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RESUMO

A derivatizacdo de moléculas bioativas, oriundas de fontes naturais, objetivando a melhora de
propriedades fisico-quimicas e a otimizacdo de propriedades farmacoldgicas, tem sido uma
ferramenta Gtil na descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos. Inimeras estratégias
de semissintese a partir de derivados de produtos naturais sdo relatadas na literatura. Nesse
contexto, a espécie Stemodia maritima Linn., conhecida popularmente no Nordeste brasileiro
como melosa, é rica no diterpeno estemodina, que apresenta atividade analgésica, bactericida e
citotoxica. Alguns derivados semissintéticos e biotransformados bioativos da estemodina sdo
descritos na literatura, no entanto, oximas e seus ésteres ainda ndo foram relatados. Diante
disso, o presente estudo teve como objetivo principal preparar oximas e ésteres semissintéticos
da estemodina, além de outros derivados acilados. Os analogos foram semissintetizados a partir
de reacOes de oxidacdo, oximacdo, acetilacdo e acilagdo. Na caracterizagdo estrutural dos
compostos foram utilizados dados fisicos (p.f.) e espectrométricos (RMN H e 1°C, IV e EM de
alta resolucdo), além de comparacdo com dados da literatura. Um total de doze derivados
semissintéticos foram obtidos, dos quais dez sdo inéditos. A atividade citotoxica in vitro da
estemodina, das oximas-E/Z e seus ésteres, frente as linhagens de células cancerigenas humanas
(PC3, HCT-116, HL60 e SNB-19), mostrou resultados promissores para o0s ésteres OX1-Z1,
OXI-E1, OXI-E2 e OXI-E3, com percentuais de inibicdo de crescimento celular (>75%)
superiores a estemodina e ao controle positivo (doxurrubicina) em pelo menos uma das
linhagens testadas. De maneira geral, os estereoisdmeos E dos ésteres de oximas-E
apresentaram melhores atividades citotoxicas do que os estereoisdbmeos Z dos ésteres de
oximas-E. Isto aponta para a necessidade de estudos de relacdo estrutura-atividade, além de

determinacédo da Clsp e avaliacdo da citotoxicidade em células sadias dos derivados bioativos.

Palavras-chave: estemodina; semissintese; derivados bioativos.



ABSTRACT

Derivatization of bioactive molecules from natural sources, aiming to improve physicochemical
properties and optimize pharmacological properties, has been a valuable tool in discovering and
developing new drugs. The connected correlation of semi-synthesis to results of natural
products is reported in the literature. In this context, a species Stemodia maritima Linn.,
popularly known in the Northeast of Brazil as melosa, is rich in stemodin diterpene, which has
analgesic, bactericidal, and bactericidal cytotoxic activities. Semi-synthetic derivatives and
bioactive biotransformed of stemodin are described in the literature. However, oximes and their
esters have not yet been reported. Therefore, the present study had the main objective to prepare
oximes and semi-synthetic esters of stemodin and other derivatives. The analogs were semi-
synthesized from oxidation, oximation, acylation and acetilation reactions. In the structural
characterization of the compounds, physical (p.f.) and spectrometric data (1H and 13C NMR,
IR, and high-resolution MS) were used, in addition to comparison with data from the literature.
Twelve semi-synthetic derivatives were obtained, of which ten are unpublished. In vitro
cytotoxic activity of stemodin, E/Z-oximes, and esters against human cancer cell lines (PC3,
HCT-116, HL60, and SNB-19), showed promising results for esters OX1-Z1, OXI-E1, OXI-
E2, and OXI-E3, with cell growth inhibition percentages (>75%) higher than stemodin and
positive control (doxorubicin) in at least one of the strains tested. In general, the E-
stereoisomers of the E-oxime esters have better cytotoxic activities than the Z-stereoisomers of
the Z-oxime esters, which suggests the need for structural activity relationship studies to
determining the 1C50 and evaluating the cytotoxicity in healthy cells of bioactive derivatives.

Keywords: stemodin; semi-synthesis; bioactive derivatives.
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Figura 100 — Espectro de massa de alta resolugio de STME-P2
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1 INTRODUCAO

1.1 Produtos naturais e sua importancia

Em muitas sociedades o emprego terapéutico de recursos naturais para a
manutencdo da saude foi e continua sendo uma pratica comum. Dados da Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) mostram que, 60-80% da populacdo mundial utiliza ou j& utilizou algum
medicamento a base de planta. No que se refere ao Brasil, 0 sucesso dos fitoterapicos é notdrio,
haja vista que estudos mostram que mais de 90% da populacdo faz usos de fitoterapicos no
tratamento de suas doencas (FLORIO, 2019).

Sob uma perspectiva farmacoldgica, muitos compostos ja foram extraidos de fontes
naturais, tiveram suas propriedades bioldgicas asseguradas e sdao amplamente utilizados como
medicamentos. Dentre os exemplos classicos, a morfina (de origem vegetal) e a penicilina (de
origem microbiana) se destacam por serem utilizados com sucesso na medicina, desde o ultimo
século (JUNIOR e BOLZANI, 2006; KRISHNAMURTI e RAO, 2016).

De acordo com Newman e Cragg (2020), de um total de 1394 medicamentos
aprovados a partir de pequenas moléculas entre os anos de 1981 a 2019, 441 (33,6%) sdo
oriundos diretamente de produtos naturais. Além disso, 282 (20,4%) sdo originados
indiretamente de produtos naturais (NEWMANN e CRAGG, 2020). Uma das principais
caracteristicas que estas substancias devem apresentar é seguir a regra 5 de Lipinski, que
estabelece critérios ( log P maior ou igual a 5, Massa Molecular menor ou igual a 500 g.mol™,
aceptores de ligacdo de Hidrogénio menor ou igual a 10 e doadores de ligacdo de hidrogénio
menor ou igual a 5) para que compostos possam ser utilizados como farmaco (LIPINSKI et al.,
2001; MIGNANI et al., 2016).

O termo produto natural € muito abrangente, sendo atualmente associado as
substancias encontradas na natureza, que sejam produzidas por um ser vivo e que apresente ou
ndo alguma propriedade biolégica. Os produtos naturais podem ser extraidos de diferentes
organismos, como animais, fungos, bacteérias, plantas e organismos marinhos, e envolve desde
moléculas pequenas até moléculas grandes (SIMOES et al., 2017, OLIVEIRA et al., 2018).

As plantas, por exemplo, sdo capazes de biossintetizar dois grupos principais de
substancias denominados de metabélitos primérios e metabélitos secundarios (SIMOES et al.,
2017; POTT; OSORIO e VALLARINO, 2019). No primeiro grupo estdo os carboidratos,
lipidios, proteinas, &cidos nucléicos e outras macromoléculas, que de forma geral, sdo
necessarias a sobrevivéncia das plantas, pois desempenham fungdes plésticas, estruturais e

energéticas. O segundo grupo é formado por substancias de diferentes classes, que sdo
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produzidas a partir dos metabdlitos primarios, por rotas biossintéticas complexas e especificas,
como o ciclo do &cido tricarboxilico, glicolise, pentose fosfato e vias do chiquimato
(AHARONI e GALILI, 2011). Produtos naturais, como alcaloides, terpenoides, e compostos
fendlicos sdo alguns representantes desse gigantesco grupo de substancias e que se destacam
na literatura por apresentarem atividades bioldgicas interessantes (SIMOES et al., 2017;
MATHUR e HOSKINS, 2017; MONTEIRO e BRANDELLI, 2018). Os metabdlitos
secundarios, presentes nas plantas e outros organismos tém func¢des importantes na adaptacao
destes seres vivos as condigdes ambientais as quais estdo submetidos.

Dentre as fungdes estabelecidas para os fitoquimicos esta sua atuacdo em
mecanismos de defesa. Um exemplo, sdo 0s taninos, as saponinas e cumarinas presentes em
frutas verdes, e que devido as suas caracteristicas adstringentes, preservam o fruto de
predadores até a formacdo de suas sementes (MASON; BERNARDO e SINGER, 2014). Os
metabolitos secundarios agem ainda como fitoalexinas, combatendo infeccdes microbianas.
Além disso, certos pigmentos e 6leos volateis auxiliam na reproducdo e proliferacdo das
plantas, por atrairem insetos e animais que atuam como polimerizadores (HARBORNE e
WILLIAMS, 1995; LUCAS-BARBOSA et al.,, 2016; ZINDORN et al., 2016). Outros
metabolitos secundarios sdo responsaveis por interacbes que ocorrem entre as plantas, no
fendbmeno chamado de alelopatia (SZCZEPANSKI, 1977; JESSING; DUKE e
CEDERGREEEN, 2014).

Em relacdo a classe dos terpenoides, os diterpenos sdo produtos naturais que
merecem destaque e que podem ser biossintetizados por plantas, algas, esponjas e fungos a
partir da condensacdo de quatro unidades de isoprenoides (isopentenil difosfato e seu isémero,
dimetilalil difosfato) que sdo gerados a partir das vias do mevalonato e do metileritritol-4-
fosfato. Estes metabdlitos compreendem a uma classe de compostos, polioxigenados com
grupos cetona e hidroxila, que sdo encontrados na natureza com diferentes tipos de estruturas.
Além disso, sdo relatados na literatura por possuirem bioatividade, atuando como agente
antineoplasico, anti-inflamatdrio, bactericida, fitotoxico, dentre outras atividades (DEVAPPA,
MAKKAR e BECKER, 2011; WANG et al., 2015; LI, MORRIS-NATSCHKEB e LEE, 2016;
JAEGER e CUNY, 2016; RONCERO et al., 2018; JIN et al., 2019).

Dentre os diterpenos bioativos, a estemodina (1), Figura 1, € um produto natural,
que pode ser obtido em quantidades apreciaveis a partir das partes aéreas da espécie Stemodia
maritima Linn (MANCHAND et al., 1973; HUFFORD; OGUNTIMEIN; MUHAMMAD,
1992), e que tem sido alvo de estudos biologicos, devido a sua semelhanca estrutural com

afidicolina (2), um composto antimitético e antiviral (HANSON, 2018).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00835/full#ref2

16

Anteriormente, o diterpeno estemodina e analogos de biotransformacdo, foram
investigados quanto as suas atividades citotdxicas e antiviral contra Herpes tipo 1 (HS-1). O
derivado 8pB-hidroxistemodina (3), quando testado a uma concentracio de 0,1 mg.mL*,
apresentou maior atividade antiviral, sendo capaz de reduzir 93% do namero de placas com
CDso = 0,30 mg.mL™. A estemodina apresentou um percentual de inibicdo de 67% a uma
concentragdo de 0,02 mg.mL?, e CDso = 0,04 0,02 mg.mL?. De forma geral, todos os

compostos testados apresentaram alguma citotoxicidade (HUFFORD et al., 1991).

Figura 1 - Férmula estrutural da estemodina, afidicolina e 8p-hidroxistemodina
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Fonte: Autoria prépria (2021).

O diterpeno estemodina e seus derivados semissintéticos foram testados quanto as
suas capacidades de inibicao das enzimas ciclo-oxigenases, inibicdo da peroxidacéo lipidica e
também, quanto a atividade antiproliferativa contra linhagens de células cancerigenas humanas
(RUSSEL etal., 2011). A estemodina apresentou percentual de inibi¢éo de peroxidacao lipidica
de 21,5 %, outros derivados apresentaram percentuais entre 59-82,4%. Todos 0s compostos
quando testados a uma concentracéo de 25 pg.mL* foram seletivos quanto a inibicdo da enzima
COX-1, ja os testes antiproliferativos, mostraram que a estemodina (25 pg.mL™) reduziu em
41,9% o numero de células de cancer de estomago, e os demais foram capaz de inibir essa
mesma linhagem em percentuais maiores (RUSSEL et al., 2011). Ha relatos que destacam a
estemodina como agente bactericida (SILVA et al., 2014). Em estudos mais recentes, ficou
constatado também que a estemodina possui atividade anti-inflamatdria e acdo antinociceptiva
in vivo, em o modelo de hipernocicep¢do inflamatdria induzida na ATM (articulacdo
temporomandibular) de ratos (AZEVEDO, 2019).

1.2 Modificacéo estrutural de produtos naturais

Apesar do potencial dos produtos naturais, muitos podem apresentar algumas
caracteristicas fisico-quimicas ou farmacoldgicas desfavoraveis. Assim, as derivatizaces

bioisostéricas de produtos naturais sdo empregadas com a finalidade de torna-los agentes
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clinicos mais viaveis (LIMA e BARREIRO, 2005; BARNES; KUMAR e DAVIS, 2016,
MAJHI e DAS, 2021).

A modificacdo estrutural de um produto natural pode ser realizada por diferentes
processos. Os mais utilizados sdo baseados em reac6es de semissintese e em biotransformacdes.
Nos bioprocessos, 0 substrato de interesse tem seu esqueleto principal modificado por reagdes
conduzidas por fungos, bactérias ou enzimas isoladas. A principal vantagem desse método
deve-se a obtencdo de produtos de sintese complexa, com regiosseletividade e
estereosseletividade (FURA, 2006; BAIPING et al., 2010; MUFFLER et al., 2011; HEGAZY
etal., 2015).

A semissintese quimica, por sua vez, consiste em modificar a estrutura do substrato
por meio de reacBes organicas convencionais. Tais reacGes sdo geralmente planejadas
considerando-se os grupos funcionais presentes nas moléculas, bem como a por¢do que serad
adicionada, na tentativa de se obter derivados com melhores caracteristicas fisico-quimicas.
Dentre as reacbes mais comuns que podem ser utilizadas, estdo as reducOes, oxidagoes,
acilacoes, hidrdlise, dentre outras (BARNES, KUMAR e DAVIS, 2016; HSU et al., 2019;
THOMPSON e MUIR, 2020).

Dessa forma, a semissintese representa uma ferramenta Util para a otimizagdo de
atividades bioldgicas, reducdo de toxicidade e aumento da solubilidade de moléculas bioativas.
Além disso, as propriedades, fisico-quimica, lipofilicidade e drogabilidade, também podem ser
melhoradas. Em virtude de todas essas possiblidades de melhorias, justifica-se a ampla
utilizacdo de metodologias voltadas a derivatizacdo estrutural de moléculas com potencial
biolégico (CAMP et al., 2012; ROBLES e ROMO, 2014; GUO, 2017).

