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RESUMO

RESUMO

O estudo fitoquimico dos extratos hexanico e cloroférmico das folhas de
Cheiloclinium cognatum resultou no isolamento de dezesseis constituintes. Foram
isoladas trés substancias de carater graxo — mistura de hidrocarbonetos de cadeia
longa, mistura de &lcoois graxos e mistura de acidos graxos —, dois isoprenoides
aciclicos — esqualeno e gutta-percha —, um esteroide — B-sitosterol —, mistura de trés
triterpenos do tipo ursano esterificados com acidos graxos — 3B-palmitoil-urs-12-eno,
3B-estearoil-urs-12-eno e 3B-eicosanoil-urs-12-eno —, sete triterpenos friedelanicos
conhecidos — 3-oxo-friedelano, 3B-hidroxifriedelano, 3-oxo-28-hidroxifriedelano, 3-

oxo-22a-hidroxifriedelano, acido 3,4-seco-friedelan-3-oico, 3-0x0-29-
hidroxifriedelano, 33,29-di-hidroxifriedelano —, e dois triterpenos friedelanicos
inéditos na literatura —  3(,28,29-tri-hidroxifriedelano e  1-ox0-38,29-di-

hidroxifriedelano. Os nove triterpenos friedelanicos isolados foram submetidos a
analises por MS e MS/MS via APCI-IT-TOF de forma a se obter informacgbes
relevantes para a identificacdo e caracterizacao rapida e eficiente destes compostos
por espectrometria de massas. Foi observado que, independente da funcao
oxigenada no esqueleto triterpénico, houve a perda de uma molécula de agua no
processo de fragmentacdo das substancias. O estudo da atividade biologica
consistiu na avaliacdo do potencial antiangiogénico in vivo dos triterpenos
friedelanicos a partir do ensaio HET-CAM e do potencial nematicida a partir do
ensaio toxicidade aguda utilizando larvas da espécie Caenorhabditis elegans. No
primeiro ensaio, todas as amostras analisadas apresentaram porcentagem de
inibicAo de crescimento de vasos sanguineos superior a 50%, evidenciando o
grande potencial dos triterpenos friedelanicos sobre atividade antiangiogénica. Para
0 ensaio de toxicidade, trés triterpenos apresentaram taxa de mortalidade superior a
90%, com destaque para 0 composto 3-0x0-28-hidroxifriedelano que promoveu a

morte de 100% das larvas na concentracdo de 10 ug mL™.

Palavras-chave: Celastraceae, Cheiloclinium, triterpeno, friedelano, APCI-IT-TOF



ABSTRACT

ABSTRACT

Chemical and biological study of hexane and chloroform leaf extracts from
Cheiloclinium cognatum (Miers) A.C.Sm. (Celastraceae) and friedelane
triterpenes mass-fingerprinting by APCI-IT-TOF

Phytochemical study of hexane and chloroform leaf extracts from
Cheiloclinium cognatum resulted in the isolation of sixteen constituents. The isolation
yielded three fatty compounds — mixture of long chain hydrocarbons, mixture of fatty
alcohols, and mixture of fatty acids —, two acyclic isoprenoids — squalene and gutta-
percha —, one steroid — B-sitosterol —, mixture of three fatty acid ursane triterpene
esters — 3B3-palmitoyl-urs-12-ene, 3B-stearoyl-urs-12-ene, and 3B-eicosanoyl-urs-12-
ene —, seven known friedelane triterpenes — 3-oxo-friedelane, 3B-hydroxyfriedelane,
3-0x0-28-hydroxyfriedelane, 3-oxo-22a-hydroxyfriedelane, 3,4-seco-friedelan-3-oic
acid, 3-oxo0-29-hydroxyfriedelane, 383,29-dihydroxyfriedelane -, and two new
friedelane triterpenes —  3f3,28,29-trihydroxyfriedelane, and 1-oxo0-38,29-
dihydroxyfriedelane. The nine friedelanes isolated were subjected to MS and MS/MS
analyses by APCI-IT-TOF in order to obtain relevant information for rapid and
efficient identification and characterization of these compounds by mass
spectrometry. It was observed that for all oxygen-containing functional groups, an
invariable water molecule loss was observed during the fragmentation process. The
study of biological activity consisted in the in vivo antiangiogenic assessment of
friedelane triterpenes through the HET-CAM assay, and their nematicidal potential by
the acute toxicity testing using the nematode Caenorhabditis elegans. In HET-CAM
assay, all samples showed over 50% of vascular growth inhibition, displaying a great
antiangiogenic potential associated to friedelane-type triterpenes. In the acute toxicity
testing, three triterpenes exhibited mortality rate superior to 90%, giving prominence
to the compound 3-oxo-28-hydroxyfriedelane, which killed 100% of the larvae at

concentration of 10 pg mL™.

Keywords: Celastraceae, Cheiloclinium, triterpene, friedelane, APCI-IT-TOF
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Biossintese de triterpenos pentaciclicos

Os triterpenos constituem o grupo de compostos mais abundantes dentre os
terpenoides. Estes, que também s&o chamados de isoprenoides, constituem a
classe de produtos naturais mais diversificada e abundante na natureza (OLDFIELD;
LIN, 2012; THIMMAPPA et al., 2014).

A biossintese de triterpenos pentaciclicos, assim como a de outros
terpenoides, se inicia nos precursores pirofosfato de isopentenila (IPP) e pirofosfato
de dimetilalila (DMAPP) (Figura 1, pg. 2), ambos constituidos de cinco carbonos e
uma insaturagdo. A unido de duas ou mais moléculas de IPP e DMAPP geram
diversos compostos constituidos por (Cs), atomos de carbono, que daréo origem aos
monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cy), sesterterpenos (Css),
triterpenos  (Cso), sesquarterpenos (Css), tetraterpenos (Ca), entre outros
politerpenos (KIRBY; KEASLING, 2009; SATO, 2013).

Biossintese dos precursores IPP e DMAPP

Até o inicio da década de 90, acreditava-se que a biossintese dos precursores
IPP e DMAPP ocorria exclusivamente por uma Unica rota metabdlica, conhecida
como via do mevalonato (Figura 1, pg. 2). Em 1995, dois grupos de pesquisa
independentes relataram a descoberta de uma via alternativa na sintese destes
precursores, tanto em plantas como em bactérias (GRAWERT et al., 2011). Essa via
€ conhecida como nao-mevaldnica ou rota do 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP)
(Figura 2, pg. 2).

A via do mevalonato ocorre em seis etapas, como ilustrado na Figura 1 (pg.
2), e se inicia a partir da ligacao entre duas unidades de acetil-CoA formando uma
de acetoacetil-CoA. Outra unidade de acetil-CoA reage com o acetoacetil-CoA
dando origem ao 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG). O HMG sofre reducdo no
grupo tioéster, envolvendo o consumo de duas unidades de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH), para a formacdo do &cido mevaldnico

(MVA). Posteriormente, o MVA é fosfatado por duas vezes na posicéo 5 e, 0 entdo
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mevalonato-5-pirofosfato, a partir da energia liberada da hidrélise do ATP a ADP, é
descarboxilado e desidratado, dando origem ao IPP. Uma etapa extra de
isomerizacdo € necesséria para a formacdo do DMAPP a partir do IPP, que é
mediada pela enzima IPP isomerase (DEWICK, 2002).

Figura 1 — Via do mevalonato
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A rota do DXP é constituida por sete etapas, e sua elucidacdo completa
ocorreu somente em 2002 (KIRBY; KEASLING, 2009). Diferentemente da rota do
mevalonato, 0s substratos iniciais da rota do DXP sdo o acido piravico e
gliceraldeido-3-fosfato. A reacdo entre estes compostos, que envolve a
descarboxilacdo do acido pirivico com posterior ataque a carbonila do gliceraldeido-

3-fosfato, da origem ao DXP (Figura 2).

Figura 2 — Formacéo do DXP
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O passo seguinte consiste na formacgéo do 2-C-metileritrol-4-fosfato a partir do
DXP. A enzima 1-Desoxi-D-Xilulose-5-fosfato redutoisomerase (IspC) € responsavel

pela reacdo de rearranjo seguido de reducdo que ocorre entre estes compostos.
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Dois mecanismos distintos foram propostos para essa reagdo enzimatica e estao
ilustrados na Figura 3. A primeira hipotese retrata um rearranjo sigmatropico do
DXP, formando um aldeido como intermediario que, apdés uma etapa subsequente
de reducgéo da carbonila, forma o 2-C-metileritrol-4-fosfato (LAUW et al., 2008). A
segunda proposta se trata de uma reacao retroalddlica/alddlica formando o mesmo
aldeido intermediario, que entdo é reduzido ao 2-C-metileritrol-4-fosfato (MUNOS et
al., 2009).

Figura 3 — Mecanismos propostos para a sintese do 2-C-metileritrol-4-fosfato
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O 2-C-metileritrol-4-fosfato € convertido em um difosfato ciclico passando por
trés etapas: reacdo com CTP para formacao do 2-C-metileritrol-4-CDP; fosforilacédo
da hidroxila no carbono 2 com o consumo de uma unidade de ATP; e, por fim, uma
reacdo de anelacdo e formacdo do 2-C-metileritrol-2,4-ciclodifosfato com posterior
liberagdo de CMP (GRAWERT et al., 2011) (Figura 4).

Figura 4 — Formacéao do 2-C-metileritrol-2,4-ciclodifosfato
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A formacédo de IPP e DMAPP a partir do 2-C-metileritrol-2,4-ciclodifosfato
ocorrem em duas etapas (Figura 5) e sdo mediadas por metaloenzimas com sitios
de transferéncia eletronica e clusters de ferro-enxofre. A primeira reag&o consiste na
abertura do difosfato ciclico e perda da hidroxila na posi¢ao 3, formando o 1-hidroxi-
2-metil-2-(E)-butenildifosfato. Na etapa seguinte, ocorre quebra da ligagdo C-O na
posicdo 1, formando um intermediario radical-livre. A transferéncia de um elétron
para o radical livre € mediada por clusters de ferro-enxofre, gerando um carbanion
alilico. Este carbanion pode ser protonado em duas posi¢des, dando origem ao IPP
e DMAPP em proporcéo de 5:1 (GRAWERT et al., 2011).

Figura 5 — Etapas finais da sintese do IPP e DMAPP
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As vias do mevalonato e do DXP ocorrem respectivamente no citosol e nos
plastidios de células vegetais. Apesar de sintetizarem os mesmos precursores, IPP e
DMAPP, ambas séo rotas complementares independentes, ou seja, ndo sdo rotas
alternativas de sintese de precursores para oS mesmos tipos de terpenoides. Com
isso, a inexisténcia de alguma destas rotas biossintéticas provoca deficiéncias no
processo de biossintese de algumas classes de terpenos (KIRBY; KEASLING,
2009).

Biossintese do esqualeno e oxidoesqualeno

O esqualeno e o oxidoesqualeno sdo compostos alifaticos de trinta carbonos,

reconhecidos como precursores diretos dos triterpenos ciclicos e de esteroides. A
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biossintese do esqualeno se inicia na fusdo de uma unidade de DMAPP com uma
de IPP, formando o pirofosfato de geranila (GPP). Outra unidade de IPP é
adicionada a cadeia do GPP originando o pirofosfato de farnesila (FPP). Em
seguida, duas unidades de FPP séo ligadas entre si pelos terminais fosfatados por
meio da enzima esqualeno sintase, havendo a liberacdo de duas moléculas de
pirofosfato. A oxidacdo do esqualeno ocorre entre os carbonos 2 e 3 e é mediada
pela enzima esqualeno epoxidase, levando a formacao do oxidoesqualeno (Figura
6) (PHILLIPS et al., 2006).

Figura 6 — Biossintese do esqualeno e do oxidoesqualeno
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O esqualeno e o oxidoesqualeno, ao sofrerem processos de ciclizacao

Oxidoesqualeno Esqualeno

enzimatica mediados pelas enzimas esqualeno ciclases e oxidoesqualeno ciclases,
dado origem aos mais variados esteroides e triterpenos ciclicos. As primeiras séo
encontradas somente em bactérias (THIMMAPPA et al., 2014), portanto somente as

oxidoesqualeno ciclases (OSC) serédo abordadas a seguir.

Oxidoesqualeno ciclases e a diversidade estrutural de triterpenos

pentaciclicos

As OSCs compbem a classe Il de terpeno sintases e sdo enzimas bastante
diversificadas em seres vivos, principalmente em vegetais, 0 que reflete na sua
funcdo ou atividade bioquimica. Mais de 80 OSCs distintas de plantas ja foram

caracterizadas, sendo grande parte delas obtidas por expressdo heteréloga em
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levedura (THIMMAPPA et al., 2014). As OSCs também sao enzimas versateis, pois
estdo envolvidas na biossintese de triterpenos mono, di, tri e principalmente tetra e
pentaciclicos (XU et al., 2004).

A biossintese de triterpenos pentaciclicos e de esteroides envolve uma etapa
de formacgdo de cétions tetraciclicos — cétion protosterila (I) e damarenila (V) —
(Figuras 7 e 8, pg. 7 e 8). No entanto, a conformacéo de cada um dos anéis destes
intermediarios influencia diretamente o curso das etapas seguintes da biossintese.
As OSCs inicialmente protonam o oxigénio do grupo oxirano do oxidoesqualeno e
dobram o substrato em duas conformacdes principais: cadeira-barco-cadeira (CBC);
e cadeira-cadeira-cadeira (CCC) (Figura 7, pg. 7). O oxidoesqualeno, quando
dobrado na conformacdo CBC propicia a formacdo do intermediario catibnico
protosterila (I) que dara origem aos esteroides. Por outro lado, quando € dobrado na
conformacéo CCC (ll) forma o céation damarenila (V) que é precursor dos triterpenos
pentaciclicos (ABE, 2007; THIMMAPPA et al., 2014).
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Figura 7 — Formacéo dos intermediarios da sintese de esteroides e de
triterpenos pentaciclicos
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Acreditava-se que a formacdo do cation triciclico, precursor do damarenila,

acontecia de forma concertada, originando um céation secundario 6-6-6 anti-

Markovnikov e todos em conformacdo de cadeira. No entanto, a partir de estudos

tedricos, foi proposta uma nova rota sintética na qual ocorre a formacdo de um

intermediéario catiénico triciclico 6-6-5 Markovnikov (Il), com posterior expansao do

anel de cinco membros simultanea ao fechamento do quarto anel (lll e 1V), dando
origem ao cation 178-damarenila (V) (ABE, 2007) (Figura 8, pg. 8).



INTRODUCAO

Figura 8 — Formacéo do cation 17B-damarenila
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A etapa seguinte consiste na expansdo do quarto anel do cation 17(-
damarenila (Figura 9). A formacdo de um carbocation secundario, bem como a
estabilizacdo parcial de todos os carbocéations formados durante a biossintese de
triterpenos pentaciclicos, é explicada por meio da interacdo de residuos aromaticos
presentes nas enzimas OSC, que promovem interacdes do tipo cation-m (LODEIRO
et al., 2007). Este intermediéario tetraciclico 6-6-6-6 sofre uma quinta ciclizac&o

originando o cétion lupenila 6-6-6-6-5 (Figura 9).

Figura 9 — Formacdao do cation lupenila
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A formagdo do cétion lupenila é a etapa chave na formagdo da maioria dos
esqueletos de triterpenos pentaciclicos conhecidos (XU et al., 2004) (Figura 10). A
perda de um préton do carbono 29 daré origem ao lupeol. A expansao do quinto anel
pela ligagdo do carbono 18, seguindo de mais um rearranjo do carbono 30, e dos
hidretos 18a e 138, concomitante com a perda de um préton ligado ao carbono 12,

da origem & a-amirina (Figura 10).

Figura 10 — Formacéao do lupeol e da a-amirina
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Caso a expansao do quinto anel ocorra envolvendo a ligacdo do carbono 21,
uma grande diversidade de outros esqueletos triterpénicos é formada (Figura 11,
pg. 10). Como exemplo, a B-amirina é formada apds o rearranjo dos hidrogénios 18a
e 138, seqguido da perda de um hidrogénio ligado ao carbono 12. A friedelina € o
triterpeno pentaciclico formado a partir do maior nUmero possivel de rearranjos, 10
no total, e é possivelmente o Unico triterpeno pentaciclico que nao possui

insaturacdo em seu esqueleto (Figura 11, pg. 10).
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Figura 11 — Formagéao da B-amirina e da friedelina
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Mesmo apds a biossintese, a estrutura quimica dos triterpenos pentaciclicos
pode sofrer modificacdes, tais como hidroxilacdo, oxidacéo, esterificacdo, formacao
de derivados glicosilados e outras. Somente de fontes vegetais estima-se que haja
mais de 20.000 diferentes triterpenos isolados e caracterizados (LIBY; SPORN,
2012).

Citocromo P450: modificacdes pOs-biossintéticas em triterpenos pentaciclicos

Citocromo P450 (CYP) é considerada a superfamilia de enzimas com maior
numero de macromoléculas ja identificadas na natureza. As CYPs sdo hemoenzimas
monomeéricas de membrana encontradas virtualmente em todos os seres vivos, e
estdo envolvidas na catalise de diversas reacfes de oxidacdo e desmetilacdo em
flavonoides, esteroides, terpenoides e outros (OHNISHI et al., 2009; GEISLER et
al.,, 2013). Mais de 12.000 sequéncias de genes associadas as CYPs ja foram
identificadas, no entanto, somente algumas centenas de enzimas foram expressas e
tiveram suas func¢des elucidadas (ZHAO et al., 2014).

Em triterpenos pentaciclicos, as CYPs catalisam reac¢des de hidroxilacao,
epoxidacdo, peroxidacdo e outros tipos de oxidacdo em regides especificas dos

esqueletos triterpénicos (Figura 12, pg. 11). Apesar de as modificacdes estruturais

10



INTRODUCAO 11

serem regio e estereoespecificas, as CYPs podem atuar em mais de um local nos
diferentes esqueletos triterpénicos ou triterpenos pentaciclicos que previamente
sofreram algum tipo de modificacdo pds-biossintética (THIMMAPPA et al., 2014).

Figura 12 — Modifica¢cOes estruturais promovidas por CYPs
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Familia Celastraceae

A familia Celastraceae compreende cerca de 97 géneros e mais de 1200
espécies em todo o mundo, e exemplares dessa familia podem ser encontrados
principalmente na América do Sul, norte da Africa e no leste Asiatico (SIMMONS et
al., 2008; MOKOKA et al., 2013). Dentre os compostos isolados a partir do estudo
fitoquimico de folhas, galhos e raizes de espécies de Celastraceae, destacam-se 0s
triterpenos quinonametideos derivados principalmente da friedelina, e os triterpenos
pentaciclicos da classe dos Ilupanos, ursanos, oleananos e friedelanos
(ALVARENGA; FERRO, 2006).

O grande interesse no estudo quimico e biologico de plantas da familia
Celastraceae se da devido a grande variedade de propriedades biolégicas atribuidas
a extratos e compostos isolados das diferentes partes dos vegetais, dentre elas se
destacam as atividades antimicrobiana, antifingica, citotoxica, algistatica,
antinociceptiva, etc. (MOKOKA et al., 2013; SILVA et al,, 2013; VELOSO et al.,
2014; WANG et al., 2014). Tendo como exemplo da importancia de espécies dessa
familia, o extrato padronizado de folhas de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek, que
no Brasil jA € comercializado como fitoterapico preconizado para o tratamento e
prevencao de Ulceras gastricas (SANTOS-OLIVEIRA et al., 2009).

A espécie Cheiloclinium cognatum (Miers) A.C.Sm.

O género Cheiloclinium é pertencente a subfamilia Hippocrateaceae, que
compreende outros 23 géneros e pouco mais de 350 espécies. Assim como as
outras plantas da familia Celastraceae, sdo encontradas em regides tropicais e
subtropicais (GOMES et al., 2005). Existem poucos estudos reportados na literatura
para plantas deste género. No entanto, uma nova classe de moléculas,
denominadas cheiloclines A a | (Apéndice A, pg. 137), foi descrita a partir do estudo
fitoquimico de cascas de raiz de Cheiloclinium hippocratioides (MESA-SIVERIO et
al., 2005).

