01-EL20), Apéndice B (Pag. 203), essas bandas caracteristicas de um éster, C=0
(1748-1670 cm); C-CO-0 (1292-1230 cm™') e O-C-C (1184-1102 cm™") (BARBOSA,
2013).
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Figura 34: Espectro na regido do IV de EL12 (KBr).

Foi possivel, também, indicar como evidéncia de formacdo dos ésteres, a
auséncia da banda larga e intensa em 3322 cm-', que indica a presenca de uma
funcdo alcool. Essa banda é caracteristica do precursor lupeol que apresenta a

hidroxila no carbono 3.

Além disso, foram identificadas as bandas caracteristicas de ligagdes C-H em

alcanos e grupos alquilas, bem como aromaticas (exceto nos ésteres EL05 e EL06).

Portanto, a partir das analises dos espectros de RMN de 'H e de '3C, bem como

dos espectros no IV pode-se afirmar que foram obtidos todos os derivados propostos.
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2.4.2 Citotoxicidade dos ésteres derivados do lupeol

A avaliagcao da atividade citotoxica do lupeol e dos ésteres derivados do lupeol,
denominados ELO1, EL02, EL04 e ELO7 foi realizada em relagao a linhagem celular
humana A549, um modelo de adenocarcinoma de pulmao. Os demais ésteres néo
foram avaliados, uma vez que ainda nao tinham sido sintetizados durante a realizagéo
dos ensaios. A citotoxicidade foi analisada utilizando a técnica de citometria de fluxo,
com as células submetidas a cada um dos compostos dissolvidos em DMSO, em
concentragdes de 2, 10, 15 e 20 ugmL™', durante 48 horas. Como controle negativo,

as células foram tratadas com solugao salina estéril (0,9% m/m).

Nao foram identificadas diferengas significativas nos valores de |Cso entre os
compostos EL01, EL02, EL04. Esses resultados foram comparados com o ICso do
agente antitumoral doxorrubicina (15,12 + 0,13 uM) (LI et al, 2018). Os dados de ICso
para os compostos EL01, EL02, EL04 e EL07 estdo apresentados na Tabela 23.

A fim de estabelecer um padrdao comparativo entre os ésteres derivados do
lupeol, também foi avaliado a citotoxicidade do lupeol. O ICso0 do lupeol foi 19,92 + 2,34
UM. Nao houve diferencga significativa entre a citotoxicidade do lupeol e do composto
ELO7. No entanto, ao comparar com os compostos EL01, EL02 e EL04, um nivel de
significancia foi observado, esses trés compostos demonstraram atividade citotoxica

um pouco maior do que a do lupeol.

Tabela 23. Citotoxicidade dos ésteres derivados do lupeol contra células A549.

Compostos ICs0 (LM)*
ELO1 14,76 £ 0,25
EL02 15,30 £ 0,26
ELO04 14,07 £ 0,50
ELO7 17,62 + 0,28

Lupeol 19,92 + 2,34

*Células A549 foram tratadas com 10 yg-mL~" por 48h.
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Esses resultados demonstram o potencial dos derivados do lupeol contra
células A549. Contudo, investigagdes adicionais sdo necessarias, em particular no

que se refere aos mecanismos de morte celular.

2.4.3 Atividade antifingica dos ésteres derivados de lupeol

As concentragdes inibitérias minimas (CIM) dos ésteres derivados de lupeol
ELO1, EL02, EL03, EL04, ELO5, EL06, EL07 e ELO8 foram determinadas contra os
fungos Candida auris, C. albicans, C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata,
Cryptococcus gatti, C. neoformans, Sporothrix brasiliensis e S. schenkii. Os
compostos EL03 e EL06 nado foram testados contra os fungos Candida auris, C.

albicans, Cryptococcus gatti e C. neoformans, devido a massa insuficiente.

Todos os compostos demonstraram inatividade contra os fungos avaliados na
concentracao utilizada (250 yM). Assim, sob as condi¢des experimentais utilizadas no
ensaio, nenhum dos compostos apresentou potencial para ser utilizado como agente

antifungico contra os fungos examinados.

Os ensaios nao foram realizados para os ésteres EL09, EL10, EL11, EL12,
EL13, EL14, EL15, EL16, EL17, EL18, EL19 e EL20, pois ndo haviam sido
sintetizados quando os testes foram realizados. Esses compostos podem ser incluidos

em futuros ensaios.