Inimeras estratégias para obtencdo de derivados semissintéticos de produtos
naturais sdo relatadas na literatura (BARNES; KUMAR e DAVIS, 2016). Parra et al., (2014),
semissintetizaram 264 derivados dos acidos oleandlico e maslinico mediante reagdes com
diferentes aminoacidos e anidridos 4acidos, gerando uma biblioteca com derivados
bifuncionalizados. Os compostos foram avaliados quanto as suas toxicidades frente a linhagens
de células cancerigenas. Como resultado, verificou-se que 90% dos derivados apresentaram
seletividade para duas linhagens celulares (B10-F10 e HT29) e 67% inibiram apenas uma das
linhagens (Hep G2). Os autores afirmam que a presenca de grupos com cadeias longas na
porcdo aminoacido e grupos acila pequenos aumentaram a atividade dos andlogos em até 300
vezes (PARRA et al., 2014).

Mesquita et al (2018), a partir de reacOes de acilagdo com diferentes anidridos,

obtiveram um grupo de derivados acilados dos monoterpenos timol e cravacrol, substratos
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amplamente conhecidos na literatura. Os andlogos foram testados quanto as suas atividades
larvicida e de inibic&o da acetilcolinesterase. Os resultados mostraram que os ésteres aromaticos
de timol/carvacrol contendo halogénio ou grupo nitro em posicdo para diminuiram
drasticamente a atividade lavicida dos derivados em relacdo aos substratos. Em contrapartida,
grupos doadores como a metoxila melhoram a atividade dos derivados. Os compostos acetato
de 5-isopropil-2-metilfenila e hexanoato de 2-isopropil-5-metilfenila mostraram resultados
positivos quanto a inibicao da acetilcolinesterase (MESQUITA et al., 2018).

1.3 Derivados de produtos naturais utilizados como medicamentos

A semissintese da aspirina (acido acetilsalicilico), a partir da acetilacdo do &cido
salicilico, em 1897 pelo quimico da Bayer® Felix Hoffmann, pode ser considerada o marco
inicial do emprego de derivados semissintéticos como farmacos. Esse farmaco impulsionou o
desenvolvimento da industria farmacéutica, e ainda é um dos medicamentos mais utilizados no
mundo como analgésico e antitérmico, além de apresentar acao anti-inflamatdria e inibidora da
agregacdo plaquetaria (RAVINA, 2011).

A morfina (4, Figura 2), também € outro caso de sucesso de produtos naturais
utilizados como farmacos, que tiveram suas estruturas modificadas na busca por novos agentes
terapéuticos. Isolada da espécie Papaver somniferum L, ha mais de 200 anos por Friedrich W.
A. Sertiirner, a morfina apresenta potente atividade analgésica e vem sendo utilizada desde 1826
na medicina (KRISHNAMURTI e RAO, 2016).

Figura 2 - Formulas estruturais da morfina e derivados.

Fonte: Autoria prdpria (2021).
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Devido ao seu grande sucesso, a morfina posteriormente passou por diversos
processos de modificacBes estruturais e muitos derivados semissintéticos foram obtidos. As
estruturas quimicas de alguns derivados que se destacaram sdo mostradas na Figura 02. A
heroina (5), obtida pela acetilacdo da morfina, talvez seja o derivado mais conhecido
(FERREIRA e FACCIONE, 2005). Outros derivados como a oximorfina (6) e oxicodona (7)
foram obtidos por reagdes de oxidacdo e acetilagdo. A normofina (8), naloxona (9) e naltrexona
(10) sdo derivados semissintéticos utilizados como antidotos em caso de overdose de opioides
(FERREIRA e FACCIONE, 2005).

Outro exemplo de um produto natural, cuja, modificagdo estrutural gerou novos
farmacos é o captopril (11, Figura 3). Considerado uma das principais contribuicdes brasileira
para a farmacopeia mundial, o captopril foi desenvolvido a partir do veneno de jararaca
(Bothrops jararaca) e posteriormente foram obtidos seus derivados enalapril (12) e lisinopril

(13) que atuam como agentes anti-hipertensivos (NEWMAN, 2017).

Figura 3 - Formulas estruturais do captopril e derivados
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Fonte: Autoria prépria (2021).

No contexto dos medicamentos utilizados para tratamento do cancer, o paclitaxel
(Taxol®), destaca-se como o grande caso de sucesso da semissintese. Este composto é um
potente agente anticancer, que foi descoberto em 1971, por Monroe E. Wall e Mansukh C.
Wani, e sendo extraido das cascas da espécie Taxus brevifolia. Contudo, sua baixa concentracdo
na planta e o longo periodo de tempo necessario para o desenvolvimento do vegetal,
prejudicaram sua comercializagio (XIAO; MORRIS-NATSCHKE e LEE, 2016). Em funcio
da complexidade estrutural do paclitaxel, o desenvolvimento de uma rota sintética adequada se
tornou economicamente invidvel. Com isso, a solu¢do para o problema veio a partir de
metodologias semissintéticas, que possibilitaram a producdo desse farmaco a partir dalO-
desacetilbacatina Il (14, Figura 4), que é um metabdlito abundante nas folhas da espécie Taxus
baccata. Além do paclitaxel (15), outros derivados semissintéticos foram obtidos, dentre eles,
o docetaxel (16) e cebazitaxel (17), Figura 4, (XIAO; MORRIS-NATSCHKE e LEE, 2016).
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Figura 4 - Formulas estruturais da 10-desacetilbacatina I11, paclitaxel e derivados
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Fonte: Autoria prépria (2021).

Sem duvidas, o numero de medicamentos produzidos de forma direta ou indireta a
partir de produtos naturais é vasto. Em uma revisdo Newman e Cragg (2020), mostraram que
de um total de 1881 novos medicamentos aprovados entre os anos de 1981 a 2019, os produtos
naturais somam 3,8% (71), as drogas botanicas 0,8% (14), os derivados de produtos naturais
18,9% (356), mimetizadores de produtos naturais 22,5% (424) e sintéticos 27,8% (528). Em
virtude das possibilidades de otimizacao das atividades bioldgicas e do sucesso de metodologias
semissintéticas utilizadas para a obtengdo de novos medicamentos, mencionado anteriormente,
0 presente estudo objetivou o desenvolvimento de derivados semissintéticos do diterpeno
bioativo estemodina, mais especificamente, objetivou-se a semissintese de oximas e ésteres de
oximas deste produto natural. Além disso, a avaliacdo da atividade citotdxica dos analogos ira
contribuir com o estudo banco de dados de moléculas inéditas e para fornecer informacGes

importantes sobre a relagéo estrutura-atividade dos derivados estudados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Semissintetizar oximas, ésteres de oximas e produtos acilados do diterpeno estemodina e avaliar

suas atividades bioldgicas.

2.2 Especificos

e Isolar e purificar a estemodina para utilizagdo como substrato das semissinteses;

e Semissintetizar oximas e seus respectivos ésteres e derivados acilados da estemodina;

e Purificar os produtos reacionais e caracteriza-los estruturalmente, utilizando dados
fisicos (p.f.) e espectrométricos (RMN H e 3C, IV e EM de alta resolucio);

e Investigar a atividade citotoxica dos derivados semissintetizados;

e Contribuir com o conhecimento quimico e farmacoldgico da espécie Stemodia maritima

Linn.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Stemodia maritima Linn e suas propriedades bioldgicas

A espécie Stemodia maritima Linn, pertence a familia Plantaginaceae, podendo ser
encontrada em paises da América do Sul e em ilhas do Caribe. E uma planta perene de pequeno
porte, apresenta ramificacdo em toda extensdo de seu caule, 0os ramos sdo eretos com folhas
simples e opostas. As sementes sdo pequenas e numerosas e as flores tém coloracdo violeta,
Figura 5. Na regido Nordeste do Brasil, € popularmente conhecida como mastruz-bravo ou
melosa (SILVA et al., 2006). Stemodia maritima Linn tem sido utilizada na medicina popular
para tratar doencas sexualmente transmissiveis, gastralgia, edema e inflamacdes. Além disso,
as folhas e o caule, possuem atividade antiviral, citotdxica, larvicida e bactericida
(RODRIGUES et al., 2010, SILVA, 2013).

Figura 5 - Espécime de Stemodia maritima Linn.

Fonte: Leonelli et al., 2021.

Em estudos realizados com compostos obtidos do extrato etanoico das folhas e
raizes de S. maritima Linn, constatou-se atividades anti-inflamatéria e antioxidante do
metabdlito crenatosideo (40, Figura 6), presente na raiz, sendo sua capacidade de sequestrar
radicais livres semelhante a vitamina C. Outros metabdlitos, tais como a estemodina (1, Figura
6), Figura 1, e estedinodisideo B (28, Figura 6) apresentaram-se como agentes antimicrobianos
apreciaveis (SILVA et al., 2014).

O extrato etanoico das folhas de S. maritima Linn apresentou atividade anti-
inflamatoria promissora no combate ao estresse oxidativo e reabsorgdo 0ssea em ensaios in vivo
de ratas com periodontite (TEIXEIRA et al., 2017). O efeito neurofarmacoldgico e a avaliacdo

do estresse oxidativo também foram estudados em estudo in vivo. Como resultado concluiu-se
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que o extrato desse arbusto atua como antidepressivo, ansiolitico e sequestrador de radicais
livres, cuja, atividade depende da dose administrada e area analisada (SOUSA, 2017).

Azevedo (2019) investigou o efeito do extrato etanoico das folhas da planta e do
diterpeno estemodina em modelos de hipernocicepcdo inflamatéria aguda na articulacéo
temporomandibular (ATM) de ratos. No estudo, ficou constatado que tanto o extrato, quanto a
estemodina atuam como agentes antinociceptivos e anti-inflamatorios. Mais recentemente,
ficou constatado que extrato hexanico das folhas desta espécie exibe atividade gastroprotetora
em ratos, aumentando a concentracdo de NO e glutationa reduzida e diminuindo os indices de
mieloperoxidase nos tecidos avaliados. Os autores afirmam que tal atividade deve-se a presenga
de compostos fendlicos e triterpenos no extrato (SOUSA et al., 2021).

3.2 Constituicdo quimica de Stemodia maritima Linn

Muitos metabolitos tém sido relatados para Stemodia, onde o0s principais
compreendem a compostos pertencentes a classe diterpenoides. Os estudos iniciais sobre a
constituicdo fitoquimica desta planta teve inicio em 1973, a partir da investigacdo do extrato
etanoico das folhas desta espécie, realizadas por Manchand e colaboradores. Neste estudo,
foram identificados e caracterizados dois diterpernos tetraciclicos incomuns, estemodina (1) e
estemodinona (18) (MANCHAND et al., 1973). Posteriormente, estemarina (19)
(MANCHAND e BLOUNT, 1975); maritimol (20) e estemodinol (21) também foram
identificados (HUFFORD; GUERRERO; DOORENBOQOS, 1976). A estrutura desses compostos
pode ser observada na Figura 6.

Ao longo dos anos, outros metabdlitos foram sendo identificados nas diversas
partes da planta, Figura 6, entre estes incluem-se; estemolideo (22), triptolideo (23), tripdiolideo
(24) (MANCHAND e BLOUNT, 1976); 2-desoxi-estemodina (25) (KELLY et al., 1983);
maristeminol (26), estemodinosideo A (27), estemodinosideo B (28), estemodinosideo C (29)
(HUFFORD; OGUNTIMEIN e MUHAMMAD, 1992); estedina-a-L-arabinofuranosideo (30),
acido betulinico (31) (MARTINS; REYNOLDS e REESE, 2004); (5S*,8S*9R*,10S*)-
11pB,12B-epoxi-9-a-hidroxi-19(4—3)abeo-abieta-3,13-dieno-9,18-olideo (32) 5,7,4-triidroxi-
3,8,3 -trimetoxi-flavona (33), D-manitol (34), glucopiranosilstigmasterol (35), 3/3-O-D-
glucopiranosil-3-sitosterol(36) (RODRIGUES et al., 2010); jaceidina (37), isocrenatosideo
(38), verbascosideo (39), crenatosideo (40), isoverbascosideo (41) (SILVA et al., 2014).
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Figura 6 - Formulas estruturais de compostos relatados para S. maritima Linn

25) (26) 27)

29) (o) @1
OH
HO H
HO H
H OH
H OH
OH
62 ¢33 G4
M, AN n,
OH OH
(0}
Hgo 0 Hgo O o
HO HO
39)

(36)



25

39

o
HO
WO
HO 0
“O&o OoH
OH
o OH
OH

(40) (41)

Fonte: Autoria prépria (2021).

Mais recentemente, a caracterizacao fitoquimica do extrato hexanico de S. maritima
Linn, por cromatografia gasosa a coplada a espectrometria de massa, possibilitou a identificacdo
de octadecanamida (1,19 %), docosenamida (7,29 %), esqualeno (2,29 %), acido miristico (2,21
%), acido pentadecanoico (1,25 %), 9-cedranona (1,76 %), acido palmitico (19,8 %), acido

ascorbico (11,3 %), acido linoleico (31,0 %) e &cido estearico (18,7 %) (SOUSA et al., 2021).

3.3. Derivados semissintéticos e biotransformados da estemodina

O diterpeno estemodina tem sido investigado sob uma perspectiva semissintética
em muitos estudos. Alguns desses analogos (Figura 7) séo: 2a-etioniloxi-13-hidroxiestemodano
(42), estemod-12-eno(43), estemodano (44), 2a-etilcarboniloxi-13-hidroxiestemodano (45),
2a-fenilcarboniloxi-13-hidroxiestemodano (46), 2a-dimetilcarboniloxi-13-hidroxiestemodano
(47), 13-dimetilcarbamoxi-2a-hidroxiestemodano (48), 2a-13-bis(fenilcarbamoxi)estemodano
(49), 2a-fenilcarbamoxi-13-hidroxiestemodano (50), 2a-(N-fenilcarbamoxi-N-fenil)-13-
hidroxiestemodano (51), 2a-difenilcarbamoxi-13-hidroxiestemodano (52), 2a-difenilfosfato-
13-hidroxiestemodano (53), 2a-propioniloxi-13-hidroxiestemodano (54), 2a-isobutiroxi-13-
hidroxiestemodano (55), 2a-fenilcarboniloxiestemod-12-eno (56), 2a-dietilfosfatoestemod-12-
eno (57), Z2a-hidroxiestemod-12-eno (58), Z2a-difenilfosfatoestemod-12-eno (59), 2p-
hidroxiestemod-11-eno (60), 2a-hidroestemodano (61), 2p3-hidrostemodano (62), estemodan-2-
ano (63), 13(S)-hidroxistemodano (64), 13(R)-hidroxistemodano (65), 13(R)-hidroxistemodan-
2-ona (66), 2a,13(R)-diidroxistemodano (67), 2B,13(S)-diidroxistemodano (68), 2p,13(R)-
diidroxistemodano (69), 2B-hidroxiestemod-12-eno (70), 15(13—12)abeo-13p-
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hidroxiestemaran-2-ona (71), 15(13—12)abeo-estemaran-2,13-diona (72), 15(8—9)abeo-12f-
hidroxiestachan-2-ona (73), 15(8—9)abeo-estachan-2,12-diona (74), 12-bromoestemod-12-en-
2-ona (75), 13a-hidroxiestemod-11-en-2-ona (76), 15B-hidroxiestemar-16-en-2-ona (77),

15(8—9)abeo-12p,16a-dibromoestachan-2-ona (78), 15(8—9)abeo-12p,16p-
dibromoestachan-2-ona (79), 15(8—9)abeo-120a,14p-dibromoestachan-2-ona (80),
15(8—9)abeo-14(13—16)abeo-estacha-12,15-dien-2-ona (81), 13B-hidroxi-

15(8—9)abeo,14(13—16)abeo-estacha-15-en-2-ona  (82) (MANCHAND et al.,, 1973;
BUCHANAN e RESSE, 2001; MARTINS; REYNOLDS e REESE, 2004; MARTINS;
REYNOLDS e REESE, 2005; RUSSEL et al., 2011).

