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RESUMO

O continente africano, comparado ao Brasil, ¢ rico em diversidade
vegetal, onde a espécie Cola nitida esta presente. A oleoresina extraida
do tronco da arvore de C. nitida é pouco estudada, por isso o interesse
em investigar a sua composi¢ao fitoquimica e atividade bioldgica como
em inflamag¢do e em doencas parasitarias. A oleoresina bruta de C.
nitida foi submetida a uma separagdo solido-liquido utilizando DCM-
MeOH (1: 1, v/ v), originando o extrato resinoso concentrado (ER), que
foi novamente fracionado por técnicas cromatograficas, originando as
fragdes Hex, DCM, EtOAc e MeOH. A composi¢do quimica destas
fragdes foram obtidas utilizando cromatografia de ultra eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas e foram investigadas em atividade
anti-inflamatdria sobre Oxido nitrico (NO) e Fator de necrose tumoral-o.
(TNF-0) liberadas por macrofagos tipo J774 ativados por
lipopolissacarideos (LPS) e em atividade antiparasitaria contra forma
amastigota intracelular de L. amazonensis e T. cruzi. A fragdo ndo-
volatil, composta exclusivamente por triterpenos pentaciclicos do tipo
oleanano e ursano tem 5.25 % de a-amirina (0AM), a qual foi utilizada
como material de partida para reagdes semissintéticas de oxidagdo, com
o0 objetivo de originar esqueletos similares aos identificados nas fragoes
e compara-los perante atividade antiprotozoaria in vitro. As quatro
fraces demonstraram atividade inibitéria sobre NO ¢ TNF-a. No
entanto, somente as fragdes Hex, AcOEt e MeOH exibiram potente
atividade antiparasitaria, sendo que os produtos semissintéticos exibiram
atividade menor, provavelmente devido a presenca de 3-hidroxi-urs-
12.15-dieno, predominante nestas fragdes. Através da hidrodestilagdo
em aparelho de Clevenger foi possivel extrair 10 % de oleo essencial a
partir do ER, o qual foi submetido a uma caracteriza¢do preliminar onde
foram identificados 8 monoterpenos, sendo a-felandreno and o-cimeno
os compostos majoritarios. Estes resultados sugerem que a resina de C.
nitida pode ser um material vegetal com potencial para o
desenvolvimento de medicamentos anti-inflamatorios e antiparasitarios.

Palavras-chave: Cola nitida. CLUE-EM. CG-EM. Terpenos.
Semissintese. Atividade antiparasitaria. Atividade anti-inflamatoria.






ABSTRACT

The African countries compared to Brazil, are rich in plant biodiversity,
where the Cola nitida is present. The oleoresin extracted from the trunk
of the C. nitida tree is poorly studied, so the interest arose in
investigating its phytochemical composition and biological activities in
inflammation and parasitic diseases. The crude oleoresin of C. nitida
was subjected to a solid-liquid separation using DCM-MeOH (1: 1, v /
v), affording a resinous extract (RE), which was further fractionnated by
chromatographic techniques, giving the fractions Hex, DCM, EtOAc
and MeOH. The chemical compositions of these fractions were
estabilished by using ultra performant liquid chromatography coupled to
mass spectrometry and were investigated for their anti-inflammatory
activities on NO and TNF-a released by LPS-activated J774
macrophage and antiparasitic activity against the intracellular
amastigote forms of L. amazonensis and T. cruzi. The non-volatile
fraction, composed exclusively of pentacyclic triterpenes oleanane and
ursane types, has 5.25 % a-amyrin (0AM), which was used as a starting
material for semi-synthetic reactions including different oxidation
reactions, in order to give skeletons similar to those identified in the
fractions and to compare their antiprotozoal activities in vitro. The four
fractions demonstrated inhibitory activity in NO and TNF-a. However,
only the Hex, AcOEt and MeOH fractions exhibited potent antiparasitic
activities, unlike semi-synthetic products, which exhibited less activity,
probably due to the presence of the 3-Hydroxy-urs-12.15-diene,
predominant in these fractions. The hydrodistillation with Clevenger
apparatus it was possible to extract 10% of essential oil from the RE,
which was subjected to a preliminary characterization, where 8
monoterpenes were identified, with a-phelandrene and o-cymene being
the major compounds. These results suggest that C. nitida resin may be
a plant material with potential for the development of anti-inflammatory
and antiparasitic drugs.