2.5 CONSIDERAGOES FINAIS COM RELAGAO A SINTESE DOS
ESTERES DERIVADOS DO LUPEOL

Os derivados de lupeol foram sintetizados por meio da esterificacdo de Steglich,
empregando o catalisador DMAP juntamente com o agente de acoplamento DIC. Esta
metodologia permitiu obter um conjunto diversificado de 20 ésteres derivados do
lupeol. Apds purificagao, todos os ésteres foram devidamente caracterizados por meio
de técnicas espectroscopicas, incluindo Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e
infravermelho (1V). Os rendimentos foram variados, sendo o maior de 83%, relativo ao
éster nicotinato de lupeila (EL14) e o menor de 4%, relativo ao 2-hidroxi-5-

metoxibenzoato de lupeila (EL18).
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Dentre os ésteres sintetizados, 17 sao inéditos: 4-bromobenzoato de lupeila
(ELO1), 2-bromobenzoato de lupeila (EL02), naproxenoato de lupeila (EL03), 3-
iodobenzoato de lupeila (EL04), 10-undecinoato de lupeila (ELOS), 4-pentinonato de
lupeila (EL06),3-tiofenoato de lupeila (ELO7), 2-indolato de lupeila (EL08), a-
metilcinamato de lupeila (EL09), 2,4-difluorobenzoato de lupeila (EL10), 1-naftoato de
lupeila (EL11), 5-clorosalicilato de lupeila (EL12), 4-metiltiazol-5-ato de lupeila (EL15),
2-bromo-5-metoxibenzoato de lupeila (EL16), 3,5-bis(trifluorometil)benzoato de
lupeila  (EL17), 2-hidroxi-5-metoxibenzoato de lupeila (EL18) e 24-
diclorofenoxiacetato de lupeila (EL19); e trés conhecidos na literatura: 4-nitrobenzoato

de lupeila (EL13), nicotinato de lupeila (EL14) e e benzoato de lupeila (EL20).

Alguns dos ésteres sintetizados foram submetidos a avaliacdo de atividade
citotoxica e antifungica. No que se refere a citotoxicidade, os ésteres EL01, EL02,
EL04 e ELO7 foram testados em células de cancer de pulmao A549. A comparagao
com o precursor lupeol revelou que EL01, EL02 e EL04 apresentaram uma atividade

citotoxica ligeiramente superior a do lupeol.

Adicionalmente, os ésteres EL01, EL02, EL03, EL04, ELO05, EL06, ELO7 e
ELO08 foram submetidos a testes in vitro para avaliagdo de atividade antifungica contra
cepas de Candida, Cryptococcus e Sporothrix. No entanto, todos os compostos

mostraram-se inativos nas concentragdes testadas.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho realizou-se o estudo fitoquimico das raizes de Salacia elliptica
(Celastraceae), a analise por UHPLC-ESI-MS/MS dos extratos acetato etilico e
metanalico, a extragao e caracterizagdo de 6leos essenciais das folhas e galhos de S.
elliptica, além da sintese de ésteres derivados do lupeol. Os extratos e alguns
compostos isolados e sintetizados foram avaliados quanto a citotoxicidade contra

células de cancer de pulmao A549 e atividade antifungica.

O estudo fitoquimico das raizes de Salacia elliptica incluiu quatro extratos:
hexanico, cloroférmico, acetato etilico e metandlico. Identificaram-se oito triterpenos
pentaciclicos nos extratos hexanico e cloroférmico, friedelan-3-ona (SE01), friedelan-
36-ol (SEO02), mistura de friedelan-33-ol (SE02) e friedelan-1,3-diona (SE03),
friedelan-3,15-diona  (SE05), 15a-hidroxifriedelan-3-ona  (SE06), 15a,26-di-
hidroxifriedelan-3-ona (SE08), 26-hidroxifriedelan-3,15-diona (SE09), e o inédito
7a,15a-di-hidroxifriedelan-3-ona (SE10). Além disso, foram identificados o esteroide
espinasterol (SE07) e uma mistura de acidos graxos (SE04). No extrato acetato etilico
encontraram-se misturas de acidos graxos e, com relagao ao extrato metandlico, ndo

foi possivel identificar alcaloides por meio da marcha quimica.

A partir da analise por UHPLC-ESI-MS/MS dos extratos acetato etilico e
metandlico identificaram-se putativamente 14 compostos, predominantemente

polifendis, como flavonoides, com atividades antioxidante e anti-inflamataria.

OEs das folhas e galhos extraidos por meio do processo de hidrodestilagao
apresentaram baixos teores, 0,0029% e 0,0018% (m/m), respectivamente. Foram
realizadas as proposig¢des estruturais para 17 compostos do OE das folhas, sendo que
os principais constituintes foram o pentadecal, hexan-1-ol e (Z)-hex-3-en-1-ol. Quanto
ao OE dos galhos foram feitas as proposig¢des estruturais para 13 compostos, sendo

0s principais constituintes o 6xido de cariofileno, 10-epi-junenol e oleamida.

