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RESUMO

A espécie Combretum leprosum Mart. (Cobretaceae), com ampla dispersao na regido Nordeste
do Brasil, é um arbusto popularmente conhecido como Mufumbo, Mofumbo ou Cipoaba. E
amplamente utilizada na medicina popular como agente cicatrizante, sedativo, antidiarreico,
expectorante, em erupgdes cutaneas e agente hemostatico. A principal substancia isolada de C.
leprosum ¢ o triterpeno 3[,6p,16B-tri-hidroxilup-20(29)-eno (CL-1), o qual possui diversas
atividades biologicas, tais como leishmanicida, anti-inflamatoria, antimicrobiana,
antinociceptiva, cicatrizante e anticancerigena. Neste trabalho descreve-se o isolamento deste
metabolito e a obtencdo dos derivados semissintéticos desidratado (CL-P1), triacilado (CL-
P2), diacilado (CL-P2A), oxidado (CL-P3), hidrogenado (CL-P5), hidrazona (CL-P6) e oxima
(CL-P8 e CL-P9), bem como a avaliacdo da atividade citotdxica e antinociceptiva destes.
Todos os compostos tiveram suas estruturas determinadas por métodos espectrométricos (EM,
IV, RMN uni e bidimensionais). Os derivados CL-P1, CL-P2, CL-P2A, CL-P5, CL-P6 CL-P8
e CL-P9 sdo inéditos na literatura. Com exce¢@o dos derivados acilados (CL-P2, CL-P2A) e
oximas (CL-P8 e CL-P9), todos os demais tiveram a atividade citotoxica contra quatro
linhagens de células tumorais humanas (HL-60 (Leucemia), HCT-116 (Célon humano), PC-3
(Préstota) e SNB-19 (Gliobastoma)) testadas. O produto natural (CL-1) e o derivado
hidrogenado (CL-P5) apresentaram percentual de inibicdo de crescimento celular acima de
75% em todas as linhagens, enquanto o derivado desidratado (CL-P1) foi ativo somente na
linhagem HCT-116. O metabdlito natural e o derivado hidrogenado apresentaram variagdo de
Clso de 4,66 - 8,93 e 3,78 a 13,61 pg/mL, respectivamente. O derivado triacilado (CL-P2)
apresentou atividade antinociceptiva e auséncia de toxicidade em fibroblastos murinos e
humanos a partir da concentracdo de 0,1 ng/Kg. Estes resultados evidenciam que os estudos
de semissintese em metabdlitos secundarios sdo uma importante ferramenta no

desenvolvimento e na potencializagdo terapéutica de novos farmacos.

Palavras-chave: Combretum leprosum. 3p,6p,16B-tri-hidroxilup-20(29)-eno. Derivados

semissintéticos.



ABSTRACT

The species Combretum leprosum Mart. (Cobretaceae), with wide dispersion in the Northeast
region of Brazil, is a shrub popularly known as Mufumbo, Mofumbo or Cipoaba. It is widely
used in folk medicine as a healing agent, sedative, antidiarrheal, expectorant, in rashes and
hemostatic agent. The main isolated substance of C. leprosum is triterpene 3f,60,16p-tri-
hydroxylup-20(29)-eno (CL-1), which has various biological activities such as leishmanicide,
anti-inflammatory, antimicrobial, antinociceptive, healing and anticancer. This work describes
the isolation of this metabolite and the production of the semi-synthetic derivatives
dehydrated (CL-P1), triacylated (CL-P2), diacylated (CL-P2A), oxidized (CL-P3),
hydrogenated (CL-PS5), hydrazine (CL-P6) and oxime (CL-P8 e CL-P9), as well as the
evaluation of their cytotoxic and analgesic activity. All compounds had their structures
determined by spectrometric methods (MS, IR, uni and two-dimensional NMR). The CL-P1,
CL-P2, CL-P2A, CL-P5, CL-P6, CL-P8 e CL-P9 derivatives are unpublished. With the
exception of the acylated (CL-P2, CL-P2A) and oximes (CL-P8 e CL-P9) derivatives, all
others had cytotoxic activity against four human tumor cell lines (HL-60 (Leukemia), HCT-
116 (Human colon), PC-3 (Prostate) and SNB-19 (Gliobastoma)) tested. The natural product
(CL-1) and the hydrogenated (CL-P5) derivative presented cell growth inhibition percentage
above 75% in all strains, while the dehydrated derivative (CL-P1) was active only in the HCT-
116 strain. The natural metabolite and the hydrogenated derivative showed an ICsg variation of
4.66 - 8.93 and 3.78 at 13.61 ng / mL, respectively. The triacylated derivative (CL-P2)
showed antinociceptive activity and absence of toxicity in murine and human fibroblasts at
0,1 ng/Kg. These results show that the studies of semisynthesis in secondary metabolites are

an important tool in the development and therapeutic enhancement of new drugs.

Keywords: Combretum leprosum. 30,6B,16B-tri-hydroxylup-20(29)-ene. Semisynthetic

derivatives.
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1 INTRODUCAO
1.1. Uma breve definicao de produtos naturais

Os produtos naturais sao entidades quimicas com propriedades farmacologicas
produzidas por organismos vivos, tais como plantas, fungos, bactérias, protozoarios ou
animais. Tais entidades possuem estruturas quimicas Unicas e diversas e, sdo divididas em
duas classes principais: metabdlitos primarios e metabolitos secundarios, sendo vitais para a
industria farmacéutica pelo fato de serem a base para o desenvolvimento de medicamentos
(MATHUR e HOSKINS, 2017).

Os metabolitos secundarios sdo produzidos em resposta a uma adaptacdo do
organismo ao ambiente no qual vive e que se modifica com o tempo (mudangas como clima,
radiacdo, quantidade de nutrientes), infeccdo, competicdo e defesa contra predadores. Estes
geralmente ndo sdo essenciais para o crescimento, desenvolvimento ou reproducdo do
organismo e, muitas vezes, sdo produzidos especificamente por uma determinada espécie,
expressando sua individualidade (TTWARI e RANA, 2015).

O metabolismo primdrio ¢ essencial para todo organismo e compreende a
biossintese e a quebra de determinadas moléculas no interior dos seres vivos, como proteinas,
gorduras, acidos e carboidratos, sendo chamadas de metabolitos primarios. J4 o metabolismo
secundario baseia-se na formacdo de blocos de intermediarios biossintéticos utilizados para a
formagdo dos metabolitos secundarios por meio de processos como a fotossintese, glicolise e
ciclo de Krebs. Embora o niimero de blocos seja finito, o0 nimero de combinagdes para a
formacao de metabdlitos secundarios ¢ praticamente infinito, o que proporciona a formagao
das mais variadas estruturas quimicas, desde as mais simples até as mais complexas e, que
muitas vezes apresentam atividades bioldgicas. Além disso, modificagdes nos caminhos
biossintéticos em decorréncia de causas naturais (como virus ou mudangas ambientais) ou nao
naturais (como quimicas ou radiacdo), a fim de promover adaptacdo ou sobrevivéncia do
organismo resulta na producao de novos metabolitos secundarios (DEWICK, 2009; TIWARI,
2015).

1.2. Os produtos naturais na histéria e na Medicina popular

A utilizacdao dos produtos naturais para o tratamento das mais variadas doengas ¢
evidenciada desde os tempos mais remotos, sendo os primeiros registros encontrados por
volta de 2600 a.C. Tais registros foram encontrados em placas de argila, que documentavam o
uso do oleo de Cupressus sempervirens (Cypress) e espécies de Commiphora (Mirra),

utilizadas até hoje no tratamento de inflamagdo, resfriados e tosses. Outros povos antigos
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também registraram o uso de medicamentos a base de plantas, tais como os egicios, chineses,
gregos, romanos e arabes (CRAGG e NEWMAN, 2013; ATANASOV et al., 2015).

A busca pelo tratamento das mais variadas doengas conduziu os seres humanos a
investigacao do potencial das plantas como agentes terapéuticos, o que acarretou, ao longo de
varios anos, na constru¢do de todo o conhecimento da medicina tradicional, baseado no
método da tentativa e erro (KINGHORN et al., 2011; HICKS, 2014). Varios sdo os exemplos
da utilizacdo da medicina tradicional, dos quais se podem citar as plantas do género Salvia e
Alhagi. As cinzas de Salvia eram utilizadas por tribos indigenas do sul da Califérnia para
cozinharem as criangas recém-nascidas masculinas, uma vez que acreditavam que estas
cresceriam mais fortes, mais saudaveis, e imunes de todas as doengas respiratérias (HICKS,
2014). Um dos usos de A. maurorum consistia no cozimento de suas raizes e ingestdo do
extrato a fim de tratar diarreia com sangue. Outros povos também utilizavam essa espécie
para o tratamento de asma, onde o método de tratamento consistia em fumar a planta (DUKE,
2008).

Além das plantas, outras fontes também foram utilizadas pela medicina popular,
como os fungos das espécies Piptoporus betulinus, Agaricus campestres € Usnea dillenius,
além de seres vivos marinhos, como as algas Chondrus crispus, Mastocarpus stellatus,
Porhyra umbicaicallis. Tiras da espécie P. betulinus eram cortadas e utilizadas para estancar
sangramentos. A. campestres era cozinhado em leite € consumido para amenizar o cancer de
garganta, enquanto U. dillenius era utilizado para tratar doencas relacionadas ao couro
cabeludo, sendo ainda hoje vendido em farmécias como um constituinte de shapoons anti-
caspa (BERNARDINI et al., 2018). Umas das utilidades das algas vermelhas C. crispus e M.
stellatus consistia no tratamento de problemas nos rins e queimaduras, enquanto a espécie P.
umbilicalis apresentava efeito contra canceres (BERNARDINI et al., 2018; DIAS, URBAN e
ROESSNER, 2012).

O conhecimento construido pela medicina popular forneceu a base para a
investigacdo e producdo racional de medicamentos baseados em produtos naturais. Estes
desempenham um papel altamente significativo na descoberta de novos farmacos, onde
podem compor grandes bibliotecas que serdo usadas como base para o design de novas
moléculas. Sao varios os produtos naturais inalterados que ja foram utilizados como farmacos
ou que sdo potenciais candidatos. Uma das principais descobertas historicas aconteceu por
volta de 1804 com o isolamento de vérios alcaloides da planta Papaver sominiferum L.,
dentre os quais estava presente a morfina (1), uma importante substancia com atividade

analgésica (DIAS, URBAN e ROESSNER, 2012). O farmacéutico H. E. Merk (Darmstadt,
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Alemanha) foi o primeiro a iniciar o processo de extragdo e purificacdo da morfina em 1826,
sendo um dos progenitores das grandes indlstrias farmacéuticas. Outros importantes marcos
histéricos no ramo de farmacos provindos de produtos naturais foram a descoberta da
penicilina (2) em 1928 pelo médico e bacteriologista Alexander Fleming, e a descoberta do
taxol (3) em 1964 pelo botanico Arthur Barclay, a servico do Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos (DAEU). A molécula da penicilina, que apresentava atividade antibidtica,
foi isolada do fungo Penicillium chrysogenum e, sua descorberta impulsionou a busca pelo
isolamento de produtos naturais provindos de microrganismos. Além disso, conduziu ao
surgimento das industrias farmac€uticas modernas, que focaram principalmente na busca por
novas substancias com atividade antibidtica. Antes e durante a Segunda Guerra Mundial,
novos antibidticos foram descobertos, como a streptomicina (4), gentamicina (5), tetraciclina
(6) dentre outros (BARKER et al, 2007). O taxol, por sua vez, ¢ uma das drogas
quimioterapicas mais efetivas e amplamente utilizadas no tratamento de varios tipos de
cancer. Trata-se de um diterpenoide ciclico polioxigenado presente nas cascas da arvore Taxus
brevifolia, que foi isolado e caracterizado pelos cientistas Mansukh Wani and Monroe Wall
em 1967. A utilizagdo do taxol encontrou e ainda encontra restricdo por conta do esgotamento
de suas fontes, uma vez que as arvores morrem apds retirada de suas cascas, apresentam lento
crescimento e produzem uma pequena quantidade deste produto natural (0,01 % - 0,05 %).
Essa baixa disponibilidade e o aumento da sua aplicagdo na quimioterapia ocasionaram o
aumento nos custos de isolamento deste farmaco, o que impulsionou os laboratorios do
mundo todo a investirem na busca pela sintese total dessa molécula. Embora varias rotas
sintéticas tenham sido desenvolvidas, estas envolvem arduas 40 etapas reacionais (WEAVER,
2014). Outras fontes, ainda que menos utilizadas, envolvem o uso de precursores
semissintéticos, como o bacatina III (7) e 10-desacetilbacatina III (8). Novas tecnologias estdo
surgindo a fim de reduzir os custos e aumentar o rendimento da producdo de taxol, como o
uso da fermentagdo microbiana. Neste sentido, pode-se citar a utilizacdo de fungos
endofiticos, tais como o Aspergillus fumigatus, como fonte para a producdo de uma grande
quantidade de taxol. (KUMAR et al.,2019).

Além destes, muitos produtos naturais sdo importantes candidatos a farmacos ou
ja foram aprovados pela FDA (Food and Drug Administration) sem alteragdo em suas
estruturas. Neste sentido, pode-se citar os grandisinos A (9) e B (10), dois alcaloides ind6licos
isolados das folhas da arvore Elaeocarpus grandis, como potenciais candidatos a agentes
analgésicos (CARROL et al., 2005) e, os agentes anticancerigenos Homoharringtonina (11)

(2012) e PICN (nanoparticulas de placlitaxel) (2014), recentemente aprovados (CRAGG e
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NEWMAN, 2016). Os produtos naturais usados como farmacos e potenciais candidatos a

farmacos citados sdo mostrados na Figura 1.
Figura 1 - Produtos naturais usados como farmacos e potenciais candidatos a farmacos.
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(11) Homoharringtonina

Fonte: O autor, 2020.

Novas ferramentas surgiram por conta da necessidade da industria farmacéutica
em obter, de forma mais rdpida, novos agentes terapéuticos, tais como a quimica
combinatoria, a modelagem molecular computacional e a sintese. Atrelado a isso, os desafios
enfrentados na investigagdo de produtos naturais, tais como os altos custos, dificuldades de
fornecimento/coleta de material de partida bioldgico, variabilidade, baixo retorno econéomico,
baixos rendimentos, dificuldades de isolamento e/ou purificacdo e alta toxicidade de alguns
compostos ativos, ocasionaram na diminui¢ao do interesse pelas industrias farmacéuticas
nesse ramo (DAVID et al., 2015, BUCAR, WUBE e¢ SCHMID, 2013; ATANASOV et al.
2015, AMIRKIA AND HEINRICH, 2014). Todavia, os produtos naturais continuam tendo
uma grande importancia, uma vez que possuem varias propriedades e vantagens tais como:
maior intera¢do com proteinas, enzimas e outras moléculas bioldgicas, maior rigidez
molecular quando comparado com compostos sintéticos, menos efeitos colaterais e
diversidade estrutural (LAHLOU, 2013; PASCOLUTTI e QUINN, 2014). Embora a
popularidade dos produtos sintéticos tenha aumentado por conta do seu custo de produgdo,
eficiéncia de tempo, facil controle de qualidade, regulamentacdo rigorosa e rapido efeito, a
contribuicao das plantas como fontes de agentes medicinais, modelos quimicos para o projeto
de sintese ou semissintese de novos compostos bioativos e construgdo de bibliotecas
combinatorias € enorme (LAHLOU, 2013; BLAKEMORE et al., 2018).