Key words: Cola nitida. UPLC-MS. GC-MS. Terpenes. Semi-synthesis.
Antiparasitic activities. Anti-inflamatory activity.
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1 INTRODUCAO

Os materiais vegetais como partes aéreas, sementes, carogos,
raizes, cascas de troncos, resinas, entre outros podem ser utilizados in
natura em diferentes modos, como infusdo, decocgdo, aplicagdo topica,
preparagdes galénicas simples (como tinturas, extratos fluidos) e podem
ser empregados como matéria-prima para a obtencdo de substincias
isoladas com propriedades bioativas (SIMOES, 2017), como adjuvantes
farmacéuticos ¢ na forma de extratos padronizados com marcadores
fitoquimicos (DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2015).

As resinas tém sido utilizadas ha centenas de anos em muitas
aplicagdes, como vernizes, adesivos, incensos em igrejas € no
embalsamento no processo de mumificacio (DAVIES, 2011;
LANGENHEIM, 2003); sdo ricas em metabolitos secundarios os quais
sdo produzidos em resposta a estimulos ambientais como ataque de
patogenos (insetos e fungos), além de atuar na cicatrizagdo do tronco.
Os principais metabdlitos secundarios identificados em resinas
pertencem a classe dos terpenos, sendo os triterpenos os principais
compostos com  atividade  antimicrobiana e  antifingica
(ASSIMOPOULOU; ZLATANOS; PAPAGEORGIOU, 2005).

Além disso, substincias isoladas com atividades bioldgicas
podem ser utilizadas como material de partida para reagdes semi-
sintéticas e para reagdes biossintéticas, envolvendo enzimas e/ou
microorganismos. Reagdes semi-sintéticas utilizam um composto
isolado ou fra¢des de produto natural como material de partida, o qual é
submetido a reagdes utilizando reagentes sintéticos capazes de
transformar o composto inicial em outro produto; diferentemente da
sintese orgénica, que utiliza substancias sintéticas como materiais de
partida. A semissintese tem como objetivo principal a obten¢do de um
novo composto com melhor afinidade pelo farmacoforo escolhido, para
reduzir a toxicidade e melhorar caracteristicas fisico-quimicas como
solubilidade, pH, lipofilicidade, retardar a sua metabolizacdo, entre
outros (SHENG; SUN, 2011).

O continente africano, assim como o Brasil, possui uma grande
biodiversidade, com alto numero de plantas utilizadas como remédio,
alimento e em rituais religiosos; cerca de 80% da populacdo africana
utiliza plantas medicinais como recurso para o tratamento de
enfermidades. Cola nitida estd incluida entre as plantas de uso
tradicional; a noz, folhas, casca do tronco e sementes sio utilizadas para
o tratamento de hepatite, malaria, ulcera gastrica, inflamag8o, anemia
(ABOU et al., 2016), disenteria amebiana e diarréia (TAMO et al.,



2016), sendo estas as partes vegetais mais estudadas em relagdo a
investigacdo fitoquimica e atividade bioldgica. A resina coletada do
tronco da arvore de C. nitida é pouco estudada, embora seja amplamente
utilizada na forma de incenso em tribos africanas como repelente, além
de ser empregada em rituais espirituais para “atrair bons espiritos”.
Baseado na informac¢do de que resinas sdo excelentes fontes de
triterpenos, € que estes sd0 compostos potencialmente efetivos como
anti-inflamatorios, ocorreu a proposta em avaliar a atividade da resina e
de seus compostos isolados. No continente africano encontra-se um dos
maiores focos de doencas negligenciadas e que causam grande
mortalidade; dentre estas estdo incluidas diarréia Dbacteriana e
protozoaria, hepatite A e E, febre tiféide, doengas causadas por vetores
como leishmaniose, Doenca de Chagas (SANTOS et al., 2008), malaria
e febre amarela, HIV/AIDS e tuberculose (TAMO et al., 2016), por isso
o interesse em estudar um material vegetal de facil acesso em grande
parte da Africa e avalia-la como possivel forma de tratamento.