Na avaliacdo de citotoxicidade contra células de cancer de pulméo A549, os
compostos SE01, SE02, SE06, SE08 e SE09 mostraram atividade citotoxica
significativa, principalmente SE01 em comparagao com lupeol. Adicionalmente, os
compostos SE01, SE02, SE06, SE08 e extratos cloroférmico, acetato etilico e
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metandlico das raizes foram inativos nas avaliagées in vitro contra cepas de Candida,

Cryptococcus e Sporothrix.

Os derivados de lupeol foram sintetizados por esterificagdo de Steglich, usando
o catalisador DMAP e o agente de acoplamento DIC. Esta metodologia permitiu obter
20 ésteres derivados do lupeol, com rendimentos variados (4% a 83%). Todos os
ésteres foram caracterizados por técnicas espectroscépicas, como Ressonancia

Magnética Nuclear (RMN) e infravermelho (1V).

Dentre os ésteres sintetizados, 17 sao inéditos: 4-bromobenzoato de lupeila
(ELO1), 2-bromobenzoato de lupeila (EL02), naproxenoato de lupeila (EL03), 3-
iodobenzoato de lupeila (EL04), 10-undecinoato de lupeila (ELOS), 4-pentinonato de
lupeila (EL06),3-tiofenoato de lupeila (ELO7), 2-indolato de lupeila (EL08), a-
metilcinamato de lupeila (EL09), 2,4-difluorobenzoato de lupeila (EL10), 1-naftoato de
lupeila (EL11), 5-clorosalicilato de lupeila (EL12), 4-metiltiazol-5-ato de lupeila (EL15),
2-bromo-5-metoxibenzoato de lupeila (EL16), 3,5-bis(trifluorometil)benzoato de
lupeila  (EL17), 2-hidroxi-5-metoxibenzoato de lupeila (EL18) e 2/4-
diclorofenoxiacetato de lupeila (EL19); e trés conhecidos na literatura: 4-nitrobenzoato

de lupeila (EL13), nicotinato de lupeila (EL14) e e benzoato de lupeila (EL20).

Avaliacgdes de citotoxicidade revelaram que ELO1, EL02 e EL04 (ICs0 = 14,76;
15,30; 14,07, respectivamente) apresentaram atividade ligeiramente superior a do
lupeol (19,92) contra células de cancer de pulmao A549. Além disso, os ésteres foram
testados in vitro contra cepas de Candida, Cryptococcus e Sporothrix, mas todos

mostraram inatividade nas concentragdes testadas.
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Figura A1: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) de SE01
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Figura A2: Espectro de RMN de 'C (100 MHz, CDCl3) de SE01
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Figura A3: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCI3) de SE01
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Figura A4: Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCI3) de SE02
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Figura A5: Espectro de RMN de '3C (150 MHz, CDClz) de SE02
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Figura A6: Espectro DEPT-135 (150 MHz, CDCl3) de SE02
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Figura A8: Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCI3) da mistura SE02 e SE03
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Figura A10: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) de SE04
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Figura A12: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCI3) de SE04
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Figura A13: Cromatograma dos ésteres gerados da derivatizagdo da mistura SE04
obtido por CG. (Condi¢des de analise: Capitulo 1, Pag. 39)
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Figura A14. Espectros de massas dos ésteres gerados (a-g) da derivatizacdo da
mistura SE04
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Figura A15: Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl3) de SE05
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Figura A16: Espectro de RMN de 3C (150 MHz, CDCI3) de SE05
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Figura A17: Espectro DEPT-135 (150 MHz, CDCl3) de SE05
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Figura A18: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) de SE06
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Figura A19: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCIz) de SE06
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Figura A20: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCl3) de SE06
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Figura A21: Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl3) de SE07
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Figura A22: Espectro de RMN de "3C (150 MHz, CDCI3) de SE07
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Figura A23: Espectro DEPT-135 (150 MHz, CDCl3) de SE07
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Figura A24: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) de SE08
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Figura A25: Espectro de RMN de "3C (100 MHz, CDCI3) de SE08
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Figura A26: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCl3) de SE08
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Figura A27: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) de SE09
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Figura A28: Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCI3) de SE09
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Figura A29: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCI3) de SE09
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Figura A30: Espectro de HR-APCI-MS de SE10
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Figura A31: Espectro na regido do IV de SE10
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Figura A32: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) de SE10
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Figura A33: Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCI3) de SE10
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Figura A34: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCls) de SE10
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Figura A35: Mapa de contornos HSQC (600 MHz, CDCI3) e expansao (1), (2) e (3)
de SE10
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Expanséo (3) — Mapa de contornos HMBC (600 MHz, CDCI3) de SE10