A utilizacdo da modificagdo quimica (derivatiza¢do) na obtencdo de derivados de
produtos naturais com melhores atividades bioldgicas, menor toxicidade e menos efeitos
colaterais, bem como a utilizagcdo da sintese quimica para a obtengdo de novos fairmacos t€ém-
se mostrado muito relevante. Neste sentido, dos 1562 novos farmacos aprovados de 1981 a
2014, 4% sao produtos naturais inalterados, 1% sdo ditos fdrmacos botanicos (mistura

definida de substancias), 16% sao macromoléculas bioldgicas, 31% sdo farmacos sintéticos,
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21 % sao sintéticos imitadores de produtos naturais, 21% sao derivados de produtos naturais e
6% sdo vacinas, refor¢cando a importancia da derivatizacdo e sintese quimica na obtencdo ou
no aperfeicoamento de novos compostos bioativos (NEWMAN e CRAGG, 2016).

Um dos primeiros derivados desenvolvidos e ainda amplamente utilizados ¢ o
acido acetilsalicilico (aspirina) (12), cujo precursor ¢ o produto natural salicilina (13), isolada
das cascas da arvore Salgueiro (Salix alba L.). A aspirina passou a ser utilizada por volta do
ano de 1897 inicialmente como agente antipirético e anti-inflamatério e, atualmente,
representa um marco historico na prevengdo contra doencas cardiovasculares,
cerebrovasculares e alguns tipos de cancer. A historia envolvendo toda a sua descoberta tem
inicio deste os tempos mais remotos. J4 a mais de 3500 anos, os sumérios e egipcios ja
utilizavam as cascas de S. alba L. no tratamento de dores e febre. A primeira extracdo da
salicilina foi realizada por volta de 1824 por dois farmacéuticos italianos, Francesco Fontana
e Bartolommeo Rigatelli, onde Rigatelli foi o primeiro a utilizar o termo “salicilina”. Este
produto natural trata-se de um beta-glicosideo alcodlico que quando consumido é quebrado
produzindo outras duas moléculas, a glicose e o alcool salicilico, sendo este oxidado a acido
salicilico (14) no organismo (MONTINARI, MINELLI e CATERINA, 2019).

Pesquisas foram direcionadas a fim de obter o acido salicilico mais puro, mais
barato e mais toleravel. Foi em 1859 que Hermann Kolbe, professor de quimica na
Universidade de Marburg na Alemanha, conseguiu sintetizar o acido salicilico através de um
processo conhecido como reagdo de Kolbe-Schimitt, em homenagem ao seu assistente Rudolf
Wilhelm Schimitt, que aperfeigou o processo. Neste tipo de sintese, o fenoxido de sodio €
aquecido com CO; sob pressao (125 °C, 100 atm), e a mistura reacional acidificada com acido
sulfurico para produzir 4cido salicilico. Contudo, o gosto amargo e os efeitos colaterais
limitaram o uso a longo prazo deste derivado como medicamento. A fim de contornar essa
situagdo, os laboratorios da companhia Bayer retomaram os desenvolvimentos de derivados
de salicilatos, de modo que em 1897, Felix Hoffman, através de uma reacdo de acetilagao,
conseguiu obter um derivado com menos efeitos colaterais e com melhor atividade, o acido
acetilsalicilico (12) (MONTINARI, MINELLI e CATERINA, 2019; LI, LI e SMITH, 2017).

Outros exemplos importantes de derivados ja langados e utilizados como farmacos
sao a apomorfina, derivada da morfina (Papaver somniferum) (15), Arteether (Artemotil),
derivada de Artemisinina (Artemisia annua) (16) e o Tiotropio (17), derivado da atropina
(Atropa bellandonna). A apormorfina ¢ utilizada no tratamento da doenga de Parkinson e
disfungao erétil (PATNAIK, HARITHA ¢ RAO, 2017; PESSOA, et al., 2018). Arteether um

endoperdoxido de lactona sesquiterpénica ¢ usado no tratamento da maléria e o tiotropio €
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utilizado no tratamento de doencas pulmonares obstrutivas cronicas (ZHOU et al., 2017).
Outros farmacos derivados de produtos naturais recentemente introduzidos no mercado
incluem o carfilzomib (18), introduzido em 2012, e o laninamivir octanoato (19), introduzido
em 2010, drogas anticancer e antiviral, respectivamente (NEWMAN e CRAGG, 2016). A
estrutura quimica da salicilina e de farmacos derivados de produtos naturais sdo mostradas na
Figura 2.

Figura 2 -Salicinina e farmacos derivados de produtos naturais.
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Laninamivir octanoato (19)

Fonte: O autor, 2020.

Dada a grande importancia dos metabolitos secundarios presentes em plantas e da
possibilidade da melhoria de atividade bioldgica apresentada por estes por meio de
modificagdes quimicas e biotransformacdao, o presente trabalho fundamentou-se nas
modificacdes estruturais do triterpeno 3f,68,16-tri-hidroxilup-20(29)-eno, isolado das folhas
de Combretum leprosum. Tal espécie foi escolhida por apresentar amplo uso pela medicina
tradicional como agente cicatrizante, no tratamento de erupc¢des cutaneas, estancamento de
hemorragias, sedativo, antidiarreico e expectorante. As atividades bioldgias também ja foram
amplamente investigadas, onde foram evidenciadas a¢des anti-inflamatdria, antinociceptiva
(LIRA et al., 2002), anti-ulcerugénica (NUNES et al., 2009), antiofidica (MORS, et al., 2000)
e leishmanicida (TELES, et al, 2015). Do mesmo modo, o triterpeno 3[,6P,16p-tri-
hidroxilup-20(29)-eno também ja& foi amplamente estudado, onde foram evidenciadas
atividades leishmanicida (TELES er al., 2011), anti-inflamatoria (BALBINOT-LONGHI et
al., 2012; PIETROVSKI et al, 2006), antimicrobiana (ERIVASTO et al, 2014),
antinociceptiva (PIETROVSKI et al, 2006; BALBINOT-LONGHI et al., 2009), cicatrizante
(NASCIMENTO-NETO et al., 2015) e anticancerigena (VIAU et al., 2014), justificando seu

uso neste trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

- Obter novos compostos organicos bioativos a partir da transformag¢ao quimica do produto
natural 3[,6B,16B-tri-hidroxilup-20(29)-eno obtido das inflorescéncias de Combretum
leprosum.

2.2 Especificos

- Isolar e purificar o metabolito secundario 33,6P,16B-tri-hidroxilup-20(29)-eno das flores de
Combretum leprosum;

- Obter derivados semissintéticos a partir do triterpeno 3p,6p,16p-tri-hidroxilup-20(29)-eno;

- Avaliar as atividades citotdxica e antinociceptiva dos derivados semissintéticos preparados;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 O género Combretum

O género Combretum ¢ o maior dos 18 géneros pertencentes a familia
Combretaceae, sendo constituido por aproximadamente 370 espécies. O género Terminalia,
pertencente @ mesma familia ¢ o segundo maior, constituido por aproximadamente 200
espécies. Tais géneros estdo principalmente distribuidos em areas tropicais e subtropicais, tais
como Africa e Brasil, tendo grande importancia na medicina popular, onde sdo amplamente
empregados no tratamento das mais variadas doencas. Estas incluem dores, tosses, resfriados,
conjuntivite, diarreia, febre, ancislostomiase, infertilidade em mulheres, lepra, pneumonia,
picadas de cobra venenosas, sifilis e fraquezas em geral (LIMA et al., 2012; McGAW et al.,
2001).

3.1.1 Atividades biologicas encontradas em plantas do género Combretum

As atividades anti-inflamatorias, esquistossomicidas, e anti-helminticas foram
testadas para varios extratos (acetona, adgua e acetato de etila) de plantas do género
Combretum. A fragdo acetato de etila das folhas de C. apiculatum Sond. supespécie
apiculatum apresentou melhor atividade anti-inflamatdria, com 93% de inibi¢do, mais baixa
atividade anti-helmintica (80-90 % de nematodos vivos para concentragdes de 0,5 mg/ml e 1
mg/mL) e nenhuma atividade esquistomissida (extrato ndo-ativo). Resultados similares sdo
encontrados para a fracdo aquosa das folhas de C. collinum Fresen. subespécie suluense,
fracdo acetona de C. kraussii. C. microphyllum, C. mkuzense, C. molle, C. nelsonii, C.
paniculatum e C. petrophilum. Espécies que apresentaram apenas atividade anti-inflamatoria
nos trés tipos de extratos testados incluem C. bracteosum, C. celastroides, C. moggii, C.
padoides, C. woodii e C. zeyheri. As fragdes aquosas das espécies C. imberbe, C kraussii e C.
neusonii apresentaram boa atividade esquistomissida, com concentracdo inibitdéria minima
(CIM) de 12,5 mg/mL (McGAW et al., 2001). A Tabela 1 resume os resultados encontrados

para as espécies descritas acima e para outras 5 espécies do género.
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Tabela 1- Resultados para atividades anti-inflamatoria, anti-helmintica e esquistomissida para
o extrato das folhas de algumas plantas do Género Combretum.

Atividade anti-  Atividade anti- Atividade
Espécies Solvente de  inflamatodria helmintica (0.5 esquistomissida
extragao (%, inibicao). mg/mL) (MIC, mg/mL)
agua 67 1 NA
C. apiculatum acetona 91 4
Sond. supesp.
apiculatum AcOEt 93 4

agua 53 0 NA
C. bracteosum acetona 79 0 -
(Hochst.) AcOEt 100 0 -

C. celastroides agua 43 0 NA
Welw ex Laws acetona 64 0 -
subesp. celastroides AcOEt 81 0 -

agua 50 0 NA
C. Collinun Fresen. acetona 67 1 -
supesp. suluense AcOEt 74 0 -

agua 58 0 NA
C. edwardisii Exell acetona 50 0 -
AcOEt 74 -

agua 21 0 NA
C. erythrophyllum acetona 67 0 -
(Burch.) Sond. AcOEt 92 0 -

agua 73 0 NA
C. hereroense Shinz acetona 70 0 _
AcOEt 81 0 -

agua 28 0 12.5
C. imberbe Wawra acetona 92 0 -
AcOEt 91 0 -

agua 43 0 12,5
C. kraussii Hochst. acetona 74 1 -
AcOEt 87 0 -

agua 30 1 NA
C. microphyllum acetona 78 0 -
Klotzsch AcOEt 79 0 -

C. mkuzense Carr & agua 50 0 NA
Retief acetona 74 1 -
AcOEt 77 0 -

agua 0 0 NA
C. moggii Exell acetona 78 0 -
AcOEt 89 0 -

agua 54 0 25
C. molle R. Br. ex acetona 86 1 -
G. Don AcOEt 80 0 -

agua 73 0 NA
C. mossambicense acetona 83 0 -
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(Klotzsch) Engl. AcOEt 88 0 -
agua 75 0 12,5
C. nelsonii Dimmer acetona 74 1 -
AcOEt 76 0 -
agua 20 0 NA
C. padoides Engl. acetona 75 0 -
& Diels AcOEt 79 0 -
agua 54 0 25
C. Paniculatum acetona 73 1 -
Vent. AcOEt 76 0 -
agua 35 0 25
C. petrophilum acetona 70 1 -
Retief AcOEt 79 0 -
agua 7 0 NA
C. woodii Diimmer acetona 71 0 -
AcOEt 51 0 -
agua 28 0 NA
C. zeyheri Sond. acetona 75 0 -
AcOEt 91 0 -

Fonte: Adaptado de McGAW et al., 2001.
NA (Extrato Nao ativo), - (extrato ndo testado); 1 (80-90 % de nematddeos vivos), 2 (70-80% de nematddeos

vivos), 3(60-70 % de nematodeos vivos), 4 (50-60 % de nematodeos vivos).

Combretum fragrans F. Hoffm. (L) ¢ utilizada tradicionalmente na medicina
togolesa pra o tratamento de infecgdes flingicas como dermatoses e alguns tipos de micose. As
folhas dessa espécie foram testadas contra varios tipos de fungo do género Candida, que
incluem os fungos C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. zeylanoides, C. glabrata, C.
albicans, C. guilliermondii e outras espécies, tais como Geotrichum candidum, Rhodotorula
rubra e Cryptococcus neoformans. Os resultados mostraram boa atividade antifiingica contra
as espeécies C. zeyoanoides e R. rubra, apresentando valores de concentragdo inibitoria
minima de 0,25 mg/mL para ambas (BATAWILA et al., 2005).

Combretum aculeatum ¢é uma espécie aplamente distribuida no Sudao, Eretria,
Etiopia, América do Sul e Asia. O extrato etandlico das folhas desta espécie foi investigado
por HAMAD e colaboradores quanto a sua atividade anti-inflamatoria e constituicao
fitoquimica. O presente estudo revelou a presenca de 5 compostos conhecidos isolados pela
primeira vez dessa planta: quercetina (20), vitexina (21), isorhamnetina 3-O-glucosideo (22),
isovitexina (23) e rutina (24), bem como evidenciou significante atividade anti-inflamatoria in
vivo do extrato etandlico administrado por via oral. O extrato etandlico (400 mg/kg) foi capaz
de diminuir o peso do edema induzido em ratos em 32 + 1,9 %. A indometacina, a droga

padrdo utilizada, apresentou valor de redu¢do do edema induzido de 28.6 + 2.5 % (HAMAD
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et al., 2019). A estrutura quimica dos compostos isolados de C. aculeatum é mostrada na

Figura 3.

Figura 3 - Compostos isolados de C. aculeatum.
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Fonte: HAMAD et al., 2019.

A presenca de polifendis e de atividades anti-inflamatoria e antioxidante na
espécie Combretum micranthum conduziu a investigagdo da atividade nefroprotetora in vitro
do seu extrato hidroalcoolico contra o dano renal induzido pela administracao de cisplatina
(CP), um agente quimioterapico potente amplamente utilizado contra diversos tipos de cancer,
em c¢lulas embriondrias renais HEK-293. O estudo mostrou que o co-tratamento das células
HEK-293 com o extrato hidroalcoolico de C. micranthum em concentragdes variadas resultou
em um aumento do crescimento celular em comparagdo com o tratamento apenas com CP, o
que indicou atividade citoprotetora. A concentragdo que produz metade da eficiéncia maxima
(ECsp ) encontrada foi de 8,136 pg/mL. A atividade nefroprotetiva também foi avaliada in
vivo, onde a administragdo do extrato em concentracdoes de 200 e 400 pg/mL ocasionou
normaliza¢ao das fungdes renais (ABDELLATIEF et al, 2017; KPEMISSI et al., 2019).
Outros estudos apontam ainda atividades analgésica, anti-inflamatdria, bactericida e anti-
hiperglicémica de extratos das folhas desta espécie (BANFI et al., 2014; ABFULLAHI et al.,
2014; CHIKA e BELLO, 2010).