Sendo assim, necessita-se uma investigagdo sobre a composicdo
fitoquimica da resina bruta de C. nitida e avalia-la em atividade
bioldgica sobre doencas endémicas no continente africano e americano,
como Leishmaniose e Doenga de Chagas.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 A FAMILIA MALVACEAE

A familia Malvaceae é composta por arbustos, subarbustos,
ervas, lianas, arvores pequenas e grandes, tendo cerca de 250 géneros e
4200 espécies, sendo no Brasil encontrados 80 géneros e 400 espécies
(CALIXTO-JUNIOR et al., 2016); e apresentam geralmente atividades
antioxidantes (ABOU et al., 2016) e anti-inflamatérias (RAHMAN;
GONDHA, 2014), e sao utilizadas para o tratamento de doengas como
asma e gastrite (GOMES et al., 2015), como anti-séptico, expectorante,
depurativo, em infecgdes cutaneas (CALIXTO-JUNIOR et al., 2016), no
tratamento de reumatismo, doencas gastrointestinais ¢ mordidas de
cobra (COSTA et al., 2006). Os géneros Cola, Theobroma L., Hibiscus,
Malva L., Luehea pertencem a esta familia, e estdo presentes no Brasil;
por exemplo, na regido sul, a planta conhecida como ‘“agoita-cavalo”
(Luehea divaricata Mart. & Zucc.) ¢ utilizada na cultura popular para o
tratamento de enfermidades como anti-inflamatorio, antimicrobiano e
doengas gastrointestinais, onde a analise fitoquimica das cascas
demonstrou a presenca de S-amirina, estigmasterol e lupeol (ROSA et
al., 2014). Em um estudo recente de ANTAS e SILVA (2017) foi
investigada a composi¢ao fitoquimica das partes aéreas de Herissantia
tiubae, outra espécie da familia Malvaceae, encontrada em 4areas
tropicais como México e América do Sul, na qual foi possivel isolar
fridelina, lupeol, cicloartenol e cicloeucalenol (ANTAS; SILVA, 2017).

2.2 Cola nitida (Vent.) Schott & Endl. (MALVACEAE)
2.2.1 Aspectos botanicos de Cola nitida

Cola nitida (Vent.) Schott & Endl. (C. nitida) é uma planta
nativa da Africa, originaria de florestas em Serra Leoa, Costa do Marfim
e Gana (PAN; JACOBS, 2009). Desde 1912 tem sido cultivada
extensivamente pelo oeste da Nigéria, e foi trazida para a Jamaica e
Brasil pelos escravos no século XIX (OKEKE et al, 2015; CARNEY,
2001). C. nitida é popularmente conhecida na Africa como gbanja ou
goro (ASOGWA et al., 2012) e no Brasil como “noz-de-cola” ou “cola”.
A sua nomenclatura binomial Cola nitida (Vent.) Schott & Endll. pode
ser identificada pelos sinénimos Cola nitida A. Chev., Sterculia nitida
Ventenat (basindmio, conforme Quadro 1) (TROPICOS, 2017) e Cola
vera K. Schum. (LIM, 2011).
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Quadro 1.  Classificagdo taxondmica

Reino Plantae
Grupo Angiospermas
Divisdo Magnoliofta
Classe Magnoliopsida
Ordem Malvales
Familia Malvaceae/Sterculiaceae
Subfamilia Sterculioideae
Género Cola
Espécie Cola nitida
Sin6nimos Cola nitida A. Chev;
Sterculia nitida Ventenat

Fonte: OKEKE et al, 2015; TROPICOS, 2017

A espécie C. nitida pertencia anteriormente a familia
Sterculiaceae, porém esta familia foi inserida na familia Malvaceae,
originando a subfamilia Sterculioideae (WILKIE et al., 2006); C. nitida
estd em um grupo de 125 espécies, incluindo Cola rubra, Cola alba,
Cola pallida, Cola acuminata (Pal. De Beauvoir) Schott e Endlicher e
Cola verticillata (Thonn) Stapf.

A arvore pode ser encontrada cultivada do Senegal a Nigéria,
oeste da India e América do Sul; o cultivo na Nigéria vem desde o
século XIX e ¢ estimado que o pais seja responsavel por 70% da
produgdo mundial de noz-de-cola (ASOGWA et al., 2012). Os frutos de
C. nitida sdo utilizados na medicina popular africana para tratamento de
diversas doengas, como hepatite, malaria, ulcera gastrica, inflamagdo e
anemia (ABOU et al., 2016); as sementes sdo mascadas e utilizadas
popularmente no tratamento de fadiga matinal, enxaqueca, indigestao,
diretamente na pele sobre feridas e para a limpeza dos dentes (OBE;
SWAMY, 2014).