Figura A36: Mapa de contornos HMBC (600 MHz, CDCI3) e expansao (1), (2) e (3)
de SE10
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Expanséo (1) — Mapa de contornos COSY (600 MHz, CDCIs) de SE10
Figura A37: Mapa de contornos COSY (600 MHz, CDCI3) e expansao (1) de SE10
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Expansao (1) — Mapa de contornos NOESY (600 MHz, CDCls) de SE10
Figura A38: Mapa de contornos NOESY (600 MHz, CDCI3) e expansao (1) de SE10
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Figura A39: Cromatograma obtido por UHPLC—-HRMS para o extrato acetato etilico.
(Condicbes de analise: Capitulo 1, Pag. 42)
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Figura A40: Espectro de massas do pico TR 21,9 min (HRMS-ESI, modo positivo) de
acido vanilico (C01) do extrato acetato etilico.
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Figura A41: Espectro de massas MS? obtido a partir do ion 169,0501 m/z de acido
vanilico (C01) do extrato acetato etilico.
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Figura A42: Espectro de massas do pico TR 22,5 min (HRMS-ESI, modo positivo) de
umbeliferona (C02) do extrato acetato etilico.
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Figura A43: Espectro de massas MS? obtido a partir do ion 163,0394 m/z de
umbeliferona (C02) do extrato acetato etilico.
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Figura A44: Espectro de massas do pico TR 24,3 min (HRMS-ESI, modo positivo) de
acido isoferulico (C03) do extrato acetato etilico.
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Figura A45: Espectro de massas MS? obtido a partir do ion 177,0552 m/z de acido
isoferulico (C03) do extrato acetato etilico.
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Figura A46: Espectro de massas do pico TR 24,4 min (HRMS-ESI, modo positivo) de
acido isoferulico (C03) do extrato acetato etilico.

Inlens.: +MS2(177.0552), 12.0-60.0eV, Dissect, 24.3-24.5min #6580-6613
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Figura A47: Espectro de massas MS? obtido a partir do ion 177,0552 m/z de &cido
isoferulico (C03) do extrato acetato etilico.
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Figura A48: Espectro de massas do pico TR 25,6 min (HRMS-ESI, modo positivo) de
apigenina (C04) e emodina (C05) do extrato acetato etilico.
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Figura A49: Espectro de massas MS?obtido a partir do ion 271,0605 m/z de apigenina
(C04) e emodina (C05) do extrato acetato etilico.
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Figura A50: Espectro de massas do pico TR 25,9 min (HRMS-ESI, modo positivo) de
buteina (C06) e naringenina (C07) do extrato acetato etilico.
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Intens. ] +MS2(273.0762), 12.0-60.0eV, Dissect, 25.8-25.9min #6956-6967
o000y 273.0765
5000 .
40004
30007
1 137.0234
20007 163.0394
] 214.0746
1000
0: T T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz

Figura A51: Espectro de massas MS? obtido a partir do ion 273,0762 m/z de buteina
(C06) e naringenina (C07) do extrato acetato etilico.
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Figura A52: Espectro de massas do pico TR 26,0 min (HRMS-ESI, modo positivo) de
falacinol (C08) do extrato acetato etilico.
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Figura A53: Espectro de massas MS? obtido a partir do ion 301,0712 m/z de falacinol
(C08) do extrato acetato etilico.
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Figura A54: Espectro de massas do pico TR 26,1 min (HRMS-ESI, modo positivo) de
falacinol (C08) do extrato acetato etilico.
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Figura A55: Espectro de massas MS? obtido a partir do ion 301,0711 m/z de falacinol
(C08) do extrato acetato etilico.
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Figura A56: Espectro de massas do pico TR 26,2 min (HRMS-ESI, modo positivo) de
parietina (C9) e acacetina (C10) do extrato acetato etilico.
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Figura A57: Espectro de massas MS? obtido a partir do ion 285,0763 m/z de parietina
(C9) e acacetina (C10) do extrato acetato etilico.
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Figura A58: Espectro de massas do pico TR 26,3 min (HRMS-ESI, modo positivo) de
tricina (C11) do extrato acetato etilico.
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Figura A59: Espectro de massas MS? obtido a partir do ion 331,0816 m/z de tricina
(C11) do extrato acetato etilico.
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Figura A60: Espectro de massas do pico TR 27,0 min (HRMS-ESI, modo positivo) de
apigenina (C04) e emodina (C05) do extrato acetato etilico.
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Figura A61: Espectro de massas MS?obtido a partir do ion 271,0605 m/z de apigenina
(C04) e emodina (C05) do extrato acetato etilico.
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Figura A62: Espectro de massas do pico TR 28,6 min (HRMS-ESI, modo positivo) de
buteina (C06) e naringenina (C07) do extrato acetato etilico.
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Figura A63: Espectro de massas MS? obtido a partir do ion 273,0759 m/z de buteina
(C06) e naringenina (C07) do extrato acetato etilico.
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Figura A64: Espectro de massas do pico TR 29,0 min (HRMS-ESI, modo positivo) de
apigenina (C04) e emodina (C05) do extrato acetato etilico.
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Figura A65: Espectro de massas MS?obtido a partir do ion 271,0605 m/z de apigenina
(C04) e emodina (C05) do extrato acetato etilico.
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Figura A66: Espectro de massas do pico TR 30,2 min (HRMS-ESI, modo positivo) de
liquiritigenina (C12) do extrato acetato etilico.
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Figura A67: Espectro de massas MS? obtido a partir do ion 257,0812 m/z de
liquiritigenina (C12) do extrato acetato etilico.
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Figura A68: Espectro de massas do pico TR 30,7 min (HRMS-ESI, modo positivo) de
claussequinona (C13) do extrato acetato etilico.
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Figura A69: Espectro de massas MS? obtido a partir do ion 177,0550 m/z de
claussequinona (C13) do extrato acetato etilico.
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Figura A70: Espectro de massas do pico TR 38,4 min (HRMS-ESI, modo positivo) de
costunolida (C14) do extrato acetato etilico.
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Figura A71: Espectro de massas MS? obtido a partir do ion 233,1533 m/z de
costunolida (C14) do extrato acetato etilico.
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Figura A72: Espectro de massas do pico TR 38,5 min (HRMS-ESI, modo positivo) de
costunolida (C14) do extrato acetato etilico.
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Figura A73: Espectro de massas MS? obtido a partir do ion 233,1534 m/z de
costunolida (C14) do extrato acetato etilico.
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Figura A74: Cromatograma obtido por UHPLC-HRMS para o extrato metandlico.
(Condigdes de analise: Capitulo 1, Pag. 42).
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Figura A75: Espectro de massas do pico TR 25,8 min (HRMS-ESI, modo positivo) de
parietina (C09) e acacetina (C10) do extrato metilico.
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Figura A76: Espectro de massas MS?obtido a partir do ion 285,0757 m/z de parietina
(C09) e acacetina (C10) do extrato metilico.
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Figura A77: Espectro de massas do pico TR 26,7 min (HRMS-ESI, modo positivo) de
apigenina (C04) e emodina (C05) do extrato metilico.
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Figura A78: Espectro de massas MS?obtido a partir do ion 271,0601 m/z de apigenina
(C04) e emodina (C05) do extrato metilico.
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Figura A79: Cromatograma do oleo essencial das folhas de Salacia elliptica obtido
por CG. (Condigcbes de analise: Capitulo 1, Pag. 42)
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Figura A80: Espectro de massas do pico IR 846 de (E)-hex-3-en-1-ol (1) do 6leo
essencial das folhas de Salacia elliptica
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Figura A81: Espectro de massas do pico IR 849 de (Z)-hex-3-en-1-ol (2) do dleo
essencial das folhas de Salacia elliptica
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Figura A82: Espectro de massas do pico IR 858 de hex-2-enol (3) do 6leo essencial
das folhas de Salacia elliptica
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Figura A83: Espectro de massas do pico IR 859 de hexan-1-ol (4) do 6leo essencial
das folhas de Salacia elliptica
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Figura A84: Espectro de massas do pico IR 1416 de B-damascenona (5) do dleo
essencial das folhas de Salacia elliptica
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Figura A85: Espectro de massas do pico IR 1430 de a-ionona (6) do éleo essencial
das folhas de Salacia elliptica
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Figura A86. Espectro de massas do pico IR 1440 de (E)-hexen-2-oato de hexila (7)
do d6leo essencial das folhas de Salacia elliptica
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Figura A87: Espectro de massas do pico IR 1454 de nerialacetona (8) do dleo
essencial das folhas de Salacia elliptica
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Figura A88: Espectro de massas do pico IR 1465 de 9-epi-(E)-cariofileno (9) do dleo
essencial das folhas de Salacia elliptica
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Figura A89: Espectro de massas do pico IR 1489 de n.i. (10) do 6leo essencial das
folhas de Salacia elliptica

9
1004 166
755 110
E R
50 w o
253 H 83 179
204
o U ‘\H‘m“ “\“\‘ ‘\h M LS/ ! ;“\ | ‘9\ 2%2‘22 264 276 28R a4 331 S
50.0 75.0 1000 1250  150.0 1750  200.0 2250  250.0 2750 3000 3250  350.0 3750  400.0