Figura 7 - Formulas estruturais de derivados semissintéticos da estemodina
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Fonte: Autoria prépria (2021).

Com relacdo aos derivados de biotransformacdo, alguns analogos obtidos a partir
da modificacdo estrutural da estemodina por fungos também sdo relatados na literatura. A
biotransformacdo da estemodina pelos microrganismos Mucor plumbeus e Whetzelinia
sclerotiorum, possibilitou a funcionalizacao (hidroxilacdo e acetilacdo) de diferentes carbonos
na estrutura do substrato, gerando os compostos 83-90 (CHEN et al., 2005). A incubacdo da
estemodina com Cephalosporium aphidicola resultou também em produtos biotransformados
hidroxilados (91-94) (HANSON et al., 1994). Outros derivados acilados como 0s compostos
95 e 96 foram obtidos a partir da incumbacdo da estemodina com Beauveria bassiana ATCC
7159. Além disso, os compostos 97-102 foram biossintetizados a partir da fermentacdo de
Phanero chaetechrysosporium com diterpeno estemodina (BUCHANAN e REESE, 2001;
LAMM, REYNOLDS e REESE, 2006). Os compostos 103-106 foram obtidos a partir da
biotransformacdo da estemodina com Rizopus arrbizus e Streptomyces SP-NRRL5691
(HUFFORD et al., 1991). O derivado 107 foi gerado a partir da incubagdo da estemodina com
P. cellulosum (BADRIA e HUFFORD, 1991) e os composto 108-111 foram produzidos quando
a estemodina foi biotransformada por Rhizopus oryzae ATCC1145 (MARTIN; REYNOLDS e
REESE, 2005). As estruturas dos derivados biotransformados da estemodina sdo mostradas na

Figura 8.
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Figura 8 - Formulas estruturais de derivados de biotransformagao da estemodina
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Fonte: Autoria propria (2021).
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Métodos cromatograficos

4.1.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada em cromatoplacas
recobertas de silica 60 ALUGRAM® SIL G/UV254 (espessura de 0,2 mm). Estas foram
utilizadas para acompanhar o desenvolvimento das reacdes e definir os eluentes adequados para
as purificacbes em coluna aberta dos compostos semissintetizados. As elui¢fes ocorreram
utilizando-se os solventes acetato de etila, metanol, diclorometano e hexano em diferentes
proporcdes. As eluigdes cromatograficas ocorreram em cubas, e os perfis cromatogréficos
foram revelados, utilizando-se uma solucdo de vanilina, seguido de aquecimento com ar

aquecido com auxilio de secador.

4.1.2 Cromatografia em coluna

A cromatografia em coluna com gel de silica para cromatografia flash (Sigma-
Aldrich®) permitiu o isolamento do substrato e a purificacdo dos derivados. Em cada processo
cromatografico utilizou-se uma coluna com diametro e comprimento adequado a quantidade do
composto a serem purificados. Os eluentes foram preparados a partir dos solventes acetato de
etila e hexano.

4.2 Métodos de analise
4.2.1 Espectroscopia de absorc¢éo na regido do infravermelho (1V)

Para a obtencdo dos padrBes espectrais de absorcdo na regido de infravermelho
utilizou-se o espectrometro Shimadzu®, modelo IRTracer-100 FT-IR, do Departamento de
Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceard (DQOI/UFC). Na anélise
utilizou-se pastilhas de KBr e o intervalo de nimero de onda na regio de 400 a 4000 cm™.

4.2.2 Espectrometria de massas de alta ressolucédo (EMAR)

Nas analises foi utilizado um Cromatégrafo Liquido Ultimate 3000,
ThermoScientific, com coluna Zorbax Eclipse Plus fenil hexil — Agilent (4,6 x 100mm; 3,5
pm), acoplado ao espectrémetro de Massas de Alta Resolugdo Q-Exactive, ThermoScientific,
com fonte H-ESI, operando em modo positivo e negativo, utilizando voltagem do spray 3,5 kV,

gas de bainha 30, gas auxiliar 10, temperatura do capilar 350°C, temperatura de gas auxiliar
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250 °C, tube lens55 e faixa de massas m/z 150-850. pertencente ao Centro Regional para o

Desenvolvimento Tecnoldgico e Inovagdo de Goiania (CRTI), Goi&nia-GO.

4.2.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os experimentos de espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H, $3C
uni e bidimensionais, foram realizados em espectrémetro Bruker®, modelo Advance DRX-500,
pertencente ao Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear da
Universidade Federal do Ceara (CENAUREMN-UFC). As amostras foram dissolvidas em 400
a 600 pL de cloroférmio deuterado (CDCIs) e acondicionadas em tubos de RMN para a analise.
Utilizou-se a frequéncia do hidrogénio a 500 MHz e a frequéncia do carbono a 125 MHz. As
multiplicidades observadas nos espectros de *H foram mencionadas como s (singleto), d
(dupleto), t (tripleto) e m (multipleto). Os valores de descolamentos quimicos (8) foram
expressos em partes por milhdo (ppm) e referenciados em relacdo ao solvente deuterado
utilizado.

O padréo de hidrogenacao dos carbonos foi determinado a partir de experimentos
de DEPT-135° (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), com amplitude positiva
para CH e CHs, e amplitude negativa para CH.. Foram realizados experimentos bidimensionais
de *H,"3C-HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence) para determinar correlacdes a
londa distancia 2J e 3J. O experimento de'H,"*C-HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Correlation) possibilitou verficar a correlagdo direta J e o experimento H<H-COSY
(Homonuclear COrrelation SpectroscopY) foi utilizado para determinar os acoplamentos entre

hidrogénios.

4.2.4 Ponto de fuséo (p.f)

Os pontos de fusdo dos derivados semissintetizados foram determinados em
equipamento de Microquimica® modelo MQAPF- 302, pertencente ao Laboratério de
Biotecnologia e Sintese Organica da Universidade Federal do Ceard (LABS/UFC). As analises

foram feitas a uma taxa de aquecimento de 2 °C/min.

4.3 Extracdo e isolamento da estemodina (STME)

As folhas de Stemodia maritima Linn. foram coletadas no municipio de
Pentecostes-CE, 3° 55' 52.71" S e 39°12'1 8.24" O, pelo professor Manoel Andrade Neto, em
outubro de 2020. Inicialmente, as folhas foram secas a temperatura ambiente e posteriormente

trituradas em liquidificador industrial para gerar 700 g de um material na forma de p6. Em
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seguida, realizou-se a extragdo do material com hexano a frio, com intervalos de 48 h entre cada
extragao.

O material extraido foi concentrado sob pressdo reduzida em evaporador rotativo a
40 °C. Apds a completa evaporacao do solvente, o extrato foi mantido em banho Maria a 50°C,
para remogédo de solvente residual. Foram obtidos 34 g de um extrato bruto de coloragéo
esverdeada, denominado EHST. Este material foi, em seguida, dissolvido novamente em
hexano e submetido a uma particdo com acetonitrila/metanol 1:1.

A fracdo MeCN/MeOH contendo o subtrato de interesse, foi concentrada sob
pressédo reduzida em evaporador rotativo a 40 °C, gerando 18 g do extrato agora denominado
EMST. Este extrato, posteriormente, foi submetido a purificacdo em coluna, utilizando acetato
de etila/hexano como eluente (7:3). Foram coletadas 20 fragdes de 50 mL, que mediante
analise por CCD revelou-se que o metabolito de interesse (estemodina) estava presente entre as
fragdes 13-15. Com isso, as fragcOes foram agrupadas, concentradas em rota evaporador,
transferidas para frasco tarado e secas em banho maria a 50 °C. Como resultado foram obtidos
900 mg (5%) de estemodina (STME) pura na forma de um so6lido branco. O esquema geral para

obtencdo da estemodina purificada e mostrado na Figura 9.

Figura 9 - Esquema geral para obtencéo da estemodina
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. Particio
Trituragem Hexénica MeOH,?ACN
LanQH - H
{— [ — i
Estemodina Purificac¢io EMST

Fonte: Autoria prépria (2021).
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4.4 Semissintese de derivados

Na obtencdo de derivados semissintéticos da estemodina (STME) foram
empregadas reacdes de oxidacdo, oximacdo, acilacdo e acetilacdo do substrato natural. O

esquema geral de obtencdo dos produtos, com as reacGes utilizadas, € mostrado na Figura 10.

Figura 10 - Esquema geral de obtenc&o dos derivados semissintéticos da estemodina

Oxidacao
—_—

ROWVN

STME-P1/P2

R= Acetil, propanoila,
P1: R,= propanoila, R,=H hexanoila e decanoila
P2: R;=R,= propanoila

Fonte: Autoria prépria (2021).

A seguir sdo apresentadas com maiores detalhes as metodologias semissintéticas

utilizadas para a obtencéo dos derivados do diterpeno estemodina.
4.4.1 Reacdo de oxidacao da estemodina- STME

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL, foram dissolvidos 220 mg (0,71 mmol)
de STME em 3 mL de diclorometano. Posteriormente, adicionou-se 2 mL de reagente de Jones
e manteve-se o0 sistema reacional sob agitacdo e temperatura ambiente. A reacdo foi monitorada
por CCD com o eluente acetato de etila/hexano 2:1. Apds uma hora, realizou-se o tratamento
com a adi¢do de 25 mL de agua destilada, seguida da extracdo com diclorometano (5x5 mL).
Em seguida, a fase orgénica foi seca com Na>SOs anidro, filtrada e concentrada em evaporador
rotatério a 40 °C. O produto obtido foi purificado em coluna aberta, utilizando-se

aproximadamente 16 g de silica para cromatografia flash (® = 1,5 cm, h = 20,5 cm) e acetato
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de etila’/hexano 2:1 em eluicdo isocratica. Ap6s o processo de purificacdo, foram obtidos 210
mg do produto puro, na forma de um solido branco, denominado STME-1, com um rendimento

de 96,33 %. O esquema dessa reacao € mostrado na Figura 11.

Figura 11 - Esquema da reacdo de oxidacao da estemodina (STME)
.‘\\\OH

HO,,

Reag. Jones
t.a, 1h

2
,
4

STME STME-1

Fonte: Autoria propria (2021).
4.4.2 Reacéo de oximacgao de STME-1

Em um baldo de fundo redondo (25 mL), foram adicionados 248,11 mg de K>CO3
e 82,27 mg de cloridrato de hidroxilamina, seguido de, 129,6 mg de SMTE-1 (0,4256 mmol) e
aproximadamente 3 mL de diclorometano. A mistura reacional foi mantida sob refluxo a 60 °C
e monitorada por CCD, utilizando-se acetato de etila’hexano (1:1) como eluente. Ap6s 0
término da reacdo, o meio reacional foi tratado com 30 mL de &gua destilada, e extraido com
diclorometano (3x10 mL). A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro (Na;SOa),
filtrada e concentrada em evaporador rotatorio. Posteriormente, o produto bruto foi purificado
em coluna aberta, com aproximadamente 20 g de silica para cromatografia flash (® = 1,0 cm;
h =46 cm), utilizando-se acetato de etila/hexano 2:1 em eluicédo isocratica. Apds o processo de
purificacdo, foram obtidos os dois produtos OXI-Z (54,4mg; 40,00 %) e OXI-E (47,7 mg;
35,08 %) ambos na forma de solidos brancos. O esquema reacional para semissintese destes

derivados é mostrado na Figura 12.
Figura 12 - Esquema da reacdo de oximacao da estemodina oxidada (STME-1)
NH,OH. HCl,

K,CO;, CH,Cl,
refluxo, 1h

OXI-E/Z

Fonte: Autoria préopria (2021).
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4.4.3 Reacdo de acetilagdo de OXI-Z com anidrido acético

Em um bal&o de fundo redondo de 25 mL, foram dissolvidos 10,7 mg de OXI-Z
(0,033 mmol) em 3 mL de diclorometano e, em seguida, foram adicionados 8 mg (0,066 mmol)
de DMAP, 6,24 uL (0,066 mmol) de anidrido acético e 9 uL (0,066 mmol) de EtsN. A reacdo
foi realizada sob agitagdo magnética a temperatura ambiente e acompanhada por CCD,
utilizando acetato de etila/hexano 2:1 como eluente. Apds o término da reacdo (1h), o solvente
foi removido em evaporador rotatorio sob vacuo. O produto foi purificado em cromatografia
em coluna aberta, utilizando 8 g de silica para cromatografia flash (® = 1,05 cm; h = 18,0 cm),
em eluicdo isocratica com acetato de etila’hexano 2:1, como eluente. Apds a purificacdo
cromatografica, foi obtido o produto OXI-Z1 com 10 mg (82,57 %) na forma de um sélido

branco. O esquema reacional para obtencéo deste derivado € mostrado na Figura 13.

Figura 13 - Esquema da reacéo de acetilacdo de OXI-Z.

Anidrido acético
DMAP, ET;N
t.a, 1h

OXI-Z

Fonte: Autoria prépria (2021).

4.4.4 Reacdo de acilacdo de OXI-Z com cloreto de propanoila

Em um bal&o de fundo redondo de 25 mL, foram dissolvidos 21 mg de OXI-Z (0,0626
mmol) em 3 mL de diclorometano e, em seguida, adicionou-se 7,648 mg (0,0626 mmol) de
DMAP, 26,18 pL (0,188 mmol) de Et3N e 16,33 pL (0,188 mmol) de cloreto de propanoila.