O bacupari da mata, como é conhecida popularmente a espécie Cheiloclinium
cognatum (Miers) A.C.Sm. (Figura 14, pg. 13), é uma planta endémica do cerrado

brasileiro, e suas folhas sdo utilizadas na medicina popular para o tratamento de
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febres e edemas. Estudos conduzidos a partir de extratos da casca de raiz desta
planta levaram ao isolamento de onze triterpenos quinonametideos, sendo dois
inéditos na literatura (Figura 13), e diferentes atividades biolégicas foram atribuidas
a extratos e a constituintes isolados. Ao extrato em diclorometano foram atribuidas
atividades analgésica e anti-inflamatéria em ratos e, aos triterpenos
quinonametideos tingenona e tingenol, atividade larvicida contra o protozoario
Trypanossoma cruzi, causador da doenca de Chagas (JELLER et al., 2004; COSTA
et al., 2007; LIAO et al., 2008). Apesar do seu uso na medicina popular, até a
presente data nenhum estudo quimico ou bioldgico foi realizado utilizando extratos e

constituintes isolados de folhas de C. cognatum.

Figura 13 — Triterpenos quinonametideos inéditos isolados a partir de raizes de
C. cognatum

COOCH;

22 -hidroxipristimerina Cognatina

Figura 14 — Flores, folhas, galhos e frutos de Cheiloclinium cognatum

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

Objetivo do trabalho

Este trabalho teve como objetivo realizar o estudo fitoquimico dos extratos
hexanico e cloroférmico das folhas de Cheiloclinium cognatum (Miers) A.C.Sm,
buscando o isolamento e identificagdo de novos constituintes, principalmente
aqueles da classe dos triterpenos pentaciclicos, e dando continuidade aos estudos
guimicos e biologicos de plantas da familia Celastraceae. Deste modo, fazem parte

do escopo deste trabalho:

e Preparacao do extrato hexanico e cloroférmico das folhas de C. cognatum;

e Arealizacdo do estudo fitoquimico destes extratos;

e A elucidagéo de estruturas quimicas de metabalitos isolados;

e O estudo detalhado do perfil de fragmentacdo a partir das analises de
triterpenos friedelanicos em espectrometro de massas de alta resolucédo com
ionizacao quimica a pressao atmosférica (APCI-MS)

e A demonstracdo de relagbes fitoquimicas entre espécies da familia
Celastraceae, contribuindo para o estudo quimiotaxonémico da mesma,

e Arealizacdo do estudo da atividade biologica de extratos e constituintes de C.

cognatum.
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CAPITULO 1: ESTUDO QUIMICO DOS EXTRATOS

1 — Parte experimental
1.1 — Métodos gerais

Neste trabalho, para a analise, filtracdo, separacdo e purificacdo das
amostras foram utilizadas as seguintes técnicas: cromatografia em camada delgada
(CCD), dry column vacuum chromatography, cromatografia em coluna (CC) de silica
ou de Sephadex®, cromatografia liquida de média pressédo (MPLC) e cromatografia
a gas. O critério preliminar adotado para a verificacdo de pureza da amostra foi feita
a partir da observacdo de uma unica mancha em placas de CCD, com eluente
adequado para que a mancha apresentasse Rf proximo a 0,5.

Na preparacao das cromatoplacas foram utilizadas 7g de silica gel 60G para
cada 15 mL de agua, e a suspensdo homogeneizada foi espalhada em suporte de
vidro, formando um filme 0,25 mm de espessura. Apdés a secagem parcial a
temperatura ambiente, as placas foram ativadas em estufa a 100 °C por pelo menos
30 minutos. A revelacéo das placas de CCD foi realizada com o0 uso de solucéo na
proporcao de 1:1 v/v de vanilina (1% m/v em etanol) e acido perclorico (3% v/v em
agua), seguido de aquecimento em estufa a 100 °C.

As colunas cromatograficas (CC) classicas foram preparadas utilizando silica
gel 60 (70-230 mesh ou 230-400 mesh) ou Sephadex® G25-100. Para a dry column
vacuum chromatography foi utilizada silica gel 60 (70-230 mesh). As MPLCs foram
realizadas no equipamento Biotage® Isolera™ Spektra One, com o uso de colunas
SNAP 10 g, 25 g e 50 g, escolhidas de acordo com a quantidade de amostra. Os
solventes empregados nas analises foram hexano, cloroférmio, diclorometano,
acetona, acetato de etila e metanol. Quando necessaria a reutilizacdo de misturas
de solventes, a afericdo das proporcdes das misturas foi realizada a partir da
comparacao dos indices de refracdo, utilizando refratbmetro Biobrix.

A analise por cromatografia a gas (GC-FID) foi realizada em cromatografo
Agilent HP 7820A, equipado com coluna Agilent HP5 30 m x 0,32 mm x 0,25 um,

hidrogénio como gas de arraste e detector por ionizagdo de chama. Este
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equipamento pertence ao Laboratdério de Cromatografia do Departamento de
Quimica, ICEx, UFMG.

Os espectros de absorcdo na regidao do infravermelho foram obtidos em
espectrébmetro Perkin Elmer Spectrum One com ATR do laboratério de Quimica
Farmacéutica da Faculdade de Farméacia da UFMG.

Os espectros de RMN foram obtidos utilizando espectrometros Bruker DPX-
200 Avance ou Avance-lll 400 NanoBay ou OneBay do laboratério de Ressonancia
Magnética de Alta Resolucdo (LAREMAR) do Departamento de Quimica da UFMG.
Os solventes deuterados utilizados estdo indicados em cada analise. Os
deslocamentos quimicos (8) foram registrados em ppm, o tetrametilsilano (TMS) foi
utilizado como padrédo de referéncia interna (dy = &c = 0) e as constantes de
acoplamento (J) foram calculadas em Hertz (Hz).

Os espectros de massas foram obtidos em equipamento Shimadzu LCMS-IT-
TOF de alta resolucéo do laboratorio de Cromatografia do Departamento de Quimica
da UFMG. Os solventes metanol e cloroférmio em grau HPLC foram utilizados no

preparo de amostras.

1.2 — Coleta e identificacdo do material vegetal

A coleta das folhas de Cheiloclinium cognatum (Miers) A.C.Sm. ocorreu no
municipio de Montes Claros, em Minas Gerais, na propriedade particular do Sr.
lldeci Fonseca, as margens do Km 18 da rodovia BR 365, pela professora Dra. Maria
Olivia Mercadante Simdes, do departamento de Biologia Geral da Unimontes.

A identificacdo do material vegetal foi realizada pela prépria professora Maria
Olivia, e uma exsicata do espécime (BHCB 169874) foi depositada no Herbario do
Departamento de Botanica do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG. A licenca
para 0 acesso ao patriménio genético foi concedida pelo CNPQ sob o processo
namero 010119/2014-0.

1.3 — Preparacdo dos extratos das folhas de Cheiloclinium cognatum
Apés a coleta, as folhas de C. cognatum foram submetidas a secagem a

temperatura ambiente e, ap0s secas, foram pulverizadas em moinho de facas,

obtendo-se 1168,5 g de material vegetal moido. Este material foi submetido a
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extracdo exaustiva por maceracado a temperatura ambiente com o uso de hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol, todos puros. Cada extrato foi filtrado e o
solvente extrator recuperado utilizando evaporador rotativo sob pressao reduzida.

A nomenclatura dos extratos foi estabelecida da seguinte forma: letra E para
extrato; letra H para hexanico; letra C para cloroférmico; letra A para acetato etilico;
e letra M para metandlico. Portanto, o extrato hexanico foi identificado como EH e o
cloroférmico como EC. A esquematizacdo da extracdo estd apresentada na Figura
15. A notacdo para identificacdo de metabdlitos e/ou misturas isolados foi
estabelecida como a letra S, seguida da ordem de isolamento dos compostos.

Figura 15 — Esquema utilizado para obtencdo dos extratos de folhas de C.
cognatum

Folhas Moidas
m=1168,5g

1. Extragdo com hexano
2. Filtracéo

EH m=222g

Recuperacéo do solvente

Torta 1

EC m=849g¢g

1. Extracdo com clorofémio
Recuperacéo do solvente 2. Filtrag&o

l

Torta 2

EA m=150g 1. Extragdo com acetato de etila

Recuperaggo do solvente 2. Filtrag&o

|

Torta 3

EM m=1262g

1. Extragdo com metanol
2. Filtragéo

Recuperacéo do solvente

I

Torta 4

1.4 — Elaboracao do extrato EH

EH foi obtido como um material pastoso (22,2 g), de cor verde. Parte deste
material (2,0 g) foi reservada para testes quimicos e ensaios bioldgicos e o restante
de EH (20,2 g) foi submetido a CC. Foram utilizados 738 g de silica gel 60 (70-230

mesh) e, como eluente, hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros ou em
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misturas em ordem crescente de polaridade. Foram coletadas 210 fracbes de
aproximadamente 200 mL (Tabela 1).

Tabela 1. Fragdes obtidas e eluentes utilizados para coluna EH

FracOes Eluente N° de fragbes
01-35 Hexano 35
36-42 Hex+CHCI; 9:1
43-50 Hex+CHCI; 8:2

51-84 Hex+CHCI; 7:3 34
85-140 Hex+CHCI; 6:4 40
125-137 Hex+CHCI3 1:1 13
138-177 Cloroférmio 40
178-184 CHCI3-AcOEt 9:1 7
185-192 Acetato de Etila 8
193-210 Metanol 18

As 210 fracOes foram reunidas em 27 grupos (EH1 a EH27) de acordo com a
similaridade dos perfis cromatogréaficos observados em placas de CCD. Os grupos
nao mencionados abaixo foram trabalhados, porém nao resultou no isolamento de
nenhum constituinte quimico.

Grupo EH1 (fracdes 1 e 2): Foi obtido um soélido branco (526 mg) e, devido
ao carater fortemente apolar, e o perfil em CCD, suspeitou-se que 0 grupo EH1 se
tratava de uma mistura de hidrocarbonetos (S1). 1 uL de solucéo de S1 a 1% (m/v)
em hexano foi submetida a GC-FID (gradiente de temperatura: 200 °C, 0 min, 10
°C/min, 300 °C; injetor splitless a 300 °C; detector a 320 °C) para determinacédo dos
constituintes desta mistura.

Grupo EH3 (fracdes 4 e 5): Foi obtido um liquido viscoso incolor (902 mg)
gue apresentou somente uma mancha em placa de CCD. EH3 foi submetido a
analises por RMN de 1D de 'H e **C. A comparacéo dos dados obtidos com os da
literatura levou a identificacdo desta fracdo como sendo o esqualeno (S2).

Grupo EH10 (fragbes 35 a 42): Foi obtido um material de cor amarelada (532
mg) que foi submetido a MPLC em coluna SNAP 50 g e, como eluentes, hexano,
cloroférmio e metanol, puros ou em mistura. O subgrupo EH10-4 (fracbes 19 a 50;

489 mg) foi submetido as analises de RMN de 1D de 'H e *C, e espectrometria de
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massas. A mistura de trés compostos, 38-palmitoil-urs-12-eno (S3-1), 3B-estearoil-
urs-12-eno (S3-Il) e 3B-eicosanoil-urs-12-eno (S3-ll), foi identificada nesta fracao.

Grupo EH13 (fracGes 56 a 65): Foi obtido um soélido alaranjado (2,3 g) que
foi tratado com acetona e hexano puros e, apos filtracdo, um sélido branco foi obtido
(330 mg). O sodlido foi submetido a CCD e foi constatada apenas uma mancha
amarelada. Ap6s as andlises dos espectros de RMN de 1D de 'H e *°C e
comparacdo com dados da literatura, o sélido foi identificado como o 3-oxo-
friedelano (S4).

Grupo EH14 (fracBes 66 a 68): Foi obtido um sélido alaranjado (286 mg) que
foi tratado com acetona e hexano puros e em seguida filtrado, obtendo-se um sélido
branco (100 mg). A comparagdo do perfl em CCD com amostras auténticas
confirmou a presenca da mistura de S4 e 3B-hidroxi-friedelano (S5). As analises de
RMN de *H e **C confirmaram a constituicdo da mistura.

Grupo EH15 (fracbes 69 a 90): Foi obtido um solido alaranjado (867 mg) que
foi submetido a MPLC utilizando coluna SNAP 50 g, com hexano, cloroférmio,
acetato de etila e metanol, puros ou em mistura, como eluentes. O subgrupo EH15-5
(282 mgq) foi tratado com acetona e hexano puros, seguido de filtracdo, e um solido
branco foi obtido (100 mg). Ap6s as anélises RMN de 1D de 'H e **C e comparacéo
com dados da literatura, o solido foi identificado como sendo o 3B-hidroxifriedelano
(S5).

Grupo EH16 (fragcbes 91 a 107): Foi obtido um sdlido alaranjado (1,7 g) que
foi tratado com acetona pura, seguida por filtracdo, e um sdlido levemente
alaranjado foi obtido (399 mg). A amostra foi submetida a uma CC com 19,5 g de
silica gel 60 (230-400 mesh) e hexano, cloroférmio e acetato de etila, puros ou em
mistura, como eluentes. O subgrupo EH16-2 (14 mg) foi submetido as analises de
RMN de 1D de 'H e **C e MS. O composto foi identificado como sendo mistura de
alcoois graxos (S6).

Grupo EH17 (fracbes de 108 a 110): Um material verde escuro (256 mg) foi
submetido a MPLC utilizando coluna SNAP Ultra 10 g, com hexano, cloroférmio,
acetato de etila e metanol, puros ou em mistura, como eluentes. O subgrupo EH17-4
(165 mg) foi submetido a uma CC com 14 g de silica gel 60 (230-400 mesh) e
hexano, cloroférmio e acetato de etila, puros ou em mistura, como eluentes. A fracao
EH17-4-4 (8 mg) foi submetida as analises de RMN de 1D de *H e *3C e identificada

como sendo B-sitosterol (S7).
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Grupo EH18 (fragbes 111 a 122): Foi obtido um sélido verde escuro (1,5 g)
que foi submetido a MPLC utilizando coluna SNAP 50 g, com hexano, cloroférmio,
acetato de etila e metanol, puros ou em mistura, como eluentes. Foram obtidas 87
fracOes que foram reunidas em 6 subgrupos. O subgrupo EH18-3 (57 mg) foi tratado
com metanol e, apds filtracdo, um sélido branco (17 mg) foi submetido as analises
de RMN de 1D de 'H e **C e identificado como sendo S7. O subgrupo EH18-4 (656
mg) foi submetido a uma CC com 48,7 mL Sephadex® com gradiente de eluente
(CARDELLINA, 1983), utilizando hexano, diclorometano e acetona em misturas, e o
subgrupo EH18-4-3 (12 mg) foi submetido as analises de RMN de 1D de *He *C e
identificado como sendo o 3-oxo-28-hidroxifriedelano (S8). O subgrupo EH18-5 (148
mg) foi submetido a CC com 14,9 g de silica gel 60 (230-400 mesh) e hexano,
cloroformio e acetato de etila, puro ou em mistura, como eluentes. O subgrupo
EH18-5-2 (17 mg) foi submetido a andlises de RMN de 1D de 'H e *C e identificado
como sendo S7. O subgrupo EH18-5-5 (12 mg) foi submetido a anédlises de RMN
para obtencdo dos espectros 1D e 2D de 'H e °C, permitindo a identificacédo do
composto como sendo 3-oxo-21a-hidroxifriedelano (S9).

Grupo EH20 (133 a 143): Um material verde escuro foi obtido (221 mg) e foi
submetido a uma CC com 13 g de silica gel 60 (230-400 mesh) e hexano,
cloroformio e acetato de etila, puros ou em mistura, como eluentes. Foram obtidas
47 fracdes reunidas em 6 subgrupos. O subgrupo EH20-3 (13 mg) analisado via
RMN de *H e *3C e identificado como sendo o &cido 3,4-seco-friedelan-3-oico (S10).
Foram realizadas anélises de RMN de 1D de 'H e **C para o subgrupo EH20-5 (5
mg) e o composto 3-oxo-29-hidroxifriedelano (S11) foi identificado a partir de
comparacao com dados da literatura.

Grupo EH21 (144 a 161): Foi obtido um sélido verde escuro (3,1 g) que foi
tratado com hexano puro e seguido de filtracdo. Um sélido branco levemente
esverdeado (925 mg) foi obtido e, com 200 mg deste sdlido, foi realizada uma MPLC
utilizando coluna SNAP Ultra 10 g e hexano, cloroformio e metanol, puros ou em
mistura, como eluentes. Foram obtidas 84 fracbes que foram agrupadas em 6
subgrupos. O subgrupo EH21-3 (14 mg), apés andlises de RMN de 1D de 'H e *C,
foi identificado como sendo S10. O subgrupo EH21-5 (91 mg) foi identificado como
sendo S11, apés andlises de RMN de 1D de *H e *C. O subgrupo EH21-6 (8 mg),
ap6s andlises de RMN de 1D e 2D de *H e **C, foi elucidado e identificado como
sendo o 383,29-di-hidroxifriedelano (S12).
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Grupo EH22 (162 a 168): Foi obtido um sdélido verde escuro (768 mg) que foi
submetido a uma CC com 39 g de silica gel 60 (230-400 mesh) e hexano,
cloroférmio e acetato de etila, puros ou em mistura, como eluentes. Foram obtidas
72 fracdes reunidas em 6 subgrupos. O subgrupo EH22-3 (70 mg) foi identificado, a
partir de analises de RMN de 1D de 'H e **C, como sendo mistura de &cidos graxos
(S13). O subgrupo EH22-5 (7 mg) foi identificado como sendo S12 apds andlises de
RMN de 1D de 'H e **C.

O esquema empregado para o fracionamento da coluna EH esta apresentado
na Figura 16 (pg. 22). Os grupos ndo mencionados foram submetidos as técnicas
de fracionamento por CC e MPLC, no entanto, ndo foi possivel o isolamento nem
identificagdo de nenhum metabalito.
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Figura 16 — Esquema de fracionamento do extrato EH
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1.5 — Elaboracgéo do extrato EC

Foram trabalhados 82 g do EC utilizando a metodologia dry column vacuum
chromatography (PEDERSEN; ROSENBOHM, 2001). Esta metodologia apresenta
como vantagens a possibilidade de elaboragdo de uma maior quantidade de extrato
a partir da utilizacdo de menor quantidade de solvente e fase estacionaria, e menor
dispéndio de tempo em relacdo as CC padrao. No entanto, a quantidade de silica
utilizada para adsorver a amostra foi muito alta (ao final, foram obtidos 325 g da
mistura de silica mais extrato), e o maior funil sinterizado disponivel apresentava
tamanho inferior ao necessario para que a metodologia fosse aplicada em sua
proposta original. Portanto, utilizando a mesma montagem da coluna como indicada
por Pederson e Rosenbohm (Figura 17) a amostra foi dividida em trés porcdes de
massas semelhantes, e foi realizada uma filtracdo em pressdo reduzida, com
guantidade de fase estacionaria inferior a sugerida originalmente. Para facilitar a
padronizacdo das fracbes, foram utilizados apenas hexano, cloroférmio, acetato de
etila e metanol puros, de forma a se obter quatro grandes fracdes.

Figura 17 — Montagem da dry column vacuum chromatography
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Estas fracdes foram nomeadas da seguinte forma: letra F de fracdo, a
primeira letra do solvente utilizado na filtragdo, e EC para extrato cloroférmico.
Dessa forma foram obtidos 827 mg da fracdo hexanica do extrato cloroférmico
(FHEC), 42,1 g da fracdo cloroférmica do extrato cloroférmico (FCEC), 22,5 g da
fracdo acetato etilica do extrato cloroférmico (FAEC) e 4,7 g da fracdo metandlica do
extrato cloroférmico (FMEC). O esquema desta filtracdo esta apresentado na Figura
18.