Figura A90: Espectro de massas do pico IR 1500 de n.i. (11) do 6leo essencial das
folhas de Salacia elliptica
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Figura A91: Espectro de massas do pico IR 1528 de n.i. (12) do 6leo essencial das
folhas de Salacia elliptica
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Figura A92: Espectro de massas do pico IR 1579 de benzoato de hexila (13) do dleo
essencial das folhas de Salacia elliptica
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Figura A93: Espectro de massas do pico IR 1612 de tetradecanal (14) do dleo
essencial das folhas de Salacia elliptica
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Figura A94: Espectro de massas do pico IR 1716 de pentadecanal (15) do dleo
essencial das folhas de Salacia elliptica
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Figura A95: Espectro de massas do pico IR 1845 de 6,10,14-trimetilpentadecan-2-
ona (16) do 6leo essencial das folhas de Salacia elliptica
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Figura A96: Espectro de massas do pico IR 1887 de n.i (17) do dleo essencial das
folhas de Salacia elliptica
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Figura A97: Espectro de massas do pico IR 1893 de n.i. (18) do 6leo essencial das
folhas de Salacia elliptica
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Figura A98: Espectro de massas do pico IR 1918 de heptadecanal (19) do dleo
essencial das folhas de Salacia elliptica
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Figura A99: Espectro de massas do pico IR 2026 de hexadecanoato de isopropila
(20) do dleo essencial das folhas de Salacia elliptica
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Figura A100: Espectro de massas do pico IR 2115 de fitol (21) do 6leo essencial das
folhas de Salacia elliptica
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Figura A101: Espectro de massas do pico IR 2359 de oleamida (22) do dleo
essencial das folhas de Salacia elliptica
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Figura A102: Cromatograma do 6leo essencial dos galhos de Salacia elliptica obtido
por CG. (CondicOes de analise: Capitulo 1, Pag. 42)
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Figura A103: Espectro de massas do pico IR 1319 de (2E,4E)-decadienal (1) do dleo
essencial dos galhos de Salacia elliptica

1004 41 o3
69 133

50~

5 120
1
189
| R T
Il ‘\‘H Ll ‘\ | \‘ ‘ In : 1209 4 263 283 795‘ 31 33 ’KA‘Q 370 '%QA‘

T
50 100 150 200 250 300 350 400

61
|

ol

5!
\
.
T

Figura A104: Espectro de massas do pico IR 1424 de B-cariofileno (2) do dleo
essencial dos galhos de Salacia elliptica

100-| 7

43
94

50~

A

55 121 433 164
. \‘ | ‘W H‘ m : ““H‘ H\ \\T‘ M‘ \\T 179 189 : 20 236 : 55 1 P1 326 ’KAE‘ 379 38 :
50 100 150 200 250 300 350 400

Figura A105: Espectro de massas do pico IR 1453 de n. i. (3) do 6leo essencial dos
galhos de Salacia elliptica
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Figura A106: Espectro de massas do pico IR 1455 de (E)-geranil acetona (4) do dleo
essencial dos galhos de Salacia elliptica
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Figura A107: Espectro de massas do pico IR 1546 de n. i. (5) do 6leo essencial dos
galhos de Salacia elliptica
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Figura A108: Espectro de massas do pico IR 1583 de espatulenol (6) do dleo
essencial dos galhos de Salacia elliptica
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Figura A109: Espectro de massas do pico IR 1586 de 10-epi-junenol (7) do dleo
essencial dos galhos de Salacia elliptica
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Figura A110: Espectro de massas do pico IR 1588 de 6xido de cariofileno (8) do
Oleo essencial dos galhos de Salacia elliptica
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Figura A111: Espectro de massas do pico IR 1615 de epdxido de humuleno Il (9) do
Oleo essencial dos galhos de Salacia elliptica
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Figura A112: Espectro de massas do pico IR 1617 de epicubenol (10) do dleo
essencial dos galhos de Salacia elliptica
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Figura A113: Espectro de massas do pico IR 1631 de n. i. (11) do 6leo essencial
dos galhos de Salacia elliptica
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Figura A114: Espectro de massas do pico IR 1638 de n.i. (12) do 6leo essencial dos
galhos de Salacia elliptica
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Figura A115: Espectro de massas do pico IR 1642 de cariofila-4(12),8(13)-dien-5-6-
ol (13) do dleo essencial dos galhos de Salacia elliptica
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Figura A116: Espectro de massas do pico IR 1660 de n. i. (14) do 6leo essencial
dos galhos de Salacia elliptica

100~

50—

131
159
TRV PO
| : L H\}‘ L \‘M |1, \‘\‘ 0 238 248 4 290 321 353 373 94
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 2250 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 400.0