Duas espécies do género Combretum sao utilizadas na medicina tradicional da
Namibia no tratamento de doengas oportunistas relacioanadas a SIDA (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida), sendo elas a C. hereroense Schinz e a C. zeyheri Sond. Outras
aplicagdes incluem o uso das raizes e caule cozidos de C. hereroense para o tratamento de

tosses, diarreia, tuberculose e gonorreia, enquanto o pd das folhas de C. zeyheri € utilizado
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para aplicacdo topica contra infecgdes fungicas de pele (CHINSEMBU, HJARUNGURU e
MBANGU, 2015).

Na Etiopia, plantas que apresentam atividades antimalédricas promissoras sao
utilizadas no tratamento desta doenca, das quais se pode citar a espécie Combretum molle. A
atividade anti-plasmodial in vivo do extrato bruto das sementes dessa planta foi investigada,
onde se utilizaram camundongos como modelo animal. O estudo evidenciou supressdo do
parasita de 63,5% em camundongos infectados com Plasmodium berghei ANKA (PbA)
tratados com 250 mg/kg do extrato, bem como mostrou um maior tempo de sobrevivéncia em
compara¢do com o controle negativo, infectado apenas com o parasita e sem tratamento. Em
comparagdo com a droga padrdo (cloroquina), o tempo de sobrevivéncia dos ratos tratados
com o extrato foi menor. O extrato apresentou boa atividade quimio-supressora contra o
parasita PbA e melhorou alguns sintomas clinicos da maldria em camundongos (ANATO e
KETEMA, 2018).

Combretum dolichopetalum foi estudada quanto ao seu potencial antioxidante e
cicatrizante. A atividade antioxidante foi avaliada por meio de ensaios espectrofotométricos
baseando-se na inibicdo do radical DPPH, enquanto a atividade cicatrizante foi avaliada
utilizando-se o modelo de ferida por excisdo em camundongos. Trés extratos diferentes
(metanol, AcOEt e butanol) foram avaliados e comparados com o padrao acido ascorbico
quanto a sua atividade antioxidante. Os extratos apresentaram entre si valores proximos de
inibi¢do do radical DPPH dependentes da concentragdo, sendo a concentracao de 800 ppm do
extrato acetato de etila a mais efetiva (93,92 = 0,05 %). Na mesma concentracdo, o padrao
acido ascorbico apresentou valor de 99,94 + 0,08 %. Animais tratados com 100 mg/mL do
extrato aquoso de C. dolichopetalum apresentaram cicatrizagdo mais rapida do que os animais
tratados com pomada de penicilina, utilizada como padrdo, o que mostrou atividade

cicatrizante significativa desse extrato (BARKU ez al., 2016).

3.1.2 Compostos presentes em plantas do género Combretum e suas atividades biologicas
A investigacdo de espécies do género Combretum revela que estas sdo ricas em
triterpenos, acidos fendlicos, fenantrenos, stilbenos e taninos que, quando isolados puros ou
em misturas, podem apresentar atividades bioldgicas, tais como atividade antibacteriana,
antifiingica, antioxidante, anti-inflamatéria e antiprotozoaria (HAMAD et al., 2019).
Constituintes do extrato aquoso de Combretum aculeatum foram recentemente
isolados e investigados quanto ao seu potencial antibacteriano. Tais compostos incluem trés

derivados da elagitanina, a punicacorteina D (25), a- e B-punicalagina (26), acido elagico
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(27), urolitina A (28), B (29) ¢ D (30). Os compostos isolados a- e P-punicalagina (26)
exibiram atividade anti-infecciosa, com ICsy de 51,48 uM. Os metabolitos urolitina A (31),
urolitina B (29) e wurolitina D (30) foram investigados quanto a sua atividade
antimicobacteriana, onde este ultimo exibiu a melhor atividade, com ICsy de 345.50 uM
(atividade moderada em comparacdo com o farmaco padrio rifampicina, com ICsy de 6,99
uM) (DIOP et al., 2019). A estrutura quimica dos compostos isolados de C. aculeatum esta
mostrada na Figura 4.

Figura 4 - Outros compostos isolados de C. aculeatum.
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Fonte: O autor, 2020.
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A investigacdo da fracdo cloroférmio do extrato metanolico das folhas de
Combretum racemosum conduziu ao isolamento de 11 compostos, sendo estes avaliados
quanto as suas atividades anti-plasmodiais. Destes, quatro sdo triterpenos do tipo ursano
(acido 19a-hidroxiasiatico (32), acido 6p,23-di-hidroxitormentérico (35), acido madecdassico
(39) e nigaichigosideo F1 (41)) e quatro sdo triterpenos do tipo oleanano (arjungenina (33),
combregenina (36), acido termindlico (38) e arjunglucosideo 1 (42)). Foram isolados também
os compostos B-sitosterol (34) e seu glicosideo (37), e acido abscisico (40). Os compostos
(34), (39) ¢ (40) apresentaram boa atividade anti-plasmodial contra cepas resistentes de P.
falciparum, com valores de ICsy de 64 £ 9 pg/mL, 17 + 4 ug/mL e 135 £ 13 pg/mL,
respectivamente, em comparagdo com a droga padrao cloroquina, com ICsy de 167 £+ 25
pg/mL (OLUYEMI et al, 2020). As estruturas quimicas dos compostos isolados de C.

rasemosum sao mostradas na Figura 5.

Figura 5 - Estruturas quimicas dos compostos isolados de C. racemosum.
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Fonte: OLUYEMI et al., 2020.
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O estudo da planta Combretum fruticosum levou ao isolamento e investigagdo do
metabolito secundario (-)-trachelogenina (44), pertencente a classe das lignanas, que sao
compostos bem conhecidos por suas diversas atividades bioldgicas, tais como antitumorais,
antivirais e hepatoprotetoras.  Desta forma, Moura e colaboradores investigaram a
citotoxidade dessa substancia isolada dos caules de C. fruticosum contra varias linhagens de
células tumorais. Boas atividades citotoxicas foram evidenciadas para as linhagens de células
cancerigenas de ovario (OVCAR-8), colon (HCT-116) e cérebro (SF295), apresentando
valores de ICsy de 3,5 uM, 1,9 uM e 0,8 uM, respectivamente. A droga padrao doxorrubicina
apresentou valores de ICsy de 0,45 uM, 0,21 uM e 0,4 uM, respectivamente, para as células
cancerigenas mencionadas (MOURA et al., 2018). A Figura 6 mostra a estrutura quimica da (-

)-trachelogenina.

Figura 6 - Estrutura quimica da (-)-trachelogenina, isolada de C. fruticosum.

OMe
(44) (-)-Trachelogenina
Fonte: O autor, 2020.

Gossan et al. investigaram a fitoquimica da espécie Combretum racemosum, onde
isolaram e caracterizam 15 compostos, sendo catorze ja conhecidos € um inédito. Tal
metabolito inédito trata-se de um glicosideo de triterpeno pentaciclico, intitulado 28-O-B-D-
glicopiranosil-2a,33,2183,23-tetrahidroxiolean-18-en-28-oato  (45). A  atividade contra
linhagens de células cancerigenas de leucemia foi testada para todas as 15 substancias, onde
os compostos (55) (4cido 3-O-B-acetil-ursélico), (588) (acido betulinico) e (59) (quadranosideo
IT) exibiram boa atividade citotoxica, com valores de ICsy que variaram de 13 a 50 uM. Além
disso, os compostos (45), (47) (arjungenina), (49) (4acido termindlico) e (55) exibiram boa
atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Enterococcus
faecalis, com concentragdes inibitorias minimas (CIM) entre 64 ¢ 256 ug/mL (GOSSAN et
al., 2016). As estruturas quimicas do triterpeno inédito (45) e dos compostos isolados de C.

racemosum sdo mostrada nas Figuras 7 e 8.
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Figura 7 - Estrutura do triterpeno 28-O-B-D-glicopiranosil-2a,3f,21f,23-tetrahidroxiolean-18-

en-28-oato isolado de Combretum racemosum.

HOHO
(45)
Fonte: GOSSAN et al., 2016.

Figura 8 - Estruturas quimicas dos compostos isolados de Combretum racemosum.
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MAKHAFOLA et al. investigaram o extrato metanolico das folhas de Combretum
microphyllum com o objetivo de isolar, caracterizar e avaliar as atividades antimultagénica,
antioxidade e citotoxica das substancias presentes nesta espécie. Trés compostos foram
isolados, o n-tetracosanol (60), acido eicosandico (61) e acido arjundlico (62). A atividade
antimutagénica foi avaliada pelo ensaio de ames/microssoma usando 3 cepas de bactéria:
Salmonela typhimurium TA9S8, S. typhimurium TA100 ¢ S. typhimurium TA102. A atividade
antioxidante foi determinada pelo método quantitativo de eliminacao do radical 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DDPH) e a citotoxicidade foi determinada pelo ensaio MTT utilizando
hepatocitos humanos. O acido arjundlico foi o mais ativo nas trés cepas testadas com
antimultagenicidade de 42 + 9,6%, 36 = 1,5% ¢ 44 + 0,18% para as cepas TA98, TA100 e
TA102, respectivamente, nas concentragdes mais altas (500 pg/mL), seguidas pelo acido
eicosandico e n-tetracosanol. Somente o acido arjunolico apresentou atividade antioxidante
pronunciada, com um valor de CEsy de 0,51 pg/mL. Os compostos apresentaram baixa
citotoxidade na concentragdo mais alta, com valores de CLs5>200 pg/mL para o n-
tetracosanol e 4cido andeicosandico e 106,39 pg/mL para o 4cido arjundlico (MAKHAFOLA
et al., 2016; MAKHAFOLA et al, 2017). A Figura 9 mostra a estrutura dos compostos

isolados de C. microphyllum.

Figura 9 - Estrutura quimica dos compostos isolados de Combretum microphyllum.
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Fonte: MAKHAFOLA et al., 2017
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Dois triterpenoides, o 4cido betuldnico e cabraleona, foram isolados das folhas de
Combretum grutinosum Perr. Ex DC, e suas atividades analgésica e anti-inflamatéria
analisadas. As atividades analgésica e anti-inflamatoria foram avaliadas pelo método das
contor¢des induzidas em camundongos e pelo modelo do edema de pata de rato,
respectivamente. Acido betulinico (3 mgkg) e cabraleona (3 mg/kg) inibiram
significantemente as contor¢des em camundongos, sendo o niimero de contor¢des 30 = 10 e
32 + 7 contra 72,6 + 6,64 do grupo de controle nio tratato, respectivamente. Acido betuldnico
(3 mg/kg) preveniu o aumento do edema na pata de rato, apresentando valores melhores que o
acido acetilsalicilico (10 mg/kg) utilizado no controle positivo (31,84 + 6,76 contra 92,72 +
6,05%, respectivamente), assim como a cabraleona (10 mg/kg), que apresentou valores
similares ao acido acetilsalicilico (10 mg/kg) administrado nas mesmas condicdes (29,28 +
5,88 contra 39,96 + 7,25, respectivamente) (SENE er al., 2018). As estruturas quimicas dos
triterpenos acido betulonico (63) e cabraleona (64) sdo mostradas na Figura 10.

Figura 10 - Estrutura quimica dos triterpenos acido betuldnico e cabraleona isolados de
Combretum grutinosum.

30

A
6@k

15

SR
~

(63) Acido betuldnico (64) Cabraleona
Fonte: SENE et al., 2018.

Combretum fragrans F. Hoffm ¢ uma planta medicinal camaronesa rica em
metabolitos secunddrios ativos. Mbiantcha et al. conduziram estudos a fim de avaliar as
atividades antinociceptivas e anti-inflamatorias in vivo e anticancerigenas in vitro de dois
triterpenos do tipo cicloartano presentes nesta espécie, sendo eles a combretina A (65) e a
combretina B (66). As atividades anticancer e a citotoxicidade para células sadias foram
avaliadas utilizando células MCF-7 (cancer de mama) e ensaio MTT, respectivamente. As
atividades antinociceptivas e anti-inflamatorias foram analisadas utilizando o modelo de acido
acético, formalina e carregenina. Os dois triterpenos foram capazes de reduzir a viabilidade

celular das linhagens MCF-7, bem como também apresentaram atividade antinociceptiva e
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anti-inflamatoria significativas (MBIANTCHA et al., 2018). A Figura 11 apresenta as

estruturas quimicas destes metabolitos.

Figura 11 - Estrutura quimica dos triterpenos Combretina A e B isolados de Combretum

fragrans F. Hoffm.
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Fonte: MBIANTCHA et al., 2018.

O extrato etandlico das raizes de Combretum adenogonium foi investigado com o
intuito de isolar os compostos bioativos presentes, bem como analisar sua atividade
antibacteriana. Apds fracionamento, foram isolados da fragcao n-butanol 4 compostos, o 2,3,8-
tri-hidroxi-4,6-dimetoxifenantreno (67), 2,3,8-tri-hidroxi-4,6-dimetoxi-9,10-di-
hidrofenantreno (68) e os compostos (69) e (70), formados a partir da condensacdo dos
compostos 1 e 2 com acetato de metila e propanoato de metila, respectivamente. Estes
apresentaram atividade contra Pseudomonas aeruginosa com valor de concentragdo de
inibicdo minima de 0,16 mg/mL. (MUSHI, INNOCENT e KIDUKULI, 2015). A Figura 12

mostra as estruturas quimicas dos metabdlitos isolados de Combretum adenogonium.



Figura 12 - Estruturas quimicas dos compostos isolados de Combretum adenogonium.
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Fonte: MUSHI, INNOCENT e KIDUKULI, 2015.

Dez extratos organicos e aquosos das folhas de Combretum apiculatum foram

inicialmente testados contras as espécies de bactéria: Staphylococcus aureus, Enterococcus

faecalis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. O extrato de acetona apresentou-se o

mais potente, sendo investigado quanto a sua constituigdo. Deste foram isolados trés

flavonoides conhecidos, a saber, a flavokawaina A (71), alpinetina (72) e pinocembrina (73).

Tais compostos foram moderadamente ativos contra S. aureus e E. faecalis com CIM de 40

pg/mL (KATERERE, SERAGE e ELOFF, 2018). A Figura 13 mostra as estruturas quimicas

destes flavonoides isolados de C. apiculatum.
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Figura 13 - Estrutura quimica dos compostos isolados de Combretum apiculatum.
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KATERERE, SERAGE ¢ ELOFF, 2018.

A maioria dos constituintes quimicos isolados e identificados de Combretum
quadrangulare pertence a classe dos triterpenos e flavonoides, sendo suas atividades
citotoxica e hepatoprotetora amplamente estudadas. Os triterpenos metil quadrangutarato B
(74) e D (75) exibiram forte atividade citotoxica contra células de carcinoma 26-L5 de colon
murino apresentando valores de EDsy de 9,54 ¢ 5,42 uM, respectivamente, assim como o0s
flavonoides (76-79), com valores de 1Csp menores do que 6 uM. O extrato metandlico das
sementes desta espécie também foi investigado quanto a sua fitoquimica por apresentar forte
efeito inibitério da morte celular induzida por D-GalM/TNF-a (ICsy 56,4 uM) em culturas
primarias de hepatocitos de camundongos, o que mostra uma boa atividade hepatoprotetora. A
investigacao dessa fragcdo levou ao isolamento de varias substancias, sendo estes glicosideos
de triterpeno, lignanas e derivados de catequina. Destas, varias apresentaram excelente
atividade hepatoprotetora, tais os quadranosideos (II) (80), (I) (81) e (XI) (82) com valores de
ICso de 63,1, 59,8 e 76,2 respectivamente. Outros compostos como o 1-O-galoil-6-O-(4-
hidroxi-3,5-dimetoxi)benzoil-B-D-glicose (83) e metil galato (84) exibiram potentes
atividades hepatoprotetivas, com ICsy de 3,3 e 19,9 uM, respectivamente. A silibinina,
utilizada como padrdo, apresentou ICsy de 39,6 uM (ROY et. al, 2014). As estruturas

quimicas dos compostos isolados de C. quadrangulare sao mostradas na Figura 14.
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Figura 14 - Estruturas quimicas dos compostos isolados de Combretum quadrangulare.
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Fonte: ROY et. al., 2014.