Figura 18 — Esquema da filtracdo a pressdao reduzida para EC

EC
82,0g

Filtracdo a pressao reduzida

Hex  CHCI, AcOEt MeOH

FHEC FCEC FAEC FMEC
827 mg 42149 2259 4,79

1.5.1 — Elaboracéo da fracdo FHEC

A amostra FHEC foi submetida a uma CC com 64 g de silica gel 60 (70-230
mesh) e hexano e cloroférmio, puros ou em mistura, como eluentes. Foram obtidas
165 fracdes de 10 mL, que foram reunidas em 6 grupos. FHEC1 (184 mg) foi
identificado via CCD e por analise do espectro de absorcdo no IV como sendo S1.
FHEC2 (206 mg) foi identificado a partir das anélises de RMN de H e **C como
sendo S2.

1.5.2 — Elaboracéo da fracdo FCEC

FCEC foi tratada em hexano seguida por filtracdo, para a retirada do excesso

de graxa da amostra. Foram obtidos 36,4 g da amostra FCEC desengordurada, que
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foi submetida a uma CC com 604 g de silica gel 60 (70-230 mesh), utilizando
hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros ou em mistura, como
eluentes. Foram obtidas 119 fragdes reunidas em 13 grupos.

Grupo FCEC2 (fracdes 12 a 34): Foi obtido um sélido amarelado (15,8 g)
que foi submetido as analises de RMN de 'H e **C e identificado como sendo gutta-
percha (S14).

Grupos FCEC7; FCECS8; FCEC9; FCEC10; FCEC11 (49 a 54; 55 a 59; 60 e
61; 62; 63 a 68 respectivamente): Foram obtidos sélidos verdes (6,0 g; 3,0 g; 0,9 g;
0,9 g; 6,0 g respectivamente) que apresentaram perfis semelhantes em analise por
CCD. Todas as amostras tratadas com acetona e hexano puros e, apés filtracédo, os
solidos resultantes foram submetidos a analises por CCD e espectroscopia na regido
do IV. A partir dos resultados foi possivel inferir que as fracdes filtradas continham o
mesmo tipo de sdlido e, portanto, as fracbes FCEC7-11 foram agrupadas (10,4 g).
Foram separados 200 mg da FCEC7-11 e submetidos a MPLC com coluna SNAP
Ultra 10 g e hexano, cloroférmio e acetato de etila como eluentes. Foram obtidas 63
fracbes e reunidas em 5 grupos. FAEC7-11-2 (26 mg), FAEC7-11-3 (62 mg),
FAEC7-11-4 (64 mg) foram submetidas as anélises de RMN de 1D de 'H e **Ce
identificados como S11, mistura de S11+S12 e S12 respectivamente.

O esquema empregado para o fracionamento da coluna FCEC esta
apresentado na Figura 19 (pg. 26). Os grupos ndo mencionados foram submetidos
as técnicas de fracionamento por CC e MPLC, no entanto ndo foi possivel o

isolamento nem identificacdo de nenhum metabdlito.
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Figura 19 — Esquema de fracionamento de FCEC

FCEC FCEC
42149 36,449
FCEC2 FCEC7 FCECS8 FCEC9 FCEC10 FCEC11
15,8 g 6,09 3,049 0949 0,9g 6,09
S14
FCEC7-11
104 g
200 mg
l I
FCEC7-11-2 FCEC7-11-3 FCEC7-11-4
26 mg 62 mg 64 mg
S11 S11 + S12 S12

1.5.3 Elaboracao da fracdo FAEC

FAEC (22,5 g) foi submetida a uma CC com 297 g de silica gel 60 (70-230
mesh) com os eluentes hexano e cloroféormio, puros ou em mistura. Foram obtidas
106 fracdes de 200 mL, que foram reunidas em 10 grupos.

Grupo FAEC3 (fracbes 27 a 49): Um soélido branco foi isolado (7,2 g) e
submetido a analise por CCD. Foram identificadas duas manchas na cromatoplaca,
gue foram comparadas com padrdes auténticos de dois triterpenos pentaciclicos,
S11 e S12. A partir desta analise pbéde-se inferir que a fracdo FAEC3 é constituida
pela mistura de S11 e S12.

Grupo FAECY7 (fracdes 75 a 79): Um sélido verde escuro foi isolado (1,7 g) e
submetido a lavagem seguida de filtracdo com acetona e metanol puros. O sélido
resultante (449 mg) foi submetido a CC com 449 de silica gel 60 (70-230 mesh) e
cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros ou em mistura, como eluentes. Foram
obtidas 91 fragbes de 10 mL, que foram reunidas em 5 grupos. FAEC7-3 (124 mg)
foi submetida as analises de RMN de 1D e 2D de *H e **C e o composto 38,28,29-

tri-hidroxifriedelano (S15) foi identificado, sendo inédito na literatura.
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Grupo FAECS (fracdes 84 a 80): Um solido verde escuro foi isolado (3,6 g) e
submetido a uma CC com 191 g de Florisil® com cloroférmio e acetato de etila,
puros ou em mistura, como eluentes. Foram obtidas 32 fracbes de 200 mL que
foram reunidas em 5 grupos. FAEC8-4 (268 mg) foi purificada em uma CC com 17 ¢
de silica gel 60 (230-400 mesh) utilizando cloroférmio, acetato de etila ou metanol,
puros ou em mistura, como eluentes. 38 fragdes de 10 mL foram obtidas e reunidas
em 4 grupos. FAEC8-4-3 (42 mg) foi submetida as anélises de RMN de 1D e 2D de
'H e 3C e o composto 1-oxo-38,29-di-hidroxifriedelano (S16) foi identificado, sendo
inédito na literatura.

O esquema da elaboracdo de FAEC esta apresentado na Figura 20. Os
grupos ndo mencionados foram submetidos a técnicas cromatograficas de
separacdo e purificagcdo, porém nao foi possivel o isolamento e identificacdo de

nenhum metabdlito.

Figura 20 — Esquema de fracionamento de FAEC

FAEC
22,59
Y Y
FAEC7 FAECS
Y 1,79 3,649
FAEC3
724 Y Y
FAEC7 FAEC8-4
449 mg 268 mg
Y Y
FAEC7-3 FAEC8-4-3
S11 + S12 124 mg 42 mg
S15 S16
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1.5.4 Elaboracao da fragao FMEC

FMEC foi submetida a uma CC de 133 g silica gel 60 (70-230 mesh) com
hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em mistura, como eluentes. Foram
obtidas 144 fragbes de 20 mL que foram reunidas em 6 grupos. O grupo FMEC2
(fracdes 12 a 18, 39 mg) foi tratado com acetona e filtrado para a obtencdo de um
sélido branco (17 mg). Apds andlise por RMN 1D de 'H e *C, o sélido foi
identificado como sendo a mistura de S11 e S12. Os grupos ndo mencionados serao

trabalhados em analises futuras.
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2 — Determinacéo estrutural

Os 16 compostos isolados foram classificados de acordo com caracteristicas
estruturais em: compostos graxos; isoprenoides aciclicos; esteroide; triterpenos
pentaciclicos — ursano; triterpenos pentaciclicos — 3-oxo-friedelanos; e triterpenos
pentaciclicos — 3B-hidroxifriedelanos. A determinacdo estrutural serd apresentada

por classe e nao por ordem de isolamento dos compostos.
2.1 — Compostos graxos

2.1.1 — S1: Mistura de hidrocarbonetos

heA

No espectro de absorcdo no IV (Apéndice AA, pg. 96), observaram-se
bandas caracteristicas de estiramentos da ligacdo C-H de metila e metileno (2955 a
2848 cm™) e deformacdo angular do tipo balanco, caracteristica entre os grupos
metileno de cadeia longa (719 e 729 cm™) (BARBOSA, 2007). Estes dados sugerem
gue a amostra trata-se de mistura de hidrocarbonetos. Para determinar o0s
componentes da mistura e a porcentagem relativa de cada hidrocarboneto, foi
realizado o experimento de GC-FID, utilizando uma solu¢do conhecida de misturas
de hidrocarbonetos como padrao externo (Apéndice AB, pg. 96) para quantificacédo
e identificacdo dos constituintes da amostra S1 (Apéndice AC, pg. 97). Os
hidrocarbonetos Cy9Heo € C3i1Hgs foram encontrados em maior proporcdo em S1,

com porcentagem relativa de 49,8% e 19,6% respectivamente (Tabela 2, pg. 30).
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Tabela 2. Resultados da analise de GC-FID para S1

Hidrocarbonetos RT* (min) Area % relativa

Co7Hs6 8,117 378071 1,0
CogHss 8,757 2070543 5,6
C29Heo 9,541 18456583 49,8
CzoHe2 10,158 1769149 4.8
Csi1Hea 10,812 7258156 19,6
Ca2Hee 11,408 652653 1,8
CazHes 12,01 825742 2,2
CasH7o 12,654 150042 0,4
outros 5496803 14,8

area total 37057742 100,0
*RT: retention time (tempo de reten¢éo).

2.1.2 — S6: Mistura de alcoois graxos

4 ¢ Y a
(D/\X/\M;\B/\OH

Para S6, observou-se no espectro de RMN de 'H (Apéndice BB, pg. 98) um
tripleto em &y 3,76 (J 6,5 Hz, 2H), que pode ser atribuido aos atomos de hidrogénio
ligados ao carbono hidroxilado (&6¢ 60,58). O sinal relativo ao atomo de hidrogénio
ligado diretamente ao oxigénio nao foi observado, no entanto, na analise do espectro
de absorcdo no IV (Apéndice BA, pg. 97), esta presente uma banda em 3403 cm™
caracteristica de estiramento de ligacdo O-H. Observaram-se somente 8 sinais no
espectro de RMN de *C (Apéndice BC, pg. 98). A partir dos dados do subespectro
DEPT-135 (Apéndice BD, pg. 98), observou-se que sete sinais sao relativos a
carbonos metilénicos e um que foi atribuido a um grupo metila. Os dados de RMN
de *3C podem ser encontrados na Tabela 3 (pg. 31). Os sinais dos carbonos
metilénicos centrais apresentaram o mesmo deslocamento quimico em &¢ 28,37,
tornando possivel a determinacdo da mistura de alcoois graxos somente a partir da
analise do espectro de APCI-MS para S6 (Apéndice BE, pg. 99). Foram observados
oito picos de maior intensidade relativa, que estdo listados na Tabela 4 (pg. 31), e
gue foram relacionados a presenca de oito alcoois na mistura, sendo 0 CzHgsO

encontrado em maior proporcao.
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Tabela 3. Atribuicéo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de *°C para
S6 (CDCl3 + Pyr-d5; 100 MHz)

Atomo Tipo &coctadecan-1-0l* &:S6
a CH> 63,10 60,58

B CH> 32,85 31,97

o CH. 31,92 30,55

n (22-32cH;) CH; 29,65 28,37
P CH. 29,34 28,01

X CH, 25,75 24,82

1] CH, 22,67 21,34

w CHs; 14,07 12,77

“octadecan-1-ol (IWASAKI et al., 2010), CDCl;,

Tabela 4. Picos observados no espectro de APCI-MS para S6

Férmula Massa exata Massa Intensidade
molecular (Da)? observada (m/z)® Relativa (%)
C29Hs59OH 407,4611 407,4664 46,3
C30Hs10OH 421,4768 421,4780 56,8
C31He3OH 435,4924 435,4931 41,9
C32HesOH 449,5081 449,5031 100,0
Cs3He7OH 463,5237 463,5287 48,7
C34HegOH 477,5394 477,5371 26,2
Cs7H7s0H 519,5863 519,5834 42,4
C39H790OH 547,6176 547,6143 34,8

?Calculada a partir do fon [M+H-H,0]"; ® Modo positivo.

2.1.3 — S13: Mistura de acidos graxos
O

W
o OH
v n g

No espectro na regido do IV (Apéndice CA, pg. 99) observaram-se duas
bandas caracteristicas de acidos graxos; uma banda alargada e fraca de 3400-2700
cm™ e outra em 1699 cm™, sendo atribuidas ao estiramento da ligacdo do grupo
hidroxila e da ligacdo carbonila do grupo carboxila, respectivamente. No espectro de
RMN de 'H (Apéndice CB, pg. 100) observa-se um tripleto em dy 2,35 (J 7,5 Hz,
2H) relacionado aos hidrogénios ligados ao carbono B (8¢ 34,13). O sinal relativo ao
carbono da carboxila apresentou deslocamento no espectro de RMN de *3C
(Apéndice CC, pg. 100) em &¢ 180,41. As atribuicbes dos deslocamentos quimicos
para os atomos de carbono se encontram na Tabela 5 (pg. 32). Foi observado

somente um sinal de metila no subespectro DEPT-135 (Apéndice CD, pg. 100),
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sugerindo a auséncia de ramificacdes na cadeia alifatica de S13. A determinacéo da
mistura de acidos graxos foi realizada a partir da andlise do espectro de APCI-MS
(Apéndice CE, pg. 101). Foram observados dois picos atribuidos aos acidos
palmitico (C16H320,) e esteédrico (CisH3602). Os dados da analise do espectro de
APCI-MS (Tabela 6) mostraram que S13 € composto majoritariamente pela mistura

de acido palmitico (C16H320,) e oleico (C1gH3605).

Tabela 5. Atribuicéo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de *C para
S13 (CDCl3; 100 MHz)

Atomo Tipo &c(COUPERUS et al., 1978)* 8¢ S13

a C 180,66 180,41
B CH, 34,22 34,13
[} CH, 32,03 31,96
N (10 ou12CH;) CH» 29,17-29,77 29,09-29,72
X CH, 24,76 24,70
1]} CH, 22,76 22,72
w CHs 14,12 14,14
4CDCls.

Tabela 6. Picos observados no espectro de APCI-MS para S13

Férmula Massa exata (Da)® Massa observada Intensidade
molecular (m/z)® Relativa (%)
Ci6H3202 255,2330 255,2327 100,0
CigH360: 283,2643 283,2633 79,7

?Calculada a partir do fon [M-H]'; "Modo negativo.

2.2 — Isoprenoides aciclicos

2.2.1 — S2: Esqualeno

25 26 27
15 24
O A o X XY A

28 29 30

Observaram-se duas bandas de maior intensidade no espectro na regido do
IV (Apéndice DA, pg. 101) em 1443 e 1377 cm’, relativas & deformacéo angular
simétrica e assimétrica de grupos metila (BARBOSA, 2007). No espectro de RMN de
'H (Apéndice DB, pg. 101), os sinais entre 8y 5,08-5,15 foram atribuidos aos

hidrogénios olefinicos, oy 1,95-2,11 aos hidrogénios metilénicos e dois simpletos em
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on 1,60 e 1,68 foram relacionados aos hidrogénios metilicos. O espectro de APCI-
MS (Apéndice DE, pg. 102) apresentou um pico em m/z 411,3920 [M+H]" (calc.
411,3986), e foram identificados apenas 15 sinais no espectro de RMN de *3C
(Apéndice DC, pg. 102), e 12 sinais no subespectro DEPT-135 (Apéndice DD, pg.
102). Tais observacbes evidenciam a simetria da estrutura quimica de S2 e
confirmam o composto como sendo o esqualeno. As atribuicbes dos sinais
observados para os atomos de carbono de S2 estédo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7. Atribuicéo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de **C para
S2 (CDCls; 100 MHz)

Atomo Tipo &c(POGLIANI et al., 1994)* & S2

1e30 CHs 25,63 25,71
2e23 C 131,01 131,26
3e22 CH 124,34 124,31
4e?21 CHy 26,79 26,77
5e20 CH; 39,76 39,76
6el9 C 134,94 135,11
7el1l8 CH 124,30 124,28
8el7 CH; 26,66 26,66
9e 16 CH: 39,74 39,74
10e15 C 134,74 134,90
l1lel14 CH 125,45 124,41
12e13 CH; 28,28 28,28
24e25 CHs 17,60 17,69
26e29 CHs 15,93 16,01
27e28 CHs 15,98 16,05
°CDCls.

2.2.2 — S14: Gutta-percha

n

Duas bandas de maior intensidade em 1445 e 1381 cm™ foram observadas no
espectro na regido do IV (Apéndice EA, pg. 103), e foram relacionadas a
deformacéo angular simétrica e assimétrica de grupos metila. No espectro de RMN
de 'H (Apéndice EB, pg. 103) observaram-se um tripleto em 845,12 (J 6,4 Hz, 1H)
atribuido a hidrogénio olefinico, dois multipletos em &y 1,96-2,00 e 2,04-2,08

associados aos hidrogénios metilénicos ligados aos carbonos 1 e 4, e um simpleto
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em Oy 1,60 relativo aos hidrogénios metilicos. Cinco sinais foram observados no
espectro de RMN de *3C (Apéndice EC, pg. 103) e quatro sinais no subespectro de
DEPT-135 (Apéndice ED, pg. 104). A comparacdo com dados da literatura
permitiram a identificagdo de S14 como sendo gutta-percha. As atribuicbes dos

sinais de **C para S14 estdo descritas na Tabela 8.

Tabela 8. Atribuicéo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de **C para
S14 (CDCls; 100 MHz)

Atomo Tipo &c (SHAHAB; BASHEER, 1979)% &c S14

1 CH> 40,20 39,76

2 C 134,90 134,95

3 CH 124,80 124,26

4 CH> 27,20 26,74

5 CHs 16,10 16,04
°CDCls.

2.3 — Esteroide

2.3.1 — S7: B-Sitosterol

No espectro de RMN de 'H (Apéndice FA, pg. 104) observaram-se dois
multipletos centrados em &4 3,53 (1H) e 84 5,34 (1H) respectivamente atribuidos aos
atomos de hidrogénio carbindlico e olefinico. A partir da analise do espectro de RMN
de *C (Apéndice FB, pg. 104), o sinal em d¢ 71,84 foi associado ao carbono
carbindlico. Os sinais para os carbonos olefinicos apresentaram deslocamentos &¢
140,79 e ¢ 121,73, e apos a andlise do subespectro DEPT-135 (Apéndice FC, pg.
105), observou-se que o sinal em &¢ 121,73 foi relacionado ao carbono na posicao 6
e, devido a auséncia do sinal em &¢ 140,79 no subespectro de DEPT-135, este sinal
foi atribuido ao carbono n&o hidrogenado na posi¢édo 5. Os dados foram comparados
com a literatura e S7 foi identificado como g-sitosterol. A atribuicdo completa de

todos os sinais de carbono estd apresentada na Tabela 9 (pg. 35).
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Tabela 9. Atribuicéo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de *3C para

S7 (CDCl3; 100 MHz)

Atomo Tipo &c (DE-EKNAMKUL; POTDUANG, 2003)® &¢ S7
1  CH, 37,22 37,29
2 CH, 31,63 31,68
3 CH 71,80 71,84
4  CH, 42,19 42,32
5 C 140,72 140,79
6 CH 121,71 121,73
7 CH; 31,87 31,94
8 CH 31,87 31,92
9 CH 50,10 50,18
10 C 36,48 36,54
11 CH, 21,07 21,12
12 CH, 39,74 39,82
13 C 42,26 42,35
14  CH 56,73 56,81
15  CH, 24,29 24,33
16  CH, 28,22 28,26
17 CH 56,02 56,11
18  CHs 11,84 11,88
19  CHs 19,39 19,41
20 CH 36,12 36,17
21  CHs 18,76 18,80
22 CH, 33,91 33,99
23 CH, 26,02 26,15
24  CH 45,81 45,89
25  CH 29,11 29,21
26  CHs 19,80 19,83
27  CHs 19,01 19,06
28  CH, 23,04 23,11
29  CH, 11,97 12,00

*CDCls.
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2.4 — Triterpenos pentaciclicos — ursano

2.4.1 — S3: 3B-Acil-urs-12-eno

Uma banda intensa caracteristica de estiramento da ligacdo C=0 do grupo
carbonila foi observada no espectro na regidao do IV (Apéndice GA, pg. 105) em
1733 cm™ para S3. Também se observou uma banda em 720 cm™ relativa a
deformacédo angular do tipo balanco entre os grupos metileno do composto,
indicando presenca de cadeia graxa. No espectro de RMN de *H (Apéndice GB, pg.
106), observou-se um tripleto em &4 2,29 (J 7,5 Hz, 2H) relativo aos atomos de
hidrogénio vizinhos a carbonila de éster. Também foi possivel notar dois tripletos
aparentes centrados em &y 4,51 associado ao hidrogénio carbindlico na posicéo 3, e
em Oy 5,12 associado ao hidrogénio olefinico na posicdo 12. No espectro de RMN
de C (Apéndice GC, pg. 106) o sinal relacionado ao carbono da carbonila
apresentou deslocamento em &c 173,69 e o deslocamento em &¢c 80,59 foi
associado ao carbono carbindlico. Os carbonos olefinicos apresentaram
deslocamento em &¢ 139,63 e 124,33. A partir da analise do subespectro de DEPT-
135 (Apéndice GD, pg. 106), observou-se que o sinal em &¢ 124,33 corresponde ao

carbono olefinico hidrogenado.
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Tabela 10. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de **C
para S3 (CDCls; 50 MHz)

Atomo Tipo &c (MIRANDA et al., 2006)? 5c S3
1 CH, 38,51 38,45
2 CH, 23,68 23,64
3 CH 80,64 80,59
4 C 37,77 37,75
5 CH 55,32 55,27
6 CH, 18,29 18,25
7 CH, 32,92 32,87
8 C 40,09 40,03
9 CH 47,69 47,64
10 C 36,85 36,80
11 CH, 23,41 23,38
12 CH 124,38 124,33
13 C 139,66 139,63
14 C 42,13 42,08
15 CH> 26,65 26,61
16 CH, 28,14 28,10
17 C 33,78 33,75
18 CH 59,13 59,07
19 CH 39,65 39,62
20 CH 39,70 39,66
21 CH; 31,29 31,26
22 CH; 41,58 41,54
23 CHs 28,13 28,10
24 CHs 16,84 16,87
25 CHs 15,75 15,74
26 CHs 16,91 16,83
27 CH3s 23,27 23,24
28 CH3s 28,77 28,76
29 CH3s 17,52 17,51
30 CH3s 21,40 21,41
a C 173,68 173,69
B CH; 34,87 34,87

n (11, 13 ou 15 CH;) CH; 29,20 - 29,72 29,19 - 29,72
X CH; 31,95 31,94
1] CH; 22,70 22,71
w CH3 14,12 14,13
*CDCl,.