A espécie C. nitida caracteriza-se por ser de porte médio, com
tamanho médio de 9 a 12 m de altura, podendo chegar a 20 metros de
altura. As folhas de espécies de C. nitida sdo simples e alternadas,
pecioladas e desprovidas de pélos (LIM, 2011); possuem 33 cm de
comprimento (em média), podem ser estreitas ou arredondadas em
diregdo a base e com enervagdo proeminente. As flores de C. nitida tém
um perianto branco ou colorido. Os frutos sdo curvados, com quilha
proeminente para formar um bico curvo, rugoso ou tuberculado, cor
verde e textura lisa ao toque. As sementes contém dois cotilédones
(diferente da C. acuminata que possui trés a quatro cotilédones ou mais)
e a sua germinacdo ocorre quando dois cotilédones permanecem
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fechados e o embrido surge fora deles. Em etnobotanica, tribos africanas
costumam diferenciar C. nitida e C. acuminata somente apds a primeira
floracdo e aparecimento dos primeiros frutos, conforme Figura 1, devido
a similaridade nas folhas e tronco (DAH-NOUVLESSOUNON et al.,
2015). A temporada de colheita dura de outubro a dezembro. O tronco
tem em média 50 cm de didmetro, podendo extender-se até 1 metro, em
arvores antigas (TACHIE; BROWN, 2004).

Os exsudatos produzidos no tronco de uma arvore podem ser
classificados como gomas (polissacarideos e seus derivados, possui
propriedades hidrossoliiveis - em contato com agua fria formam uma
solugdo viscosa homogénea a geléia - e insolliveis em solventes
orgénicos), resinas - facilmente soluvel em solventes organicos como
diclorometano e hexano, insoluveis em dgua e tornam-se rigidas em
contato com o ar (LANGENHEIM, 2003) ou goma-resinas (mistura de
ambas, com tragos de 6leo essencial). As resinas podem conter uma
complexa mistura de terpenos, terpenoides, compostos volateis (6leos
essenciais, neste caso chama-se oleoresina) e nao-volateis. As resinas
sdo utilizadas ha centenas de anos, por exemplo, no embalsamamento
durante o processo de mumificacdo, com o objetivo de evitar a
proliferagdo de fungos e bactérias (BUCKLE; EVERSHED, 2001).
Além disso, possuem um excelente potencial de mercado; sdo utilizadas
na fabricagdo de vernizes e solventes, como impermeabilizantes a prova
de 4agua, podendo ser misturadas a solugdes basicas para a fabricacdo de
sabonetes medicinais, na forma seca para incensos, na preparacdo de
cera para navegagdo, entre outros produtos. Nas plantas, o fluxo de
resina ¢ causado pelo ataque de insetos, onde o exsudato tera a fungéo
de repeli-los, além de prevenir o ataque de fungos ou outros micro-
organismos. Estes efeitos de protegdo devem-se, principalmente, a
presencga de compostos fendlicos, sesquiterpenos, diterpenos esterdides e
triterpenos (CIESLA, 2009; SANDJO; KUETE, 2013).
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Figura 1. Comparativo entre frutos e noz (sementes) de C. nitida e C.
acuminata

Tlustragdo comparativa entre 1. frutos de C. nitida e 2. frutos de C. acuminata; e
3. noz de 3. C. nitida e 4. noz de C. acuminata. Fonte: DAH-
NOUVLESSOUNON et al., 2015.

2.2.2 Aspectos fitoquimicos e biologicos

Tradicionalmente, as folhas, galhos, flores, frutos e cascas de C.
nitida e C. acuminata sdo utilizados para o tratamento de disenteria
(TAMO; ESSAMA; ETOA, 2016), tosse, diarréia, vOmito e queixas no
peito (SONIBARE et al., 2009).

A noz-de-cola (ou semente de cola) contém 13,5% de agua,
9,5% de proteinas, 1,4% de lipideos, 45% de aglicares e amido, 7,0% de
celulose, 3,8% de taninos e 3% de cinzas (TACHIE; BROWN, 2004),
2% de cafeina, 1,7% de taninos totais (OLIVEIRA, 2010), ~ 9,5% de
proteinas, 0,05% de teobromina (LATEEF et al., 2016). Este orgio
vegetativo possui uma grande importancia na industria sendo utilizada
na produgcdo de medicamentos (sua descricdo estd presente na
Farmacopéia Brasileira V, 2010), vinhos, balas, em bebidas como Pepsi-
cola e Cola-cola (desenvolvida a partir da cola em 1886 pelo
farmacéutico Dr. John S. Pemberton e vendido como um “tdnico
cerebral e para o sistema nervoso”) (ASOGWA et al, 2012).
Culturalmente, a fruta madura de espécies de Cola (incluindo as
sementes) ¢ utilizada em cerimonias, as quais sdo oferecidas ao chefe da
tribo e convidados para mascéa-las e obter o efeito estimulante, de
euforia e bem-estar (SONIBARE et al., 2009; IWU, 2014; KANOMA et
al., 2014).