3.1.3 A espécie Combretum leprosum e seu potencial biologico

A espécie Combretum leprosum, um arbusto, popularmente conhecida como

Mufumbo, Mofumbo ou Cipoaba (ALVES FILHO, 2015), ¢ encontrada na regido Nordeste do
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Brasil e ¢ amplamente utilizada pela medicina popular como agente cicatrizante, para doencas
associadas a pele, como erupgdes cutaneas, como agente hemostatico, sedativo, antidiarreico e
expectorante. Varias partes da planta ja foram estudadas (flores, cascas, raizes, folhas e frutos)
e, a analise fitoquimica da espécie revelou que esta € rica em cicloartanos, triterpenos e
flavonoides. Outros estudos de C. leprosum mostraram também efeitos anti-inflamatorios,
antinociceptivos (LIRA et al., 2002), anti-ulcerugénicos (NUNES et al., 2009), antiofidicos
(MORS et al., 2000) e leishmanicida (TELES et al., 2015).

Dentre os compostos encontrados em C. leprosum, o produto natural 33,6p3,160-
tri-hidroxilup-20(29)-eno (CL-1) (86), representado na Figura 15, foi primeiramente isolado e
descrito por FACUNDO e colaboradores (1993). Estes isolaram 800 mg deste metabdlito do
extrato hexanico (55 g) e mais 5 g do extrato etanolico (320 g), totalizando 5,8 gramas de
material. Tal produto natural trata-se de um triterpeno pentaciclico, que possui hidroxilas
secundarias ligadas aos carbonos C-3, C-6 ¢ C-16 em posi¢ao beta e, uma dupla ligagcdo
exociclica no carbono C-20. Sua determinagdo estrutural foi determinada a partir da analise
dos espectros de RMN 'H e "*C (unidimensioanais e bidimensionais), Infravermelho (IV) e

Espectrometria de Massa de Baixa Resolucao (EMBR).

Figura 15 - Estrutura quimica do triterpeno 33,6, 16p-tri-hidroxilup-20(29)-eno (CL-1).
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(86)
Fonte: O autor, 2020.

Virias atividades biologicas ja foram relatadas para o triterpeno 3,6(3,16p-tri-
hidroxilup-20(29)-eno (CL-1), tais como atividade leishmanicida (TELES et al., 2011), anti-
inflamatéria (BALBINOT-LONGHI et al., 2012; PIETROVSKI et al, 2006), antimicrobiana
(ERIVASTO et al., 2014), antinociceptiva (PIETROVSKI et al, 2006; BALBINOT-LONGHI
et al., 2009), cicatrizante (NASCIMENTO-NETO et al., 2015) e anticancerigena (VIAU et
al., 2014).
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Teles e colaboradores (2011) obtiveram alguns derivados sintéticos (Figura 16) de
CL-1, e compararam a atividade destes com as atividades apresentadas pelo extrato etanolico
dos frutos (EE) e do proprio produto natural CL-1, sobre promastigotas de Leishmania
amazonenses. Esses autores observaram que tanto CL-1 (Clsp = 3,3 pg/mL), quanto os
derivados (90) (Clso = 3,48 ug/mL) e (89) (Clso = 5,8 ng/mL) eram inibidores mais potentes
de promastigotas em comparagdo com o extrato etanolico (Clsy = 24,8 pg/mL). O derivado
(87) ndo apresentou atividade sobre as promastigotas de L. amazonenses ¢ o derivado (88) nao

foi solavel em etanol, de modo que nao foi testado.

Figura 16 - Derivados ja obtidos de CL-1 por Teles e colaboradores (2011).

(89)

Fonte: O autor, 2020.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.1 Métodos cromatograficos

As andlises cromatograficas de adsor¢do foram realizadas em coluna aberta
utilizando silica para cromatografia flash (Aldrich®). O comprimento e didmetro das colunas
utilizadas variaram de acordo com a quantidade das amostras a serem purificadas, bem como
a quantidade de adsorvente necessario.

Para acompanhar o decorrer das reagdes e os processos de isolamento e
purificagdao, foram feitas analises de cromatografia em camada delgada (CCD), onde se
utilizaram cromatofolhas de aluminio recobertas com gel de silica 60 ALUGRAM® SIL
G/UV;s4 (espessura de 0,2 mm). Apds a aplicacdo e eluicdo das amostras, as cromatofolhas
foram submetidas a um processo de revelagdo através da imersao em solugdao de vanilina
(CgH;30s, 5,0 g) e acido perclorico (HCIOy, 0,75 mol/L, 100 mL) em etanol (C,HsO, 100 mL)
seguida de aquecimento a 100 °C com pistola aquecedora da marca STEINEL® modelo HL
500, por aproximadamente meio minuto.

Para a eluicdo das amostras nas colunas e placas cromatograficas, foram utilizados
os seguintes solventes puros ou em mistura entre eles de acordo com a polaridade mais
adequada para a purificagdo e andlises: hexano, diclorometano, acetato de etila ¢ metanol,
sendo estes solventes de qualidade P.A.

Os extratos e fragcdes provindos dos processos de isolamento e purificacdo foram
concentrados sob pressdo reduzida em rotoevaporador BUCHI Labortechnik AG modelo R-3
HB com sistema de refrigeracgao circulatério, sendo a temperatura do banho mantida em torno

de 40 °C.

4.2 Métodos espectrométricos
4.2.1 Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H), de
Carbono-13 (RMN "*C), bem como os espectros unidimensionais e bidimensionais, foram
obtidos em um espectrometro Bruker, modelo Advance DRX-300, pertencente ao Centro
Nordestino de Aplicagdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal
do Ceara (CENAUREMN-UFC).

Os espectros foram obtidos na frequéncia do hidrogénio a 300 MHz e na
frequéncia do carbono a 75 MHz. Para tanto, as amostras foram dissolvidas nos seguintes

solventes de acordo com a solubilidade: metanol deuterado (MeOD) e Cloroférmio deuterado
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(CDCls) e, analisadas em tubos de ressonancia de 5 mm (WilmadLabglass, New Jersey,
EUA).

Os deslocamentos (0) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados da seguinte maneira para os espectros de RMN 'H: cloroférmio (8 7,27) e
metanol (8 3,31). Nos espectros de RMN '°C, os descolamentos quimicos (8) foram
referenciados pelos picos dos carbonos - *C dos solventes: cloroférmio (5 77,23) e metanol (&
49,01).

A multiplicidade das bandas de absor¢io dos protons nos espectros RMN 'H foi
indicada segundo a forma: s (singleto), d (dupleto), t (tripleto), q (quarteto), dd (dupleto de
dupleto), dq (dupleto de quarteto) e m (multipleto).

O padrio de hidrogenagdo dos carbonos em RMN "*C foi determinado através do
emprego das técnicas APT (Attached Proton Test), onde o tempo de atraso (delay time) ¢
mantido a 1/J segundos, de modo que as linhas espectrais de CH e CH; apresentam-se com
amplitude negativa, e os sinais de C e CH, com amplitude positiva e, DEPT 135°
(Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) Utilizou-se a seguinte convenc¢ao para
a descricdo dos padrdes de hidrogenacdo dos carbonos observados: C (carbono nado
hidrogenado), CH (carbono metinico), CH, (carbono metilénico), CHj3 (carbono metilico). Os
carbonos ndo hidrogenados foram caracterizados ainda pelas correlagdes dos espectros
HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence) e HSQC (Heteronuclear Single Quantum

Correlation).

4.2.2 Espectroscopia de Absor¢do na Regido do infravermelho (IV)

Espectros de absor¢do na regido do infravermelho dos derivados foram obtidos
em espectrofotometro SHIMADZU®, modelo IRTracer-100, pertencente ao Departamento de
Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceard (DQOI/UFC).

4.2.3 Espectrometria de Massa de Alta Resolug¢ao (EMAR)
Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos em espectrometro de
Massas de Alta Resolucdo Q-Exactive, ThermoScientific, com fonte H-ESI, pertencente ao

Centro Regional para o Desenvolvimento Tecnolégico e Inovacdo de Goiania (CRTI),

Goiania-GO.
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4.3 Ponto de Fusao
Os pontos de fusdo foram determinados em equipamento de Microquimica

modelo MQAPF - 302, a uma taxa de 2°C/min.

4.4 Solventes e reagentes

Os reagentes utilizados para o desenvolvimento dos derivados foram: reagente de
Jones (Na,Cr,O7/H;SOy), trietilamina, 2,4-dinitrofenilhidrazina, cloreto de propanoila, 4-
dimetilaminopiridina, &cido cloridrico, cloridrato de hidroxilamina, e catalisador Pd/C 5%.
Quanto aos solventes, foram utilizados hexano, diclorometano, acetato de etila e alcool

metilico da marca SIGMA-ALDRICH®.

4.5 Coleta de Combretum leprosum
As flores de Combretum leprosum foram coletadas no Sitio Sdo Bento, localizado

no municipio de Mombaga-Ce (S 5° 49° 57,10 W 39° 52° 09,40”).

4.6 Isolamento do 3,68,16p-tri-hidroxilup-20(29)-eno

As inflorescéncias de C. leprosum (220 g) foram trituradas e secas em estufa a
temperatura de 50 °C por 24 horas para eliminacdo de agua presente. Apos, realizou-se 3
extracdes com 800 mL de diclorometano, com intervalos de 24 horas entre cada extragdo. O
solvente foi removido em rotoevaporador sob pressdo reduzida, para a obtencao de 28,81 g de
um extrato vitreo de coloracdo escura, denominado MBFD-1. Este extrato (10 g) foi
adsorvido em 15 g de silica gel e em seguida submetido a cromatografia em coluna aberta (®
=4,0 cm) com 28 g de gel de silica e eluido com hexano (3 x 50 mL), seguido de CH,Cl, (8 x
50 mL), AcOEt (6 x 50 mL) e MeOH (7 x 50 mL), respectivamente. Todas as amostras foram
concentradas em evaporador rotativo e analisadas por CCD, onde se verificou a presenga do
composto 33,6B,16p-tri-hidroxilup-20(29)-eno na fracdo diclorometano com certa impureza.

A fracao diclorometano (1,77 g) foi entdo adsorvida em 2 g de silica gel 60 e em
seguida submetida a cromatografia em coluna aberta (® = 2,5 cm) com 36,5 gramas de gel de
silica. Realizou-se eluicao isocratica com 390 mL de CH,Cl,/AcOEt (7:3), seguido de 150 mL
de CH,Cly/AcOEt (1:1), 210 mL de AcOEt e 30 mL de MeOH.

As aliquotas coletadas foram analisadas por cromatografia em camada delgada e
as fragdes de 7-13 foram reunidas, apresentado uma massa total de 472,1 mg de CL-1 puro na

forma de um s6lido amorfo branco.
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4.7 Preparacao dos derivados do 3, 6B, 16p-tri-hidroxilup-20(29)-eno (CL-1)
4.7.1 Sintese do derivado CL-P1 (desidratado)

A reagdo de desidratagdo foi realizada em balao de fundo redondo de 50 mL
contendo 0,113 mmol (51,8 mg) de CL-1 dissolvido em 10 mL de CH,Cl,. Em seguida,
adicionou-se 5 mL de HCI concentrado. A mistura foi mantida sobre agitagdo magnética a
temperatura ambiente e monitorada por CCD. Apo6s 13 horas reacionais, a reagdo foi
neutralizada com solu¢do de NaOH e extraida 5 vezes com 5 mL de CH,Cl,. O solvente foi
evaporado em evaporador rotativo, de modo a obter 53,6 mg de massa reacional. Esta foi
submetida a cromatografia de adsor¢do sob 18 g de silica flash (® = 1,5 cm), utilizando 150
mL de diclorometano:acetato (9:1). O produto CL-P1 foi obtido na forma de sélido cristalino
amarelado, com 59,48% de rendimento. A Figura 17 representa o esquema reacional da reacao

de desidratacao de CL-1.

Figura 17 - Esquema reacional da reacao de desidratagdao de CL-1.

.
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Fonte: O autor, 2020.
4.7.2 Sintese dos derivados CL-P2 e CL-P2A (triacilado e diacilado)

Dissolveram-se 0,218 mmol (100 mg) de CL-1 em 2,18 mL de CH,Cl, em balao
de fundo redondo de 25 mL. Apds, adicionaram-se 91 uL de CsHsOCI (cloreto de propanoila),
26,59 mg de DMAP e 31 pL de Et;N. A mistura foi mantida sob agitagdo a temperatura
ambiente e monitorada por CCD. Apo6s 72 horas, a mistura foi concentrada em
rotoevaporador, de modo a obter 231 mg de massa reacional. Dois produtos foram obtidos e
purificados por cromatografia em coluna aberta contendo 13 g de silica flash (® = 1,5 cm) e
usando 400 mL do eluente hexano:acetato:metanol (9;0,5;0.5). Os produtos CL-P2 (produto
triacilado) (79 mg) e CL-P2A (produto diacilado) (37,4 mg) foram obtidos com rendimentos
de 57,80% e 30,05%, respectivamente. O esquema reacional desta reagdo ¢ mostrado na

Figura 18.
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Figura 18 - Esquema reacioanal da reagao de acilagao de CL-1 com cloreto de propanoila.
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Fonte: O autor, 2020.
4.7.3 Sintese do derivado CL-P3 (oxidado)

A reacdo de oxidagdo utilizando reagente de Jones (4cido cromico) foi realizada
em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 0,218 mmol (100 mg) de CL-1 dissolvidos
em 10 mL de acetato de etila e 1,5 mL do reagente de Jones. A mistura foi mantida sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente e monitorada por CCD. Apds 3 horas, a reagao foi
tratada através da adicdo de 40 mL de 4gua destilada, seguida por extragdo (5x5 mL) da fase
aquosa com acetato de etila. A fase acetato foi entdo evaporada em evaporador rotativo € o
produto amarelado cristalino, intitulado CL-P3 (97,6 mg), foi obtido puro, com rendimento de

98,90 %. A Figura 19 apresenta o esquema reacional para a oxidacdo de CL-1.
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Figura 19 - Esquema reacional da reagdo de oxidagao de CL-1.
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Fonte: O autor, 2020.
4.7.4 Sintese do derivado CL-P5 (hidrogenado)

A reagdo de hidrogenacdo do substrato CL-1 foi realizada através do sistema
padrao de schlenk empregando como catalisador paladio em carvao ativo (Pd/C 5%) em um
excesso de 4,0 (quatro) vezes a razdo catalisador/substrato. Em um schlenk, foi adicionado
10,0 mL de metanol, 0,26 mmol (46,16 mg) do catalisador e 0,065 mmol (30 mg) do
substrato. O sistema foi previamente desaerado empregando argonio (Ar), purgado 3 vezes
com H; e, em seguida, mantido em atmosfera de H, a 2,0 atm por um intervalo de 8h a uma
temperatura de 60 °C e agitacdo vigorosa. Apos esse periodo o meio reacional foi centrifugado
e o sobrenadante foi coletado e concentrado em rotoevaporador, de modo a obter uma massa
do produto intitulado CL-P5 de 29 mg, correspondendo a um rendimento de 96,34 %. O

esquema reacional para a obtencao do derivado CL-P5 esta representado na Figura 20.