Figura A117: Espectro de massas do pico IR 1677 de n. i. (15) do 6leo essencial
dos galhos de Salacia elliptica
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Figura A118: Espectro de massas do pico IR 1714 de (16) do 6leo essencial dos
galhos de Salacia elliptica
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Figura A119: Espectro de massas do pico IR 1757 de n. i. (17) do 6leo essencial
dos galhos de Salacia elliptica
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Figura A120: Espectro de massas do pico IR 1779 de n. i. (18) do 6leo essencial
dos galhos de Salacia elliptica
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Figura A121: Espectro de massas do pico IR 1846 de 6,10,14-trimetilpentadecan-2-
ona (19) do d6leo essencial dos galhos de Salacia elliptica
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Figura A122: Espectro de massas do pico IR 1880 de hexadecan-1-ol (20) do dleo
essencial dos galhos de Salacia elliptica

100~

50— 41

55
wa :
‘ ‘\‘\‘ 1Ll : “ Lol : ) ‘\ | 153 1‘7‘7 191 219 234 ? 282 302 327 354 aze so1

T T
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 400.0

0

Figura A123: Espectro de massas do pico IR 1889 de n. i. (21) do 6leo essencial
dos galhos de Salacia elliptica
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Figura A124: Espectro de massas do pico IR 1963 de n. i. (22) do 6leo essencial
dos galhos de Salacia elliptica
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Figura A125: Espectro de massas do pico IR 1984 de n. i. (23) do 6leo essencial
dos galhos de Salacia elliptica
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Figura A126: Espectro de massas do pico IR 2027 de hexadecanoato de isopropila
(24) do dleo essencial dos galhos de Salacia elliptica
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Figura A127: Espectro de massas do pico IR 2343 de n. i. (25) do 6leo essencial
dos galhos de Salacia elliptica
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Figura A128: Espectro de massas do pico IR 2349 de oleamida (26) do dleo
essencial dos galhos de Salacia elliptica
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Figura B1: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) de EL01
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Figura B2: Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCIz) de EL01
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Figura B3: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCIs) de EL01
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Figura B4: Espectro na regido do IV de EL01
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Figura B5: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) de EL02
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Figura B6: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCl3) de EL02
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Figura B7: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCI3) de EL02
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Figura B8: Espectro na regido do IV de EL02
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Figura B9: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) de EL03
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Figura B10: Espectro de RMN de "3C (100 MHz, CDCI3) de EL03
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Figura B11: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCIs3) de EL03
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Figura B12: Espectro na regido do IV de EL03
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Figura B13: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDClz) de EL04
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Figura B14: Espectro de RMN de '*C (100 MHz, CDCI3) de EL04
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Figura B15: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCIs) de EL04
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Figura B16: Espectro na regido do IV de EL04
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Figura B19: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCI3) de EL05
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Figura B21: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) de EL06
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Figura B22: Espectro de RMN de '*C (100 MHz, CDCI3) de EL06
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Figura B23: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCIs3) de EL06
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Figura B24: Espectro na regido do IV de EL06
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Figura B25: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) de EL07
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Figura B26: Espectro de RMN de "*C (100 MHz, CDCI3) de EL07
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Figura B27: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCl3z) de EL07
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Figura B28: Espectro na regido do IV de ELO7
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Figura B29: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) de EL08
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Figura B30: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCI3) de EL08
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Figura B31: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCls) de EL08

i\
(2]
S I
1
81
&1
fﬁé_l\
w
§ No
b
€
2
(]
= 3
o
[}
N
w
[e=]
e e e T e e i e e
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm-1)

Figura B32: Espectro na regido do IV de EL08
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Figura B33: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) de EL09
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Figura B34: Espectro de RMN de "3C (100 MHz, CDCI3) de EL09
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Figura B35: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCls) de EL09
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Figura B36: Espectro na regido do IV de EL09
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Figura B38: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCl3) de EL10
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Figura B39: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCIs) de EL10
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Figura B40: Espectro na regido do IV de EL10
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Figura B41: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDClz) de EL11
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Figura B42: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCI3) de EL11
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Figura B43: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCls) de EL11
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Figura B44: Espectro na regido do IV de EL11
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Figura B45:Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIl3) de EL12
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Figura B46: Espectro de RMN de "3C (100 MHz, CDCI3) de EL12
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Figura B47: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCIs3) de EL12
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Figura B48: Espectro na regido do IV de EL12
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Figura B49: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) de EL13
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Figura B50: Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCl3) de EL13
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Figura B51: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCI3) de EL13
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Figura B52: Espectro na regido do IV de EL13
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Figura B53: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDClz) de EL14
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Figura B54: Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCI3) de EL14
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Figura B55: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCIs) de EL14
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Figura B56: Espectro na regiao do IV de EL14
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Figura B57: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDClz) de EL15
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Figura B58: Espectro de RMN de '*C (100 MHz, CDCI3) de EL15
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Figura B59: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCIs3) de EL15
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Figura B60: Espectro na regido do IV de EL15