Areacdo foi mantida sob agitacdo magnetica a temperatura ambiente e acompanhada por
CCD, utilizando-se acetato de etila/hexano 2:1 como eluente. Apds o término da reacdo, 0
solvente do meio reacional foi evaporado em evaporador rotatério a 40 °C. O produto obtido
foi submetido a purificacdo cromatografica, em coluna aberta utilizando 6 g de silica para
cromatografiaflash (® =1,05cm; h=12 cm), em eluic¢do isocratica com acetato de etila/hexano
2:1. Ap0s o processo de purificagdo obteve-se o produto OXI1-Z2 (23,9 mg; 96,82 %) na forma

de um liquido viscoso. O esquema reacional € mostrado na Figura 14.
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Figura 14 - Esquema da reacdo de acilagcdo de OXI-Z com cloreto de propanoila
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Fonte: Autoria propria (2021).
4.4.5 Reacao de acilacdo de OXI-Z com cloreto de hexanoila

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL, foram dissolvidos 20 mg de OXI-Z
(0,0626 mmol) em 3 mL de diclorometano e, em seguida, foram adicionados 7,648 mg (0,0626
mmol) de DMAP, 26,18 uL (0,188 mmol) de EtsN e 26,28 pL (0,188 mmol) de cloreto de
hexanoila. A reacdo foi realizada sob agitacdo magnética a temperatura ambiente e monitorada
por CCD com hexano/acetato de etila 2:1 como eluente. Apds o término da reacdo, o solvente
do meio reacional foi evaporado em evaporador rotatério a 40 °C. Posteriormente, o produto
obtido foi submetido a cromatografia em coluna aberta utilizando 8 g de silica para
cromatografia flash (® = 1,05cm; h = 18 cm) em eluicdo isocratica com o eluente
hexano/acetato de etila 2:1. Apds o processo de purificacdo, o produto OXI1-Z3 foi obtido com

18,2 mg (56,36 %) na forma de um liquido viscoso. O esquema reacional na Figura 15.

Figura 15 - Esquema da reag&o de acilagdo de OXI-Z com cloreto de hexanoila

Cloreto de hexanoila
DMAP, ET;N
t.a, 1h

Fonte: Autoria préopria (2021).

4.4.6 Reacdo de acetilagdo de OXI-E com anidrido acético

Em um baldo de fundo redondo (25 mL), foram dissolvidos 15 mg de OXI-E
(0,053 mmol) em 3 mL de diclorometano e, em seguida, 12 mg (0,094 mmol) de DMAP, 8,88
pL (0,094 mmol) de anidrido acetico e 12,8 pL (0,094 mmol) de EtsN. A reacgdo foi realizada

sob agitacdo magnetica a temperatura ambiente e acompanhada por CCD, utilizando-se acetato
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de etila/hexano 2:1 como eluente. Apds o término da reagdo, o solvente foi removido em
evaporador rotatério a 40 °C. O produto foi purificado por cromatografia em coluna aberta
utilizando 8 g de silica para cromatografia flash (® = 1,05 cm; h = 18,0 cm), com eluicdo
isocratica com acetato de etila/ hexano 2:1 como eluente. Apoés a purificagédo, o produto OXI-
E1 foi obtido com 18,5 mg (96.20 %) na forma de um sélido branco. O esquema reacional é
mostrado na Figura 16.

Figura 16 - Esquema da reacao de acetilagdo de OXI-E
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Fonte: Autoria prépria (2021).

4.4.7 Reacdo de acilacdo de OXI-E com cloreto de propanoila

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL, foram dissolvidos 15 mg de OXI-E
(0,0469 mmol) em 3 mL de diclorometano e, em seguida, adicionou-se 5,73 mg (0,0469 mmol)
de DMAP, 12,22 uL (0,1407 mmol) de cloreto de propanoila e 19,59 uL (0,1407 mmol) de
EtaN. A reacdo foi realizada sob agitagdo magnética a temperatura ambiente e monitorada por
CCD, utilizando-se acetato de etila’hexano 2:1 como eluente. Ap6s o término da reacéo, 0
solvente foi removido em evaporador rotatorio a 40 °C. Posteriormente, o produto foi purificado
por cromatografia em coluna aberta utilizando-se 7 g de silica para cromatografia flash (® =
1,05 cm; h=15,0 cm), com eluicdo isocratica, e utilizando como eluente acetato de etila’hexano
2:1. Apds o processo de purificacdo, foi obtido o produto OXI-E2 com 15 mg (85,08%) na

forma de um sélido branco. O esquema reacional é mostrado na Figura 17.

Figura 17 - Esquema da reacdo de acilagcdo de OXI-E com cloreto de propanoila.
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t.a, 1h
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Fonte: Autoria prépria (2021).
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4.4.8 Reacao de acilacdo de OXI-E com cloreto de hexanoila

Em um baldo reacional (25 mL), foram dissolvidos 20 mg de OXI-E (0,0626
mmol) em 3 mL de diclorometano e, em seguida, adicionou-se 7,65 mg (0,0626 mmol) de
DMAP, 26,25 uL (0,1878 mmol) de cloreto de hexanoila e 26,15 pL (0,1878 mmol) de EtsN.
A reacdo foi realizada sob agitagdo magnética a temperatura ambiente e acompanhada por CCD
com o eluente acetato de etila/hexano 2:1.

Apbs duas horas reacionais, o solvente foi removido em evaporador rotatério a 40
°C. O produto obtido foi submetido a purificacdo em coluna cromatogréafica utilizando-se 21 g
de silica para cromatografia flash (® = 1,0 cm; h = 46 cm), em elui¢do isocratica com
hexano/acetato de etila 1:1 como eluente. Apds o processo de purificacdo, o produto OXI-E3
foi obtido com 15,7 mg (60,05 %) na forma de um soélido branco. O esquema reacional para

obtencdo deste derivado é mostrado na Figura 18.

Figura 18 - Esquema da reag&o de acilacdo de OXI-E com cloreto de hexanoila

Cloreto de hexanoila
DMAP, ET;N
R E—
t.a, 1h

Fonte: Autoria propria (2021).

4.4.9 Acilacdo de OXI-E com cloreto de decanoila

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL, foram dissolvidos 12,7 mg de OXI-E
(0,0398 mmol) em 3 mL de diclorometano e, em seguida, adicionou-se 9,72 mg (0,0796 mmol)
de DMAP, 16,52 uL (0,076 mmol) de cloreto de decanoila e 16,73 pL (0,1194 mmol) de EtsN.
A reacdo foi realizada sob agitagdo magnética a temperatura ambiente e acompanhada por CCD
com o eluente acetato de etila/hexano 2:1. Ap6s o término da reacdo, o solvente foi removido
do meio reacional e evaporado em evaporador rotatorio a 40 °C. Posteriormente, o produto
obtido foi purificado em coluna cromatografica aberta utilizando 7 g de silica para
cromatografia flash (® = 1,05 cm; h = 15 cm) com elui¢&o isocrética, utilizando como eluente

acetato de etila/hexano 2:1. Apds o processo de purificacdo, o produto OXI-E4 foi obtido com
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17,5 mg (92,93%) na forma de um liquido viscoso. O esquema reacional para a obtencao deste

derivado é mostrado na Figura 19.

Figura 19 - Esquema da reacdo de acilacdo de OXI-E com cloreto de decanoila.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

4.4.10 Reacao de acilacdo de STME com cloreto de propanoila

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL, foram dissolvidos 20 mg de estemodina
(SMTE) (0,065 mmol) em 5 mL de diclorometano e, em seguida, foram adicionados 28,40 pL
(0,326 mmol) de cloreto de propanoila, 9,05 pL (0,065 mmol) de EtsN e 0,79 mg (0,0065 mmol)
de DMAP. A reacdo foi realizada sob agitacdo magnética a temperatura ambiente e
acompanhada por CCD, utilizando-se hexano como eluente. Ap0s trés horas reacionais, 0
solvente foi removido em evaporador rotatorio a 40 °C, e os produtos obtidos foram purificados
em coluna cromatografica utilizando-se 23 g de silica para cromatografia flash (® = 1,0cm; h
= 45 cm), com hexano 100% como eluente. Ap6s o processo de purificacdo, foram obtidos os
produtos STME-P1(monoacilado) com 16 mg (67,65%) de rendimento e STME-P2 (diacilado)
com 8 mg (30%). Ambos os produtos foram obtidos na forma de liquidos. O esquema reacional
é representado na Figura 20.

Figura 20 - Esquema da reacdo de acilacdode STME com cloreto de propanoila
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Fonte: Autoria prépria (2021).
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4.5 Atividade bioldgica

4.5.1 Atividade citotoxica

Os ensaios de citotoxicidade pelo método do MTT, frente a células cancerigenas,
foram realizados no Laboratério de Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceara
(LOE-UFC) sob a coordenacdo da Dra. Fatima de Cassia Evangelista de Oliveira com a
supervisdao da Profa. Claudia Pessoa. Anélises de citotoxicidade pelo método do MTT séo
comumente utilizadas em centros de referéncia, como € o caso do programa de screening do
National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000 substancias por
ano (SKOEHAN et al., 1990).

E um método rapido, sensivel e barato, que foi descrito primeiramente por Mosman
(1983) e que permite analisar a viabilidade e o estado metabdlico celular. E uma analise
colorimétrica baseada na converséao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente
nas células metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir
facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acao.

Nos ensaios, todas as amostras foram dissolvidas em DMSO na concentracdo
estoque de 5 mg.mL™?, sendo mantidas sob refrigeracéo (-20 °C) até o momento do uso. Foi

utilizada a Doxurrubicina como controle positivo na concentragdo estoque de 1 mM.

Tabela 1 - Linhagens celulares e suas especificacdes

Linhagens Tipos Concentracéo de Meio de
celulares plagueamento cultivo
(células/ml)
HCT-116 Carcinoma de colon retal 0,7x 10° RPMI 1640
PC-3 Carcinoma de prostata 0,1x 108 RPMI 1640
HL 60 Leucemia promielocitica 0,3 x 10° RPMI 1640
SNB-19 Glioblastoma multiforme 0,1 x 10° RPMI 1640

Fonte: Autoria propria (2021).

As linhagens de células cancerigenas humanas, mostradas na Tabela 1, foram
plaqueadas nas concentracbes de 0,3x10° céls.mL? para HL 60, 0,1 x 10°® céls.mL™ PC3 e
SNB19, enquanto para HCT 116 foi de 0,7x10°. Apds 24 horas estas foram tratadas com as
substancias teste em concentragdo Unica de 25 pg.mL™* em quadruplicata. Depois de 72 h
incubadas, em estufa a 5% de CO2 na temperatura de 37°C, as placas foram centrifugadas e o
sobrenadante removido. Em seguida, foram adicionados 100 pL da solu¢do de MTT (sal de

tetrazolium), e as placas foram reincubadas por 3h. Apds a reincubacdo as placas foram
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novamente centrifugadas para retirada da solugéo de MTT e posteriormente foi adicionado 100
pL de DMSO puro. Apds ocorrer a total dissolugao do precipitado de formazan foi realizada a

leitura em espectrofotbmetro de placa a 595 nandmetros
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacgao estrutural de estemodina (STME)

O metabdlito estemodina (STME), Figura 21, foi obtido na forma de um sélido
branco, com ponto de fusdo na faixa de 189,9-192,4 °C. O espectro na regido do infravermelho
(IV), Figura 22, mostra bandas de deformacao axial de ligagdo O-H em 3313 cm™, deformagio
axial de ligacdo C-H de carbono sp® em 2935 cm, deformagéo axial em 1030 da ligagdo C-O,
e deformagdes angulares de CH,em 1467 e CHs em 1367 cm™.

Analisando-se os espectros de RMN de *C (Figura 23), em comparagdo com 0
DEPT 135° (CDCls/125 MHz), Figura 24, foi possivel destacar a presenca de quatro sinais de
carbonos metilicos C-17 (28,21); C-18 (34,73); C-19 (23,80) e C-20 (19,76). Oito sinais de
carbonos metilénicos C-1 (45,89); C-3 (50,82); C-6 (22,20); C-7 (36,61); C-11 (27,82); C12
(32,89); C-15 (38,22); C-16 (30,20). Trés sinais de carbono metinicos C-5 (46,70); C-8 (37,01);
C-14 (46,29), além de dois sinais mais desprotegidos C-2 (65,47) e C-13 (72,68),
possivelmente, de carbonos carbindlicos. Os sinais em 34,92; 50,30 e 40,34 ppm foram
atribuidos aos carbonos C-4, C-9 e C-10, respectivamente.

O espectro de RMN de H (CDCls/500MHz) de STME (Figura 25) mostrou o
seguinte padrédo de sinais 4: 2,00 (H-1, s,1H); 3,74 (H-2, m, 1H); 175 (H-3, s, 1H); 122(H5, d,
J = 3,3Hz, 1H), 1,40 (H-6, s, 1H); 1,91 (H-7, s, 1H); 1,73(H-8, m, 1H); 1,63 (H-11, m, 1H);
1,51(H-12, m, 1H); 1,97 (H-14, m, 1H); 1,70 (H-15, s, 1H); 1,82 (H-16, d, J = 11,6, 2H); 1,11
(H-17, s, 3H); 0,94 (H-18, s, 3H); 0,91 (H-19, s, 3H); 0,97 (H-20, s, 3H).

Os dados espectrais bidimensionais *H,**C-HMBC, revelaram as correlacdes a
longa distancia (?J e 3J) entre hidrogénios e carbonos (Figura 26). Dentre as correlacdes
observadas, destacam-se as correlagdes entre H-17—C-12 (a), H-17—C-13 (b), H-17—C-14
(c), H-18—C-19 (d), H-18—C-4 (e), H-18—C-5 (f), H-18—C-3 (g), H-19—C-18 (h), H-
19—C-5 (i), H-19—C-3 (j), H-20—~C-10 (k), H-20—~C-1 (I) e H-20—C-9 (m).

A partir das anélises dos dados espectrais bidimensionais *H,**C-HSQC (Figura
27), que se encontram sumariados na Tabela 2, além de comparagdo com dados da literatura,
foi possivel fazer a atribuigdo inequivoca de todos os deslocamentos quimicos de hidrogénios
e carbonos de STME. Além disso, 0 espectro de massa de alta resolucdo (Figura 28) obtido por
ionizagcdo por eletrospray, mostrou no modo positivo, a presenga do pico m/z em
329,2441daltons, referente ao aduto de sodio [M+Na]". Esse sinal confirma a formula
molecular C20H3402, a massa molar de 306,2544 daltons.



Figura 21 - Férmula estrutural da estemodina (STME)

Fonte: Autoria propria (2021).