Figura 20 - Esquema reacional da reacdo de hidrogenagao de CL-P1.
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Fonte: O autor, 2020.



46

4.7.5 Sintese do derivado CL-P6 (hidrazona)

Dissolveram-se 0,111 mmol de CL-P3 (50 mg) em 5 mL de acetato em baldo de
fundo redondo de 25 mL. Adicionou-se em seguida 2,1 mL da solugdo de 2.4-
dinitrofenilhidrazina. A mistura foi deixada sob agitacdo magnética a temperatura ambiente e
monitorada por CCD. Ap6s 7 horas reacionais, a solugdo foi transferida para um funil de
separacdo e tratada com 30 mL de agua. A fase aquosa gerada foi extraida 3 vezes com 10 mL
de acetato e a fase acetato final foi adicionada Na,SO4 anidro para a retirada de tragos de
agua. Esta fase foi entdo concentrada em evaporador rotativo, de modo a obter 101 mg de
massa reacional. Este material foi submetido a cromatografia em coluna aberta utilizando 16 g
de silica flash (® = 1,5 cm) e 150 mL de diclorometano como eluente, de modo a obter 56,9
mg de um derivado solido, alaranjado e cristalino intitulado CL-P6. O rendimento desta

reacdo foi de 63,37%. A Figura 21 representa o esquema reacional.

Figura 21 - Esquema reacional da reacdo de CL-P3 com 2,4-dinitrofenilhidrazina.
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Fonte: O autor, 2020.

4.7.6 Sintese dos derivados CL-P8 e CL-P9 (oximas)

Em um baldo reacional de 25 mL foram dissolvidos 0,22 mmol de CL-P3 (100
mg), 0,67 mmol de cloridrato de hidroxilamina e 0,72 mmol de K,CO3; em 3 mL de metanol.
A reagdo prosseguiu sob refluxo a 70 °C durante uma hora e, apos resfriamento da solugdo,
esta foi filtrada para retirada das particula K,COs. A fase residual livre de K,COj foi entdo
extraida com diclorometano (5x5 mL), seca com Na,SO4 anidro e concentrada em
rotoevaporador, de modo a obter uma massa reacional de 123,8 mg. Esta foi submetida a
cromatografia em coluna aberta utilizando 17 gramas de silica flash (® = 1,5 cm) e 200 mL

do eluente hexano/AcOEt 8:2. Dois produtos foram obtidos, a saber, as oximas intituladas
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CL-P8 (22 mg) e CL-P9 (51 mg), com rendimentos de 21,58 % e 48,47 %, respectivamente.

O esquema reacional para obten¢do dos destes derivados esta representado na Figura 22.

Figura 22 - Esquema reacional para a obtencao das oximas CL-P8 e CL-P9.
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Fonte: O autor, 2020.

A Tabela 2 apresenta a estrutura quimica de todos os derivados obtidos através das
modifica¢des quimicas de CL-1.

Tabela 2 - Estrutura quimica de todos os derivados obtidos de CL-1.

)//, 1

CL-P1
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Fonte: O autor, 2020.

4.8 Ensaios de atividade biologica do 3p,6p,16p-tri-hidroxilup-20(29)-eno e derivados
4.8.1 Ensaio da atividade citotoxica

Os testes de atividade citotoxica foram realizados no Laboratério Nacional de
Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceard. A analise de citotoxicidade foi
feita por um método réapido, sensivel e barato, conhecido como MTT. Este método trata-se de
uma andlise calorimétrica baseada na conversdo do sal brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio (MTT) em (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan (azul de

formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente
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ativas. Desta forma, ¢ possivel analisar a viabilidade e o estado metabolico das células, e
consequentemente a citotoxicidade, embora o mecanismo de ag¢do ndo seja definido
(BERRIDGE et al., 1996). A conversao do MTT em azul de formazan estd representado na
Figura 23.

Figura 23 - Conversdo do 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) em (E,Z)-5-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan (azul de formazan).
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Fonte: O autor, 2020.

O triterpeno 3f,6p,16B-tri-hidroxilup-20(29)-eno (CL-1) e os derivados CL-P1,
CL-P3 e CL-P5 (Tabela 3) foram avaliados contra 4 linhagens de células tumorais, sendo
estas HCT-116 (c6lon humano), SNB-19 (Gliobastoma), PC3 (Prostata) e HL 60 (Leucemia),
sendo estas cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA). Tais células foram cultivadas
em meio RPMI 1640, suplementadas com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibioticos,
mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO,. As amostras foram diluidas em
DMSO para concentragdes de estoque de 5 mg/mL e, para o teste de concentracdo Unica,
foram testadas na concentracdo de 25 pg/mL.

As células foram plaqueadas nas concentragdes de 0,7 x 10° , 0,1 x 106, 0,3 x 106,
céls/mL para as linhagens HCT-116, SNB-19/PC3 e HL 60, respectivamente. As placas foram
incubadas com a substancia por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Em seguida, foram
adicionados 150 puL da solugdo de MTT (sal de tetrazélio), e as placas foram incubadas por
3h. Apos a incubacdo as placas foram novamente centrifugadas para retirada da solucdo de
MTT. A absorbancia foi lida apos a dissolucdao do precipitado de formazan com 150 pL de
DMSO puro em espectrofotometro de placa a 595 nm. Todos os experimentos foram
realizados em duplicatas em trés ensaios independentes. Os experimentos de concentragdao
unica foram analisados segundo a média + desvio padrao (DP) da porcentagem de inibicao do

crescimento celular usando o programa GraphPadPrism 6.
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4.8.2 Ensaio de atividade citotoxica de CL-P2 e CL-P3
Os ensaios de atividade citotoxica de CL-P2 e CL-P3 foram realizados no
Laboratorio de Farmacologia-Bioquimica e Laboratério de Farmacogenética do NPDM-UFC.
O ensaio da sulforodamina B (SRB) (Figura 24) baseia-se na ligagao deste corante
com os aminoacidos bésicos proteicos presentes nas células, determinando a quantidade de
células vidveis através de uma estimativa da massa de proteina total (PAPAZISIS et al., 1997).
Este método colorimétrico foi escolhido pela sua maior sensibilidade e melhor linearidade

com numero de células que o método do MTT (KEEPERS et al., 1991).

Figura 24 - Estrutura quimica da sulforodamina B.
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Fonte: O autor, 2020.

Fibroblastos murinos da linhagem 1929 foram cultivados em meio Dulbecco's
Eagle Medium (DMEM), suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de
antibidtico (100 UI/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina) em incubadora a 37°C,
com atmosfera umida contendo 95% de ar e 5% de CO,. Apds crescimento, as células foram
removidas e dispostas em placas com 96 pogos com DMEM 10% SFB (densidade = 2 x 104
cel/mL; 200 pg/poco). Os compostos CL-P2 (1mg/mL) e CL-P3 (Img/mL) foram dissolvidos
em DMSO, e em seguida diluidos em DMEM 10 % para obten¢do das concentracdes 100, 50,
25, 10, e 5 pg/mL. Apods 24 horas de plaqueamento, CL-P2 e CL-P3 foram adicionadas as
células (dilui¢do 1:10) para obtencao da concentracao final de 10; 5; 2,5; 1 ¢ 0,5 a pg/mL. O
grupo DMEM nao recebeu nenhum tratamento e corresponde ao grupo controle utilizado para
o percentual de viabilidade celular, enquanto o grupo DMSO equivale ao grupo controle
comparativo.

Apos o tempo de incubacdo com os derivados, o meio de cultivo da placa foi
removido e as células fixadas com 100 pL de &cido tricloroacético 10% (p/v). Posteriormente,
estas foram coradas com 100 pL de SRB 0,4% (p/v) e lavadas com acido acético 1%. Foram
adicionados 200 pL de solug¢do de leitura tampao Tris-base (10 mM) (HOUGHTON et al.,

2007) e, as absorbancias (Abs) das placas foram lidas em leitora de microplacas no
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comprimento de onda de 570 nm. Os resultados foram expressos como percentual de
viabilidade celular, determinado através da formula:

Viabilidade (%) = (Abs amostra x 100) / (Abs médialgrupo controle DMEM) (I)

4.8.3 Ensaio de atividade analgésica de CL-P2

Os ensaios de atividade analgésica in vivo de CL-P2 e CL-P3 foram realizados no
Laboratorio de Farmacologia (LaFS), Universidade Federal do Ceara - Sobral.

Para o teste de atividade analgésica, o derivado CL-P2 foi administrado em
camundongos via oral (v.0.) nas doses de 0,1; 1 ou 10 mg/kg uma hora antes da injecdo de
zymosan, uma substancia indutora de contor¢des abdominais (0,6% - 0,1 ml/10 g). Em
seguida, o nimero de contor¢des abdominais foi contabilizado durante 30 min. O grupo ndo
tratado (NT) representa animais que receberam apenas o veiculo (salina 0,9%; v.0.), seguido
do estimulo inflamatério. A dependéncia do efeito antinociceptivo de CL-P2 em relacdo a via
HO-1 (heme oxigenase-1) foi avaliada utilizando o modelo de contor¢des abdominais
induzido por zymosan e pela utilizagdo de um inibidor especifico da HO-1, o zinco-

protoporfirina IX (ZnPP-IX, Figura 25).

Figura 25 - Estrutura quimca do inibidor zinco-protoporfirina (ZnPP-IX).
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Fonte: O autor, 2020.

Para tanto, os animais foram divididos em grupos e tratados de acordo com os
procedimentos descritos abaixo:
1. Grupo zymosan (grupo ndo tratado - NT): veiculo salina 0,9% seguida da inje¢do (i.p.) de
zymosan (Img/animal; 250 250pl).
2. Grupo CL-P2 (10 mg/Kg): dose (v.0.) de CL-P2 seguida da inje¢do (i.p.), ap6s lh,de
zymosan (1mg/animal; 250 250pl).
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3. Grupo ZnPP-IX (3 mg/Kg) + CL-P2 (10 mg/Kg): Injecdo (s.c.) de ZnPP-IX seguida da
injecdo, ap6s 30 min, de CL-P2 e, ap6s 1h, injecdo (i.p.) de zymosan (1mg/animal; 250 pl).
4. Grupo ZnPP-IX (3 mg/Kg): Injecdo (s.c) de ZnPP IX e, ap6s 30 min, injecao (i.p) de
zymosan (1 mg/animal; 250pul).

Para a realizacdo dos testes estatisticos, utilizou-se o programa GraphPad Prism®
(v 5.0), sendo os resultados expressos como a média + erro padrdo da média (EPM). Para
comparagoes multiplas de valores numéricos entre mais de trés grupos foi utilizado o teste de
ANOVA, seguido por Tukey. Os resultados que representaram diferenca estatistica adotaram

valores minimos de p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizacao estrutural do triterpeno 3f,6p,16p-tri-hidroxilup-20(29)-eno (CL-1)

Conforme item 5.5, o triterpeno CL-1 foi isolado com 26,67 % de rendimento
(472,1 mg) a partir do extrato diclorometano das inflorescéncias de C. leprosum (1,77 g).

O composto CL-1 apresentou-se como um sélido branco amorfo com ponto de
fusdo entre 270 - 272 °C. O espectro de massa de baixa resolu¢do de CL-1 mostrou um pico
de ion molecular em m/z 458 [M]+, confirmando a formula molecular C3oHsoO3 (FACUNDO
et al.,1993). A Figura 26, apresenta o espectro de infravermelho de CL-1, onde se destacam

as bandas em 3468 cm™ (Vo.nr), 3072 em™ (Vegon), 2943 cm™ (vegsm) € 1643 em™ (v—.) de

alceno.

Figura 26 - Espectro de infravermelho de CL-1.
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Fonte: O autor, 2020.

O espectro de RMN 'H (CDCl13/300 MHz) de CL-1, mostrado na Figura 27,
apresentou sinais caracteristicos de deslocamento em oy 4,72 (H-29, s) e oy 4,61 (H-29, s),
indicando a presenca de uma dupla ligagdo. Tal atribuicdo foi confirmada pelos
deslocamentos 8¢ 150,13 (C-20) e 8¢ 110,04 (C-29) no espectro de RMN *C. O indice de
deficiéncia de hidrogénio calculado a partir da férmula indica 6 graus de insaturacao, sendo 5
graus correspondentes aos 5 anéis da molécula e 1 grau referente a presenga de uma ligagao
dupla. A presenca dos grupos hidroxilicos secundarios foi confirmada pelos deslocamentos
em oy 3,16 (dd, H-3, J= 11 e 4 Hz), 6y = 3,59 (dd, H-16, J =16 Hz ¢ 4 Hz) e oy = 4,53 (m, H-
6) no espectro de RMN 'H e pelos deslocamentos 8¢ 79,31 (C-3), 77,22 (C-16) e 69,05 (C-6)

no espectro de RMN *C. O padriio de acoplamento dos hidrogénios de CL-1 foi confirmado
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através do espectro bidimensional 'H-"H-COSY (Figura 28). As principais correlacdes obtidas

deste espectro sdo mostradas na Figura 29.

Figura 27 - Espectro de RMN "H de CL-1 (CDCl3/300 MHz).
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Figura 28 - Espectro de RMN 2D COSY '"H-'H de CL-1 (CDCl5/500 MHz).
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Figura 29 - Principais correlagdes do espectro COSY 1H-1H de CL-1 (CDCI3/300 MHz).

1.39

3.1116 0.69H\)

Fonte: O autor, 2020.
No espectro de RMN *C BB-decoupled (BBD) (CDCl3/75 MHz) de CL-1 (Figura

30) foram observados 28 linhas espectrais, sendo que duas destas apresentam-se superpostas
(8¢ C-24/C-26 e 8¢ C-17/C-18). Desses 28 sinais, 2 foram relacionados a carbonos sp” de
ligagdo dupla e os outros 26 atribuidos a carbonos sp°. O espectro de RMN *C-APT de CL-1,
mostrado na Figura 31, permitiu observar os padrdes de hidrogenacdo, onde se verificou a
presenca de 7 carbonos metilicos em 6¢ = 27,79 (C-23), 17,08 (C-24), 17,89 (C-25), 17,08 (C-
26), 17,69 (C-27), 11,85 (C-28), 19,59 (C-30); 9 carbonos metilénicos em 3¢ = 40,96 (C-1),
27,76 (C-2), 42,30 (C-7), 21,21 (C-11), 25,13 (C-12), 37,20 (C-15), 30,13 (C-21), 37,90 (C-
22) e 110,04 (C-29), onde este ultimo deslocamento ¢ referente a um grupo metilénico
terminal de uma dupla ligacdo; 8 sinais correspondentes a carbonos metinicos em d¢ = 79,31
(C-3), 55,89 (C-5), 69,05 (C-6), 50,89 (C-9), 36,91 (C-13), 77,22 (C-16), 48,81 (C-18), 48,03
(C-19) e mais 6 linhas espectrais correspondentes a carbonos nao-hidrogenados em 6¢ = 39,84
(C-4), 40,23 (C-8), 36,92 (C-10), 44,44 (C-14), 48,81 (C-17) e 150,13 (C-20), onde este
ultimo deslocamento corresponde a um carbono ndo hidrogenado pertencente a uma dupla

ligacdo e confirma a presenca de um alceno dissubstituido.
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Fonte: O autor, 2020.