Em uma investigacdo bioldgica realizada com o extrato
hidrossoluvel de noz de C. nitida foi demonstrada a atividade like
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antiestrogénica, provocando o bloqueio da ovulagdo e do ciclo
estrogénico pela atuacdo via receptores de estrogénio sobre a hipofise e
na secrecdo no hipotalamo (LANS, 2007). No entanto, o extrato da
casca do tronco (20 pg/mL) demonstrou atividade inibitdria na liberacao
do hormonio Iuteinizante de células de pituitaria em ratos, sem efeitos
sobre a liberagdo de FSH, podendo auxiliar na regulacdo gonadotropica
e tendo potencial uso em fertilidade (DAH-NOUVLESSOUNON et al.,
2015; RAIetal., 2011).

A noz-de-cola contém compostos antioxidantes como
teobromina, catequina, epicatequina (BURDOCK et al., 2009) e
colanina (IWU, 2016). O seu uso para tratamento de doengas tem sido
reportado por varios autores (DAH-NOUVLESSOUNON et al., 2015).
Contudo, para a resina os estudos sdo escassos, necessitando uma maior
aten¢do para pesquisa. Um trabalho publicado em 2015, por DAH-
NOUVLESSOUNON et al., foi avaliado a composi¢do fitoquimica e
atividade biologica da casca do tronco de C. nitida, demonstrando a
presenga de taninos, saponinas e flavondides e efeito (in vitro)
fungicida, antioxidante, bactericida e antimicrobiano (TACHIE;
BROWN, 2004; HERNANDEZ-VAZQUEZ et al, 2011). A
protocianidina isolada de C. acuminata demonstrou atividade contra o
vetor da doenga do sono, Trypanossoma brucei ¢ com baixa toxicidade
em células de mamiferos (IWU, 2014).

As fracdes predominantes no extrato da casca de tronco de C.
nitida incluem compostos nitrogenados, polifendlicos, terpénicos e
glicosideos, e apresentam atividade antimicrobiana para diversos micro-
organismos patogénicos. A concentragdo inibitoria minima (CIM) para
atividade antimicrobiana da fra¢do de acetato de etila é de CIM 0,312
mg/mL para Candida albicans; CIM 1,25 mg/mL para Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris,
Enterococcus faecalis e CIM 2,5 mg/mL para Micrococcus luteus; os
autores concluiram que o extrato da casca do tronco, se purificado, pode
ser util para a conservagdo de alimentos e para a producdo de
medicamentos para humanos (DAH-NOUVLESSOUNON et al., 2015;
HERNANDEZ-VAZQUEZ et al., 2011). A atividade antimicrobiana
também foi avaliada na cavidade oral, atuando na reducdo do
crescimento de Streptococcus mutans, Actinobacillus actinomycetem
comitans, € Fusobacterium nucleatum, além de agdo antifungica para C.
albicans (HERNANDEZ-VAZQUEZ et al., 2011). O extrato metandlico
das sementes de C. nitida foi avaliado para atividade antimicrobiana, e
apresentou atividade inibitoria sobre Bacillus cereus (23,67 + 0,882) de
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forma semelhante ao controle-positivo penicilina (20,33 + 0,333)
(OBEY; SWAMY, 2014).

O extrato etandlico de C. nitida deve ser evitado em casos de
complicagdes gastricas; em um estudo de OJO et al. (2009) o extrato
etanolico da noz-de-cola foi avaliado na concentragdo de 600 mg/kg por
via oral em ratos adultos Winstar, ocorrendo um aumento da secrecao
gastrica, devido a presenga de cafeina e compostos taninos.

2.3 Triterpenos pentaciclicos
2.3.1 Aspectos farmacoldgicos

A resina obtida do tronco de C. nitida possui poucos estudos
(DAH-NOUVLESSOUNON et al., 2015); seu emprego resume-se ao
uso na cultura popular e em ritos espirituais.