Os sinais no espectro de RMN de *3C relativos aos grupos CH, da cadeia
graxa apresentaram deslocamentos bastante proximos ou idénticos, tornando a
determinacdo do tamanho da cadeia possivel somente a partir das andlises por
APCI-MS. No espectro de APCI-MS no modo positivo (Apéndice GE, pg. 107) pbde-

se observar a fragmentacdo da ligagdo éster, evidenciando somente um pico,
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relativo ao cation do esqueleto triterpénico, em m/z 409,3832 [M-acido graxo]” (calc.
409,3829). A andlise do espectro de APCI-MS no modo negativo (Apéndice GF, pg.
107) evidenciou a presenca de trés picos majoritarios relativos aos ions [M-
triterpeno] e estdo apresentados na Tabela 11. Estes picos foram associados aos
acidos graxos esterificados e S3 identificado como sendo uma mistura dos
triterpenos S3-1 (3B-palmitoil-urs-12-eno), S3-11 (3B-estearoil-urs-12-eno) e S3-III (36-
eicosanoil-urs-12-eno). As atribuicdes para todos os sinais de *C observados para
S3 estéo descritas na Tabela 10 (pg. 37).

Tabela 11. Picos observados no espectro de APCI-MS para S3

Composto Massa exata Massa Intensidade
(Da)? observada (m/z)°  Relativa (%)
S3- 255,2329 255,2321 100,0
S3- 283,2642 283,2611 49,0
S3-lil 311,2956 311,2952 16,0

®Calculada a partir do fon [M-triterpeno]; ® Modo negativo.

2.5 —Triterpenos pentaciclicos — 3-oxo-friedelanos

Uma observagdao empirica (“rule of thumb”) importante na elucidagao
estrutural de triterpenos do tipo 3-oxo-friedelanos se aplica na analise do
deslocamento de **C do grupo metila 23. Os elétrons do sistema T da carbonila na
posicdo 3 promovem uma regido de anisotropia magnética (PAVIA et al., 2008). O
carbono da metila 23 se encontra na regido do cone de protecdo gerado pela
carbonila e, como consequéncia, observa-se um valor do deslocamento quimico
bastante caracteristico para este carbono em torno de &¢ 7,0. Outra observacéo
importante advém do fato de a metila 23 ser a Unica ligada a um carbono
hidrogenado e, por consequéncia, o sinal relativo aos hidrogénios da metila devem

aparecer no espectro de RMN de *H como um dupleto com J préximo a 7 Hz.
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2.5.1 — S4: 3-Oxo-friedelano (friedelina)

Uma banda caracteristica em 1713 cm™ foi observada no espectro na regifo
do IV (Apéndice HA, pg. 107) relativa ao estiramento do grupo carbonila. O
espectro por APCI-MS (Apéndice HE, pg. 109) apresentou um pico em m/z
427,3939 [M+H]" (calc. 427,3935), que foi associado a férmula molecular CzoHs00.
No espectro de RMN de 'H (Apéndice HB, pg. 108), um dupleto em &y 0,88 (J 6,7
Hz, 3H) foi associado aos atomos de hidrogénio do grupo metila na posicéo 23. Sete
outros sinais, na forma de simpletos, foram relacionados aos hidrogénios dos grupos
metila 24-30 no espectro de RMN em &y 0,72; 0,86; 0,96; 1,00; 1,01; 1,05; 1,18.
Observou-se a partir da analise do espectro de RMN de **C (Apéndice HC, pg. 108)
gue o atomo de carbono da carbonila apresentou deslocamento em &¢ 213,07, e 0
carbono 23 apresentou deslocamento em &¢ 6,79. O subespectro DEPT-135 se
encontra no Apéndice HD (pg.108). Apds a comparacao com dados da literatura, S4
foi identificado como sendo 3-oxo-friedelano. As atribuicbes para os sinais

observados no espectro de RMN de *3C estdo apresentados na Tabela 12 (pg. 40).
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Tabela 12. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de **C

para S4 (CDCl; + Pyr-d5; 100 MHz)

Atomo Tipo &c (MAHATO; KUNDU, 1994)° &c S4
1  CH, 22,30 22,27
2  CH, 41,50 41,49
3 C 213,20 213,10
4 CH 58,20 58,14
5 C 42,10 42,11
6  CH, 41,30 41,22
7  CHs 18,20 18,22
8 CH 53,10 53,05
9 C 37,40 37,41
10 CH 59,40 59,38
11  CH, 35,60 35,59
12 CH, 30,50 30,49
13 C 39,70 39,68
14 C 38,30 38,27
15  CH, 32,40 32,40
16  CH, 36,00 36,01
17 C 30,00 29,98
18  CH 42,80 42,79
19  CH, 35,30 35,33
20 C 28,10 28,16
21  CH, 32,70 32,78
22 CH, 39,20 39,24
23 CHs 6,80 6,84
24 CHs, 14,60 14,62
25  CHs 17,90 17,92
26  CHs, 20,20 20,25
27  CHs 18,60 18,67
28  CHs 32,10 32,09
29  CHs 35,00 35,03
30 CHs 31,80 31,81

*CDCls.
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2.5.2 — S8: 3-Ox0-28-hidroxifriedelano

Dois picos de maior intensidade relativa foram observados no espectro de
APCI-MS (Apéndice ID, pg. 110) em m/z 443,3847 [M+H]" (calc. 443,3886) e m/z
425,3639 [M+H-H,0]* (calc. 425,3778). No espectro de RMN de 'H (Apéndice IA,
pg. 109) um simpleto aparente em &y 3,64 foi atribuido ao sinal dos hidrogénios na
posicdo 28. A partir da andlise de RMN de *C (Apéndice IB, pg. 109) e do
subespectro DEPT-135 (Apéndice IC, pg. 110), o deslocamento quimico em &¢
68,05 foi atribuido ao carbono na posicdo 28. O sinal relacionado ao carbono da
carbonila apresentou sinal em &¢ 213,23 e, como geralmente observado em 3-oxo-
friedelanos, o carbono da metila C-23 foi associado ao sinal com deslocamento em
Oc 6,83. A comparacdo com dados da literatura permitiu a identificacdo de S8 como
sendo o 3-oxo0-28-hidroxifriedelano. As atribuicbes para todos os sinais de **C

observados encontram-se na Tabela 13 (pg. 42).
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Tabela 13. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de **C

para S8 (CDCls; 50 MHz)

Atomo Tipo & (MAHATO; KUNDU, 1994)% 5. S8
1 CH, 2210 2227
2 CH, 4130 4151
3 C 21260 21323
4 CH 57 80 5821
5 C 4190 4211
6 CH, 4100 4122
7 CH, 1810 1823
8 CH 52 20 52 47
9 C 3730 3745
10  CH 59 10 59 46
11  CH, 3530 3543
12 CH, 29 90 3008
13 C 39 10 3936
14 C 3800 3814
15  CH, 3130 3121
16  CH, 2900 2913
17 C 3510 3515
18  CH 3920 3944
19  CH, 34.40 3448
20 C 27 90 2816
21  CH, 31,40 3137
22 CH, 3320 3335
23 CHs 670 683
24  CHs 14,50 14,66
25  CHs 18,00 1808
26  CHs 18,90 1907
27  CHs 1910 1920
28  CH, 67,00 6805
29  CHs 3290 3285

30 CHs 34.20 34.26

*CDCls.
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2.5.3 — S9: 3-Oxo0-21a-hidroxifriedelano

Observaram-se dois picos no espectro de APCI-MS (Apéndice JD, pg. 111)
relativos aos ions [M+H]" em m/z 443,3858 (calc. 443,3886) e [M+H-H,0O]" m/z
425,3766 (calc. 425,3778). No espectro de RMN de 'H (Apéndice JA, pg. 110) um
dupleto duplo foi observado em &4 3,70 (J 12,1; 4,2 Hz, 1H) associado ao hidrogénio
ligado ao carbono na posicéo 21. Nos espectros de RMN de °C (Apéndice JB, pg.
111) e DEPT-135 (Apéndice JC, pg. 111) observaram-se dois sinais mais
desblindados, um com deslocamento em &¢ 213,42, associado ao carbono da
carbonila, e outro em &c 74,54, associado ao carbono 21. ApoOs andlise dos
espectros em 2D de RMN (HSQC — Apéndice JE (pg. 112), HMBC — Apéndice JF
(pg. 112), COSY — Apéndice JG (pg. 113) e NOESY - Apéndice JH (pg. 113))
observou-se que os dados espectrais de S9 relatado por Setzer e colaboradores
(2000) para esta mesma substancia apresentavam valores de deslocamento
quimico de *3C para as metilas 25, 26, 29 e 30 atribuidos de forma equivocada. Os
dados espectrais corrigidos, obtidos apés analise detalhada dos experimentos de
RMN 2D, estédo apresentados na Tabela 14 (pg. 44) e o composto S9 foi identificado

como sendo 3-oxo-21a-hidroxifriedelano.
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Tabela 14. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de *H e *C
para S9 (CDCls; 400 e 100 MHz)

dc (SETZER

Atomo  Tipo et al., 2000)° &: S9 on HMBC COSsY NOESY
1,62-1,71
1 CH, 22,30 22,50 1.93-1.99 10
2,23-2,33
2 CH, 41,50 41,70 237 -2.41 1,10 1
3 C 213,20 213,42 -
4 CH 58,20 58,41 2,20 -2,28 5, 23,24 23 10, 23
5 C 42.00 42,28 -
1,22-1,31
6 CH, 41,20 41,44 171-178
1,29 -1,41
7 CH, 18,00 18,47 1.92 - 1.99
8 CH 51,50 51,73 1,39-1,44
9 C 37,50 37,70 -
10 CH 59,50 59,69 1,50 -1,57 27
1,44 - 1,59
11 CH, 35,30 36,17 161-166
12 CH, 30,20 30,39 1,24 -1,37
13 C 39,00 39,22 -
14 C 38,80 39,02 -
15 CH, 30,40 30,61 1,37 -1,44
1,44 -1,59
16 CH, 36,10 36,30 161 -166
17 C 32,50 32,71 -
18 CH 44 .30 44 53 1,49-1,55 26, 28, 30
1,24-1,34
19 CH, 35,90 35,49 1.41-148
20 C 34,40 34,57 -
3,70; dd;
21 CH 74,30 7454 121,42 Hz; 20,22,29, 30 22 22,30
B (ax)
1,16 -1,24 a
22 CH, 47,00 47,19 1.65-1.74 8 21 29 28
23 CHs; 6,80 7,04 0,82 -0,92 4,5 4 24
24 CHs; 14,60 14,88 0,72 4,5, 6,10
25° CHs; 17,70 18,42 0,87 8,9, 10, 11 26
26° CHs; 18,20 17,93 0,91 8,13, 14, 15
27 CHs; 19,30 19,51 1,11 12, 13, 14, 18
28 CHs; 33,10 33,34 1,19 16, 17, 18, 22 26
29° CHs; 31,90 25,12 0,99 19, 21, 30 27
30° CHs; 24,90 32,10 1,07 19, 21, 29 29

CDCl;; "Valores de deslocamento de sinais de RMN de ™C atribuidos erroneamente na literatura.

24

25
CH, CHy g
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2.5.4 — S10: Acido 3,4-seco-friedelan-3-oico

No espectro na regiao do IV de S10 (Apéndice KA, pg. 114), observou-se
uma banda em 1701 cm™ que foi associada ao estiramento de ligacdo do grupo
carbonila. Uma banda larga e pouco intensa entre 3200-2400 cm™ foi associada ao
estiramento de ligacdo O-H caracteristico de acidos carboxilicos (BARBOSA, 2007).
Nos espectros de APCI-MS foram identificados picos relativos a S10 tanto no modo
positivo (m/z 427,3910 [M+H-H,OJ", calc. 427,3934, Apéndice KE, pg. 115) quanto
no modo negativo (m/z 443,3892 [M-H], calc. 443,3894, Apéndice KF, pg. 115). No
espectro de RMN de 'H (Apéndice KB, pg. 114) um tripleto em &y 2,39 (J 8,43 Hz,
2H) foi associado aos hidrogénios vizinhos a carboxila. Nos espectros de RMN de
13C (Apéndice KC, pg. 115) e DEPT-135 (Apéndice KD, pg. 115) observou-se um
sinal em &c 178,43 associado ao carbono da carboxila e um sinal em &¢ 7,60
atribuido ao carbono da metila C-23. As atribuicbes completas para o0s
deslocamentos observados no RMN de **C est&o apresentadas na Tabela 15 (pg.
46) e foram comparadas com dados da literatura, que permitiram a identificacdo de

S10 como sendo o acido 3,4-seco-friedelan-3-oico.
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Tabela 15. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de **C
para S10 (CDCls; 100 MHz)

Atomo Tipo &c (VIEIRA-FILHO et al., 2001)* &¢ S10

1 CH> 21,15 21,08
2 CH> 37,24 37,29
3 C 177,78 178,43
4 CH> 36,18 36,10
5 C 37,90 37,84
6 CH> 39,05 38,95
7 CH> 18,16 18,11
8 CH 53,07 53,00
9 C 39,14 39,07
10 CH 59,89 59,82
11 CH> 35,28 35,19
12 CH> 30,27 30,22
13 C 39,70 39,64
14 C 38,40 38,33
15 CH> 32,38 32,29
16 CH> 36,15 36,07
17 C 30,07 30,02
18 CH 42,97 42,85
19 CH> 35,39 35,32
20 C 28,20 28,17
21 CH> 32,95 32,86
22 CH> 39,34 39,30
23 CHs 7,60 7,60

24 CHs 19,50 19,39
25 CHs 17,96 17,94
26 CHs 20,16 20,16
27 CHs 18,74 18,76
28 CHs 32,16 32,12
29 CHs 34,98 34,98
30 CHas 31,88 31,85

°CDCls.
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2.5.5 — S11: 3-Ox0-29-hidroxifriedelano

Duas bandas caracteristicas foram observadas no espectro na regido do IV
para S11 (Apéndice LA, pg. 116), uma larga e de baixa intensidade em 3508 cm™,
relativa ao estiramento de ligagdo O-H do grupo hidroxila, e outra fina e bastante
intensa em 1704 cm™ associada ao estiramento de ligacdo do grupo carbonila. A
analise do espectro de APCI-MS no modo positivo (Apéndice LE, pg. 117)
evidenciou dois picos relativos aos ions [M+H]" (m/z 443,3836, calc. 443,3884) e
[M+H-H,0]" (m/z 425,3737, calc. 425,3778). No espectro de RMN de 'H (Apéndice
LB, pg. 116), foram observados dois dupletos em &4 3,24 (J 10,4 Hz, 1H) e &4 3,30
(J 10,5 Hz, 1H) associados aos hidrogénios em 29. Os hidrogénios na posicédo 29
sdo vizinhos a um centro estereogénico, portanto estes sédo classificados como
diastereotopicos. Atomos diastereotopicos ndo sdo quimica e nem magneticamente
equivalentes. O alto valor de J advém do acoplamento geminal entre estes atomos,
gue geralmente apresentam valores acima de 10 Hz (PAVIA et al., 2008). O sinal
relativo ao carbono da carbonila foi observado em &¢ 213,29 no espectro de RMN de
13C (Apéndice LC, pg. 117), e o sinal em 3¢ 74,74, relativo a um grupo metileno no
espectro de DEPT-135 (Apéndice LD, pg. 117), foi associado ao carbono 29. ApGs
comparacdo com dados da literatura, S11 foi identificado como sendo 3-0xo0-29-
hidroxifriedelano. As atribuicBes de todos os sinais de *C observados estio

descritos na Tabela 16 (pg. 48).
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Tabela 16. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de **C
para S11 (CDCls; 50 MHz)

Atomo Tipo &c(MAHATO; KUNDU, 1994)% &¢ S11

1 CH> 22,30 22,28
2 CH> 41,60 41,51
3 C 212,20 213,29
4 CH 58,30 58,20
5 C 42,20 42,15
6 CH> 41,40 41,26
7 CH> 18,30 18,22
8 CH 53,50 53,38
9 C 37,50 37,41
10 CH 59,60 59,43
11 CH> 35,70 35,62
12 CH> 29,80 29,74
13 C 40,00 39,93
14 C 38,30 38,22
15 CH: 32,80 32,71
16 CH: 36,00 35,85
17 C 29,80 30,50
18 CH 42,00 41,83
19 CH; 30,60 30,57
20 C 33,20 33,10
21 CH; 27,90 27,77
22 CH; 39,60 39,49
23 CHs 6,80 6,83

24 CHs 14,70 14,65
25 CHs 17,90 17,87
26 CHs 18,40 18,45
27 CHs 20,80 20,76
28 CHs 32,10 32,07
29 CH; 74,80 74,74
30 CHs 25,90 25,81

°CDCls.

2.6 — Triterpenos pentaciclicos - 3B-hidroxifriedelanos

A “rule of thumb” para os 38-hidroxifriedelanos consiste na andlise de alguns
sinais tanto no espectro de RMN de *H, quanto no de **C. O hidrogénio carbindélico
em 3a se encontra em posicdo equatorial no anel, portanto os angulos diedro entre
este hidrogénio e os hidrogénios em 2 e 4 sdo de aproximadamente 60°. A partir da
equacao de Karplus (KARPLUS, 1963), os acoplamentos esperados entre o

hidrogénio 3a e seus vizinhos devem apresentar valores entre 2-6 Hz, gerando um
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multipleto alargado e geralmente centrado entre &y 3,5 e 4,0. Para os hidrogénios da
metila 23, também é observado um dupleto com J préximo a 7 Hz e no espectro de
RMN de *3C, o deslocamento observado para C-23 é em torno de d¢ 12,0.