Figura 31- Espectro de RMN BC-APT de CL-1 (CDCl3/75 MHz).
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Através da analise dos espectros bidimensionais de RMN 'H-"C-HSQC (Figura
32) e '"H-*C-HMBC (Figura 33), correlacionou-se os sinais dos hidrogénios aos carbonos
correspondentes a uma ligagdo ('J), em se tratando do método HSQC, e a duas (*J) e trés (*J)
ligacdes, pelo método HMBC.

A partir dos dados espectrais e com base na literatura (FACUNDO, et al., 1993),
foi possivel caracterizar CL-1 como sendo o composto 3f3,6[,16B-tri-hidroxilup-20(29)-eno,
mostrado na Figura 34. As correlagdes feitas por HSQC ¢ HMBC, bem como a comparagao
entre os valores espectrais de RMN 'H e >C encontrados para CL-1 com os valores da

literatura sdo mostrados Tabela 3.
Figura 32 - Espectro de RMN 2D HSQC 'H-"C de CL-1 (CDCI3, 300/75 MHz).
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Figura 33 - Espectro de RMN 2D HMBC 'H-"*C de CL-1 (CDCls, 300/75 MHz).
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Figura 34 - Estrutura quimica do triterpeno CL-1.

Fonte: O autor, 2020.
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Tabela 3 - Dados espectrais de RMN 'H e '*C de CL-1 (CDCls, 300/75 MHz) ¢ comparago

com dados da literatura.

CL-1, CDCl,
HSQC HMBC FACUNDO et al., 1993, piridina-
ds
d¢ oy *Jen *Jen d¢ on
C
4 39,84 - 3H-23; 3H-24 40,6 -
8 40,23 - 3H-26 3H-27 40,7 -
10 36,92 - 3H-25 37,3 -
14 44,44 - 3H-27 3H-26 44,5 -
17 48,81 - 3H-28 49,4 -
20 150,13 - 3H-30 150,9 -
CH
3 79,31 3.16 (dd)* 3H-23; 78,7 3,43 (dd; 11,2; 4,0)
3H-24
5 55,89 0,69 (d, 1.5) 3H-23; 56,7 0,87 (s)
3H-24;
3H-25
6 69,05 4.53 (s) 67,8 4,75 (s)
9 50,89 132 3H-25; 514 14
3H-26
13 36,91 1.74 3H-27 37.1 1,86
16 77,22 3,59 (dd)* 3H-28 76,3 3,88 (dd, 11,3; 4,8)
18 48,81 1,40 3H-28 48.4 1,52
19 48,03 2.51 (m) 2H-29; 48,3 2,66 (td, 9,9; 3,9)
3H-30
CH,
1 40,96 1.68, 0,90 3H-5 41,5 1,73; 1,00
2 27,76 1.68 28,9 2,15; 1,73
7 42,30 1.68 3H-26 42,6 1,9; 1,6
11 21,21 1,50; 1,32 21,6 1,5
2 25.13 1.78 25,7 1,80; 1,13
5 37,20 1,70; 1,30 377 1,94; 1,52
21 30,13 2,00; 1.39 30,5 1,98; 1,42
22 37,90 1,70; 1,30 3H-28 38,5 1,84; 1,45
29 110,04 4,72 (s), 4,61 (s) 3H-30 109,9 4,92 (s); 4,75 (s)
CH,
23 27,79 1,05 (s) 3H-24 27,9 1,37 (s)
24 17,08 1,15 (s) 3H-3 17,3 1,68 (s)
25 17,89 1,20 (s) 17,9 1,50 (s)
26 17,08 1.36 (s) 16,8 1,65 (s)
27 16,69 0,96 (s) 16,7 1,08 (s)
28 11,85 0,80 (s) 12,0 1,07 (s)
30 19,59 1.68 2H-29 194 1,77 (s)

Fonte: O autor, 2020.
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5.2 Determinacao estrutural dos derivados reacionais de CL-1
5.2.1 Identificacao estrutural de CL-P1 (desidratado)

O derivado desidratado apresentou-se como um solido amarelado cristalino e com
ponto de fusdo entre 104-105 °C. O espectro de massa de CL-P1 (Figura 35) exibe um pico de
ion molecular em m/z 453,33560 [M+Na]" (calculado m/z 453,23266), confirmando a formula
C30Hs30,. A Figura 36, exibe o espectro de infravermelho do derivado desidratado, que
apresenta as bandas 3452 cm™! (von), 3071 cm’™! (Vesp2-n), 2950 cm™ (Vesps-n) € 1640 cm’!
(ve=c) de ligagdo dupla carbono-carbono.

Figura 35 - Espectro de massa de alta resolu¢do de CL-P1.
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Fonte: O autor, 2020.

Figura 36 - Espectro de Infravermelho de CL-P1.
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61

No espectro de RMN 'H (CDCl3/300 MHz) de CL-P1 (Figura 37) verificou-se a
auséncia dos sinais em oy 4,53 (m, H-6) ¢ 0,88 (H-5) e o surgimento do sinal em &y 5,55 (s),
caracteristico de hidrogénio ligado a carbono de ligacdo dupla. O que leva a sugerir que a

reacao de eliminagdo tenha ocorrido no segundo anel do triterpeno pentaciclico.

Figura 37 - Espectro de RMN 'H de CL-P1 (CDCl3/300 MHz).
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Fonte: O autor, 2020.
O espectro de RMN '°C BB-decoupled (BBD) (CDCly/75 MHz) de CL-P1,

mostrado na Figura 38, confirmou a reagdo de eliminagdo regiosseletiva, através da auséncia
dos sinais de carbonos sp® em 8¢ 69,05 (C-6) e 55,84 (C-5) e surgimento dos sinais em 8¢
119,9 (C-6) e 146,3 (C-5) relativos a carbonos sz_ Através da andlise do espectro
bidimensional de RMN 'H-">C-HSQC (Figura 39) correlacionou-se o sinal de hidrogénio em
84 5,55 com o carbono em 8¢ 119,9 ('J). Desta forma, pode-se concluir que a reagdo de
eliminagdo (desidratacdo) foi regiosseletiva e termodinamicamente dirigida, levando a

formagao do alceno mais substituido, conforme estrutura quimica mostrada na Figura 40.



Figura 38 - Espectro de RMN °C - BBD de CL-P1 (CDCl3/75 MHz).
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Figura 39 - Espectro de RMN 2D HSQC 'H-"*C de CL-P1 (CDCls, 300/75 MHz).
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Figura 40 - Estrutura quimica do derivado CL-P1.
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Fonte: O autor, 2020.

Dados de RMN °C de 3p,16p-di-hidroxilup-5(6),20(29)-dieno (CL-P1) (CDCls, 75 MHz):
8 11,66 (C-28); 16,75 (C-27); 17,16 (C-24); 19,39 (C-26); 20,33 (C-25); 22,55 (C-30); 22,88
(C-11); 24,51 (C-12); 27,59 (C-2); 28,14 (C-23); 30,04 (C-21); 34,43 (C-4); 37,34 (C-10);
37,49 (C-15); 37,60 (C-22); 37,69 (C-4); 38,28 (C-8); 39,26 (C-1); 42,21 (C-7); 43,58 (C-14);
46,39 (C-19); 47,89 (C-17); 48,14 (C-18); 48,62 (C-9); 76,92 (C-16); 78,28 (C-3); 110,01 (C-
29); 119,93 (C-6); 146,32 (C-5); 150,12 (C-20).

Dados de RMN 'H de 3p,16B-di-hidroxilup-5(6),20(29)-dieno (CL-P1) (CDCls, 300 MHz):
80,79 3H, s, H-28); 0,97 (3H, s, H-27); 1,04 (3H, s, H-23); 1,14 (3H, s, H-24); 1,68 (3H, s,
H-30); 3,59 (1H, dd, J=11 e 4 Hz, H-16); 3,19 (1H, dd, J=11 e 4 Hz, H-3); 4,60 (1H, s, H-29);
4,72 (1H, s, H-29); 5,55 (1H, s, H-6).

5.2.2 Identificacao estrutural de CL-P2 (triacilado)

O derivado triacilado apresentou-se como um material amarelado resinoso. O
espectro de massa de CL-P2 (Figura 41) exibe um pico de ion molecular em m\z 649,44312
[M+Na]+ (calculado m/z 649,89579), confirmando a férmula molecular C3;9HgOg. A Figura
apresenta o espectro de infravermelho de CL-P2, que exibe as bandas 3070 cm’ (Vesp2-H),
2943 c¢m™ (Vesps-n), 1735 cm’! (Vc=0) de éster e 1642 cm'l(vc:c) de ligacdo dupla carbono-

carbono.
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Figura 41- Espectro de massa de alta resolu¢cao de CL-P2.
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Fonte: O autor, 2020.

Figura 42 - Espectro de Infravermelhor de CL-P2.
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Fonte: O autor, 2020.

No espectro de RMN 'H (CDCI5/300 MHz) de CL-P2 (Figura 43) observou-se o
deslocamento dos sinais em oy 3,16 (H-3), 3,59 (H-16) e 4,53 (H-6) no produto natural para
on 4,41 (H-3), 4,83 (H-16) e 5,51 (H-6) no produto acilado, devido ao efeito anisotropico dos
grupos acila, sugerindo também a triacilagdo do material de partida. A confirmagdo ocorreu
através do espectro de RMN e BB-decoupled (BBD) (CDCls/75 MHz) (Figura 44) de CL-
P2, onde foi possivel observar a presenga de trés sinais em o¢c 173,6; 174,0 ¢ 174,2,
caracteristicos de carbonilas de 4cidos carboxilicos. O espectro de RMN "*C-Jmod de CL-P2

(CDClI3/75 MHz) confirma a presenca desses trés sinais carbonilicos, onde tais linhas
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espectrais apresentam-se com amplitude positiva (Figura 45). A Figura 46, mostra a estrutura

quimica do produto reacional CL-P2.

Figura 43 - Espectro de RMN 'H de CL-P2 (CDCl3/300 MHz).
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Figura 44 - Espectro de RMN °C - BBD de CL-P2 (CDCls/75 MHz).
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Figura 45 - Espectro de RMN *C-Jmod de CL-P2(CDCl3/75 MHz).
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Figura 46 - Estrutura quimica do derivado CL-P2

Fonte: O autor, 2020.

Dados de RMN *C de 3p,6p,16p-tripropioniloxilup-20(29)-eno (CL-P2) (CDCl;, 75 MHz):
6 12,82 (C-28); 16,30 (C-27); 16,67 (C-26); 17,60 (C-24); 17,70 (C-25); 19,37 (C-30); 21,11
(C-11); 23,92 (C-12); 24,82 (C-2); 27,60 (C-23); 29,81 (C-21); 33,66 (C-10); 36,76 (C-13);
36,96 (C-15); 37,69 (C-22); 37,98 (C-4); 38,65 (C-8); 40,06 (C-1); 40,42 (C-7); 44,41 (C-14);
47,48 (C-17); 47,63 (C-18); 47,94 (C-19); 50,34 (C-9); 55,03 (C-5); 70,42 (C-6); 78,52 (C-
16); 80,34 (C-3); 110,13 (C-29); 149,82 (C-20); 9,09; 28,11; 173,59 (propanoila); 89,40;
28,14; 174,03 (propanoila); 89,42; 28,65; 174,21 (propanoila).
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Dados de RMN 'H de 3p,6p,16p-tripropioniloxilup-20(29)-eno (CL-P2) (CDCls, 300
MHz): 6 0,81 (3H, s, H-28); 0,87 (3H, s, H-27); 0,99 (3H, s, H-23); 1,00 (3H, s, H-24); 1,13
(9H, m, propanoila); 1,20 (3H, s, H-25); 1,21 (3H, s, H-26); 1,66 (3H, s, H-30); 2,30 (6H, m,
propanoila); 4,41 (1H, dd, J=11,3 e 4,5 Hz, H-16); 4,59 (1H, sl, H-29); 4,69 (1H, sl, H-29);
4,83 (1H, dd, J=9,5 e 4,5 Hz, H-3), 5,51 (1H, sl, H-6).

5.2.3 Identificacao estrutural de CL-P2A (diacilado)

O derivado CL-P2A apresentou-se como um material amarelado resinoso. O
espectro de massa de CL-P2A (Figura 47) exibe um pico de ion molecular em m/z 605,39759
[M+CI] (calculado m/z 605,39783), confirmando a formula molecular C39Hs3Os. A Figura 48
apresenta o espectro de infravermelho de CL-P2A, que exibe as bandas 3470 cm™ (vo.n),
3072 ecm™ (Vegan), 2945 cm™ (Vegsn), 1733 em™ (ve—o) de éster, 1643 cm™ (ve—c) de ligagdo

dupla carbono-carbono e 1189 cm™ (veo).

Figura 47 - Espectro de massa de alta resolucdo de CL-P2A.
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Figura 48 - Espectro de infravermelho de CL-P2A.
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No espectro de RMN 'H (CDCl3/300 MHz) de CL-P2A (Figura 49) observou-se o
deslocamento dos sinais em 6y 3,16 (H-3) e 3,59 (H-16) para oy 4,42 (H-3) e 4,85 (H-16) no
produto acilado, devido ao efeito anisotropico dos grupos acila. No entanto, o sinal referente a
H-6 em 06y 4,51 manteve-se inalterado, sugerindo a diacilagdo do material de partida. A
confirmagdo ocorreu através do espectro de RMN 13C BB-decoupled (BBD) (CDCl3/75 MHz)
de CL-P2A (Figura 50), onde foi possivel observar a presenga de dois sinais em oc 174,2 e

174,3, caracteristicos de carbonilas de éster. A Figura 51, mostra a estrutura quimica do
derivado CL-P2A.
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Figura 49 - Espectro de RMN 'H de CL-P2A (CDCl5/300 MHz).
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Figura 51 - Estrutura quimica do derivado CL-P2A.

Fonte: O autor, 2020.

Dados de RMN °C de 6p-hidroxi-3p,16p-dipropioniloxilup-20(29)-eno (CL-P2A) (CDCls,
75 MHz): & 12.74 (C-28); 16.19 (C-27); 16.87 (C-26); 17.72 (C-24); 18.20 (C-25); 19.27 (C-
30); 20.98 (C-11); 23.92 (C-12); 24.75 (C-2); 27.54 (C-23); 29.72 (C-21); 33.55 (C-10); 36.52
(C-13); 36.71 (C-15); 37.60 (C-22); 38.75 (C-4); 40.11 (C-1); 40.40 (C-4); 42.14 (C-8); 44.32
(C-14); 47.36 (C-17); 47.53 (C-18); 47.90 (C-19); 50.52 (C-9); 55.66 (C-5); 68.72 (C-6);
78.84 (C-16); 80.57 (C-3); 110.01 (C-29); 149.77 (C-20); 9.35; 28.10; 174.31, (propanoila);
9.34, 28.07; 174.17, (propanoila).