Figura 22 - Espectro na regido do infravermelho (1VV) de STME
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Figura 23 - Espectro de RMN de ‘3C de STME (CDCIl3/125MHz)
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Figura 24 -Espectro de RMN de *C DEPT 135° de STME (CDCl3/125MHz)
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Figura 25 - Espectro de RMN de *H de STME (CDCl3/500 MHz)
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Figura 26 - Espectro de RMN 2D H,**C-HMBC de STME (CDCl3/500/125 MHz )
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Figura 27 - Espectro de RMN 2D H,*C-HSQC de STME (CDCl3/500/125 MHz)
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Figura 28 - Espectro de massa de alta resolucdo de STME
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Tabela 2 - Dados de deslocamentos quimicos (5 em ppm) de RMN *H e 3C de STME em
comparacdo com dados da literatura (RODRIGUES et al., 2010)

#C 5C 5 H Lit §BC 5H

1 460 1,99;1,21 45,89 2,00 (s, 1H); 1,16 (m, 1H)
2 655 3,77 (tt,J=11,9;3,7 Hz) 6547 3,74 (m, 1H)

3 509 1,78:1,09(t, J=11,9) 50,82 1,75(s, 1H); 1,07 (m, 1H)
4 350 - 34,73 -

5 46,7 1,24 46,70 1,22 (d, 1H)

6 222 142121 22,20 1,40 (s, 1H); 1,20 (d, J=3,3 Hz, 1H)
7 366 1,92:1,15 36,61 1,91(m, 1H); 1,16 (m, 1H)
8 370 1,76 37,01 1,73 (m, 1H)

9 503 - 50,30 -

10 404 - 40,33 -

11 27,9 1,65;1,40 27,86 1,63 (t, 1H); 1,37 (m, 1H)
12 330 1,57;1,43 32,88 1,51 (m, 1H); 1,33 (m, 1H)
13 726 - 72,68 -

14 463 1,96 46,29 1,97 (m, 1H)

15 38,3 1,74;1,26 38,22 1,70 (s, 1H): 1,25 (m, 1H)
16 30,2 1,82 (d, J=1,6 Hz) 30,20 1,82 (d, J=11,6 Hz, 2H)
17 283 1,13 28,21 1,11 (s, 3H)

18 348 0,96 34,92 0,94 (s, 3H)

19 239 0,93 23,82 0,91 (s, 3H)

20 19,8 0,99 19,76 0,97 (s, 3H)

Fonte: Autoria propria (2021).

5. 1.1 Caracterizacao estrutural de STME-1

O derivado STME-1 (Figura 29) foi obtido a partir da oxidacdo STME com
reagente de Jones, com 96,33% de rendimento. O composto foi purificado na forma de um
s6lido branco com ponto de fusdo na faixa de 215,4-216,7 °C. O espectro de infravermelho
(Figura 30) mostra bandas de deformacio axial de ligagdo O-H de alcool em 3471 em cm?,
deformacdo axial de ligagdo C-H de carbono sp® em 2945 cm™, deformagéo axial em 1723 da
ligagdo C=0 de carbonila de cetona, deformagdes angulares de CH> em 1456 e CHz em 1369
cm?, além da deformagio angular de ligagido C-CO-C de cetona em 1200 cm™, que justificam
a formacéo do produto oxidado.

Analisando os espectros de RMN *3C (Figura 31) e DEPT 135° (CDCl3/125MHz)
de STME-1 (Figura 32), verificou-se a presenca de vinte sinais para carbonos em diferentes
ambientes eletronicos, sendo sete sinais de CH ou CHg, oito sinais de CH: e cinco de carbonos
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ndo hidrogenados. Evidencia-se o aparecimento do sinal em 212,45, de carbono néo
hidrogenado e que foi atribuido ao C-2. A mudanca quimica sofrida em relagcdo ao substrato,
pode ser explicada pelo aumento da eletronegatividade do atomo de oxigénio devido a sua
hibridacdo sp? e consequentemente maior desprotecdo do carbono diretamente ligado a ele.
Outras mudancas de aproximadamente quatro ppm foram observadas nos deslocamentos
quimicos de carbonos-a a carbonila, ou seja, C-1 e C-3 provocadas também por efeitos de
desblindagem. A seguir sdo mostradas as correlacdo dos deslocamentos quimicos de carbono
em ppm: C-1(51,61); C-2 (212,45); C-3(56,06); C-4 (39,29); C-5 (47,41); C-6 (22,69); C-
7(36,20); C-8 (37,43); C-9 (50,30); C-10 (44,91); C-11 (28,07); C-12 (32,87); C-13 (72,23); C-
14 (46,07); C-15 (38,32); C-16 (30,56); C-17 (28,34); C-18 (34,57); C-19 (24,06) e C-20
(18,87).

Analisando o espectro de 'H de (CDCIs/500 MHz) de STME-1 (Figura 33)
observa-se 0 desaparecimento do multipleto em 3,74 ppm gerado a partir do acoplamento de
H-2 com H-1 e H-3. Além disso, evidencia-se os deslocametnos quimicos dos hidrogénios em
carbono alfa ao grupo carbonila que devido a efeitos desprotecdo aparecem em 2,41 (d, J =
12Hz, 1H) e 2, 28 ppm (m, 2H) para aos hidrogénios do C-1 e em 2,32 (m, 1H) e 2,06 (d, J =
12,8 Hz, 1H) referente os hidrogénios do C-3.

O espectro mostra ainda o seguinte padrao de sinais 6: 1,77 (H-5, m, 1,77, 1H); 1,47
(H-6, m, 1,47, 1H); 1,95 (H-7, m, 1,95, 1H) 1,24 (H-7, m, 1H); 1,73 (H-8, m, 1H); 1,49 (H-11,
m, 1H); 1,35 (H-11, m, 1H); 1,49 (H-12, m, 1H); 1,34 (H-12, m, 1H); 1,98 (H-14, m, 1H); 1,72
(H-15, s, 1H); 1,80 (H-16, m, 1H); 1,77 (H-16, s, 1H); 1,11 (H-17, s, 3H); 1,06 (H-18, s, 3H);
0,91(H-19, s, 3H); 0,94 (H-20, s, 0,94, 3H).

A correlacdo entre os deslocamentos quimicos de hidrogénios e carbonos foram
determinadas a partir dos experimentos bidimensionais *H,**C-HSQC (CDCIl3/500/125MHz)
(Figura 34). O experimento bidimensional *H,**C-HMBC (CDCl3/500/125MHz) (Figura 35)
possibilitou a analise de correlagdes entre carbonos e hidrogénios (2J e 3J) As mais importantes
foram H-1—C-9 (a); H-1—C-10 (b); H-1—-C-2 (c); H-1—-C-20 (d); H-3—C-19 (e); H-3—C-
4 (f); H-3—C-5 (g); H-3—C-1 (h); H-3—C-2 (i); H-17—>C-13 (j); H-17—C-14 (k); H-17—C-
12 (I); H-18—C-3 (m); H-18—C-5 (n); H-18—C-4 (0); H-18—C-19 (p); H-19—C-18 (q); H-
19—C-4 (r); H-19—C-5 (s); H-19—C-3 (t). Os acoplamentos mais importantes observadas no
experimento de *H,*H-COSY (CDCls/500MHz), Figura 36, foram dos acoplamentos geminais
dos hidrogénios alfa a carbonila H-1(2,40)—H-1(2,28) e H-3 (2,30)—H-3 (2,06).



Figura 29 - Férmula estrutural de STME-1
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Figura 30 - Espectro na regido do infravermelho (IVV) de STME-1
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Figura 31 - Espectro de RMN de *3C de STME-1 (CDCl3s/125MHz)
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Figura 32 - Espectro de RMN de *C DEPT 135° de STME-1 (CDCl3/125MH?z)
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Figura 33 - Espectro de RMN de *H de STME-1 e expansdo (CDCls/500MHz)
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Figura 34 - Espectro de RMN 2D H,**C-HSQC de STME-1(CDCI3/500/125MHz)
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Figura 35 -Espectro de RMN 2D H,"*C-HMBC de STME-1 (CDCl3/500/125MHz)
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Figura 36 -Espectro de RMN H-'H-COSY de STME-1(CDCI3/500MHz)
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5.1.2 Caracterizacao estrutural de OXI-Z

O derivado OXI-Z (Figura 37) foi obtido a partir da reacdo de oximacao de STME-
1, com 40% de rendimento. O produto foi isolado na forma de um sélido branco com ponto de
fusdo na faixa de 112,4-113,5 °C. O espectro de infravermelho (IV) de (Figura 38) mostra a
presenca de deformacdes axiais da ligagdo O-H de alcool em 3400 cm™, deformacéo axial da
ligacdo C-H de carbono sp® em 2915 e deformacéo axial da ligacdo C=N de oxima em 1685
cm™,

Analisando o espectro de RMN de *C (CDCI3/125MHz) de OXI-Z (Figura 49)
verifica-se a presenca de vinte sinais, sendo destacada supressdo do sinal do carbono da
carbonila de cetona, C-2, em 212,45 ppm e o surgimento do sinal em 159,53 ppm, que pode
ser atribuido ao carbono C=N do grupo oxima, e que portanto, evidencia o0 sucesso da reacdo
de oximagéo.

Os efeitos de protegdo, ou seja, blindagem magnética que o grupo hidroxila da
oxima exerce sobre os carbonos-o tém sido descrito na literatura como um método para
determinar a estereoquimica de oximas. Sabe-se que o efeito de blindagem nesses carbonos
ocorre com intensidades diferentes. No carbono-o syn a hidroxila do grupo oxima ocorre um
deslocamento diamagnético de aproximadamente 14 ppm, ja o carbono em posicdo anti sofre

uma blindagem diamagnética que provoca uma reducdo proxima de 9 ppm, em relacdo ao
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derivado oxidado. Tal comportamento tem sido Gtil para determinar a configuragdo absoluta de
cetoximas, mas ndo dispensa a analise de espectros bidimensionais (VAGVOLGYI et al.,
2018).

A seguir sdo mostradas as correlacdo dos deslocamentos quimicos de carbono em
ppm: C-1 (34,76); C-2 (212,45); C-3 (47,03); C-4 (37,76); C-5( 48,10); C-6 (22,37); C-7
(36,42); C-8 (37,00); C-9 (50,17); C-10(42,64); C-11 (28,27); C-12 (32,84); C-13(72,76); C-14
(46,27); C-15 (38,36); C-16 (30,42); C-17(28,37); C-18 (34,11); C-19 (23,17); C-20 (18,26).

No espectro de RMN de *H (CDCI3/500MHz) de OXI-Z (Figura 40) observam-se
0s seguintes padrdes de sinais o: 3,41 (H-1, J=10, 1H); 1,62 (H-1, m, 1H); 2,05 (H-3, d, J=12,
1H): 1,96 (H-3, d, J=12, 1H); 1,13 (H-17, s, 3H); 1,02 (H-18, s, 1,02, 3H): 0,89 (H-19, s, 3H);
0,96 (H-20, s, 3H).

A confirmacdo da estrutura de OXI-Z foi auxiliada pela analise do espectro
bidimensional *H,*C-HMBC (CDCl3/500/125MHz) mostrado na Figura 41. Foram observadas
as seguintes correlagdes (2J e 3J) H-1—C-20 (a); H-1—C-10 (b); H-1—C-5 (c); H-1—C-2 (d);
H-3—C-19 (e); H-3—C-4 (f); H-3—C-5 (g); H-3—C-2 (h); H-3—C-2, H-17—C-12; H-
17—C-14; H-17—C-13; H-18—C-19; H-18—C-4; H-18—C-5; H-19—C-18; H-20—C-5; H-
20—C-1; H-20—C-10; H-20—C-5.

O espectro de massa de alta resolucdo (Figura 42) obtido pela técnica de ionizacao
por eletrospray, no modo positivo, mostra a presenca do sinal em m/z 342,2402 daltons referente
ao aduto de soédio com o composto [M+Na]*. Esse sinal confirma a férmula molecular

C20H33NO2 e a massa molar calculada de 319,2505 daltons.

Figura 37 - Férmula estrutural de OXI-Z

Fonte: Autoria propria (2021).
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Figura 38 - Espectro na regido do infravermelho (1V) de OXI-Z
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Figura 39 - Espectro de RMN 3C de OXI-Z (CDCl3/125MHz)
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Figura 40 - Espectro de RMN de *H e expansdo de OXI-Z (CDCl3/500MHz)
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Figura 41 - Espectro de RMN 2D H,**C-HMBC de OXI-Z (CDCI3/500/125MHz)
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Figura 42 - Espectro de massa de alta resolucdo de OXI-Z
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5.1.3 Caracterizacgao estrutural de OXI-Z1

O derivado OXI1-Z1 (Figura 43) foi obtido a partir da reacao de acetilacdo de OXI-
Z com anidrido acético, com rendimento de 82,57%. O produto foi purificado na forma de um
solido branco com ponto de fusdo na faixa de 172,2-173,8 °C. No espectro de infravermelho
(IV) (Figura 44) podem ser observadas bandas de deformacéo axial de ligagdo O-H de alcool
em 3472, deformacdo axial da ligagdo C-H de carbono sp® em 2941, deformacio axial da
ligagcdo C=0 de éster em 1758 cm™ e outras deformacdes angulares de CHz e CHs em 1635 e
1453 cm™, respectivamente.

A andlise do espectro de RMN de '3C (Figura 45) e DEPT 135° (Figura
46)(CDCIs/125MHz) de OXI-Z1 mostra a presenca de vinte e dois sinais de carbono, sendo
oito CH ou CHs, oito CH> e seis carbonos ndo hidrogenados que foram correlacionados da
seguinte forma: C-1 (37,61); C-2 (167,38); C-3 (46,65); C-4 (37,67); C-5( 48,10); C-6 (22,32);
C-7 (36,29); C-8 (37,31); C-9 (50,14); C-10(43,32); C-11 (28,42); C-12 (32,83); C-13(72,44);
C-14 ( 46,29); C-15 (38,36); C-16 (30,52); C-17(28,44); C-18 (34,19); C-19 (23,15) C-20
(18,39). Os sinais em 169,12 e 19,84 ppm foram atribuidos ao carbono da carbonila de éster e
carbono metilico do grupo acetil adicionado. A mudanca de deslocamento quimica observado
em C-2 deve-se ao efeito indutivo retirador de elétrons provocado pelo &tomo de oxigénio, bem
com o efeito mesomérico do oxigénio com a carbonila do ester, gerando um hibrido de
ressonancia com carga positiva no oxigénio, que consequentemente desprotege a ligacdo a

ligacdo C=N.
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O espectro de RMN de *H (CDCI3/500MHz) de OXI-Z1 (CDCls/500MHz) (Figura
47) mostra 0s seguintes padrdes de sinais 6: 3,29 (H-1, d, J=12,5, 1H); 2,32 (H-1, d, J=12,5,
1H); 2,04 (H-3, d, J=12, 1H); 1,83 (H-3, d, J=12, 1H); 1,14 (H-17, s, 3H); 1,06 (H-18, s, 3H);
0,92 (H-19, s, 3H); 0,94 (H-20, s, 3H). O sinal em 2,15 (s, 3H) € referente ao hidrogénios
metilicos adicionados. O espectro de massa de alta resolugdo (Figura 48) obtido pela técnica
por ionizag&o por eletrospray mostra a presenca do sinal em m/z 384,2505 daltons referente ao
aduto de s6dio com o composto [M+Na]*. Esse sinal confirma a férmula molecular C2;H3sNO3

e a massa molar calculada de 361,2608 daltons.