2.6.1 — S5: 3B-Hidroxifriedelano (friedelinol)

Uma banda de baixa intensidade em 3456 cm™ foi observada no espectro na
regido do IV (Apéndice MA, pg. 118) e foi associada ao estiramento da ligacao O-H.
Um pico relativo ao ion [M+H-H,0]" (m/z 411,3979, calc. 411,3986) foi identificado a
partir da andlise do espectro de APCI-MS (Apéndice ME, pg. 119) para S5. No
espectro de RMN de 'H (Apéndice MB, pg. 118), o sinal relativo ao hidrogénio em 3
apresentou deslocamento em 3y 3,96 (m, 1H). No espectro de RMN de *C
(Apéndice MC, pg. 119) o sinal associado ao carbono carbindlico apresentou sinal
em &6¢ 72,15. O subespectro DEPT-135 (Apéndice MD, pg. 119) foi utilizado para
classificar os carbonos como sendo C, CH, CH, ou CHs;. ApGs a andlise destes
dados e comparacdo com a literatura, S5 foi identificado como sendo 3(6-
hidroxifriedelano. As atribuicbes para os sinais de C observados estdo

apresentados na Tabela 17 (pg. 50).
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Tabela 17. Atribuic&do e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de **C
para S5 (CDCl; + Pyr-d5; 50 MHz)

Atomo Tipo &c(SALAZAR et al., 2000)* &c S5

1 CH> 16,16 15,95
2 CH> 36,14 36,08
3 CH 71,59 72,15
4 CH 49,62 49,37
5 C 38,09 37,92
6 CH> 41,99 41,82
7 CH> 17,69 17,60
8 CH 53,27 53,21
9 C 37,18 37,11
10 CH 61,65 61,47
11 CH> 35,66 35,47
12 CH> 30,69 30,65
13 C 38,38 38,36
14 C 39,69 39,67
15 CH: 32,34 32,32
16 CH> 35,90 35,58
17 C 30,02 30,01
18 CH 42,88 42,81
19 CH; 35,36 35,33
20 C 28,17 28,16
21 CH; 32,88 32,80
22 CH; 39,28 39,27
23 CHs 12,09 11,83
24 CHs 16,58 16,45
25 CHs 18,35 18,28
26 CHs 20,13 20,12
27 CHs 18,69 18,67
28 CHs 32,12 32,09
29 CHs 35,02 35,03
30 CHs 31,85 31,81

*CDCls.
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2.6.2 — S12: 36,29-Di-hidroxifriedelano

Uma banda de média intensidade e bastante alargada em 3404 cm™ foi
identificada e relacionada como sendo relativa ao estiramento da ligagcdo O-H das
hidroxilas nas posicdes 38 e 29 no espectro na regiao do IV (Apéndice NA, pg.
120). No espectro de APCI-MS (Apéndice NE, pg. 121) um pico em m/z 427,3960
(calc. 427,3934) foi associado ao ion [M+H-H,0]". Observou-se no espectro de RMN
de 'H (Apéndice NB, pg. 120) um sinal 5y 3,74 (m, 1H) atribuido ao hidrogénio na
posicdo 3. Os hidrogénios metilénicos em 29 apresentaram sinais em oy 3,24 (d,
10,3 Hz, 1H) e 3,28 (d, 10,4 Hz, 1H), semelhantes aos sinais observados para o
composto S11. A partir da anélise do espectro de RMN de *C (Apéndice NC, pg.
121) e do subespectro DEPT-135 (Apéndice ND, pg. 121) observaram-se dois
sinais relativos aos carbonos ligados a hidroxila. O sinal em &¢ 75,01, corresponde a
um grupo CH; que foi associado ao carbono C-29, e em &¢ 72,96, corresponde a um
grupo CH que foi atribuido ao carbono C-3. Apo6s comparacao com a literatura, S12
foi identificado como sendo 33,29-di-hidroxifriedelano. As atribuicbes completas para

os sinais de **C observados estdo na Tabela 18 (pg. 52).
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Tabela 18. Atribuic&do e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de **C
para S12 (CDCls; 100 MHz)

Atomo Tipo &c(DUARTE, 2000)® &c S12

1 CH> 16,07 15,99
2 CH> 35,64 35,38
3 CH 71,76 72,96
4 CH 49,54 49,36
5 C 38,04 38,05
6 CH> 41,91 41,90
7 CH> 17,64 17,75
8 CH 53,56 53,69
9 C 37,12 37,28
10 CH 61,55 61,52
11 CH> 35,73 35,76
12 CH> 30,72 30,93
13 C 39,94 40,12
14 C 38,30 38,50
15 CH: 32,73 32,83
16 CH: 36,04 36,13
17 C 30,56 30,75
18 CH 41,98 42,05
19 CH: 30,08 29,95
20 C 33,29 33,33
21 CH: 27,98 28,00
22 CH: 39,78 39,72
23 CHs 11,99 11,84
24 CHs 16,51 16,60
25 CHs 18,24 18,38
26 CHs 20,68 20,83
27 CHs 18,44 18,66
28 CHs 32,13 32,28
29 CH; 74,25 75,01
30 CHs; 26,14 26,01

4CDCl; + Pyr-d5.
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2.6.3 — S15: 3B,28,29-Tri-hidroxifriedelano

O composto inédito S15 foi isolado como um sélido branco nao cristalino e
sua temperatura de fusdo néo foi determinada, pois degradou-se a 244,0 °C. Uma
banda larga e de média intensidade em 3385 cm™ foi observada no espectro na
regido do IV (Apéndice OA, pg. 122) e relacionada ao estiramento da ligacdo O-H.
Observaram-se no espectro de RMN de 'H (Apéndice OB, pg. 122) seis sinais
atribuidos aos grupos metilas (Figura 21). Um dupleto em &4 0,98 (J 7,1 Hz, 3H) foi
associado a metila 23. Na regido entre & 3,00 e d 4,00 (Figura 22 pg. 54), foram
observados 5 sinais de hidrogénios geminais a grupos OH e estes foram
correlacionados aos sinais de 3C a partir da andlise do mapa de contornos HSQC
(Apéndice OE, pg. 123): &4 3,33 (d, J 10,3 Hz, 1H) e &4 3,40 (d, J 10,3 Hz, 1H)
correlacionados ao sinal em 6¢ 73,81; &4 3,70 (d, J 10,8 Hz, 1H) e &4 3,82 (d, J 10,8
Hz, 1H), correlacionados ao sinal em d¢ 66,69; e o sinal caracteristico de 3(-
hidroxifriedelanos em &4 3,79 (m, 1H) correlacionado ao sinal do carbono em 3 (8¢
72,00) . Os espectros de *C e DEPT-135 se encontram nos Apéndices OC e OD
(pg. 123) respectivamente.

Figura 21 — Expansé&o do espectro de RMN de *H (0,75-1,15 ppm) para S15
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Figura 22 — Expans&o do espectro de RMN de *H (3,20-3,95 ppm) para S15
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Apés a analise das correlacbes observadas nas expansdes do mapa de
contornos HMBC nas regides entre 6 0,8-1,2 e & 3,0-4,0 (Figura 23), foi possivel
identificar os carbonos C-28, associado ao sinal em d¢ 66,69, e C-29, associado ao
sinal em &¢ 72,00. A atribuicdo de todos os outros valores de deslocamento quimico
de 'H e *3C de S15 foi realizada apés andlise minuciosa no mapa de contornos
HMBC (Apéndice OF, pg. 124).

Figura 23 — Secdes expandidas do mapa de contornos HMBC para S15
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A partir da andlise do mapa de contornos NOESY (Apéndice OH, pg. 125) foi
possivel determinar a estereoquimica do composto. Na regido entre & 3,00 e & 4,00
(Figura 24), observou-se NOE entre H-29 e H-19a e 3, H-21 a e B, e entre H-29 e H-
27. Os sinais de H-28 apresentaram NOE com H-30 e H-18. Tais correlagdes
observadas para H-29 e H-30 sugerem que o anel E estd em equilibrio entre as
conformacdes barco e cadeira, como apresentado na Figura 25, pg. 56. Apés
andlise detalhada dos espectros 1D e 2D de RMN, S15 foi identificado como sendo
3[,28,29-tri-hidroxifriedelano. A Tabela 19 (pg. 57) apresenta todas as atribui¢cdes

realizadas apdés as analises dos espectros 1D e 2D de RMN.

Figura 24 — Secao expandida do mapa de contornos NOESY para S15
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Figura 25 — Principais correlagdes observadas no mapa de contornos NOESY
para S15

Na analise do espectro de APCI-MS (Figura 26), foi identificado um pico de
m/z 443,3867 (calc. 443,3884) relativo ao ion [M+H-H.0]*, e outro pico de m/z
425,3786 (calc. 425,3778) relativo ao ion [M+H-2H,0]", sugerindo que a férmula
molecular proposta para S15 esta de acordo com os dados obtidos por RMN.

Figura 26 — Espectro de APCI-MS (modo positivo) para S15
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Tabela 19. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de *H e *C
para S15 (CDCls; 400 e 100 MHz)

Sc

Atomo Tipo 5158 Sy HMBC COSsY NOESY
1,39-1,44 (eq) a
1 CH 1597 765 168 (ax) B 1a, 10 1a, 25
1,52 -160 (eq) B
2 CH 3554 195 198 (axa 1a, 18, 28 1a, 18, 28
3 CH 7200 3.77-3.79 (eq) a 1,4,5,23 20, 28, 4 2a. 28, 23
4 CH 4940 1,20 - 1,24 23 6a, 23
5 C  37.94 :
0,95 - 1,00 (ax) a
6 CH 4179 175 177 (eq) B 6a 23, 24, 25
7 CH, 17,75 1,31-1,38 6a 25, 26
8 CH 5323 1.7 -1.32
9 C  37.08 .
10 CH 6146 0,89 - 0,93
1,08 - 1.15
11 CH, 3549 oo T 11, 12
12 CH, 3035 1.29-1.36 27
13 C 3973 i
14 C  37.98 i
1,23-1,35 (ax) a
15 CH: 3226 13 17 o 8
1,23-1,35(eq) a
16 CH; 3200  3'65_165 (ax) B 15a, 158, 16a 16a
17 C 36,08 ;
18 CH 3850 1,34 -1,39
1,20-1,27 B
19 CH, 2928 166 1724 13,18, 20,29, 30 198 198, 27, 28
20 C 33,09 :
1,36-1,42 B
21 CH, 2837 140 1est
1.26-1,35 B 30
22 CH, 2868 197 S04¢q 21a, 228 150, 16a
23 CHs 11,88  098:d:7,1 Hz 3,4,5
24 CHs 1647 1,04: s 45,610
25  CHs 1830 0.86: s 8,9, 10, 11
26 CHs 2004 0.94: s 8,13, 14, 15
27 CHs 1876 1.0 s 12,13, 14, 18 10, 29
3,70; d: 10,8 Hz 198, 21,
28 CH, 6669 oido i 16, 17, 18, 22 250 26,30
3.33: d: 10,3 Hz 194, 198,
20 CH: 7381 o g i0ans 19, 20, 21, 30 219 218
30 CHs 2653 1,07: s 19, 20, 21, 29 29
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2.6.4 — S16: 1-Oxo0-33,29-di-hidroxifriedelano

O composto inédito S16 foi isolado como um sélido branco nao cristalino e
sua temperatura de fusdo ndo foi determinado, pois degradou-se a 254,9 °C. No
espectro na regidao do IV (Apéndice PA, pg. 125), duas bandas de média
intensidade e sobrepostas com maximos em 3537 e 3360 cm™ foram identificadas e
relacionadas ao estiramento das ligagcdes O-H das duas hidroxilas, e uma banda fina
e de intensa em 1697 cm™ foi relacionada ao estiramento da ligacdo C-O de
carbonila. No espectro de RMN de 'H (Apéndice PB, pg. 126) observaram-se sete
sinais associados aos grupos metila entre 8y 1,01 e 1,37. Seis sinais de 'H na regi&o
entre 8 2,20 e d 4,35 (Figura 27) foram correlacionados aos seguintes sinais de *C
a partir da andlise do mapa de contornos HSQC (Apéndice PE, pg. 127): 644,29 (m,
1H) correlacionado ao carbono 3 (&¢ 75,45); 643,41 (d, J 10,2 Hz, 1H) e 643,37 (d, J
10,2 Hz, 1H) associados ao sinal em 6¢ 74,70; 642,73 (dd, J 13,4; 4,8 Hz, 1H) e &4
2,58 (dd, J 13,4; 2,2 Hz, 1H) correlacionados ao sinal em 6¢ 53,89; e 842,22 (s, 1H)
associado ao sinal em 8¢ 71,84. Observou-se no espectro de RMN de *3C
(Apéndice PC, pg. 126) que o sinal relativo ao carbono da carbonila apresentou

deslocamento em o¢ 210,93.

Figura 27 — Expansdes do espectro de RMN de *H (2,20-4,35ppm) para S16
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Com base na analise do mapa de contornos HMBC (Apéndice PF, pg. 127),
na regido entre 0,95-1,45 ppm (Figura 28) foi possivel realizar as atribuicdes de
grande parte dos sinais de 'C observados, iniciando pela correlacdo dos
hidrogénios ligados aos carbonos hidroxilados. A atribuicdo dos sinais de 'H e *C
relativos ao carbono 10 se iniciou a partir da andlise do mapa de contornos COSY
(Apéndice PG, pg. 128). O sinal de H-10 ndo apresentou nenhuma correlagdo no
mapa de contornos COSY, indicando ndo haver hidrogénios vizinhos. Baseado
nessa informacéo, apos andlise detalhada das correlagdes de H-10 no mapa de
contornos HMBC (Figura 28) foi possivel realizar a atribuicdo de C-10 (¢ 71,84) e
determinar que a carbonila se encontra na posi¢cédo 1, uma vez que H-10 apresenta
correlacdo com o sinal em ¢ 210,93.

Figura 28 — SecOes expandidas do mapa de contornos HMBC para S16 (6 0,95-
1,45e 8 2,2-2,9)
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A partir da analise do mapa de contornos NOESY (Apéndice PH, pg. 128),
observaram-se correlagbes entre H-25 e H-26 e H-24, sugerindo conformacéo
cadeira para os anéis B, C e D. Observou-se NOE entre H-29 e H-27, e H-18 com H-

28, e para H-30 foi observada uma unica correlacdo com H-29. Tais informagfes
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sugerem que o anel E deve estar em conformacao cadeira, como representado na

Figura 29. S16 foi identificado como sendo 1-o0xo0-3(,29-di-hidroxi-friedelano, e a

Tabela 20 (pg. 61) apresenta todas as atribuices realizadas ap6s as analises dos

espect

ros 1D e 2D de RMN.

Figura 29 — Principais correlacdes observadas no mapa de contornos NOESY
para S16

O espectro de APCI-MS (Figura 30) apresentou um pico de m/z 441,3680
(calc. 441,3727) relativo ao jon [M+H-H,O]", e outro pico de m/z 423,3604 (calc.

423,3621) relativo ao ion [M+H-2H,O]", sugerindo que a férmula molecular proposta

para S16 confirma a proposta estrutural realizada com base nos dados de RMN.

Figura 30 — Espectro de APCI-MS (modo positivo) para S16
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Tabela 20. Atribuicdo e deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de *H e *C
para S16 (CDCls; 400 e 100 MHz)

Atomo  Tipo Sal‘éa L HMBC COSY NOESY
1 C 210,93 -
2,58;dd; 13,4e 2,2
Hz (eq) B 1, 3,4,10
2 CHy 5389 57344 134e48 1,3 28 28, 4, 10
Hz (ax) a
3 CH 75,45 4,29 (eq) a 2a, 28, 4 2a, 4, 23
4 CH 50,04 1,74 -1,82 2,5, 10, 23, 24 23 23
5 C 44,46 -
1,19- 1,26
6 CHy 42,71 1,74-1,81 6 6,7
7 CH, 1824 1,36 - 1,50
8 CH 53,25 1,17 - 1,23
9 C 37,23 -
. 1,2,4,5,6,9, 11,
10 CH 71,84 222:s 54, 25 4,8, 11a
1,04 - 1,14 (ax) a
11 CH 3525 2,03-2,14(eq)B 1,8,9,12,13,25 1la 11a, 25
12 CH, 30,95 1,27 -1,31
13 C 40,62 -
14 C 38,76 -
1,26 - 1,33
15 CH, 33,29 146 - 154
1,28 - 1,35
16 CH, 36,63 156 - 1.64
17 C 31,14 -
18 CH 42,63 1,65 13, 14, 122 19,27, 22B, 28
1,21-1,29 a
19 CHz 30,74 1,62-1,678 18, 20, 28, 30 19a
20 C 33,97 -
1,34-1,438
21 CHy 28,71 155-1,63a 29, 30 218
0,96 - 1,04 8
22 CH;, 40,52 1,45-1,56 a 228
23 CH; 12,37 1,12 -1,19 3,4,5
24 CH; 18,42 1,17;s 4,5, 6,10
25 CH; 18,99 1,37;s 8,9, 10, 11 24, 26
26 CHs 21,35 1,05 s 8, 13, 14, 15
27 CH; 19,11 1,01; s 12,13, 14, 18
28 CH; 32,75 1,24; s 16, 17, 18, 22 228
3,37:d; 10,2 Hz 19q, 21a, 27,
29 CH, 74,70 341 d. 102 Hz 19, 20, 21, 30 30

30 CHs; 26,92 1,13;s 19, 20, 21, 29
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3 — Considerag0es finais relativas a determinagéo estrutural

Foram encontrados poucos estudos da composicao quimica de plantas do
género Cheiloclinium. A investigacdo da composicdo quimica de cascas de raiz das
espécies C. cognatum e C. hippocratioides levaram ao isolamento de diversos
triterpenos quinonametideos e adutos de sesquiterpenos-triterpenos inéditos (Figura
13, pg. 13 e Apéndice A, pg. 137) (JELLER et al., 2004; MESA-SIVERIO et al.,
2005; LIAO et al., 2008), no entanto ndo foram encontrados estudos fitoquimicos de
folnas de espécies do género. A partir da investigacdo quimica dos extratos
hexanico e cloroférmico de folhas de C. cognatum, foram reportados, neste trabalho,
o isolamento de dez triterpenos inéditos para o género Cheiloclinium, sendo um
pertencente a classe dos ursanos (S3), e nove a classe dos friedelanos (S4, S5, S8-
S12, S15 e S16).

Dos diversos compostos ja isolados de espécimes vegetais da familia
Celastraceae, os triterpenos pentaciclicos sdo os mais recorrentes, principalmente
aqueles pertencentes a classe dos friedelanos (ALVARENGA; FERRO, 2006).
Estudos da constituicdo quimica de diferentes partes vegetais de espécies
pertencentes a familia Celastraceae exibiram o isolamento dos compostos S3-S5,
S8, S10 e S11 (SALAZAR et al., 2000; VIEIRA-FILHO et al., 2001; MIRANDA et al.,
2006; DUARTE et al., 2010; SILVA et al., 2011; RODRIGUES et al., 2012; SOUSA
et al., 2014).

Os compostos S9 e S12 apesar de ja terem sido isolados de fontes vegetais
(ANJANEYULU; RAVI, 1989; SETZER et al., 2000), ndo havia relatos do isolamento
destes compostos em plantas da familia Celastraceae. Os compostos S15 e S16
séo inéditos.

A partir do fracionamento do extrato cloroférmico das folhas de C. cognatum,
alguns constituintes foram isolados em grande quantidade. Foram obtidos
aproximadamente 17,5 g da mistura dos triterpenos friedelanicos S11 e S12,
correspondendo a 21,3% do extrato cloroférmico, e o composto S14 foi isolado na

guantidade de 15,8 g, o que corresponde a 19,3% deste extrato.
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CAPITULO 2: ESTUDO DOS PERFIS DE FRAGMENTACAO DE
TRITERPENOS FRIEDELANICOS POR APCI-IT-TOF

1 — Introducgéao
1.1 — Surgimento das técnicas de ionizacdo a pressao atmosférica

O desenvolvimento e aprimoramento de técnicas rapidas, eficientes e
precisas na identificagdo de compostos a partir de matrizes complexas tém se
mostrado uma &rea de pesquisa bastante promissora na atualidade. A
espectrometria de massas € uma ferramenta poderosa na identificacdo dos mais
variados constituintes quimicos, e seu uso tem se apresentado bastante eficaz
devido a sua alta especificidade, seletividade e precisdo em analises quimicas.