Dados de RMN 'H de 6p-hidroxi-3p,16p-dipropioniloxilup-20(29)-eno (CL-P2A) (CDCls,
300 MHz): & 0,85 (3H, s, H-28); 0,93 (3H, s, H-27); 1,02 (3H, s, H-23); 1,14 (6H, m,
propanoila); 1,22 (6H, s, H-24 ¢ H-25); 1,37 (3H, s, H-26); 1,68 (3H, s, H-30); 2,30 (4H, m,
propanoila); 4,43 (1H, dd, J=11,2 e 4,5 Hz, H-16); 4,60 (1H, sl, H-29); 4,71 (1H, sl, H-29);
4,85 (1H, dd, J=11,2 e 4,5 Hz, H-3), 4,51 (1H, sl, H-6).

5.2.4 Identificacado estrutural de CL-P3 (oxidado)

O derivado CL-P3 apresentou-se como um sélido amarelado e cristalino, com
ponto de fusdo entre 175 - 177 °C. O espectro de massa deste derivado (Figura 52) apresenta
um pico de ion molecular em m/z 487,29871[M+CI] (calculado m/z 487,29845), confirmando
a formula molecular C;0H440O3. A Figura 53, apresenta o espectro de infravermelho do
derivado oxidado, onde sdo observadas bandas em 3072 cm’! (Vespa-n), 2956 cm’! (Vesps-H),

1706 cm™! (Vc=0) de cetona e 1641 cm’! (Ve=c) de ligagdo dupla carbono-carbono.



71

Figura 52 - Espectro de massa de alta resolugao de CL-P3.
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Figura 53 - Espectro de infravermelho de CL-P3.
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No espectro de RMN '"H (CDCl3/300 MHz) de CL-P3 (Figura 54) foi verificada a
auséncia dos sinais em oy 3,16 (H-3), 3,59 (H-16) e 4,53 (H-6) referentes a hidrogénios
ligados a carbonos oxigenados presentes no produto natural. Este resultado sugere ter ocorrido
a oxidagdo dos trés carbonos metinicos hidroxilados do tritepeno CL-1 para carbonila. A
confirmagdo ocorreu pela analise do espectro de RMN *C BB-decoupled (BBD) (CDCl3/75
MHz) de CL-P3 (Figura 55), onde verificou-se a auséncia dos sinais caracteristicos de
carbono sp3 oxigenado em 6¢ 79,31 (C-3), 77,22 (C-16) e 69,05 (C-6) e a presenca dos sinais
caracteristicos de carbonos carbonilicos em ¢ 210,5, 214,3 e 214,4. A Figura 56 mostra a

estrutura quimica do derivado CL-P3.



Figura 54 - Espectro de RMN 'H de CL-P3 (CDCl3/300 MHz).

un m 3 oo 03 o oWo < o m ™ o = ¥ - -
M o o i S - - i =R E=-N--N-]
i [ nE 299 g2 3 3 LoE8 s
=+ N ™ N — — — -
il 71 N7 WS W7 T WRAS
.
1
1
1
]
. [N l L
T o /0
R
J Mo e/ WA
i e, A

m o ——t [ i Y o
- o n - S g m
™ a @ =+ ™ uy ™ u} Mmoo
— S ——— St e oo
54 52 4.8 46 4.4 4.2 35 3.6 34 2.8 2.6 24 2.2 2.0 18 L& 1.4 L2 10

32 30
f1 (ppm)

Fonte: O autor, 2020.

Figura 55 - Espectro de RMN "°C - BBD de CL-P3 (CDCl3/75 MHz).
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Figura 56 - Estrutura quimica do derivado CL-P3.

Fonte: O autor, 2020.
Dados de RMN °C de 3,6,16-trioxolup-20(29)-eno (CL-P3) (CDCl;, 75 MHz): & 15,81 (C-
28); 16,37 (C-27); 16,63 (C-24); 16,23 (C-26); 18,10 (C-25); 18,97 (C-30); 21,26 (C-11);
21,78 (C-12); 24,23 (C-2); 28,50 (C-23); 31,09 (C-21); 33,83 (C-13); 37,31 (C-10); 41,00 (C-
15); 43,49 (C-22); 44,69 (C-4); 46,95 (C-8); 47,35 (C-1); 47,42 (C-7); 48,08 (C-14); 49,47
(C-19); 49,93 (C-17); 51,79 (C-18); 56,60 (C-9); 65,18 (C-5); 111,08 (C-29); 148,46 (C-20);
210,49 (C-6); 214,26 (C-16); 214,44 (C-3).

Dados de RMN 'H de 3,6,16-trioxolup-20(29)-eno (CL-P3) (CDCl;, 300 MHz): 6 0,97 (3H,
s, H-28); 1,06 (3H, s, H-27); 1,07 (3H, s, H-23); 1,11 (3H, s, H-24); 1,15 (3H, s, H-25); 1,44
(3H, s, H-26); 1,64 (3H, s, H-30); 4,62 (1H, s, H-29); 4,73 (1H, s, H-29).
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5.2.5 Identificacao estrutural de CL-P5 (hidrogenado)

O derivado CL-P5 apresentou-se como um so6lido branco e cristalino com ponto
de fusao entre 221 - 223 °C. O espectro de massa deste derivado (Figura 57) apresenta um
pico de ion molecular em m/z 495,36148 [M+Cl] (calculado m/z 495,36105), confirmando a
formula molecular C30Hs,0O3. A Figura 58 apresenta o espectro de infravermelho do derivado
hidrogenado, onde sdo observadas bandas em 3406 cm™ (vo.p), 2948 cm™ (Vesps-n), 2854 cm’

(Vesps-n) € 1650 cm” (ve=c) de ligagdo dupla carbono-carbono.

Figura 57 - Espectro de massa de alta resolugdo de CL-P5.
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Figura 58 - Espectro de Infravermelho de CL-P5.
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No espectro de RMN 'H (CDCl3/300 MHz) de CL-P5 (Figura 59) verificou-se a
auséncia dos sinais caracteristicos de hidrogénios olefinicos em 6y 4,72 ¢ 4,61 (H-29) ¢ a
presenca de dois sinais de hidrogénios metilicos em oy 0,80 (3H, d, /=7 Hz, H-29) ¢ 0,88 (3H,
d, J=7 Hz, H-30), caracteristicos do grupo isopropila. No espectro de RMN *C BB-decoupled
(BBD) (CDCl3/75 MHz) de CL-P5 (Figura 60) pode-se confirmar a hidrogena¢ao da ligagdo
dupla presente no material de partida, através do desaparecimento dos sinais de carbonos

olefinicos em o¢ 110,4 e 150,06. A Figura 61 mostra a estrutura quimica do derivado CL-PS5.

Figura 59 - Espectro de RMN 'H de CL-P5 (CDCl3/300 MHz).
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Figura 60 - Espectro de RMN °C - BBD de CL-P5 (CDCl3/75 MHz).
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Figura 61 - Estrutura quimica do derivado CL-P5.

Fonte: O autor, 2020.
Dados de RMN °C de 3,6p,16p-tri-hidroxilupano (CL-P5) (CD;OD, 75 MHz): & 12,64
(C-28); 15,45 (C-29); 16,74 (C-27); 17,22 (C-24); 17,22 (C-26); 17,45 (C-25); 18,12 (C-30);
22,19 (C-11); 28,17 (C-23); 28,11 (C-2); 30,49 (C-21); 37,56 (C-10); 37,62 (C-15); 37,82 (C-
22); 39,45 (C-4); 40,80 (C-8); 41,33 (C-1); 42,17 (C-7); 45,23 (C-14); 45,77 (C-19); 48,49
(C-17); 49,94 (C-18); 51,77 (C-9); 57,10 (C-5); 68,87 (C-6); 77,82 (C-16); 80,05 (C-3).

Dados de RMN 'H de 3p,6pB,16p-tri-hidroxilupano (CL-P5) (CD;OD, 300 MHz): & 0.77
(3H, d, J=7 Hz, H-29); 0,86 (3H, d, J=7 Hz, H-30); 0,94 (3H, s, H-27); 1,00 (3H, s, H-23);
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1,12 (3H, s, H-24); 1,38 (3H, s, H-26); 3,05 (1H, dd, J=11 e 4 Hz, H-3); 3,29 (1H, m, H-6);
3,46 (1H, dd, J=12 ¢ 4 Hz, H-16).

5.2.6 Identificacao estrutural de CL-P6 (hidrazona)

O derivado CL-P6 apresentou-se como um sdlido alaranjado cristalino, com ponto
de fusdo entre 183 - 185 °C. O espectro de massa do derivado (Figura 62) apresenta um pico
de ion molecular em m/z 811,37805 [M-H] (calculado m/z 811,37845), confirmando a
formula molecular C4Hs5;NgOg, bem como indicando a incorporacao de dois grupos 2.,4-
dinitrofenil-hidrazina no material de partida. A Figura 63, apresenta o espectro de
infravermelho do derivado CL-P6, onde sdo observadas bandas em 3322 cm™ (vy.y) de amina
secundaria, 3092 cm’™ (Vespa-n), 2951 cm™! (Vesps-n), 1713 cm™ (vc=0) de cetona, 1650 cm’ e
1335 cm™ (vno) do grupo nitro, 830 cm™” e 920 cm™ de anel aromatico, indicando padrio de
substitui¢do 1,2,4.

Figura 62 - Espectro de massa de alta resolu¢cdo de CL-P6.
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Figura 63 - Espectro de Infravermelho do derivado CL-P6.
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No espectro de RMN 'H (CDCl3/300 MHz) de CL-P6 (Figura 64) verificou-se a
presenca dos sinais com deslocamentos quimicos caracteristicos de hidrogénios para dois
grupos 2,4-dinitrofenil-hidrazona em oy 9,09 (2H, s), 8,29 (2H, m) e 7,92 (2H, d, J=9 Hz). No
espectro de RMN °C BB-decoupled (BBD) (CDCl3/75 MHz) de CL-P6 pode-se confirmar a
presenca de dois grupos 2,4-dinitrofenilhidrazona, através dos sinais de carbonos hidrazdnicos
em Oc 165,1 e 164,8, a presenca do sinal de carbonila cetonica em ¢ 210,3, além dos
carbonos do anel aromatico entre ¢ 148,8 e 111,1 (Figura 65). A Figura 66 mostra a estrutura

quimica do derivado CL-P6.

Figura 64 - Espectro de RMN 'H de CL-P6 (CDCl3/300 MHz).
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Figura 65 - Espectro de RMN °C - BBD de CL-P6 (CDCl3/75 MHz).
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Figura 66 - Estrutura quimica do derivado CL-P6.
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Fonte: O autor, 2020.
Dados de RMN °C de 3,16-di(2,4-dinitrofenil-hidrazona)-6-oxolup20(29)-eno (CL-P6)
(CDCls, 75 MHz): 8 16,66 (C-27); 19,79 (C-30); 21,34 (C-11); 23,55 (C-12); 30,42 (C-21);
37,86 (C-13); 40,23 (C-8); 42,19 (C-7); 43,72 (C-14); 47,72 (C-19); 111,06 (C-29); 148,78
(C-20); 210,34 (C-6).

Dados de RMN 'H de 3,16-di(2,4-dinitrofenil-hidrazona)-6-oxolup20(29)-eno (CL-P6)
(CDCl;, 300 MHz): 6 0,99 (3H, s, H-27); 1,11 (3H, s, H-30); 1,23 (3H, s, H-25); 1,36 (3H, s,
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H-26); 1,68 (3H, s, H-30); 4,66 (1H, s, H-29); 4,77 (1H, s, H-29); 7,91 (2H, d, J=9 Hz); 8,29
(2H, m); 9,09 (2H, m).
5.2.7 Identificacao estrutural de CL-P8 (mono-oxima)

O derivado CL-P8 apresentou-se como um so6lido branco amorfo. No espectro de
RMN *C BB-decoupled (BBD) (CDCl3/75 MHz) (Figura 67) de CL-P8 observou-se a
auséncia do sinal em o¢ 214,4 referente a carbonila de cetona, provavelmente na posig¢ao 3,
presente no composto oxidado (CL-P3), a presenca dos sinais em 211,27 (C-6) e 214,62 (C-
16) referentes a carbonilas de cetona e o aparecimento do sinal em 6¢ 165,37 relacionado ao
carbono de uma oxima. A diminui¢ao dos valores de deslocamento de C-2 ¢ C-4 vizinhos a C-
3 de d¢ 33,8 € 46,9 em CL-P3 para d¢ 16,5 e 39,8, respectivamente em CL-P8, corroborou a
transformagao quimica da carbonila em oxima na posi¢ao C-3. A diminuigdo dos valores de
deslocamento de C-2 e C-4 em CL-P8 pode ser justificada pelo efeito de prote¢do da hidroxila
presente na oxima. Estes resultados apontam a obtengdo de uma mono-oxima localizada em
C-3 para CL-P8. A Figura 68 apresenta o espectro de infravermelho do derivado CL-P8, onde
sd0 observadas bandas em 3345 cm™ (vo.n) referente a hidroxila de oxima, 3008 cm™! (Vesp2-n),
2947 cm’! (Vesps-n), 1709 cm” (ve=o) de cetona, 1680 cm™ (veoy) referente ao estiramento
C=N de oxima, 1643 cm™ (vc=c) de dupla ligagdo, 1453 cm™ e 1383 cm™ (vn.o) referente ao
estiramento N-O de oxima. A confirma¢do da estrutura, mostrada na Figura 70, ocorreu
através da analise do espectro de RMN 2D HMBC 'H-"C de CL-P8 (CDCls, 300/75 MHz)
(Figura 69), o qual mostrou as correlagdes a longa distancia (J°) do sinal em 8¢ 165,37 com os

hidrogénios metilicos em 6y 1,45 (3H, s, H-24) e 1,16 (3H, s, H-23).
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Figura 67 - Espectro de RMN °C BB-decoupled (BBD) de CL-P8 (CDCls/75 MHz).
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Figura 68 - Espectro de Infravermelho do derivado CL-P8.
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Figura 69 - Espectro de RMN 2D HMBC '"H-"°C de CL-P8 (CDCls, 300/75 MHz)
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Figura 70 - Estrutura quimica do derivado CL-PS.
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Dados de RMN C de 3-oxima-6,16-dioxolup-20(29)-eno (CL-P8) (CDCls;, 75 MHz): o
15,81 (C-28); 16,43 (C-27); 16,59 (C-26); 16,65 (C-2); 18,08 (C-25); 19,04 (C-30); 21,28 (C-
11); 23,05 (C-24); 24,35 (C-12); 25,44 (C-23); 28,58 (C-22); 31,16 (C-21); 37,40 (C-13);
39,98 (C-4); 40,12 (C-1); 43,92 (C-10); 44,75 (C-15); 47,42 (C-19); 47,60 (C-14); 48,14 (C-
8); 49,58 (C-9); 50,20 (C-18); 52,02 (C-7); 56,70 (C-17); 66,02 (C-5); 111,11 (C-29); 148,55
(C-20); 165,37 (C-3); 211,27 (C-6); 214,62 (C-16).
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Dados de RMN 'H de 3-oxima-6,16-dioxolup-20(29)-eno (CL-P8) (CDCls, 300 MHz): &
0,96 (3H, s, H-28); 1,02 (3H, s, H-27); 1,09 (3H, s, H-25); 1,14 (3H, s, H-26); 1,16 (3H, s, H-
23); 1,45 (3H, s, H-24); 1,67 3H, s, H-30); 4,65 (1H, sl, H-29); 4,75 (1H, s, H-29).