Figura 43 - Férmula estrutural de OXI-Z1

Fonte: Autoria prépria (2021).

Figura 44 -Espectro na regido do infravermelho (IV) de OXI-Z1
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Figura 45 - Espectro de RMN de 3C de OXI-Z1 (CDCl3/125MHz)
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Fonte: Autoria prépria (2021).

Figura 46 - Espectro de RMN de *C DEPT 135°de OXI-Z1 (CDCl3/125MHz)
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Figura 47 - Espectro de RMN de 1H de OXI-Z1 (CDCI3/500MHz)
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Figura 48 - Espectro de massa de alta resolucdo de OXI-Z1.
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5.1.4 Caracterizacao estrutural de OXI-Z2

O derivado OXI-Z2 (Figura 49) foi obtido a partir da reacéo de acilacdo de OXI-Z
com cloreto de propanoila, com 96,82 % de rendimento. O composto foi isolado na forma de
um liquido viscoso de coloracdo amarelo-esverdeado. O espectro de infravermelho (1V) (Figura
50) mostra a presenca de bandas de absorcdo de deformacéo axial da ligacdo O-H de alcool em
3461 cm, deformacéo axial da ligacio C-H de carbono sp® em 2935, deformacéo axial da

ligagio C=0 de éster em 1755 cm e deformacao axial da ligagio C=N de oxima em 1636 cm’
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!, O espectro de RMN de *C (CDCI3/125MHz) de OXI1-Z2 (Figura 51) mostra a presenca de
23 sinais para diferentes carbonos. A correlagdo dos deslocamento quimicos em ppm é mostrada
a seguir: C-1 (37,64); C-2 (167,43); C-3 (46,67); C-4 (37,64); C-5 (48,07); C-6 (22,29); C-7
(36,27); C-8 (37,25); C-9 (50,11); C-10 (43,32); C-11 (28,32); C-12 (32,80); C-13 (72,43); C-
14 (46,27); C-15 (38,33); C-16 (30,48); C-17(28,41); C-18 (34,16), C-19 (23,11); e C-20
(18,35). Os deslocamentos em 172,26; 26,68 e 9,32 ppm foram atribuidos, respectivamente, ao
carbono da carbonila de éster, ao carbono metilénico e ao carbono metilico do grupo propanoila
adicionado.

Analisando o espectro de RMN de *H (CDC3/500MHz) de OXI-Z2 (Figura 52)
observa-se 0s seguintes padrdes de sinais o: 3,27 (H-1, d, J=12Hz, 1H); 2,30 (H-1, d, J=13Hz,
1H); 2,02 (H-3, d, J=10 Hz, 1H); 1,83, (H-3, d, J=11,3 Hz, 1H); 1,14 (H-17, s, 3H); 1,06 (H-
18, s, 3H); 0,92 (H-19, s, 3H); 0,94 (H-20, s, 3H). Os sinais em 2,42 (q, 2H); 1,20 (t, 3H)
referentes aos carbonos metilénicos e metilicos do grupo propanoila adicionado. O espectro de
massa de alta resolucdo (Figura 53) obtido pela técnica por ionizagdo por eletrospray mostra a
presenca do sinal em m/z 398,2660 daltons referente ao aduto de s6dio com o composto
[M+Na]". Esse sinal confirma a formula molecular C23H37NOs e a massa molar calculada de
375,2763 daltons.

Figura 49 - Férmula estrutural de OXI-Z2
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Fonte: Autoria propria (2021).



Figura 50 - Espectro na regido do infravermelho (1V) de OXI1-Z2
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Figura 51 - Espectro de RMN de**C de OXI1-Z2 (CDCl3s/125MHz)
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Figura 52 - Espectro de RMN de *H de OXI-Z2 (CDCl3/500MHz)
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Figura 53 - Espectro de massa de alta resolucdo de OXI1-Z2
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5.1.5 Caracterizacao estrutural de OXI-Z3

O produto OXI1-Z3 (Figura 54) foi obtido a partir da reacdo de acilacdo de OXI-Z
com cloreto de hexanoila, com 56,36 % de rendimento. O derivado foi obtido na forma de um
liquido viscoso. Analisando o espectro de infravermelho (IV) (Figura 55) pode-se observar a

presenca de bandas de absorcéo de deformagcéo axial da ligagdo O-H de alcool em 3483 cm™,
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deformacdo axial da ligagdo C-H de carbono sp® em 2925, deformagcéo axial da ligagio C=0
de éster em 1750 cm, deformacdo axial da ligagdo C=N de oxima em 1638 cm™. Além de
deformac@es angulares em 1454 e 1372 cm™ de CHz2e CHs, respectivamente.,

O espectro de RMN de 3C (CDCI3/125MHz) de OXI-Z3 (Figura 56) mostra a
presenca de 26 sinais para diferentes carbonos que foram assinalados da seguinte forma: C-1
(37,66), C-2 (167,42), C-3 (46,69), C-4 (37,63), C-5( 48,10), C-6 (22,31), C-7 (36,29), C-8
(37,30), C-9 (50,13), C-10(43,31), C-11 (28,36), C-12 (32,84), C-13(72,42), C-14 ( 46,29), C-
15 (38,34), C-16 (30,50), C-17 (28,44), C-18 (34,18), C-19 (23,15), C-20 (18,34). Os
deslocamentos quimicos em 171,58; 33,33; 31,47; 24,85; 22.44 e 13,98 foram atribuidos ao
carbono da carbonila de éster, aos carbonos metilénicos e carbono metilico do grupo hexanoila
acoplado.

Analisando o espectro de 'H (CDCI3/500MHz) de OXI-Z3 (Figura 57) vale
destacar os seguintes padrdes de sinais d: 3,27 (H-1, d, J=12,5, 1H); 2,31 (H-1, d, J=12,5, 1H);
2,03 (H-3, d, J=10, 1H); 1,82 (H-3, d, J=10, 1H). Além dos deslocamentos em 2,38 (t, 2H);
1,69 (m, 2H); 1,27 (m, 2H); 1,33 (m, 2H) e 0,89 (t, 3H) que estdo relacionados ao grupo
hexanoila acoplado. O espectro de massa de alta resolucéo (Figura 58) obtido pela técnica por
ionizag&o por eletrospray mostra a presenga do sinal em m/z 440,3130 daltons referente ao aduto
de so6dio com o composto [M+Na]". Esse sinal confirma a formula molecular C26H4sNOs € a
massa molar calculada de 417,3233 daltons.

Figura 54 - Férmula estrutural de OXI-Z3

Fonte: Autoria propria (2021).



Figura 55 - Espectro na regido do infravermelho (1V) de OXI-Z3
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Figura 56 - Espectro de RMN de 3C de OX1-Z3 (CDCI3/125MHz)
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Figura 57 - Espectro de RMN de 'H de OXI-Z3 (CDCl3/500MHz)
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Figura 58 -Espectro de massa de alta resolugdo de OXI-Z3
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5.1.6 Caracterizacao estrutural de OXI-E

O derivado OXI-E (Figura 59) foi obtido a partir da reacdo de oximacao de STME-
1, com 35,08% de rendimento. O composto foi purificado na forma de um sélido branco com
ponto de fusdo na faixa de 189,5-190,6 °C. O espectro de infravermelho (IV) (Figura 60) mostra
a presenca de deformaces axial da ligagdo O-H de alcool em 3400 cm™, deformacéo axial da
ligagdo C-H de carbono sp® em 2915 e deformagcéo axial da ligagdo C=N de oxima em 1685
cm?,

O espectro de RMN de C (CDCls/125MHz) de OXI-E (Figura 61) mostra a
presenca de vinte sinais. A correlacdo de deslocamentos quimicos de carbono em ppm €
mostrada a seguir: C-1(42,23); C-2(159,30) C-3 (39,59); C-4 (37,00), C-5 (48,02); C-6 (22,46);
C-7(36,41); C-8 (37,58); C-9 (50,18); C-10 (42,42); C-11 (28,29); C-12 (32,99); C-13 (72,53);
C-14 (46,24); C-15 (38,23); C-16 (30,32); C-17 (28,17); C-18 (33,97); C-19 (23,76) e C-20
(18,62). Sendo destacada a presenca do sinal em 159,30 ppm, que é atribuido ao carbono do
grupo oxima. Esse deslocamento confirma o sucesso da reacdo de oximacao. A estereoquimica
do grupo oxima foi determinada com base nos valores de deslocamentos quimicos dos
carbonos-a em relagdo ao produto oxidado, onde se verifica uma maior prote¢do do carbono-a
syn & hidroxila do grupo oxima. A conformacao da oxima foi justificada ainda com base nos
em experimentos de RMN bidimensionais. As mudancas de deslocamentos quimicos foram
observadas em C-1 e C-3, provocadas pela protecdo da hidroxila do grupo oxima.

O espectro de *H (CDCIs/500MHz) de OXI-E (Figura 62), mostra os seguintes
padrdes de sinais &: 2,31 (H-1, d, J=12,2 Hz, 1H); 2,06 (H-1, d, J=12 Hz, 1H); 3,12(H-3, d,
J=12,8, 1H); 1,53 (H-3, m, 1H); 1,12 (H-17, s, 3H); 1,04 (H-18, s, 3H); 0,87 (H-19, s, 3H) e
0,92 (H-20, s, 3H). A andlise do experimento bidimensional !H,**C-HSQC
(CDCIl3/500/125MHz) de OXI-Z (Figura 63) possibilitou a correlagdo inequivoca dos carbonos
com seus respectivos hidrogénios.

Com o experimento bidimensional *H,**C-HMBC (CDCI3/500/125MHz) de OXI-
E (Figura 64) foi possivel verificar as correlagdes (2J e 3J) entre H-3—C-19 (a), H-3—C-4 (b),
H-3—C-1 (c), H-3—C-5 (d), H-3—C-2 (e), H-1—-C-20 (f), H-1-C-3 (g), H-1—C-5 (h), H-
1—-C-2 (i), H-17—C-12 (j), H-17—C-14 (K), H-17—C-13(l), H-18—C-19 (M), H-18—C-4
(n), H-18—C-5, H-19—C-18, H-20—C-5, H-20—C-10, H-20—C-5, H-20—C-9. O de 'H,'H-
COSY CDCI3/500MHz) de OXI-E (Figura 65) evidenciou o acoplamento geminal dos
hidrogénios em C-1 e C-3.
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Por fim, o espectro de massa de alta resolucdo (Figura 66) obtido pela técnica por
ionizacdo por eletrospray, no modo positivo, mostra a presenca do sinal em m/z 342,2402
daltons referente ao aduto de s6dio com o composto [M+Na]*. Esse sinal confirma a formula

molecular C20H33NO- e a massa molar calculada de 319,2505 daltons.

Figura 59 - Férmula estrutural de OXI-E

Fonte: Autoria propria (2021).

Figura 60 - Espectro na regido do infravermelho (1V) de OXI-E
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Figura 61 - Espectro de RMN de 3C de OXI-E (CDCI3/125MHz)
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Figura 62 - Espectro de RMN de *H de OXI-E (CDCl3/500MH?z)
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Figura 63- Espectro de RMN 2D H, C-HSQC de OXI-E (CDClI3/500/125MHz)
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Fonte: Autoria propria (2021).

Fiaura 64- Espectro de RMN 2D H. C-HMBC de OXI-E (CDCIz/500/125MHz)
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Figura 65 -Espectro de RMN H,'H-COSY de OXI-E (CDCl3/500MHz)
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Figura 66 - Espectro de massas de alta resolucéo de OXI-E
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5.1.7 Caracterizacgao estrutural de OXI-E1

O derivado OXI-E1 (Figura 67) foi semissintetizado a partir da reacdo de
acetilacdo deOXI-E com anidrido acético com 96.20 % de rendimento. O composto foi obtido
na forma deum sélido branco com ponto de fusdo na faixa de 150,6-151,8 °C. O espectro de
infravermelho (1V) de OXI-E1 (Figura 68) mostra a presenca de bandas de absorcéo de
deformacdo axial da ligagdo O-H de alcoool em 3481 cm™, deformagéo axial da ligagdo C-H
de carbono sp® em 2935, deformacio axial da ligagio C=0 de éster em 1755 cm™, deformagéo
axial da ligacio C=N de oxima em 1642 cm™.

Os espectros de RMN de 3C (Figura 69) e DEPT 135° (Figura 70)
(CDCI3/125MHz) de OXI-E1 mostram a presenca de 23 sinais para diferentes carbonos, sendo
oito CH ou CHs, oito CH> e sete carbonos ndo hidrogenados. Os deslocamentos quimicos foram
correlacionados da seguinte forma: C-1(42.04); C-2 (167,34), C-3 (41,91); C-4 (37.77), C-5
(47,85); C-6 (22,40); C-7(36,25); C-8 (37,46); C-9 (50,35); C-10 (43,02); C-11 (28,03); C-12
(32.98); C-13 (72,33); C-14 (46,18); C-15 (38,20); C-16 (30,30); C-17 (28,34); C-18 (33,90);
C-19 (23,63) e C-20 (18,60). Os sinais em 169,24 e 19,82 ppm sdo pertencentes ao carbono
carbonilico e ao carbono metilico do grupo acetila acoplado.

O espectro de RMN de 'H (CDCIs/500MHz) de OXI-E1 (Figura 71) mostrou 0s
seguintes padrdes de sinais o: 2,99 (H-3, d, J=12,9 Hz, 1H); 2,54 (H-1, d, J=12,4 Hz, 1H); 2,16
(s, 2H); 1,99 (5-H, m, 1H); 1,94 (H-8, m, 1H); 1,84 (H-16, d, J=1,2 Hz, 1H); 1,80 (H-16, m,
2H); 1,72 (H-15, d, J=6,1 Hz, 1H); 1,11 (H-17, s, 3H); 1,06 (H-18, s, 3H); 0,97 (H-20, s, 3H);
0,87 (H-19, s, 3H). Além disso, os sinais em 2.13 (s, 3H) referente a metila do grupo acetila
acoplado. O espectro de massa de alta resolucdo (Figura 72) obtido pela técnica por ionizagdo
por eletrospray mostra a presenca do sinal em m/z 384,2501 daltons referente ao aduto de sédio
com o composto [M+Na]™. Esse sinal confirma a férmula molecular C22H3sNO3 e a massa molar
calculada de 361,2604 daltons.