As resinas, em geral, possuem alta concentragdo de triterpenos,
conforme ilustrado na Figura 2 e Quadro 2, como o-amirina (cAM), B-
amirina (BAM), lupeol, friedelina, 3-epi-lupeol, entre outros
(GONZALEZ-COLOMA et al., 2007; HERNANDEZ-VAZQUEZ et
al., 2011) e possuem diversas atividades bioldgicas publicadas, como a
propriedade de induzir a apoptose em uma variedade de células tumorais
(triterpenos acidos, atuando nas mitocondrias), acdo antimicrobiana e
anti-inflamatoria (FLASINSKI; HAC-WYDRO; BRONIATOWSKI,
2014; BRENDOLISE et al., 2011). Os terpenos sdo uma classe de
metabolitos  secundarios formados por unidades isoprénicas,
classificadas conforme o numero de carbonos: monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20) e triterpenos (C30).

A pesquisa farmacologica utilizando triterpenos pentaciclicos
tem aumentado nos ultimos 20 anos, devido a sua extensiva presenca no
reino Plantae e a versatilidade no seu emprego como material de partida
em reagdes semissintéticas (JAGER et al, 2009). Triterpenos sio
produtos de metabolitos secundérios (encontrados em casca de frutas,
folhas, cascas do tronco, caule e resinas) formados a partir da glicose,
gerando acetil CoA, a qual via mevalonato originara difosfato de
isopentenila e em menor quantidade difosfato de dimetilalila, que em
seguida sofrem ciclizag¢do do 2,3-epoxiesqualeno catalisada pela enzima
triterpeno ciclase (HALDAR et al., 2014; PATOCKA, 2003; JEMMALI
et al., 2016; SIMOES et al.; 2017); sdo constituidos por 30 carbonos
dispostos em cinco anéis de seis membros (ursanos e oleananos) ou
quatro anéis de seis membros e um anel de cinco membros (lupanos),
lipossoluveis e com alto ponto de ebulicio (PATOCKA, 2003). Neste
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grupo estdo incluidas as familias oleanano, ursano e lupano (JAGER et
al., 2009; JEMMALI et al.,, 2016; FLASINSKI;, HAC-WYDRO;
BRONIATOWSKI, 2014). Triterpenos do tipo oleanano e ursano
podem ser encontrados em resinas vegetais ¢ demonstram efeito anti-
inflamatorio e hepatoprotetor (MUFFLER et. al, 2011). Compostos
isolados, tais como acido ursolico e acido oleandlico, podem exercer
atividades como cicatrizagdo de feridas, anti-inflamatoria,
antibacteriana, antiviral, hepatoprotetora e antitumoral (HALDAR et al.,
2014; JAGER et al., 2009), sendo estas atividades demonstradas
também pela o- ¢ B-amirina (JEMMALI et al., 2016).

Figura 2. Principais grupos de triterpenos pentaciclicos
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Quadro 2.  Caracterizagéo de triterpenos

Familia de Triterpeno R, R, M [g/mol]
triterpeno

Lupano Lupeol CH; 426,70
Betulina CH,0OH H 442,72
Acido betulinico COOH 456,71
Oleanano bAM CH; H 426,70
Eritrodiol CH,0OH H 442,72
Acido oleanoico COOH H 456,71
Acido maslinico COOH OH 472,70
Ursano oAM CH; 426,70
Uvaol CH,0OH 442,72
Acido ursélico COOH 456,71

Fonte: JAGER et al., 2009

Os triterpenos pentaciclicos podem exibir atividade inseticida
antifeedant (como forma de defesa da planta), atuando sobre a regulacao
do crescimento e sistema reprodutivo, como palmitato de bAM,
betulina, derivados do acido betulinico, entre outros (GONZALEZ—
COLOMA et al., 2011).
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2.3.1.1 Atividade leishmanicida

A Leishmaniose ¢ uma doenca tropical negligenciada (DTN),
onde o agente etiologico € o protozodrio flagelado Leishmania spp., e
representa uma das doencas emergentes com altos niveis de morbidade e
de mortalidade. Sua incidéncia é maior nas areas tropicais e
subtropicais, onde a incidéncia anual é de aproximadamente de 2
milhdes de novos casos, onde cerca de 350 milhdes de pessoas vivem
em areas endémicas. O protozodrio é transmitido pela picada de um
inseto vetor fémea, onde dois géneros podem transmitir para humanos:
Lutzomya sp. no hemisfério ocidental e Phlebotomous sp. nos
continentes europeu, africano e asiatico (PINK et al., 2005; SHUKLA et
al., 2010). Um animal infectado, onde no Brasil predomina em cides e
raposas, ¢ picado pelo inseto, o qual aspira macrofagos parasitados ou
amastigotas livres, e transmite o sangue contaminado para o homem
(RATH et al., 2003).