5.2.8 Identificacao estrutural do derivado CL-P9 (di-oxima)

O derivado CL-P9 apresentou-se como um soélido branco amorfo. No espectro de
RMN "C BB-decoupled (BBD) (CDCly/75 MHz) (Figura 71) de CL-P9 observou-se a
auséncia dos deslocamentos em do¢ 214,4 (C-3) e oc 214,3 (C-16) referentes a carbonilas de
cetonas presentes no composto oxidado (CL-P3) e o aparecimento de dois sinais em d¢ 165,36
e 164,11 relacionados aos carbonos de duas oximas. A presenga do sinal em d¢ 211,4 sugeriu
a ndo transformagdo da carbonila na posi¢do C-6. A diminuigdo dos valores de deslocamento
quimico dos carbonos em C-2 e C-4 de o¢ 33,8 ¢ 46,9 para dc 16,9 e 40,2, bem como dos
carbonos em C-15 e C-17 de d¢ 44.7 ¢ 56.6 para d¢c 33.2 e 46,3, respectivamente, devido ao
efeito de prote¢do das hidroxilas presentes nas oximas, corroboraram a transformag¢ao quimica
das carbonilas para oximas nas posi¢des C-3 e C-16 em CL-P9. Essas alteracdes nos valores
de deslocamento quimico ndo foram observadas para os carbonos em C-5 e C-7 vizinhos a C-
6. A Figura 72 apresenta o espectro de infravermelho do derivado CL-P9, onde sdo
observadas bandas em 3361 c¢cm™ (vo.n) referente a hidroxila de oxima, 3080 cm’! (Vesp2-H),
2950 ¢cm’! (Vesps-n), 1710 cm’! (Vc=0) de cetona, 1642 cm’! (vc=c) de dupla ligagao, 1453 cm’!
e 1381 cm™ (vn.o) referente ao estiramento N-O de oxima. A confirmagdo da estrutura
proposta para CL-P9, mostrada na Figura 74 ocorreu através da andlise do espectro RMN 2D
HMBC 'H-"C de CL-P9 (CDCls;, 300/75 MHz) (Figura 73), onde foram observadas as
correlagdes a longa distancia (J°) do sinal em 8¢ 165,36 com os hidrogénios metilicos em &y
1,15 (3H, s, H-23) e 1,46 (3H, s, H-24), bem como do sinal em 3¢ 164,11 com os hidrogénios
metilicos em 6y 0,99 (3H, s, H-28).
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Figura 72 - Espectro de Infravermelho do derivado CL-P9.
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Figura 73 - Espectro RMN 2D HMBC 'H-"*C de CL-P9 (CDCls, 300/75 MHz).
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Figura 74 - Estrutura quimica do derivado CL-P9.
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Dados de RMN °C de 3,16-dioxima-6-oxolup-20(29)-eno (CL-P9) (CDCI3, 75 MHz): &

15,66 (C-28); 16,53 (C-27); 16,66 (C-26); 16,87 (C-2); 18,78 (C-25); 19,16 (C-30); 21,21 (C-
11); 22,47 (C-24); 24,43 (C-12); 25,29 (C-23); 27,36 (C-22); 29,51 (C-21); 33,20 (C-15);
37,74 (C-13); 40,25 (C-4); 40,39 (C-1); 43,89 (C-10); 46,34 (C-17); 47,29 (C-19); 47,67 (C-
14); 48,80 (C-8); 50,29 (C-9); 50,63 (C-18); 52,53 (C-7); 66,33 (C-5); 110,83 (C-29); 149,22
(C-20); 164,11 (C-16); 165,36 (C-3); 211,44 (C-6).

Dados de RMN 'H de 3,16-dioxima-6-oxolup-20(29)-eno (CL-P9) (CDCl;, 300 MHz): &
0,99 (3H, s, H-28); 1,00 (3H, s, H-25); 1,02 (3H, s, H-26); 1,13 (3H, s, H-27); 1,15 (3H, s, H-
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23); 1,46 (3H, s, H-24); 1,67 (3H, s, H-30); 4,63 (1H, sl, H-29); 4,74 (1H, sl, H-29); 10,27
(1H, sl, oxima); 10,08 (1H, sl, oxima).

5.3 Ensaios biolégicos
5.3.1 Teste de atividade citotoxica

O triterpeno 3p,6p,16p-tri-hidroxilup-20(29)-eno (CL-1) e seus derivados foram
testados na concentragdo de 25 uL/mL nas linhagens HL-60, SNB-19, PC-3 ¢ HCT-116 para
avaliar a percentagem de inibi¢ao do crescimento celular. Conforme Tabela 4, somente CL-1 e
o derivado CL-P5 apresentaram percentual de inibi¢do de crescimento celular acima de 75%
em todas as linhagens testadas. O derivado CL-P1 apresentou percentagem de inibi¢do do
crescimento celular de 83,92% e 74,82% para as linhagens HCT-116 e PC-3, respectivamente.
O derivado CL-P3 apresentou inibi¢cdo de 84,33% somente na linhagem HL-60. Desta forma,
os compostos mais ativos CL-1, CL-P5 e CL-P1 tiveram o Cls (concentracdo capaz de inibir
50% do crescimento celular) determinadas. Como mostrado na Tabela 5, o triterpeno CL-1 e o
derivado CL-P5 apresentaram uma inibicdo do crescimento celular em todas as linhagens
testadas, com uma varia¢do de Clsg entre 4,66 a 8,93 ng/mL para CL-1 e entre 3,78 a 13,61
pg/mL para CL-P5. O derivado CL-P1 apresentou Clsy entre 12,1 ¢ 12,6 pg/mL para as
linhagens HCT-116 e PC-3, estando de acordo com os dados obtidos no ensaio de inibigdo do
crescimento celular. A doxorrubicina (controle positivo) apresentou Clsy entre 0,02 e 2,06
pg/mL. Os valores de Clsy obtidos para CL-1 e CL-P5 podem ser promissores se a toxicidade
para as células sadias destes dois derivados for menor do que a toxicidade apresentada pela
doxorrubicina (controle positivo), pois esta apresenta graves efeitos adversos (ALVARES-
HERNANDEZ, 2015).

A partir dos valores de Cls obtidos e levando-se em conta a estrutura quimica do
produto natural e derivados ativos, pode-se especular que a presenca dos grupos hidroxila,
principalmente na posi¢do 6, € importante para a manutencdo da atividade citotoxica. Outro
aspecto estrutural importante a ser considerado ¢ a presenca da dupla ligacdo no carbono 29
do produto natural, que no derivado CL-P5 encontra-se hidrogenada. Neste caso, foram
observados pequenos incrementos nas atividades citotoxicas de trés linhagens (SNB-19, PC-3,
HL-60). Em relagdao a HCT-116, houve uma diminuigdo significativa na toxicidade (variando
de 4,66 pg/mL para 13,61 pg/mL), o que permite supor que a presenca da insaturagcao em C-
29 ¢ importante para esta linhagem de células tumorais. Tais andlises da relagdo entre a

estrutura atividade encontram-se resumidas na Figura 75.
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Figura 75 - Andlise da relagdo-estrutura atividade de CL-1 em dos derivados CL-P1 e CL-P5.
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CL-P1 -

- PC-3 (Proéstota)
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Os derivados CL-P2 e CL-P2A nio tiveram sua atividade citotoxica investigada,
apenas a avaliagdo da atividade analgésica. Os derivados CL-P8 e CL-P9 foram obtidos apos

o periodo de realizacdo dos ensaios biologicos.
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Tabela 4 - Média do percentual de inibigdo do crescimento celular (CI%) com desvio padrao

(DP) das amostras na concentragdo unica de (25 pg/mL).

HCT 116 SNB 19 PC3 HL60
Amostra IC% DP IC% DP IC% DP IC% DP
CL-1 100 1,38 100 0,51 100 0,66 96,19 0,55
CL-P1 83,92 2,08 3545 3,5 7482 5,6 34,71 3,13
CL-P3 37,68 1,08 32,35 3,62 52,61 1,27 84,33 0,26
CL-P5 86,14 1,81 100,00 0,42 88,39 0,33 99,29 0,27
CL-P6 14,64 3,01 16,75 1,31 7,11 3,56 14,74 3,54

Tabela 5 - Valores de Clsy com intervalo de confiancga obtido por regressdo nao linear a partir

de dois experimentos independentes, realizados em duplicata.

MTT
ClIso pg/mL (Intervalo)
SNB-19 PC3 HCT-116 HL60
(Glioblastoma) (Proéstata) (Colon) (Leucémica)
CL-1 8,93 6,63 4,66 4,70
(8,39-9,52) (6,12-9,52) (4,29-5,00) (4,45-4,98)
CL-P1 >25 12,6 12,1 >25
(11,13-14,21) (10,83-13,52)
CL-P5 6,22 6,15 13,61 3,78
(5,64-6,87) (5,62-6,73) (11,16-16,59) (2,50-5,77)
Dox 2,06 0,44 0,11 0,02
(1,73-2,45) (0,43-0,45) (0,08-0,14) (0,019-0,021)

5.3.2 Ensaio de atividade citotoxica de CL-P2 e CL-P3

O ensaio da sulforadamina B (SRB) foi utilizado para avaliacdo da atividade
citotoxica dos derivados CL-P2 e CL-P3. Apos os periodos de 24 horas, 48 horas ¢ 72 horas,
CL-P2 apresentou reducdo da viabilidade celular apenas na maior dose de 10 pg/mL, sendo
que para o periodo de 48 horas, um aumento discreto na viabilidade foi observado na dose de
0,5 pg/mL. Para CL-P3 foram observados reducdo da viabilidade ja nas primeiras 24 horas
para as doses de 10,0 e 5,0 pg/mL. Apos 48 e 72 horas, observou-se também reducdo de
viabilidade para as concentragdes de 10,0; 5,0 e 2,5 pg/mL para este derivado. O derivado
CL-P2 apresentou baixa citotoxidade pelo método SRB e, por este motivo, foi selecionado
para realizagdo de ensaios de atividade analgésica in vivo, pois CL-P3 apresentou toxicidade.
A Figura apresenta o efeito de CL-P2 e CL-P3 sobre a viabilidade celular de fibroblastos pelo
ensaio SRB expressa apds 24 h, 48 h e 72 h de incubagao.
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Figura 76 - Efeito de CL-P2 e CL-P3 sobre a viabilidade celular de fibroblastos pelo SRB
expressa apos 24 h, 48 h e 72 h de incubagdo. Foram realizados trés experimentos
independentes e os resultados foram expressos como porcentagem média + erro padrdo da

média. *p<0,001 representa diferenca significativa em comparagdo ao grupo veiculo (0

pg/mL). (ANOVA — Teste de Tukey).
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5.3.3 Ensaio de atividade analgésica de CL-P2.

A administragdo de CL-P2 nas doses de 0,1; 1,0 ou 10,0 mg/Kg (v.0.) reduziu de
forma significante (p<0,05) o numero de contor¢cdes abdominais induzidas por zymosan,
quando comparado ao grupo ndo-tratado (NT), o que mostra que CL-P2 apresenta uma
excelente atividade analgésica. Os resultados sdo mostrados na Figura 77. Além disso, foi

estudado o efeito da coadministracdo de CL-P2 com ZnPP-IX, um inibidor da via HO-1, no
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modelo de contragdo abdominal induzido por zymosan. Tal estudo teve como objetivo
verificar a dependéncia do efeito nociceptivo apresentado por CL-P2 com a via HO-1, que
modula a resposta inflamatéria pela inibicdo do dano oxidativo e da apoptose celular
(ALCARAZ et al.,, 2003). A administracdo de ZnPP-IX (3mg/Kg; s.c.) com zymosan
promoveu um nimero de contor¢des igual ao grupo nao tratado (grupo que recebeu apenas o
veiculo salina 0,9%, v.0./zymosan (i.p.)), demostrando que a inibi¢do da via HO-1 agrava o
quadro nociceptivo (Figura 78). A coadministragdo da melhor dose (10 mg/Kg) de CL-P2 com
ZnPP-IX (3 mg/Kg; s.c) ndo reduziu o efeito analgésico de CL-P2 no modelo de contorgao
induzido por zymosan, sugerindo que o efeito de CL-P2 ndo depende da ativacdo da via HO-

1.

Figura 77 - Efeito da administragdo (i.p.) de CL-P2 sobre o nimero de contor¢des induzidas

por Zymosan em camundongos.
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Fonte: o autor, 2020.

Figura 78 - Efeito da coadministragdo sist€émica de zinco-protoporfirina IX (ZnPP-IX)
(inibidor da via da HO-1) e CLP-2 sobre o nimero de contor¢des induzidas por zymosan em

camundongos.
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6 CONCLUSOES

O triterpeno 3P,6p,16B-tri-hidroxilup-20(29)-eno (CL-1) foi obtido em grande
quantidade das flores de C. leprosum (Mufumbo) por técnicas simples de cromatografia,
confirmando tratar-se as flores desta espécie uma fonte rica deste metabolito secundario.

O triterpeno 3P,6P,16p-tri-hidroxilup-20(29)-eno (CL-1) por apresentar trés
hidroxilas e uma ligacdo dupla em sua estrutura quimica possibilita a realizacdo de
modificagdes estruturais especificas e regiosseletivas. Essas caracteristicas do ponto de vista
quimico, aliadas a atividades bioldgicas ja confirmadas e a facilidade de obtencdo em
quantidades apreciaveis, tornam este produto natural (triterpeno da classe lupano) um
excelente material de partida para estudos de semissintese e de relagao estrutura-atividade.

Foram obtidos oito derivados semissintéticos para o triterpeno CL-1: hidrogenado
(CL-P5), desidratado (CL-P1), oxidado (CL-P3), diacilado (CL-P2A), triacilado (CL-P2),
hidrazona (CL-P6), mono-oxima (CL-P8) e di-oxima (CL-P9). Dos 3 derivados testados
contra quatro linhagens de células tumorais humanas (HL-60, HCT-116. PC-3 e SNB-19),
CL-PS5 inibiu todas as linhagens tumorais testadas, CL-P1 duas linhagens e CL-P3 foi seletivo
a uma linhagem tumoral. A melhor atividade foi evidenciada para o derivado desidratado (CL-
P1) com valores de Clsy que variaram de 3,78 a 13,61 pg/mL, em comparagdo com o produto
natural. O derivado CL-P2 apresentou potencial atividade antinociceptiva com baixa
citotoxidade. Estes resultados evidenciam que os estudos de semissintese em metabolitos
secundarios sdo uma importante ferramenta no desenvolvimento e na potencializacdo

terapéutica de novos farmacos.
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