Figura 67 - Férmula estrutural de OXI-E1

Fonte: Autoria prépria (2021).

Figura 68 - Espectro na regido do infravermelho de OXI-E1
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Figura 69 - Espectro de RMN de 3C de OXI-E1(CDCl3/125MHz)
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Figura 70 - Espectro de RMN de 3C DEPT 135° de OXI-E1
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Figura 71 - Espectro de RMN de 'H de OXI-E1 (CDCl3/500MHz)
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Figura 72 - Espectro de massa de alta resolucdo de OXI-E1
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Fonte: Autoria prépria (2021).

5.1.8 Caracterizacgéo estrutural de OXI-E2

O derivado OXI-E2 (Figura 73) foi semissintetizado a partir da reacédo de acetilacéo
de OXI-E com anidrido acético, com 85% de rendimento. O composto foi obtido na forma de
um solido branco com ponto de fuséo na faixa de 123,4-124,6 °C. O espectro de infravermelho
(IV) de OXI-E2 (Figura 74) mostra a presenca de bandas de absorcéo de deformacéo axial da
ligagdo O-H de &lcool em 3491 cm?, deformacéo axial da ligagdo C-H de carbono sp® em 2925,
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deformacdo axial da ligagdo C=0 de éster em 1755 cm™, deformac&o axial da ligagdo C=N de
oxima em 1636 cm™, além de deformacdes angulares de CH, e CHz em 1456 e 1359 cm™,
respectivamente.

Os experimentos de RMN de 3C (CDCls/125MHz) (Figura 75) e DEPT 135°
(CDCI3/125MHz) (Figura 76) de OXI-E2 mostraram a presenca de 23 sinais para diferentes
carbonos, sendo oito CH ou CHgs, nove CH: e seis carbonos ndo hidrogenados, que foram
correlacionados da seguinte forma: C-1(42,07); C-2 (167,39), C-3 (41,93); C-4 (37,79), C-5
(47,87); C-6 (22,41); C-7(36,26); C-8 (37,47); C-9 (50,37); C-10 (43,06); C-11 (28,04); C-12
(33,00); C-13 (72,34); C-14 (46,20); C-15 (38,21); C-16 (30,31); C-17 (28,35); C-18 (33,91);
C-19 (23,63) e C-20 (18,61). Os sinais em 172,38; 26,66 e 9,29 pertencem respectivamente ao
carbono carbonilico ao carbono metilénico e ao carbono metilico do grupo propanoila acoplado.

O espectro de RMN de 'H (CDCI3/500MHz) de OXI-E2 (Figura 77) mostrou 0s
seguintes padrdes de sinais 6: 2,98 (H-3, dd, J=12,9, 1.9 Hz, 1H); 2,55 (H-1, dd, J=12,5, 1,7
Hz, 1H); 2,14 (H-1, d, J=12,5 Hz, 1H); 1,99 (H-5, t, J=6,1 Hz, 1H); 1,94 (H-8, m, 1H); 1,84
(H-16, d, J=11,3 Hz, 1H); 1,11 (H-17, s, 3H); 1.06 (H-18, s, 3H); 0.86 (H-19, s, 3H); 0.97 (H-
20, s, 3H). Além disso, os sinais em 2.42 (q, 2H), 1.20 (t, J = 7.6 Hz, 3H) referentes aos
hidrogénios do grupo propanoila acoplado.

O espectro de massa de alta resolucédo (Figura 78) obtido pela técnica por ionizacao
por eletrospray, no modo positivo, mostra a presenca do sinal em m/z 398,2659 daltons referente
ao aduto de soédio com o composto [M+Na]*. Esse sinal confirma a férmula molecular

C23H37NOs e a massa molar calculada de 375,2762 daltons.

Figura 73 - Férmula estrutural de OXI-E2
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Figura 74 - Espectro na regido do infravermelho (1VV) de OXI-E2
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Figura 75- Espectro de RMN de *C (CDCI3/125MHz) de OXI-E2

0 o)} <t DOV N0 =0 W0 0N~ —

@ @ A MXASSAARTARSMMSECToo
o~ f [ Nttt onnononenene A NANNN—~O
O e R

MM&NN/’LWJW«WW NMWWWW i g H;JMM it

T~ 1T Tr T Trr 17177 ~17 1 1T 71T 717
185 180 175 170 165 160 105 100 95 90 8 80 75 7fO( 65) 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5
1 (ppm

—~ -

Fonte: Autoria propria (2021).

77



78

Figura 76 - Espectro de RMN de DEPT 135° (CDCl3/125MHz) de OXI-E2
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Fonte: Autoria prépria (2021).

Figura 77 - Espectro de RMN de 'H (CDCIl3/500MHz) de OXI-E2
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Figura 78 - Espectro de massa de alta resolugdo de OXI-E2
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Fonte: Autoria propria (2021).

5.1.9 Caracterizacao estrutural de OXI-E3

O derivado OXI-E3 (Figura 79) foi semissintetizado a partir da reacao de acilacéo
de OXI-E com cloreto de hexanoila, com 60,05% de rendimento. O composto foi obtido na
forma de um sélido branco com ponto de fusdo de 95,9-96,7 °C. O espectro de infravermelho
(V) (Figura 79) mostra a presenca de bandas de absorcdo de deformacéo axial da ligacdo O-H
de alcool em 3481 cm?, deformacao axial da ligagdo C-H de carbono sp® em 2935, deformagcéo
axial da ligagdo C=0 de éster em 1755 cm™ e deformagcéo axial da ligagdo C=N de oxima em
1638 cm™.

Os experimentos de RMN de 3C (CDCls/125MHz) (Figura 80) e DEPT 135°
(CDCI3/125MHz) (Figura 81) de OXI-E3 mostraram a presenca de 26 sinais para diferentes
carbonos, sendo oito CH ou CHs, onze CH: e sete carbonos ndo hidrogenados que foram
correlacionados da seguinte forma: C-1 (42,01); C-2 (167,39), C-3 (42,10); C-4 (37,78), C-5
(47,91); C-6 (22,43); C-7(36,29); C-8 (37,51); C-9 (50,40); C-10 (43,07); C-11 (28,07); C-12
(33,05); C-13 (72,34); C-14 (46,24); C-15 (38,24); C-16 (30,35); C-17 (28,38); C-18 (33.30);
C-19 (23,66) e C-20 (18,63). Os sinais em 171,69; 31,57; 24,83; 23,66; 22,43, 13,99 sdo
pertencentes ao grupo hexanoila adicionado.

O espectro de RMN de *H (CDCl3/500 MHz) de OXI-E3 (Figura 82) mostrou 0s
seguintes padrdes de sinais 6: 2,98 (H-3, dd, J=12,9, 1,9 Hz, 1H); 2,55 (H-1, dd, J = 12,5, 1,7
Hz, 1H); 2,14 (H-1, d, J = 12,5 Hz, 1H); 1,99 (H-5, t, J = 6,1 Hz, 1H); 1,94 (H-8, m, 1H); 1,84
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(H-16, d, J = 11,3 Hz, 1H); 1,12 (H-17, s, 3H); 1,07 (H-18, s, 3H); 0,98 (H-20, s, 3H), 0,86 (H-
19, s, 3H). Os sinais em 2,38 (t, 2H); 1,69 (m, 3H); 1,33(m, 3H) e 0, 89 (t, 3H) séo referentes
aos hidrogénios do grupo hexanoila acoplado.

O espectro de massa de alta resolucéo (Figura 83) obtido pela técnica por ionizacéo
por eletrospray, no modo positivo, mostra a presenca do sinal em m/z 440,3124 daltons referente
ao aduto de sodio com o composto [M+Na]*. Esse sinal confirma a férmula molecular
C26H43NO3 e a massa molar calculada de 417,3227 daltons.

Figura 79 - Férmula estrutural de OXI-E3

Fonte: Autoria prépria (2021).

Figura 80 - Espectro na regido do infravermelho (V) de OXI-E3
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Figura 81 - Espectro de RMN de 3C de OXI-E3 (CDCI3/125MHz)
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Figura 82 - Espectro de RMN DEPT 135° de OXI-E3 (CDCl3/125MHz)
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Figura 83 - Espectro de *H de OXI-E3 (CDCIl3/500MHz)

Fonte: Autoria prépria (2021).

Figura 84 - Espectro de massa de alta resolugdo de OXI-E3
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5.1.10 Caracterizacao estrutural de OXI-E4

O derivado OXI-E4 (Figura 85) foi semissintetizado a partir da reacéo de acetilacéo
de OXI-E com cloreto de decanoila com 85,08% de rendimento. O composto foi obtido na
forma de um soélido branco com ponto de fusdo na faixa de 150,6-151,8 °C. O espectro de
infravermelho (IV) (Figura 86) mostra a presenca de bandas de absor¢éo de deformagéo axial
da ligacdo O-H de alcool em 3481 cm™, deformagcéo axial da ligagdo C-H de carbono sp® em
2935, deformacdo axial da ligacdo C=0 de éster em 1755 cm, deformagcéo axial da ligagdo
C=N de oxima em 1642 cm™.

Os experimentos de RMN de *C (CDCIs/125MHz) (Figura 87) e DEPT 135°
(CDCl3/125 MHz) (Figura 88) de OXI-E4 mostraram a presenca de 23 sinais para diferentes
carbonos, sendo oito CH ou CHs, quinze CH> e sete carbonos néo hidrogenados, que foram
sumarizados da seguinte forma: C-1(42,00); C-2 (167,39); C-3 (42,09); C-4 (37,78); C-5
(47,90); C-6 (22,43); C-7 (36,28); C-8 (37,50); C-9 (50,39); C-10 (43,06); C-11 (28,06); C-12
(33,02); C-13 (72,38); C-14 (46,23); C-15 (38,23); C-16 (30,34); C-17 (28,35); C-18 (33,34);
C-19 (23,67) e C-20 (18,62). Os sinais em 171,70; 33,93; 31,99; 29,55; 29,38; 29,31; 25,15;
24,96; 22,78 e 14,19 foram atribuidos aos carbonos do grupo decanoila acoplado.

O espectro de RMN de *H (CDCl3/500 MHz) de OXI-E4 (Figura 89) mostrou 0s
seguintes padrdes de sinais 6: 2,98 (H-3, dd, J=12,9, 1,9 Hz, 1H); 2,55 (H-1, dd, J=12,5, 1,7
Hz, 1H); 2,14 (H-1, d, J=12,5 Hz, 1H); 1.99 (H-5, t, J =6,1 Hz, 1H); 1,94 (H-8, m, 1H); 1,84
(H-16, d, J=11,3 Hz, 1H); 1,12 (H-17, s, 3H); 1,06 (H-18, s, 3H); 0,85 (H-19, s, 3H) 0,97 (H-
20, s, 3H). Além disso, os sinais em 2,38 (m, 2H); 2,33(m, 1H); 1,25 (m, 12H); 0,92 (s, 1H)
0,88-0,85(m, 3H) sdo referentes aos hidrogénios do grupo decanoila acoplado.

O espectro de massa de alta resolucédo (Figura 90) obtido pela técnica por ionizacao
por eletrospray, no modo positivo, mostra a presenca do sinal em 496,3757 daltons referente ao
aduto de so6dio do composto [M+Na]*. Esse sinal confirma a férmula molecular C3oHsiNOs e a

massa molar calculada de 473,3860 daltons.



Figura 85 - Férmula estrutural de OXI-E4

Fonte: Autoria propria (2021).

Figura 86 - Espectro na regido do infravermelho (IV) de OXI-E4.
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Figura 87 - Espectro e expansio de RMN de 3C de OXI-E4 (CDCIl3/125 MHz)
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Figura 89 - Espectro de RMN de *H de OXI1-E4 (CDCl3/5000 MHz)
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Fonte: Autoria propria (2021).

Figura 90 - Espectro de massa de alta resolucdo de OXI-E4
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5.1.11 Caracterizacéao estrutural de STME-P1

O produto STME-P1 (Figura 91) foi semissintetizado a partir da acilacdo de STME
com cloreto de propanoila com 67,65% de rendimento. O derivado foi obtido na forma de um

liquido viscoso. Analisando o espectro de infravermelho (IV) de STME-P1 (Figura 92)
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verifica-se presenca de bandas de absor¢des de deformacéo axiais da ligacdo O-H de alcool em
3471 cm?, deformagcéo axiais da ligagdo C-H de carbono sp® em 2945, deformacio axiais da
ligagio C=0 de éster em 1733 cm™ e deformagéo angular de CHz2 em 1456 cm™ e CH3 1356
cm™. O espectros de RMN de *C(CDCls/125 MHz) de STME-P1 (Figura 93) mostra a
presenca de 23 sinais, que foram correlacionados da seguinte forma &: C-1(41,91); C-2 (69,22);
C-3 (46,76); C-4 ( 34,88); C-5 (46,90); C-6 (22,16); C-7 (36,57); C-8 (37,05); C-9 (50,37); C-
10 (40,31); C-11 (27,94); C-12 (33,00); C-13 (72,57); C-14 (46,37); C-15(38,23); C-16 (30,23);
C-17 (28,34); C-18 (34,66); C-19 (23,66); C-20 (19,50). Os sinais em 174,21; 28,14 e 9,27
pertencem ao carbono da carbonila de éster, carbono metilénico e metila do grupo propanoila
adicionado.

O espectro de RMN de 'H (CDCI3/500MHz) de STME-P1 (Figura 94) mostra os
seguintes padrdes de sinais &: 1,99 (H-1, m, 1H); 4,91 (H-2, m, 1H); 1,74 (H-3, m, 1H); 1,21
(H-5, m, 1H), 1,41 (H-6, m, 1H); 1,93 (H-7, s, 1H); 1,72 (H-8, m, 1H); 1,97 (H-14, m, 1H);
1,80 (H-16, d, J=11,6, 1H); 1,12 (H-17, s, 3H); 1,04 (H-18, s, 3H); 0,95 (H-19, s, 3H); 0,96
(H20, s, 3H). Os sinais em 2,28 (q, 2H) e 1,11-1,14 (m, 3H) sdo pertencentes ao grupo
propanoila acoplado. O espectro de massa de alta resolucdo de STME-P1 (Figura 95) obtido
pela técnica por ionizacdo por eletrospray, no modo positivo, mostra a presenca do sinal em
385,2711 daltons referente ao aduto de sédio do composto [M+Na]*. Esse sinal confirma a

formula molecular C23H3303 e a massa molar calculada de 362,2814 daltons.