O acoplamento do cromatografo a gas com o espectrometro de massas (GC-
MS) durante a década de 60 foi um marco nas analises de alta eficiéncia, tornando-
se uma das técnicas analiticas de maior popularidade devido a sua alta
especificidade, sensibilidade e rapidez na identificacdo de constituintes volateis e
termoestaveis (WATSON, 1998). A grande limitacdo desta técnica, no entanto,
advém das dificuldades em analises de moléculas pouco volateis ou termolabeis,
incompativeis com a cromatografia gasosa. Em geral, amostras pouco volateis
devem passar por um processo de transformacao quimica, com o intuito de melhorar
a volatilizacdo dos constituintes. No entanto, estes procedimentos nem sempre Sao
aplicaveis a todos os tipos de analitos, tornando a identificacdo de grande parte dos
compostos inadequada a partir do uso de GC-MS.

A solucdo para as analises incompativeis com GC-MS seria, entdo, o
acoplamento do cromatdgrafo liquido (LC) ao espectrdmetro de massas (MS), uma
vez que amostras pouco volateis poderiam ser identificadas sem qualquer
necessidade de transformacdes quimicas prévias. O grande entrave no acoplamento
efetivo entre LC e MS, todavia, foi a adaptacdo das técnicas de ionizacéo
conhecidas com o aparato da cromatografia liquida. A ionizacao eletronica (El) e
ionizacdo quimica (CI) eram as técnicas mais difundidas na época, e se mostraram
incompativeis no acoplamento com a cromatografia liquida devido a presenca da

fase movel, que mesmo em pouca quantidade, variava o alto vacuo na camara de
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ionizagdo do espectrometro, inviabilizando o processo de ionizagdo dos analitos.
Somente apos a evolugdo das técnicas de ionizacdo a pressdo atmosférica (API),
em meados da década de 80, é que o acoplamento da cromatografia liquida e da
espectrometria de massas (LC-MS) foi bem sucedido, tornando esta técnica analitica
uma das mais utilizadas na atualidade (PULLEN, 2010).

A primeira das técnicas API utilizadas em equipamentos de LC-MS foi a
ionizacdo quimica a pressao atmosférica (APCI). A ionizacdo por APCI (Figura 31)
consiste na formagcdo de um spray, que passa por um processo de aquecimento
para a volatilizagdo da amostra e solvente. Sobre este gas é incidida uma descarga
corona, que promove o deslocamento do equilibrio de autoionizacao do solvente (em
geral agua ou metanol), gerando um plasma. Os ions do solvente se chocam com os
constituintes da amostra, promovendo a protonacdo, e formac&o do ion [M+H]", ou
desprotonacéo, e formacdo do ion [M-H], na fase gasosa. O analito ionizado é
capturado através de um potencial elétrico aplicado na entrada do espectrémetro, e
e direcionado para a regido de alto vacuo do equipamento, onde se encontram 0s
analisadores de massas (HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

Figura 31 — Fonte APCI: esquema do mecanismo de ionizagcéo
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Fonte: http://graduacao.igsc.usp.br/files/aula-espect-massas.ppt.pdf

No fim dos anos 80, uma nova técnica API tornou as analises por LC-MS
bastante populares entre o0s cientistas. A ionizacdo por eletrospray (ESI),
desenvolvida por Fenn e colaboradores (1990), permitiu a analise das mais variadas
estruturas quimicas, desde pequenas moléculas até aos chamados “elefantes

voadores”, como peptideos e proteinas. As fontes ESI promoveram um grande
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avanco nas técnicas analiticas de alta eficiéncia, dando origem, inclusive, as
ciéncias “Omicas” mais modernas, como a metabolémica e protedbmica (PULLEN,
2010).

Apesar de sua versatilidade, uma grande desvantagem exibida pela fonte ESI
€ a reduzida capacidade de ioniza¢do de analitos que apresentem baixa polaridade.
Uma provéavel explicagéo é devido ao modo em que a transferéncia de carga ocorre
nas ionizagcdes por APCI e ESI. Na fonte ESI, ao ser gerado o spray, os analitos sao
ionizados nas proprias goticulas, ou seja, em solu¢cdo. Deste modo, considerando
que a fase movel seja adgua, somente compostos menos basicos que OH g Ou
menos acidos que H3O" g serdo ionizados (HOFFMANN; STROOBANT, 2007). Na
fonte APCI, no entanto, os analitos sdo ionizados na fase gasosa. Em fase gasosa o
fon H3O" g € um &cido muito mais forte do que em solugdo. Dados da afinidade por
préton e da variagéo da energia livre de Gibbs relativos a ionizagdo da molécula de
agua em estado gasoso indicaram maior acidez do ion H3O" em relagdo a maioria
dos compostos organicos, exceto para os hidrocarbonetos saturados, etileno e
benzeno (MOYLAN; BRAUMAN, 1983; BOUCHOUX, 2007; TAFT, 2009).
Similarmente, o ion OH apresentou basicidade bastante elevada. Como
consequéncia, observa-se que analitos menos polares que ndo sao ionizados pela
fonte ESI, séo facilmente ionizados pela fonte APCI.

Os triterpenos pentaciclicos sdo exemplos de moléculas néo ionizaveis por
ESI, o que torna a fonte APCI a alternativa mais adequada para as analises por LC-
MS destes compostos (RHOURRI-FRIH et al., 2009).

1.2 — Analise por espectrometria de massas sequencial

Os primeiros relatos de analises sequenciais em espectrometria de massas
ocorreram durante o inicio da década de 70, liderados por dois grupos de pesquisa
independentes nos Estados Unidos e na Inglaterra, que relataram a identificacao de
isbmeros constitucionais a partir da andlise por espectrometria de massas
(MCLAFFERTY, 1993). O grupo de pesquisa estadunidense, liderado pelo Professor
McLafferty, foi um dos pioneiros no acoplamento sequencial de trés analisadores do
tipo quadrupolo, hoje conhecido como triplo quadrupolo (QqQ) (MCLAFFERTY,
1981).
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A andlise de massas sequencial, também conhecida como MS/MS ou MS?,
envolve basicamente trés etapas. Utilizando como exemplo um equipamento com
analisador do tipo QqQ (Figura 32), o primeiro quadrupolo realiza a selecao do ion
precursor, ou ion-pai, que serd direcionado ao segundo analisador. O segundo
quadrupolo funciona como uma camara de colisdo; o ion-pai € submetido a
dissociacdo induzida por colisdo (CID) com o auxilio de um gas inerte e acelerado —
normalmente argdnio — e os ions gerados dessa fragmentag¢do, denominados ions
produto, ou ions-filho, sdo encaminhados para o terceiro analisador. A Ultima etapa
envolve a analise de massas dos ions-filho pelo terceiro quadrupolo. Caso seja
realizada a deteccdo de apenas um ion-filho, 0 modo de escaneamento € chamado
de SRM (selected reaction monitoring). Caso a analise envolva a deteccdo de todos
os ions produto gerados pela fragmentacdo, o modo é chamado de product ion scan
(MCLAFFERTY, 1981; HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

Figura 32 — Esquema de funcionamento de um analisador QqQ

Fonte de ionizagéo: Filtrador d Célula de colisdo
ESI, APCI iitrador de massa Q2 Filtrador de massa
quadrupolo "Q1 quadrupolo "Q2"

Multiplicador particular

R | | | " o
Seletrt:; zde massa Salecko de
Fragmentagao fragmentos (m/z)

Fonte: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/lcommons/3/3c/Triplo_quadrupolo.svg

Dentre as vantagens de se trabalhar com espectrometria de massas
sequencial, estdo o ganho em sensibilidade e seletividade, sendo esta caracteristica
fundamental para as andlises de alta eficiéncia, visto que existem poucas chances
de ions precursores de mesma massa gerarem exatamente os mesmos ions-filho
(HOFFMANN, 1996). Os equipamentos com analisadores do tipo IT-TOF (ion trap-
time of flight) também permitem a realizacdo de analises do tipo MS/MS. O
analisador IT é responséavel pela selecdo e aprisionamento dos ions precursores,

além de funcionar como camara de colisdo. Os ions-filho gerados séo ejetados para
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o analisador TOF, que permite a identificacdo de ions com alta resolugdo, tornando
as andlises por MS/MS ainda mais seletivas e mais precisas.

Os triterpenos fazem parte de uma classe de moléculas que contém uma
grande quantidade de isdbmeros, apresentando, em alguns casos, modificacdes
bastante sutis em suas estruturas quimicas. Devido a essas similaridades, a etapa
de separacgdo por HPLC pode gerar picos mal resolvidos ou coeluidos. Desta forma,
a alta seletividade das analises de MS/MS pode ser uma alternativa para o problema
da baixa resolucdo da etapa cromatogréfica.

Foram encontrados poucos estudos que relacionam o perfil de fragmentacao
a identificacdo e caracterizacdo de triterpenos pentaciclicos, e nenhum estudo foi
encontrado para triterpenos da classe dos friedelanos. Este capitulo tem como
objetivo a andlise do perfil de fragmentacao de triterpenos friedelanicos isolados das
folhas de C. cogantum por APCI-IT-TOF a fim de se construir um banco de dados
com as informacdes relevantes obtidas pelos espectros de massas e espectros de
massas sequencial, para que seja possivel a identificacdo e caracterizacao rapida e
seletiva dos diferentes triterpenos friedelanicos em futuras analises de alta eficiéncia
por LC-MS/MS.
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2 — Parte experimental

As solucdes das amostras foram preparadas a partir da solubilizacdo de uma
pequena quantidade dos triterpenos friedelanos S4, S5, S8-S12, S15 e S16 em
gotas de CHCI; e foram diluidas em MeOH. Os solventes organicos utilizados nos
experimentos foram de grau HPLC e a agua, Milli-Q®.

As andlises foram realizadas utilizando fonte APCI em modo positivo no
espectrémetro de massas Shimadzu LCMS-IT-TOF do Departamento de Quimica da
UFMG. O espectrometro é equipado com um analisador do tipo ion trap acoplado a
um analisador do tipo time-of-flight.

As condicbes experimentais foram: temperatura do bloco, 400 °C;
temperatura de dessolvatacéo, 250 °C; temperatura do equipamento, 40 °C; tenséo
do detector, 1,76 KV; tenséo da interface: (+) 4,5 KV; tempo de acumulacéo de ions,
10 ms; energia de colisdo do CID, 50%, gas de colisédo 50%; faixa de selecdo do ion
precursor, m/z £ 3,0 Da. As solu¢des com as amostras foram injetadas na interface
de APCI com uma vazédo de 0,2 mL/min de uma mistura de metanol:agua (1:1),
utilizando a bomba do HPLC.
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3 — Resultados e discussao

Nove triterpenos friedelanicos foram analisados via APCI-MS de alta
resolucéo (Figura 33). A analise dos espectros de MS (Apéndice Q, pg. 129 a 136)
para estes compostos revelou que, para os triterpenos que possuem ao menos um
grupo hidroxila em sua estrutura, o pico referente ao ion [M+H-H,O]" apresentou
intensidade relativa acima de 90% (Tabela 21). Para o composto S4, o Unico dentre
os analisados que nao apresenta grupo hidroxila em sua constituicao, também foi
observada a perda de uma molécula de agua, porém o pico relativo ao ion [M+H-

H,O]" exibiu intensidade relativa de apenas 19%.

Figura 33 — Triterpenos friedelanicos analisados via APCI-MS

composto | Ry R, R; R, Rs
sS4 =0 H H H
85 | BpOH H H H
s8 =0  OH H H
s9 =0 H OH H
s11 | =0 H OH

$12 | poH  H

H
H

$15 | BOH  OH H OH
H

$16 | poH  H

Tabela 21. Resultados das andlises dos espectros de APCI-MS

Composto  Férmula [M+H]" [M+H-H,0]" [M+H-2H,0]" Outro
Molecular m/z (%) m/z (%) m/z (%) m/z (%)

S4 CaoHs20 427,3939 (100)  409,3843 (19) - -

S5 CaoHs00 411,3979 (100) -

S8 CaoHs002 443,3847 (86)  425,3739 (100) - 413,3778 (33)°
S9 CaoHs002 443,3871 (27) 425,3766 (100)  407,3693 (10) -

S10 CaoHs202 427,3910 (100)  409,3806 (26) -

S11 CaoHs002  443,3836 (100)  425,3737 (92) - -

Si2 CaoHs202 427,3960 (100)  409,3844 (18) 235,1657 (29)2

217,1475 (19)

S15 CaoHs203 443,3867 (93)  425,3786 (100)  407,3647 (13)°
S16 CaoHs003 441,3680 (100)  423,3604 (44) -

% pico relativo ao ion [M+H-CH,O]"; ° picos néo identificados; © pico relativo ao ion [M+H-3H,0]; - nfo detectado.
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A perda de &gua recorrente da saida do oxigénio da carbonila ndo foi um
fenbmeno observado unicamente para o composto S4. A partir da analise dos
espectros de APCI-MS/MS dos ions [M+H-H,O]" dos compostos S8, S9 e S11, a
presenca do pico [M+H-2H,0]" com intensidade relativa de 100% indica que o
mecanismo de fragmentacao de carbonilas de 3-oxo-friedelanos ocorre via perda de
adgua (Tabela 22, pg. 72). Estudo similar realizado por Li e colaboradores (2014)
para o triterpeno 3-oxo-olean-12-eno também evidenciou a perda de uma molécula
de H,O a partir da fragmentacéo na regiao da carbonila, sendo o ion resultante um
carbocation vinilico. No entanto, devido a alta instabilidade de cations deste tipo, foi
proposto um mecanismo alternativo para a perda de agua em triterpenos
pentaciclicos com carbonila na posicdo 3 (Figura 34). A carbonila protonada esta
em equilibrio com sua forma endlica. A perda de agua a partir do enol protonado é
favorecida pelo rearranjo do hidreto (ou metaneto) adjacente, havendo a formacao
de um carbocation terciario alilico, que é estabilizado juntamente pelos efeitos de
ressonancia e hiperconjugacao (ALABUGIN et al., 2011).

Figura 34 — Mecanismo proposto para perda de H,O em triterpenos
pentaciclicos com carbonila na posicéao 3

_
S L

R\\ HZO R

Diferencas no perfil de fragmentacdo para a perda de agua entre diferentes
hidroxilas também foram observadas. Para compostos com hidroxilas secundarias
(S5, S9, S12, S15 e S16), os picos relativos ao fon [M+H]" ndo foram detectados ou
apresentaram baixa intensidade, ao passo que para os triterpenos com hidroxila
primaria, os pares de picos [M+H]" e [M+H-H,0]" (S8 e S11) e [M+H-H,0]" e [M+H-
2H,0]" (S15) apresentaram intensidades relativas aproximadamente iguais (Tabela
21, pg. 69).

O composto S8 foi o Unico dentre os friedelanos em que a fragmentacédo da
regido da hidroxila ndo ocorreu exclusivamente pela perda de uma molécula de
4dgua, mas também devido a perda de uma molécula de CH,O ([M+H-CH>O]", m/z

413,3778). Estudos de espectrometria de massas sequencial de triterpenos
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oleananos evidenciaram a saida de outros fragmentos a partir do carbono 28,
corroborando para os resultados observados para S8. Para o composto acido
oleandlico (acido 3B-hidroxi-olean-12-en-28-oico), foi observada a perda de um
fragmento HCO,H (46 Da), e para o aldeido 3(-hidroxi-olean-12-en-28-al, houve a
saida de uma molécula de CO (28 Da) (VAN DER DOELEN et al., 1998; GENG et
al., 2014).

O triterpeno acido S10 apresentou perfil de fragmentacdo em APCI-MS
bastante peculiar (Figura 35). A auséncia do pico relativo ao ion [M+H]" devido a
perda de uma molécula de agua sugere a formacdo de um cation relativamente mais
estavel, um ion acilio de m/z 427,3960. Estudo realizado por Geng e colaboradores
(2014) sobre o perfil de fragmentacdo de alguns triterpenos com funcdo acido via
ESI-MS/MS evidenciou a perda de agua e provavel formacdo do ion acilio para
todos os compostos, sendo também observada uma perda sequencial de uma
molécula de CO para estas amostras. No entanto, no espectro de MS? do fon-pai de
m/z 427 para S10 nado foram identificados picos relativos a perda de CO, e sim um
pico de m/z 409 (100%), relativo ao ion [M+H-2H,O]". A auséncia do ion [M+H-H,0-
COJ" para S10 pode ser relacionada ao fato de ser o Unico dentre os triterpenos
acidos analisados que apresenta carboxila ligada a carbono primario. Dessa forma,
com a perda de CO a partir do ion acilio, haveria a formacdo de um carbocétion

primario, tornando esse caminho de fragmentacéo altamente desfavoravel.

Figura 35 — Principais fragmentacfes observadas para S10

9

S
S

_ 1O o [M+H-2H,07*

m/z 409

Na Tabela 22 (pg. 72) estdo listados os picos presentes nos espectros de
APCI-MS/MS para os ions precursores de maior intensidade no espectro de MS.
Observou-se que, quando o ion precursor possui um atomo de oxigénio em sua
estrutura, o fragmento de maior intensidade no espectro de MS? corresponde a um
ion com perda de 18 Da, relativo a perda de uma molécula de agua. Este resultado

foi observado para todos os triterpenos friedelanicos analisados.
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Tabela 22. Resultado das andlises dos espectros de APCI-MS/MS

Foérmula

Composto Molecular APCI-MS/MS m/z (%)

i o MS7[427]; 409(100), 191(89), 217(60), 219(33), 205(22), 203(22)
MS2[400]: 217(100), 299(94), 189(82), 245(46), 231(40)
MS“[411]: 163(100), 191(72), 217(47), 177(46), 205(42), 219(31),

S5 CaoHt=20 247(23), 231(23)
MS“[443]: 425(100), 413(77)

S8 CaoHs002 MS2[425]: 407(100), 203(58), 217(54), 191 (35), 189(30), 163(19)
MS2[413]: 395(100), 203(73)
MS?“[443]: 425(100)

S9 CaoHtao02 MS?[425]: 426(100), 407(66), 203(61), 201(45), 217(35), 219(11)
MS?[427]: 409(100), 205(76), 163(52), 217(39), 259(35), 177(33),

<10 oo, 231(32), 329(29), 203(28), 191(28), 189(28)
MS?[409]: 245(100), 191(61), 271(51), 205(40), 217(38), 285(32),
203(22), 243(21), 245(20), 163(19)
MS?“[443]: 425(100)

Si1 CaoHtso0z MS?[425]: 407(100), 203(74), 217(53), 177(53), 189(22)
MS[427]: 163 (100), 409(67), 217(59), 191(55), 229(27)

1 N MS?[409]: 271(100), 175(85), 285(68), 245(45), 191(41), 257(41),

203(35)
MS?[235]: 217(100)
MS?[443]: 425(100), 251(18)
MS?[425]: 407(100), 217(60), 257(44), 271(33), 315(30), 203(28),
S15 C3oHs203 219(22), 247(22), 259(22), 243(20), 329(20), 201(19)
MS?[407]: 203(100), 297(79), 229(64), 365(51), 273(40), 217(31),
201(31), 241(30)
S16 C30Hs003 MS“[441]: 423(100), 217(39), 221(25), 189(24), 405(23), 203(18),
207(18), 313(15)
MS?[423]: 405(100), 215(70), 201(48), 259(47), 233(28), 159(20)

Os resultados das anélises dos espectros de MS? mostraram que, para cada
triterpeno analisado, foram obtidos conjuntos de fragmentos caracteristicos de cada
amostra. Devido a similaridade dos esqueletos carbdnicos, ndo foram observados
ion-filhos Unicos de cada analito. Por consequéncia, as analises no modo SRM
(selected reaction monitoring) ndo seriam convenientes na identificacdo de
triterpenos friedelanicos por LC-MS/MS, sendo o modo product ion scan a alternativa

mais adequada.
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4 — Consideracdes finais relativas a fragmentacéo de triterpenos pentaciclicos

Devido a baixa polaridade apresentada por grande parte dos triterpenos
pentaciclicos, a fonte APCI € a escolha mais adequada nas analises de moléculas
dessa classe. A maior energia de ionizacdo da fonte APCI em relacdo a outras
técnicas API favorece a ocorréncia de algumas fragmentac6es durante o processo
de ionizacdo. As fragmentacdes relacionadas as perdas de moléculas de agua séo
as mais frequentemente observadas, principalmente para triterpenos friedelanicos
hidroxilados. Dessa forma, friedelanos com grupos hidroxila apresentardo pico
relativo ao ion [M+H-H,O]" com intensidade relativa elevada, podendo, em alguns
casos, ndo apresentar o pico relativo ao ion [M+H]".