APENDICE B — CAPITULO 2 - ESPECTROS DE RMN, ESPECTROS DE MASSAS E ESPECTROS NO IV 232

NOOOODONOULMNUOUTMHMAONAA-ANNOAONNODLOT OO
NHNNRROAONNRNNQNOTMOANOVOEOQQQ®N
NNNNOOOVOUOTYT T ITETITFTTIFNONNANAA—A "1+ 0O0O0O
e e | s N
~ el < ™
~N ~N ~N ~N
< < < <
\ A dd)
4.75
I
1.05
T T
4.78 4.77 4.76 4.75 4.74 4.73 4.72
f1 (ppm) C (d)
a8 Q] BB B 7.29
NN NN [CRGCRERT)
o~ N —\ B (dd) A (dd)
‘ . 6.87 4.75
I
‘ D (d)
M; 7.51
0.98 0.93 0.99
75 74 73 72 7.1 7.0 69 6.8
f1 (ppm)
! I i
I l w,
TSN = g T
0 M noNo o T ONANMMOMO MO
S e e oo H QOO0 O OO
o O o — - - ™M —OM-EMWOMmMmM
15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2
f1 (ppm)
Figura B61: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) de EL16
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Figura B62: Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCI3) de EL16
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Figura B63: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCls) de EL16
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Figura B64: Espectro na regido do IV de EL16
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Figura B65: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) de EL17
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Figura B66: Espectro de RMN de "3C (100 MHz, CDCI3) de EL17
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Figura B67: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCIs3) de EL17
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Figura B68: Espectro na regido do IV de EL17
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Figura B72: Espectro na regido do IV de EL18
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Figura B73: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) de EL19
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Figura B74: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCl3) de EL19
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Figura B75: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCIs) de EL19
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Figura B76: Espectro na regido do IV de EL19
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Figura B77: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) de EL20
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Figura B78: Espectro de RMN de "3C (100 MHz, CDCI3) de EL20
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Figura B79: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCIs) de EL20
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Figura B80: Espectro na regido do IV de EL20
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Figura B81: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) de lupeol
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Figura B82: Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCl3) de lupeol
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Figura B83: Espectro DEPT-135 (100 MHz, CDCls) de lupeol
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Figura B84: Espectro de |V de lupeol



APENDICE C - ARTIGOS PUBLICADOS 244

APENDICE C — ARTIGOS PUBLICADOS

Evaluation of Cytotoxicity and Antifungal Activity of Friedelanes from Salacia

elliptica Roots

Autores: Elizabeth Luciana Marinho Miguel, Grasiely Faria de Sousa, Lucienir Pains
Duarte, Mariana Guerra de Aguilar, Sabrina Franga Silva, Daniel Cristian Ferreira
Soares, Susana Johann, Luiz Felipe de Andrade Santana, Kamila Thomaz Oliveira,

Diogo Montes Vidal
Revista: CHEMISTRY & BIODIVERSITY

DOI: https://doi.org/10.1002/cbdv.202301207

Pentacyclic Triterpenoids Isolated from Celastraceae: A Focus in the 3C-NMR
Data

Autores: Karen Caroline Camargo, Mariana Guerra de Aguilar, Acacio Raphael
Aguiar Moraes, Raquel Goes de Castro, Daiane Szczerbowski, Elizabeth Luciana
Marinho Miguel, Leila Renan Oliveira, Grasiely Faria Sousa, Diogo Montes Vidal,

Lucienir Pains Duarte

Revista: Molecules

DOI: https://doi.org/10.3390/molecules27030959



https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Marinho+Miguel/Elizabeth+Luciana
https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Sousa/Grasiely+Faria
https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Duarte/Lucienir+Pains
https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Duarte/Lucienir+Pains
https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Guerra+de+Aguilar/Mariana
https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Silva/Sabrina+Fran%C3%A7a
https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Ferreira+Soares/Daniel+Cr%C3%ADstian
https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Ferreira+Soares/Daniel+Cr%C3%ADstian
https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Johann/Susana
https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Andrade+Santana/Luiz+Felipe
https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Thomaz+Oliveira/Kamila
https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Montes+Vidal/Diogo
https://doi.org/10.1002/cbdv.202301207
https://doi.org/10.3390/molecules27030959