Figura 91 - Férmula estrutural de STME-P1

Fonte: Autoria propria (2021).
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Figura 92 - Espectro na regido do infravermelho (1) de STME-P1
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Fonte: Autoria prépria (2021).

Figura 93 - Espectro de RMNde **C de STME-P1 (CDCl3/125 MHz)
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Figura 94 - Espectro de RMN de 'H de STME-P1(CDCls/500MHz)
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Fonte: Autoria prépria (2021).

Figura 95 - Espectro de massa de alta resolucdo de STME-P1
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5.1.12 Caracterizacao estrutural de STME-P2

O produto STME-P2 (Figura 96) foi semissintetizado a partir da acilagdo de STME

com cloreto de propanoila com 30,09 % de rendimento. O derivado foi obtido na forma de um

liquido viscoso. Analisando o espectro de infravermelho (IV) de STME-P2 (Figura 97)

verifica-se a presenca de bandas de absorcéo de deformacdo axial da ligacdo C-H de carbono
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sp? em 2929, deformacéo axial da ligagdo C=0 de éster em 1738 cme deformagdes angulares
de CH2 em 1456 cm™ e CH3 1356 cm™,

O espectros de RMN de 3C (CDCl3/125MHz) de STME-P2 (Figura 98) mostra a
presenca de 26 sinais que foram sumarizados da seguinte forma 6: C-1(41,63); C-2 (69,18); C-
3 (46,84); C-4 (34,89); C-5 (46,87); C-6 (22,17); C-7 (36,48); C-8 (37,41); C-9 (50,20); C-10
(40,33); C-11 (29,15); C-12 (31,21); C-13 (84,31); C-14 (43,22); C-15(37,49); C-16 (30,51);
C-17 (23,04); C-18 (34,68); C-19 (23,65); C-20 (19,54). Os sinais em 174,24; 173,91; 28,18;
28,03; 9,55 e 9,31 pertencem aos carbonos dos grupos propanoilas acoplados.

O espectro de RMN de *H (CDCl3s/500MHz) de STME-P2 (Figura 99) mostrou os
seguintes padrdes de sinais o: 1,93 (H-1, m, 1H); 4,91 (H-2, m, 1H); 1,91 (H-14, m, 1H);); 1,31
(H-17, s, 3H); 1,04 (H-18, s, 3H); 0,95 (H-19, s, 3H); 0,96 (H-20, s, 3H). Os sinais em 2,28
(m, 4H) e 1,11-1,14 (m, 6H) séo pertencentes ao grupo propanoila acopLado.

O espectro de massa de alta resolucdo (Figura 100) obtido pela técnica por
ionizacdo por eletrospray, no modo positivo, mostra a presenca do sinal em m/z 441,2971
daltons referente ao aduto de s6dio com o composto [M+Na]*. Esse sinal confirma a formula

molecular C2sH4204 € a massa molar calculada de 418,3074 daltons.

Figura 96 - Férmula estrutural de STME-P2

Fonte:Autoria propria (2021).



Figura 97 - Espectro na regido do infravermelho (1) de STME-P2
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Figura 98 - Espectro de RMN de *3C de STME-P2 (CDCl3s/125 MHz)
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Figura 99 - Espectro de RMN de H de STME-P2 (CDCl3/500 MHz)
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Figura 100 - Espectro de massa de alta resolucéo de STME-P2
100 4241 24971
20
0]
70
E &3
= ]
2 =3
;T; -
© ]
= <0
o ]
30 242 30013
20
1I:|E £83,3032
uE ﬂz.lmm -:'.‘3.5%5]1 | A3A1TSE 4332819 '| 4943070 4551415 2272907 4432289
L T T 1 T T T 1 T T T 1 T T T T T T L T ™ T T T T T T T T L T T 1 T L LI |
430 412 434 436 430 440 442 444 A58 448 450
e

Fonte: Autoria prépria (2021).

92



93

5. 2 Bioensaios
5.2.1 Atividade citotoxica frente a linhagens de células de cancer humano

A estemodina e os derivados OXI-Z, OXI-Z1, OXI-Z2, OXI-Z3, OXI-E, OXI-
E1l, OXI-E2, OXI-3 e OXI-E4 foram testados in vitro quando as suas capacidades de inibicéo
de quatro linhagens de células cancerigenas humanas (HCT-116, PC-3, HL 60 e SNB-19) pelo
método do MMT, utilizando a doxurrubicina como controle positivo. De forma geral, todos os
compostos a uma concentragéo de 25 pug.mL*, foram capazes de inibir o crescimento de alguma

das linhagens celulares estudas. Esses resultados, Grafico 1 e Tabela 3.

Gréfico 1- Percentual de inibicdo dos compostos estudados
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Fonte: Autoria propria (2021).

A estemodina (STME) apresentou percentual de inibicdo de crescimento celular
para as trés linhagens, PC3, HCT-116 e HL60 de 87,82%, 87,35% e 92,18%, respectivamente.
Esses percentuais de inibicdo foram maiores, inclusive, que o controle positivo (doxurrubicina),
Tabela 3 e Gréfico 2. Em relacéo ao derivado OXI-Z, observou-se que apenas para a linhagem
HCT-116, foi observada maior atividade que o controle positivo, mas nao superior a atividade
de inibicdo da estemodina. O derivado OXI-Z1, quando testado contra HCT-116, apresentou
melhor percentual inibitério (83,84 %) que STME e que a doxurrubicina (82,76%). O derivado
OXI-Z2 nao apresentou resultados significativos. J& o composto OXI1-Z3, que embora tenha
apresentado atividade superior a do controle padrdo positivo, contra HCT-116 (83,11%) e

HL60 (90,06%), o mesmo foi inferior a estemodina, Tabela 3 e Gréfico 1.



Tabela 3 - Percentual de inibi¢do de crescimento celular da OXI-Z e seus ésteres

Amostras Porcentagem de Inibicao
(xdesvio padréo)
PC3 SNB-19 HCT-116 HL60

STME 87,82 +1,30 52,48 + 11,77 87,35+0,19 92,18 + 0,16
OXlI-Z 77,15 +1,74 41,40 £ 2,00 83,84 + 3,60 67,15 + 3,05
OXlI-Z1 73,07 +1,17 46,39 + 1,47 89,19 + 0,53 90,65+ 1,61
OXl-Z2 64,66 + 2,30 23,02 + 6,17 37,32 +1,27 55,62 + 4,10
OXI1-Z3 72,59 +1,10 32,87 £4,59 83,11 + 4,54 90,06 + 2, 94
DOX 78,93 £ 1,35 66,05 + 1,07 82,76 £ 0,28 86,87 + 1,94

94

Fonte: Autoria propria (2021).

Comparando-se 0s resultados obtidos para OXI-Z e seus ésteres, com o diterpeno
estemodina, verifica-se que de forma geral, STME apresentou melhor atividade citotoxica. Tal
constatacdo sugere que a presenca da hidroxila em C-2 na estemodina, tenha importancia para
atividade citotoxica majoritaria de STME e que, portanto, a formacdo da oxima-Z diminui a
atividade dos analogos semissintéticos. Além disso, a comparacgéo das atividades dos ésteres da
oxima-Z, ndo permite estabelecer uma correlacdo direta entre o tamanho da cadeia lipofilica
adicionada e a atividade dos compostos.

Com relacéo ao derivado OXI-E, a analise dos dados, mostrou que este, também
apresentou menores indices de inibicdo de crescimento celular do que a estemodina.
Reforgando a ideia de importancia da hidroxila em C-2, também em relacdo a oxima-E, para a
atividade citotdxica (Tabela 4). Contudo, resultados diferentes foram observados para os
ésteres da oxima-E, em relacdo aos ésteres da oxima-Z. Neste caso, 0 analogo OXI-E1 mostrou
contra a linhagem HL60 melhor percentual de inibi¢ao (93,12%), que o substrato estemodina
(92,18%) e o controle positivo (86,87%), Tabela 4 e Gréfico 1.

Analisando-se os dados para o derivado OXI-E2, verificou-se que este foi mais
seletivo contra as linhagens HCT-116 e HL60, com inibicbes de 93,97 e 92,53%,
respectivamente. Neste caso, os resultados foram melhores, quando comparados com STME e
a doxurrubicina. A anéalise dos percentuais de inibicdo para o derivado OXI-E3, mostrou
resultados interessantes, pois o andlogo apresentou maior atividade que STME e a
doxurrubicina, contra as linhagens PC3 (92,05%), SNB-19 (72,22%) e HTC-116 (94,27%). Ja
o derivado OXI-E4 néo apresentou percentuais de inibicdo relevantes. Diferentemente dos
ésteres que foram obtidos a partir de OXI-Z (oxima-Z), para os ésteres de OXI-E (oxima-E),
foi possivel identificar algum grau de correlagdo entre a estrutura e a atividade inibitéria. Isto

tornou-se evidente, a partir da identificacdo de uma relagdo direta entre a atividade e o tamanho
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da cadeia lipofilica adicionada (LIPINSKI et al., 2001; PARDRIDGE, 2003; PORAT e
DAHAN, 2018).

Tabela 4 - Percentual de inibicao de crescimento celular da OXI-E e seus ésteres

Amostras Porcentagem de Inibicao
(xdesvio padréo)
PC3 SNB-19 HCT-116 HL60

STME 87,82 +£1,30 52,48 £ 11,77 87,35+0,19 92,18 + 0,16
OXI-E 79,13+ 1,17 45,68 + 1,53 78,61 +1,04 85,12 £ 0,40
OXI-E1 74,90 £ 0,64 48,66 + 3,70 79,99 £1,10 93,12 £ 0,10
OXI-E2 87,48 £ 0,50 62,96 £ 1,61 93,97 £0,11 92,53 £ 0,50
OXI-E3 92,05+ 0,43 72,22 £5,43 94,27 + 0,28 91,96 + 1,02
OXI-E4 85,01 + 1,00 39,49 £ 3,40 62,08 + 3,53 84,56 + 4,36
DOX 78,93+ 1,35 66,05 + 1,07 82,76 + 0,28 86,87 + 1,94

Fonte: Autoria prépria (2021).

Foi observado, que o incremento da cadeia carb6nica do éster até seis &tomos de
carbonos, aumentou a atividade dos derivados de OXI-E em relacdo a oxima original, para as
linhagens PC3, SNB-19 e HCT-116. O incremento de uma cadeia maior, como no caso do
grupo decanoila, reduziu a atividade do derivado semissintético. Estas observacdes podem esta
relacionadas com a capacidade das substancias permearem a membrana celular, que apresenta
caréter lipofilico e hidrofilico. Assim, o transporte dos ésteres mais ativos de OXI-E através
das membranas celulares das linhagens testadas, pode estar relacionado com as caracteristicas
anfifilicas (polares e apolares ou hidrofilica e lipofilica) dos derivados. Outro aspecto
interessante, € que fatores estéricos podem influenciar e contribuir com a atividade citotoxica.
Isto poderia justificar o fato dos ésteres de oxima-Z (derivados de OXI-Z) serem menos ativos
que os ésteres de oxima-E, derivados de OXI-E.

Portanto, apesar das oximas-E/Z (OXI-E e OXI-Z) serem menos ativas do que o
substrato estemodina; de maneira geral, os estereoisbmeos E dos ésteres de OXI-E
apresentaram melhores atividades citotoxicas do que os estereoisdmeos Z dos esteres de OXI-
Z, 0 que aponta para a necessidade de estudos mais aprofundados de relagéo estrutura-atividade.
Além disso, os derivados bioativos mais promissores (OXI-E1, OXI-E2 e OXI-E3), devem
ser submetidos a estudos de determinacdo da Clso e avaliagdo da citotoxicidade em células

sadias.
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6 CONCLUSOES

A partir das folhas da espécie Stemodia maritima Linn., uma planta popular no
Nordeste brasileiro, foi possivel isolar e purificar o diterpeno bioativo estemodina, em
quantidade apreciavel. A estemodina foi utilizada como substrato para obtencao de derivados
semissintéticos com potencial bioldgico. As modificacdes estruturais foram realizadas a partir
de reacBes como oxidacao, oximacao e esterificacdo, que possibilitaram a semissintese de doze
derivados, com rendimentos que variaram de 56,36 a 96,33%.

Somado a isso, dentre todos os derivados produzidos, destacam-se as oximas-E/Z e
0S Seus respectivos éesteres, cujas estruturas quimicas sdo inéditas na literatura. Além disso,
todos os produtos semissintetizados neste estudo, bem como o substrato, foram devidamente
caracterizados por analises de dados espectrométricos (RMN H e $3C uni e bidimensional, 1V,
EM de alta resolucéo), além de dados fisicos como ponto de fusdo (p.f.). Com isso, o estudo ird
contribuir com dados experimentais e estruturais de novas entidades quimicas na literatura.

A avaliacdo da atividade citotoxica da estemodina e dos derivados semissintéticos
OXI-Z, OXI-Z1, OXI-Z2, OXI-Z3, OXI-E, OXI-E1, OXI-E2, OXI-3 e OXI-E4 frente a
células tumorais humanas (HCT-116, PC-3, HL60 e SNB-19), mostrou que a estemodina
apresentou melhores percentuais de inibicdo que a doxurrubicina (controle positivo) para as
linhagens PC3 (87,82%), HCT-116 (87,35%) e HL60 (92,18%). Apesar das oximas-E/Z (OXI-
E e OXI-Z) serem menos ativas do que o substrato estemodina; de maneira geral, 0s
estereoisdbmeos E dos ésteres de OXI-E com cadeias laterais até seis atomos de carbono,
apresentaram melhores atividades citotoxicas do que os estereoisdmeos Z dos ésteres de OXI-
Z, 0 que aponta para a necessidade de estudos mais aprofundados de relacéo estrutura-atividade.
O derivado OXI-E3 foi o composto mais promissor apresentando altos indices de inibicéo
frente a trés linhagens das células testadas PC3 (92,05%), SNB-19 (72,22 %) e HCT-116
(94,27 %) esses resultado sdo interessantes e mostram a relevancia destas substancias como
potenciais candidatos a agentes anticancer.

Em conclusédo, os objetivos propostos para este estudo foram alcangados e como
perspectivas, os derivados bioativos mais promissores (OXI-E1, OXI-E2 e OXI-E3), devem
ser submetidos a estudos de determinacéo da Clso e avaliagdo da citotoxicidade em células
sadias. Além disso, as investigacfes computacionais das propriedades farmacologicas e fisico-
guimicas bem como estudos de Docking molecularedestas moléculas poderdo dar suporte as

atividades experimentais observadas.
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