Foram encontrados poucos relatos na literatura envolvendo a obtencéo do
perfil de fragmentacdo de triterpenos pentaciclicos, e ndo foram encontrados
estudos visando a obtencéo do perfil de fragmentacdo de triterpenos da classe dos
friedelanos. Dessa forma, os dados obtidos neste trabalho a partir da avaliacdo dos
espectros de APCI-MS e APCI-MS/MS dos triterpenos friedelanicos isolados de
folhas de C. cognatum podem ser utilizados na identificacdo destes compostos por
espectrometria de massas a partir das analises de amostras desconhecidas. A
espectrometria de massas por ionizacdo quimica a pressédo atmosférica pode ser,
portanto, considerada uma poderosa técnica analitica alternativa para identificacao e

caracterizacao de triterpenos de forma rapida e eficaz.
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CAPITULO 3: ESTUDO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

1 — Ensaio de angiogénese utilizando membrana corioalantoica de embri&do de

galinha

1.1 — Método HET-CAM para testes de angiogénese

A angiogénese € um processo fisiolégico que consiste na formacédo de novos
vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes. No fim da década de 30,
pesquisadores e médicos perceberam que havia relacdes entre a atividade proé-
angiogénica com o crescimento de tumores malignos no corpo humano. Diversos
estudos foram conduzidos desde entédo, visando o entendimento dos processos pro
e antiangiogénicos e como estes afetam o desenvolvimento dos mais variados tipos
de cancer (PRAGER; POETTLER, 2012). A atividade angiogénica também esta
correlacionada a outras enfermidades, como doencas vasculares, reumaticas,
oculares, além de estar diretamente vinculada ao processo inflamatorio (FOLKMAN,
1995; CARMELIET; JAIN, 2000; GARIANO; GARDNER, 2004; MOR et al., 2004;
CLAVEL et al., 2006). Visto a necessidade por alternativas a farmacos utilizados nos
tratamentos ja existentes no mercado, como o pegaptanibe sédico, o ranibizumabe e
0 bevacizumabe, torna-se de grande relevancia a busca por moléculas que
apresentem atividade antiangiogénica, principalmente para o tratamento e combate
ao cancer (GASPARINI et al., 2005).

O ensaio de angiogénese utilizando a membrana corioalantoica do embrido
de galinha (HET-CAM assay), do inglés hen’s egg test-chorioallantoic membrane
assay, foi inicialmente desenvolvido para estudo de tecidos embrionarios e
posteriormente adaptado para os testes de angiogénese. Este teste se tornou
bastante popular por ser um procedimento in vivo simples, relativamente rapido e de
baixo custo, além de ser uma alternativa ao uso de animais em pesquisa (VALDES
et al.,, 2002; NORRBY, 2006; NOWAK-SLIWINSKA et al., 2010).

O teste HET-CAM consiste na abertura da casca do ovo embrionado, em
condicdes assépticas, e exposicdo da membrana corioalantoica (CAM) até o 5° dia
de incubacéo. Do 5° ao 12° dias de incubacéo ocorre a principal fase de germinacéo

da rede capilar sobre a membrana. Este periodo € o mais indicado para a realizacéo
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do ensaio HET-CAM, pois é possivel avaliar de forma mais evidente a estimulacdo
ou supresséao da angiogénese (NORRBY, 2006).

Estudos de angiogénese por meio do ensaio HET-CAM apresentaram
resultados bastante promissores na inibicdo da vascularizacdo da membrana
corioalantoica para diversos triterpenos pentaciclicos, principalmente aqueles da
classe dos lupanos, ursanos e oleananos. Dentre os compostos testados estdo o
acido betulinico, acido ursdlico, acido oleandlico, a-amirina, B-amirina, bauerenol,
betulina e lupeol (SOHN et al., 1995; CARDENAS et al., 2004; DEHELEAN et al.,
2012; RAGA et al.,, 2013; VIJAY AVIN et al., 2014). Visto a grande variedade de
esqueletos triterpénicos que exibiram expressiva atividade antiangiogénica e a
auséncia de estudos envolvendo triterpenos da classe dos friedelanos, os
compostos S8-S12, S15 e S16 foram submetidos aos testes de angiogénese por
meio do ensaio HET-CAM.

1.2 — Parte experimental

1.2.1 — Preparo das amostras

Foram preparadas sete solu¢cdes aquosas de etanol 10% (v/v) com as
amostras S8-S12, S15 e S16 em concentracéo final de 100 ug mL™. Como controle
referéncia utilizou-se uma solucdo do farmaco com comprovada atividade
antiangiogénica bevacizumabe (250 pL mL™). Como controle negativo utilizou-se
uma solucédo de etanol absoluto 10% (v/v). Os triterpenos friedelanicos S4 e S5 nao
foram sollveis em nenhum sistema de solventes compativel com as analises,

portanto ndo foram submetidos aos ensaios HET-CAM.

1.2.2 — Ensaio HET-CAM

Os testes foram realizados em parceria com o Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica, da Faculdade de Farmacia da UFMG, pelo p6s-doutorando Diogo
Coelho de Padua Oliveira, sob a orientacdo do professor Dr. Armando da Silva
Cunha Junior e professor Dr. Daniel Christian Ferreira Soares.

Os ovos embrionados foram incubados a temperatura de 37 °C e umidade

relativa do ar em 60% utilizando uma incubadora automatica digital Premium
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Ecoldgica (Figura 36). Apoés trés dias na incubadora, foi realizada uma abertura de
aproximadamente 1 cm de didmetro na regido da camara de ar de cada ovo,
retirando a membrana interna da casca para a exposicdo da CAM. As aberturas
foram lacradas com fita adesiva e 0os ovos permaneceram na incubadora até o
quinto dia de desenvolvimento. Os ovos inviaveis, ndo embrionados ou com
embrides mortos foram descartados.

No quinto dia de incubagéo, foram colocados discos de celulose de tamanho
padronizado sobre a CAM de cada ovo e aplicados 20 pL das solugOes preparadas
previamente sobre estes discos. No sexto dia houve a reaplicagdo de 20 pL das
solucdes e o descarte de embrides mortos.

No sétimo e ultimo dia do procedimento, realizou-se a extracdo da CAM e
fixacdo da mesma em solucdo de formaldeido 3,7% (v/v) por 10 minutos. Em
seguida, as membranas retiradas foram fotografadas com uma camera Motic CAM

acoplada a um estereomicroscopio Motic.

Figura 36 — Incubadora automatica utilizada nos ensaios HET-CAM

Fonte: (VIEIRA, 2011)

1.2.3 — Andlise quantitativa da angiogénese

As imagens adquiridas foram processadas no software ImageJ®, a fim de se
obter o numero absoluto de pixels correspondente aos vasos sanguineos existentes
na area da membrana em que as soluc¢des foram aplicadas. Os resultados foram
expressos em percentual de vasos sanguineos a partir da compara¢cdo com o grupo

controle negativo.
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1.3 — Resultados e discussao

A analise da atividade antiangiogénica dos triterpenos S8-S12, S15 e S16 foi
realizada por meio do ensaio HET-CAM. Em cada ovo, foram aplicados um total 40
uL das solucdes do triterpenos (100 pg mL™) equivalendo a 4ug de amostra por ovo.
Um dos indicativos qualitativos do potencial antiangiogénico dos compostos testados
€ a existéncia de interrupcbes nos vasos sanguineos nas CAMs analisadas,
evidenciadas por meio das setas pretas inseridas na Figura 37.

Figura 37 — Membrana corioalantoica apés ensaio HET-CAM para os diferentes
tratamentos

= ——T—

A analise gquantitativa da angiogénese foi realizada a partir do numero
absoluto de pixels relativos aos vasos sanguineos existentes nas membranas
fotografadas, e os resultados também foram expressos em porcentagem de vasos
sanguineos em relacdo ao controle negativo, que foi ajustado para 100% (Tabela
23, pg. 78). Os dados foram obtidos com uma amostragem de 10 ovos por
tratamento, e as médias foram analisadas pelo método de analise de variancia one-

way (one-way ANOVA) em que P<0,05 foi considerado estatisticamente diferente.
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Tabela 23. Resultados do efeito sobre angiogénese obtidos através do ensaio

HET-CAM
Vasos sanguineos Vasos
Amostras Nome . .
(pixels)* sanguineos (%)
Cont. Neg. Controle Negativo 308950° 100,0
Beva Bevacizumabe 232886" 75,4
S8 3-0x0-28-hidroxifriedelina 106278 + 26632¢ 34,4 +8,6
S9 3-Oxo0-21a-hidroxifriedelano 112662 + 20998° 36,5+6,8
S10 Acido 3,4-seco-friedelan-3-oico 118390 + 24078°¢ 38,3+7,8
S11 3-0x0-29-hidroxifriedelano 146522 + 36321° 47,4 +11,8
S12 33,29-Di-hidroxifriedelano 109850 + 16614¢ 356+54
S15 388,28,29-Tri-hidroxifriedelano - -
S16 1-Ox0-3B,29-di-hidroxifriedelano 123679 + 24754%¢ 40,0 + 8,0

*resultados seguidos das mesmas letras sobrescritas ndo apresentaram diferenca significativa a
P<0,05 (Apéndice R, pg. 136); - amostragem insuficiente devido a morte embrionaria.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 23, observa-se que os testes
realizados com S11 causaram a reducédo de 52,6% no crescimento dos vasos em
relacdo ao controle negativo. Dentre os triterpenos analisados, o composto S8
apresentou maior potencial antiangiogénico em valores absolutos, com reducéo de
65,6% de vasos. Este valor apresentou diferenca significativa em relacdo aos
resultados de S11. Analises quantitativas da atividade antiangiogénica para o0
composto S15 nédo foram realizadas devido a baixa amostragem causada pela morte
de grande parte dos embries. O farmaco bevacizumabe — medicamento com
comprovada atividade antiangiogénica, vendido sob o nome de Avastin® -
promoveu a reducdo de 24,6% dos vasos sanguineos em relacdo ao controle
negativo, valor bastante inferior aos resultados observados para os testes com 0s
triterpenos friedelanicos. Os resultados do ensaio HET-CAM para todos os
tratamentos também foram expressos em percentual de inibicdo da angiogénese na
forma de grafico (Figura 38, pg. 79).

Nao foi possivel relacionar as diferencas quimicas especificas entre os
triterpenos analisados com o aumento do potencial antiangiogénico. Tal resultado
sugere que a atividade antiangiogénica estd mais fortemente associada ao
esqueleto friedelanico per se, do que ao tipo e/ou posicédo dos substituintes. Ensaios
HET-CAM realizados com outros esqueletos triterpénicos apresentaram resultados
gue corroboram com esta consideragdo. Raga e colaboradores (2013) observaram
que para a mistura de trés triterpenos 3pB-hidroxilados — a-amirina (classe dos

ursanos), B-amirina (classe dos oleananos) e bauerenol (classe dos baueranos) —
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guanto maior a proporgcédo de bauerenol, maior a reducdo da angiogénese. Sohn e
colaboradores (1995) relataram que foi necessario 150% a mais em massa de &cido
oleandlico para que se fosse atingida atividade antiangiogénica similar ao acido

ursoélico.

Figura 38 — Percentual de inibicdo da angiogénese
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Resultados quantitativos do potencial de inibicdo da angiogénese para o
composto S11, o menos ativo dentre os analisados, mostraram que 4 pg de amostra
resultou na inibicdo de 52,6% do crescimento de vasos sanguineos. Para uma
mistura de a-amirina, B-amirina e bauerenol (proporcao de 2:2:3 respectivamente),
foram aplicados cerca de 7 ug por ovo e observou-se uma reducao no crescimento
de vasos em 38% (RAGA et al.,, 2013). A partir da aplicacdo de 20 pg de éacido
betulinico por ovo, foi relatada a inibicdo de 44,4% (DEHELEAN et al., 2012). Por
meio destes resultados foi possivel concluir que os triterpenos da classe dos

friedelanos exibiram expressiva atividade antiangiogénica, e superior a triterpenos

de outras classes.
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2 — Ensaio de toxicidade em Caenorhabditis elegans

2.1 - C. elegans como modelo in vivo em ensaios de toxicidade

Caenorhabditis elegans (Figura 39) é um nematoide microscépico
(BRENNER, 1974), de aproximadamente 1 mm de comprimento no estagio adulto,
ndo parasitario, ndo patogénico, cujo habitat natural € o solo de paises de clima
temperado, associado a regides com abundancia de matéria organica (FELIX;
BRAENDLE, 2010). C. elegans € hermafrodita capaz de realizar autofecundacéao,
sendo os machos presentes na populacdo com baixa frequéncia (0,1%). Outras
importantes caracteristicas fisioldégicas sobre o C. elegans estédo relacionadas a sua
elevada progénie, curto ciclo de vida — quatro dias para se atingir a vida adulta — e
curto tempo de vida — de duas a trés semanas. As caracteristicas fisiologicas deste
nematoide, em associacdo ao baixo custo das analises e facil manutencdo em
laboratério tornaram os testes utilizando C. elegans muito difundidos no meio
cientifico, principalmente em areas como a neurociéncia, microbiologia e toxicologia
(DENGG; VAN MEEL, 2004; LEUNG et al., 2008; KOBET et al., 2014; O'REILLY et
al., 2014).

Figura 39 — Caenorhabditis elegans — hermafrodita adulto

:\\4 .

Fonte: http://www.deretilnature.com/wp-content/uploads/2015/03/elegans.png

Modelos tradicionais de estudos in vivo com mamiferos apresentam uma
série de limitagcBes, pois sdo procedimentos mais laboriosos, demorados e caros,

além de apresentarem restricdes éticas. Ensaios com C. elegans ja estdo sendo
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utilizados como forma de substituicdo parcial ou total de animais em alguns estagios
de testes clinicos, sendo este um modelo bastante utilizado em analises de grande
escala para investigacdo de agentes antimicrobianos, anti-helminticos, antitumorais,
ensaios de toxicidade, senescéncia, entre outros (ARVANITIS et al., 2013; KOBET
et al., 2014; O'REILLY etal., 2014; BURNS et al., 2015).

Os ensaios de toxicidade in vitro tém sido utilizados desde os anos 80 como
alternativa aos testes in vivo em mamiferos para testes de grande escala, o0s
chamados high throughput screenings. No entanto, diversas limitagbes s&o
relacionadas a estes testes, principalmente devido as grandes diferencas existentes
entre 0s mecanismos de transporte, distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo de
compostos quimicos entre um sistema de cultura de células e um animal completo
(LI, Y. etal., 2013).

Os testes in vivo de toxicidade aguda e cronica utilizando C. elegans como
modelo se mostraram bastante promissores devido a dois importantes aspectos. O
primeiro deles € a possibilidade de realizacdo de ensaios de toxicidade de grande
escala, sendo uma alternativa mais interessante em relacdo as técnicas in vitro
devido a possibilidade de estudo dos mecanismos de acdo de compostos quimicos
em um organismo multicelular. O segundo aspecto esta relacionado ao fato de que
os resultados de toxicidade encontrados para C. elegans possuem altas correlacdes
com os resultados encontrados para modelos murinos ao serem testados os
mesmos compostos, e estas correlagdes séo, inclusive, maiores que as obtidas
entre ratos e camundongos. Por este motivo, testes de toxicidade em C. elegans
podem ser uma alternativa aos testes em alguns vertebrados (DENGG; VAN MEEL,
2004; LEUNG et al., 2008; LI, Y. etal., 2013).

Visando avaliar a toxicidade dos triterpenos pentaciclicos isolados, o0s
compostos S4-S5, S8-12 e S15-S16 foram submetidos aos ensaios de toxicidade
aguda, bem como os extratos hexanico (EH) e cloroférmico (EC) das folhas de C.
cognatum, a fim de se avaliar o potencial anti-helmintico dos extratos e de seus

constituintes sobre C. elegans.
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2.2 — Parte experimental

Os testes foram realizados em parceria com 0 grupo de pesquisa da
professora Dra. Viviane Alves Gouveia, do Laboratério de Biologia Celular de
Microrganismos, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG.

2.2.1 — Preparo de amostras

Solugbes estoque das amostras EH, EC, S4-S5, S8-12 e S15-S16 foram
preparadas em DMSO 100% de forma a se obter solu¢des na concentracdo maxima
possivel. Devido as diferencas de solubilidade neste solvente, foram obtidos valores
de concentracdo distintos para cada amostra. Na Tabela 24 estdo apresentadas as
concentracbes das solucdes estoque de cada composto e extrato, e também a

concentracgéo final destas amostras durante os ensaios de toxicidade.

Tabela 24. Concentracdo das amostras para teste de toxicidade
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Amostra Nome Solucgéo Estoque Concentracéo final no
(mg mL™) ensaio (ug mL™)
S4 3-Oxo-friedelano 0,5 10,0
S5 3B-Hidroxifriedelano 0,5 10,0
S8 3-Ox0-28-hidroxifriedelina 0,5 10,0
S9 3-Oxo-21a-hidroxifriedelano 0,5 10,0
S10 Acido 3,4-seco-friedelan-3-oico 0,5 10,0
S11 3-0Ox0-29-hidroxifriedelano 0,5 10,0
S12 38,29-Di-hidroxifriedelano 0,5 10,0
S15 3B,28,29-Tri-hidroxifriedelano 5,0 100,0
S16 1-Ox0-38,29-di-hidroxifriedelano 0,5 10,0
EH Ext. Hex. folhas C. cognatum 0,5 10,0
EC Ext. CHCI; folhas C. cognatum 5,0 100,0

2.2.2 — Ensaio de toxicidade aguda

Os ensaios foram realizados em microplacas de 24 pocos. Em cada poco
foram adicionados cerca de 100 pL de meio S-completo, aproximadamente 50 larvas
L1 de C. elegans e 20 pyL das solucdes estoque. Todas as exposicbes foram
realizadas a 25 °C e na presenca de alimentacao normal (Escherichia coli OP50)
durante o periodo de 96 h (PORTA-DE-LA-RIVA et al., 2012). Utilizou-se DMSO

como controle negativo. A letalidade foi avaliada diariamente até o fim do
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experimento. Os resultados foram expressos em relagdo a da taxa de sobrevivéncia
apos o periodo de 96 h. Para os tratamentos com até 90% de sobrevivéncia a
amostra foi classificada como ‘ndo téxica’, de 90 a 50% como potencial

‘nematostatico’, e abaixo de 50% como potencial ‘nematicida’.

2.3 — Resultados e discussao

A partir da andlise dos ensaios de toxicidade (Tabela 25) foi possivel observar
gue os compostos S4 e S5 apresentaram taxa de sobrevivéncia de 50%, sendo
ambos considerados potenciais nematicidas na concentracdo de 10 pg mL™. E
possivel inferir, portanto, que a presenca da carbonila na posi¢do 3 para o triterpeno
friedelanico S4 ou da hidroxila na posi¢cao 38 para S5 conferem a estas substancias
toxicidade semelhante frente a C. elegans.

Tabela 25. Resultados do teste de toxicidade aguda em C. elegans

Amostra Nome Taxa de Sobrevivéncia (%) Potencial
Controle DMSO >90 Nao toxica
sS4 3-Oxo-friedelano 50 Nematicida
S5 3B-Hidroxifriedelano 50 Nematicida
S8 3-Oxo0-28-hidroxifriedelina 0 Nematicida
S9 3-Oxo0-21a-hidroxifriedelano <50 Nematicida
S10 Acido 3,4-seco-friedelan-3-oico >50 Nematostatico
S11 3-0Ox0-29-hidroxifriedelano >90 N&o toxica
S12 3B,29-Di-hidroxifriedelano >90 Nao toxica
S15* 38,28,29-Tri-hidroxifriedelano <10 Nematicida
S16 1-Oxo0-3,29-di-hidroxifriedelano <10 Nematicida
EH Ext. Hex. folhas C. cognatum <10 Nematicida
EC* Ext. CHCI; folhas C. cognatum <10 Nematicida

*Concentrac&o final no ensaio de 100 pg mL™, dez vezes superior em relacéo as outras amostras.

Diferentes modificacdes estruturais observadas nos demais triterpenos
friedelanicos testados acarretaram no aumento ou diminuicdo da toxicidade destes
compostos em relacdo as amostras S4 e Sb.

Para os triterpenos S11 e S12, por exemplo, observou-se que a hidroxila na
posicao 29 foi responsavel pela diminuicdo drastica da toxicidade destas amostras
frente ao modelo C. elegans, sendo ambas consideradas ndo toxicas na

concentracéo de 10 pg mL™.
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Comparativamente, para o triterpeno S8, a hidroxila na posicdo 28
potencializou o efeito téxico deste composto, promovendo a morte total das larvas,
sendo esta a amostra que apresentou maior toxicidade frente ao C. elegans. O
composto S15, com hidroxila nas posicdes 28 e 29, também apresentou atividade
potencial nematicida, porém ndo promoveu a morte absoluta das larvas mesmo em
concentracdo dez vezes superior que a testada para S8. A menor toxicidade
observada de S15 em relacdo a S8 esta relacionada a hidroxila no carbono 29.

Os resultados para a amostra S16 mostraram uma taxa de sobrevivéncia
inferior a 10%, sendo este composto considerado um potencial nematicida. Esta
amostra apresentou toxicidade bastante superior a observada para S11, indicando
gue a carbonila na posicao 1 foi responsavel pelo aumento significativo do efeito
toxico sobre C. elegans.

Para o triterpeno S9 observou-se um ligeiro aumento da toxicidade em
relacéo a S4, sendo este aumento associado a hidroxila na posi¢ao 21a. O resultado
observado para S10 indicou que a abertura do primeiro anel deste triterpeno esta
associada a uma pequena diminui¢cdo da toxicidade em relacdo também a S4.

A partir dos resultados obtidos para os extratos, observou-se que EH
apresentou atividade nematicida similar para EC, mesmo em concentracdo dez
vezes inferior. A presenca de mais de 20% dos triterpenos nado téxicos S11 e S12
em EC corroboram para a menor atividade observada para este extrato em relagdo a

EH frente ao modelo C. elegans.
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3 — Consideracdes finais relativas aos testes de atividade bioldgica

Os resultados para o ensaio HET-CAM indicaram que todos os triterpenos
friedelanicos testados exibiram expressiva atividade antiangiogénica. A comparacéo
da porcentagem de inibicdo da angiogénese com diversos triterpenos de outras
classes sugere que aqueles pertencentes a classe dos friedelanos apresentaram
maior atividade na reducdo dos vasos sanguineos.

No teste de toxicidade aguda em C. elegans, foi observado que os triterpenos
com hidroxila na posi¢ao 29 (S11 e S12) néo interferiram no crescimento das larvas,
nao apresentando, portanto, potencial nematicida. O composto S8 (com hidroxila na
posicao 28), na mesma concentracao que os triterpenos anteriores, matou 100% das
larvas, e o composto S15 (com hidroxila nas posicdes 28 e 29) nado foi capaz de
matar 100% das larvas, mesmo em concentracdo 10 vezes superior que O0S
anteriores. Para o triterpeno S16, observou-se uma taxa de sobrevivéncia de apenas
10%, indicando que o aumento na toxicidade foi devido a carbonila na posicdo 1.
Estes resultados indicaram que a hidroxila na posi¢cdo 29 promove uma reducao na
no efeito toéxico dos triterpenos friedelanicos frente ao C. elegans, ao passo que a
carbonila na posicéo 1 e a hidroxila na posi¢cado 28 potencializaram a toxicidade dos

compostos.
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Realizou-se neste trabalho o estudo quimico dos extratos hexanico e
cloroférmico das folhas de Cheiloclinium cognatum (Miers) A.C.Sm. (Celastraceae),
de forma a isolar e identificar os principais constituintes quimicos, além de avaliar o
potencial antiangiogénico e nematicida dos compostos isolados. Realizou-se
também um estudo do perfil de fragmentacdo via APCI-IT-TOF de todos os
triterpenos friedelanicos identificados.

No estudo fitoquimico dos extratos hexanico e cloroférmico foram isolados e
identificados 16 constituintes. Dentre eles, foram isolados trés compostos graxos —
mistura de hidrocarbonetos de cadeia longa (S1), mistura de alcoois graxos (S6) e
mistura de acidos graxos (S13) —, dois isoprenoides aciclicos — esqualeno (S2) e
gutta-percha (S14) —, um esteroide — B-sitosterol (S7) —, mistura de trés triterpenos
do tipo ursano esterificados com acidos graxos — 3B-palmitoil-urs-12-eno (S3-1), 36-
estearoil-urs-12-eno (S3-11) e 3B-eicosanoil-urs-12-eno (S3-11l) — e nove triterpenos
da classe dos friedelanos — 3-oxo-friedelano (S4), 3B-hidroxifriedelano (S5), 3-oxo-
28-hidroxifriedelano (S8), 3-oxo-22a-hidroxifriedelano (S9), acido 3,4-seco-friedelan-
3-oico (S10), 3-oxo0-29-hidroxifriedelano (S11), 3B,29-di-hidroxifriedelano (S12),
38,28,29-tri-hidroxifriedelano (S15) e 1-oxo0-386,29-di-hidroxifriedelano (S16). Todos
0s metabdlitos isolados foram descritos pela primeira vez como constituintes de
plantas do género Cheiloclinium. Os compostos S9 e S12 foram identificados como
inéditos na familia Celastraceae e o isolamento e identificacdo de S15 e S16 foi
relatado pela primeira vez neste trabalho.

Os compostos S11, S12 e S14 foram isolados em grande quantidade a partir
do fracionamento do extrato cloroférmico das folhas de C. cognatum. Obteve-se
cerca de 17,5 g da mistura dos triterpenos S11 e S12, o que correspondeu a 21,3%
do extrato cloroférmico, e 15,8 g de S14, correspondendo a 19,3% deste mesmo
extrato.

O estudo por APCI-MS e APCI-MS/MS de triterpenos friedelanicos nunca
havia sido realizado, e demonstrou ser uma possivel alternativa na identificacao e
caracterizacdo destes constituintes em amostras desconhecidas de forma rapida e
eficaz. A partir do perfil de fragmentacdo dos triterpenos friedelanicos isolados de C.

cognatum por APCI-IT-TOF foi possivel observar que friedelanos hidroxilados
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apresentam perda de uma molécula de agua durante o processo de ionizacdo. Para
a maioria dos triterpenos analisados, o pico relativo ao fon [M+H-H,O]" foi o que
apresentou maior intensidade relativa e, em alguns casos, o0 pico para o ion [M+H]"
ndo foi detectado. Na andlise dos espectros de massas sequencial dos triterpenos
friedelanos, observou-se que houve geragédo de picos com mesmo valor de m/z em
mais de um constituinte, com isso néo foi possivel a identificacdo de ions-produto
especificos de cada amostra. No entanto, a fragmentacédo induzida por colisédo gerou
perfis Unicos de ions-filho para cada triterpeno, tornando possivel a identificacéo
destes compostos a partir de andlises por APCI-MS e APCI-MS/MS utilizando o
modo product ion scan.

Os resultados da atividade antiangiogénica para os triterpenos friedelanicos
evidenciou o grande potencial desta classe de triterpenos frente a inibicdo do
crescimento de vasos sanguineos in vivo a partir do ensaio HET-CAM. Para 4 ug de
amostra por ovo, foi obtido um percentual de inibicdo da angiogénese entre 52,6% e
65,6%, valor superior aos encontrados na literatura para triterpenos de outras
classes.

A partir dos resultados dos testes de toxicidade aguda em C. elegans foi
verificado que triterpenos contendo hidroxila na posicdo 29 apresentam atividade
nematicida reduzida ou ausente, ao passo que a presenca da hidroxila na posicao
28 e da carbonila na posicdo 1 sugerem aumento significativo da toxicidade das

amostras frente ao C. elegans.
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A. Espectro e cromatogramas de S1

Apéndice AA — Espectro na regido do IV para S1 (ATR)
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Apéndice AB — Cromatograma GC-FID para padréo de hidrocarbonetos
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Gradiente de temperatura: 200 °C, 0 min, 10 °C/min, 300 °C; injetor splitless a 300 °C;
detector a 320 °C.
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Apéndice AC — Cromatograma GC-FID para S1
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Gradiente de temperatura: 200 °C, 0 min, 10 °C/min, 300 °C; injetor splitless a 300 °C;
detector a 320 °C.

B. Espectros de S6

Apéndice BA — Espectro na regiao do IV de S6 (ATR)
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Apéndice BB — Espectro de RMN de *H (400 MHz) de S6, CDCl; + Pyr-d5
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Apéndice BC — Espectro de RMN de *C (100 MHz) de S6, CDCl; + Pyr-d5
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Apéndice BD - Subespectro DEPT-135 (100 MHz) de S6, CDCI; + Pyr-d5
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99

Apéndice BE - Espectro de APCI-MS (modo positivo) para S6
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C. Espectros de S13

Apéndice CA — Espectro na regido do IV de S13 (ATR)
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Apéndice CB — Espectro de RMN de *H (400 MHz) de S13, CDCls
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Apéndice CE - Espectro de APCI-MS (modo negativo) para S13
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D. Espectros de S2

Apéndice DA — Espectro na regido do IV de S2 (ATR)
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Apéndice DC - Espectro de RMN de **C (100 MHz) de S2, CDCl3
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Apéndice DD - Subespectro DEPT-135 (100 MHz) de S2, CDCl;
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E. Espectros de S14

Apéndice EA — Espectro na regido do IV de S14 (ATR)
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Apéndice EB - Espectro de RMN de “H (400 MHz) de S14, CDCl3
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Apéndice EC — Espectro de RMN de **C (100 MHz) de S14, CDCls;
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Apéndice ED - Subespectro DEPT-135 (100 MHz) de S14, CDCl;

30 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 Y
1 (ppm)

—124.24
[
IS
39.75
26.72

—16.04

F. Espectros de S7

Apéndice FA — Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de S7, CDCl3 7
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Apéndice FC — Subespectro DEPT-135 (100 MHz) de S7, CDCl;
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G. Espectros de S3

Apéndice GA - Espectro na regido do IV de S3 (ATR)
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Apéndice GB — Espectro de RMN de *H (200 MHz) de S3, CDCls
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Apéndice GE - Espectro de APCI-MS (modo positivo) para S3
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Apéndice GF — Espectro de APCI-MS (modo negativo) para S3
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H. Espectros de S4

Apéndice HA — Espectro na regiao do IV de S4 (ATR)
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Apéndice HB — Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de S4, CDCls.Pyr-d5
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Apéndice HC — Espectro de RMN de *C (100 MHz) de S4, CDCls.Pyr-d5
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Apéndice HD - Subespectro DEPT-135 (100 MHz) de S4, CDCl3.:Pyr-d5
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Apéndice HE - Espectro de APCI-MS (modo positivo) para S4
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Apéndice IA — Espectro de RMN de "H (200 MHz) de S8, CDCl;
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J. Espectros de S9
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Apéndice JA — Espectro de RMN de "H (400 MHz) de S9, CDCl3
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Apéndice JB — Espectro de RMN de **C (100 MHz) de S9, CDCl;
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Apéndice JE — Mapa de Contornos HSQC (400 MHz) de S9, CDCl;
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Apéndice JF — Mapa de Contornos HMBC (400 MHz) de S9, CDCl;
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Apéndice JG — Mapa de Contornos COSY (400 MHz) de S9, CDCl3
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Apéndice JH — Mapa de Contornos NOESY (400 MHz) de S9, CDCI;
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K. Espectros de S10

Apéndice KA — Espectro na regido do IV de S10 (ATR)
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Apéndice KD — Subespectro DEPT-135 (100 MHz) de S10, CDCl;
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Apéndice KF — Espectro de APCI-MS (modo negativo) para S10
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L. Espectros de S11

Apéndice LA — Espectro naregido do IV de S11 (ATR)
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Apéndice LB — Espectro de RMN de *H (200 MHz) de S11, CDCls
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Apéndice LC - Espectro de RMN de **C (50 MHz) de S11, CDCl3
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Apéndice LD — Subespectro DEPT-135 (50 MHz) de S11, CDCl;
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M. Espectros de S5

Apéndice MA — Espectro na regido do IV de S5 (ATR)
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Apéndice MB — Espectro de RMN de *H (400 MHz) de S5, Pyr-d5, 50 °C
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Apéndice MC — Espectro de RMN de *C (50 MHz) de S5, CDCl3
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N. Espectros de S12

Apéndice NA — Espectro na regido do IV de S12 (ATR)
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Apéndice OA — Espectro na regiao do IV de S15 (ATR)

O. Espectros de S15
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Apéndice OB — Espectro de RMN de *H (400 MHz) de S15, CDCls+Pyr-d5
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Apéndice OC — Espectro de RMN de **C (100 MHz) de S15, CDCls+Pyr-d5
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Apéndice OD - Subespectro DEPT-135 (100 MHz) de S15, CDCls+Pyr-d5
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Apéndice OE — Mapa de contornos HSQC (400 MHz) de S15, CDClz+Pyr-d5
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Apéndice OF — Mapa de contornos HMBC (400 MHz) de S15, CDClz+Pyr-d5
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Apéndice OG — Mapa de contornos COSY (400 MHz) de S15, CDCls+Pyr-d5
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Apéndice OH — Mapa de contornos NOESY (400 MHz) de S15, CDCls+Pyr-d5
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P. Espectros de S16

Apéndice PA - Espectro na regido do IV de S16 (ATR)
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Apéndice PB — Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de S16, CDCls+Pyr-d5
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Apéndice PE — Mapa de contornos HSQC (400 MHz) de S16, CDCls+Pyr-d5
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Apéndice PF — Mapa de contornos HMBC (400 MHz) de S16, CDCls+Pyr-d5
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Apéndice PG — Mapa de contornos COSY (400 MHz) de S16, CDClz+Pyr-d5
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Apéndice PH — Mapa de contornos NOESY (400 MHz) de S16, CDCls+Pyr-d5
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Q. Espectros de APCI-MS e APCI-MS/MS de triterpenos friedelanicos

Apéndice QAA - Espectro de APCI-MS para S4
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Apéndice QAB - Espectro de APCI-MS/MS (m/z 427) para S4
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Apéndice QAC - Espectro de APCI-MS/MS (m/z 409) para S4
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Apéndice QBB - Espectro de APCI-MS/MS (m/z 411) para S5
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Apéndice QCB - Espectro de APCI-MS/MS (m/z 443) para S8
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Apéndice QCD

— Espectro de APCI-MS/MS (m/z 413) para S8

I|:ten.(_x1 0,000
sod | 395 3588
30] 2032356
2.0
10] . 1771840
13016 \ g 299.2930
R Y I T ‘I L R
- 1 1 1 1 1 T 1 1 1
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 miz
Apéndice QDA - Espectro de APCI-MS para S9
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Apéndice QDB - Espectro de APCI-MS/MS (m/z 443) para S9
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Apéndice QDC - Espectro de APCI-MS/MS (m/z 425) para S9
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Apéndice QEA - Espectro de APCI-MS para S10

Inten. (1,000 ,000)
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Apéndice QEB - Espectro de APCI-MS/MS (m/z 427) para S10
Inten.(x1 00,0000
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Apéndice QEC — Espectro de APCI-MS/MS (m/z 409) para S10
Inten (10,0007
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Apéndice QFA - Espectro de APCI-MS para S11
Inten.(x1,000,000)
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Apéndice QFB - Espectro de APCI-MS/MS (m/z 443) para S11

riten.(x1 _DD,DDD)
6.0 '
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Apéndice QFC — Espectro de APCI-MS/MS (m/z 425) para S11
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Apéndice QGA - Espectro de APCI-MS para S12

Inten.(x1,000,000)
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Apéndice QGB - Espectro de APCI-MS/MS (m/z 427) para S12

Inten.x1,000)
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Apéndice QGC - Espectro de APCI-MS/MS (m/z 409) para S12

niten.(x10,000)
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Apéndice QGD - Espectro de APCI-MS/MS (m/z 235) para S12

Inten.£x10,000)
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Apéndice QHA - Espectro de APCI-MS para S15

Inten. (1 ,000,000)
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Apéndice QHB - Espectro de APCI-MS/MS (m/z 443) para S15
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Apéndice QHC - Espectro de APCI-MS/MS (m/z 425) para S15
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Apéndice QHD - Espectro de APCI-MS/MS (m/z 407) para S15
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Apéndice QIA — Espectro de APCI-MS para S16

Inten. (1 ,000,000)

miz

125 441 3580

100
0.754

3 423 3604
050

0.254

0 DD: 1231173 153.0963 23 279.09353 3293012 3pgagso 4083093
- 1

1733054 2045860
1 1

221 |45?'8

100 150 200 250 300 350 400 450

Apéndice QIB — Espectro de APCI-MS/MS (m/z 441) para
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Apéndice QIC - Espectro de APCI-MS/MS (m/z 423) para S15

N

259

ften.(x10,000)

FAN T
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0695525

R. Resultado do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni para o ensaio

éSD.?BQS
- m[d l
150

200

M
I
]

240 el

550

HET-CAM
Bonferroni's multiple Mean Diff, 95% CI of diff, Significant? Summary
comparisons test
Controle Negativo vs. S11 162428 130232 to 194624 Yes Fhkk
Controle Negativo vs. S12 199100 166904 to 231296 Yes rhxx
Controle Negativo vs. S10 190560 158364 to 222756 Yes rhxx
Controle Negativo vs. 76064 43868 to 108260 Yes rhxx
Bevacizumabe
Controle Negativo vs. S16 185271 153075 to 217467 Yes rkxx
Controle Negativo vs. S9 196288 164092 to 228484 Yes il
Controle Negativo vs. S8 202672 170476 to 234868 Yes il
S11vs. S12 36671 4475 to 68867 Yes *
Sllvs. S10 28132 -4064 to 60328 No ns
S11 vs. Bevacizumabe -86364 -118560 to - Yes il
54168
Sllvs. S16 22843 -9353 to 55039 No ns
S11vs. S9 33859 1663 to 66055 Yes *
S11vs. S8 40244 8048 to 72440 Yes *x
S12vs. S10 -8539 -40735 to 23657 No ns
S12 vs. Bevacizumabe -123036 -155232 to - Yes rkkx
90840
S12vs. S16 -13829 -46025 to 18367 No ns
S12vs. S9 -2812 -35008 to 29384 No ns
S12vs. S8 3573 -28623 to 35769 No ns
S10 vs. Bevacizumabe -114496 -146692 to - Yes kkx
82300
S10vs. S16 -5289 -37485 to 26907 No ns
S10vs. S9 5728 -26469 to 37924 No ns
S10vs. S8 12112 -20084 to 44308 No ns
Bevacizumabe vs. S16 109207 77011 to 141403 Yes kkx
Bevacizumabe vs. S9 120224 88028 to 152420 Yes kkx
Bevacizumabe vs. S8 126608 94412 to 158804 Yes kkx
S16vs. S9 11017 -21179 to 43213 No ns
S16vs. S8 17401 -14795 to 49597 No ns
S9vs. S8 6385 -25811 to 38581 No ns

ns: ndo significativo; * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; **** P<0,0001

miz
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ANEXO

A. Adutos de sesquiterpenos-triterpenos: cheiloclines A-I

Cheilocline B

o |! 9
S (@)

Cheilocline C

Cheilocline H

Cheilocline |
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