A prevengdo continua sendo a maior forma de reduzir a
incidéncia da doenca, ja que ndo existem vacinas efetivas, tampouco
investimento para novos farmacos pela induastria farmacéutica
(BALANA-FOUCE et al., 2012).

O tratamento primario para leishmaniose inclui antimoniais
pentavalentes (RATH et al., 2003), que so utilizados desde a década de
1940, como estibogluconato de s6édio e antimoniato de N-
metilglucamina; porém esta classe de medicamentos tem perdido a
eficacia na infecg@o visceral (HAAVIKKO et al., 2014) e como segunda
op¢do os medicamentos pentamidina, anfotericina B lipossomal e
paromomicina. Os medicamentos antimoniato de N-metilglucamina e
anfotericina B estdo presentes na RENAME — 2017 (Relagdo Nacional
de Medicamentos Essenciais, empregados no Sistema Unico de Saude).
Além desses, em 2017 foi inserido a pentoxifilina como medicamento
coadjuvante no tratamento de leishmaniose tegumentar mucosa. A
resisténcia a pentamidina tem sido reportada, principalmente em
pacientes imunodeprimidos. Em um estudo conduzido por NEVES et
al., 2011, concluiu-se que a pentamidina e antimonial pentavalente
possuem baixa eficacia para ao tratamento de leishmaniose tegumentar
americana, causada por L. (Viannia) guyanensis. Além disso, a grande
incidéncia de efeitos adversos, a baixa efetividade e o alto custo
provocam a baixa aderéncia ao tratamento pelos pacientes (LOEDIGE,
2015), como no caso da miltefosina, o qual apresenta eficiéncia por via
oral, porém ¢ contra-indicado para pacientes gestantes por apresentar
teratogenicidade (HAAVIKKO et al., 2014). Sendo assim, a busca por
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novos medicamentos com menor toxicidade e maior atividade tem
aumentado (SANTOS et al., 2008; SHUKLA et al., 2010), sendo um
foco em potencial para a proposi¢cdo de novas estruturas semi-sintéticas.

A doencga ¢ classificada de acordo com os 6rgdos e tecidos
afetados, espécies envolvidas e localizagdo geografica, conforme
Quadro 3 (BALANA-FOUCE et al., 2012; NEVES et al., 2011).

Quadro 3. Classificagdo da leishmaniose
Doenca Sintomas Agentes etiologicos Localizacao
geografica
Leishmaniose Lesdes na pele, L. tropica e L. major Paises no
cutianea que podem curar Velho Mundo
espontaneamente
L. mexicana ¢ L. America
amazonensis Central e do
Sul
Leishmaniose Lesdes graves na L. braziliensis Paises no Novo
mucocutinea pele Mundo
Leishmaniose L. (Viannia) guyanensis Sul dos
tegumentar Estados Unidos
americana até o norte da
Argentina,
exceto Chile e
Uruguai
L. (Viannia) guyanensis, Brasil,
L (V.) braziliensis e L principalmente
(L.) amazonensis regido Norte
Leishmaniose Inchago no bago, L. donovani e L. Paises no
visceral figado, tecido infantum Velho Mundo
marrom e 6rgaos
linfaticos
L. chagasi America

Fonte: SANTOS et al., 2008.

2.3.1.2 Atividade tripanocida

A doenga de Chagas é uma enfermidade endémica nas regides
Nordeste ¢ Norte do Brasil, entre outros paises da América Latina e
Africa, caracterizada por provocar anormalidades cardiacas e digestivas,
potencialmente fatais na forma cronica. Estima-se que 10 milhdes de
pessoas estejam infectadas em todo o mundo, com cerca de 8 mil mortes
por ano (BROWNE et al.,
BARTHOLOMELU, 2016).

2017; CARDOSO REIS-CUNHA;
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O agente etiologico, o protozoario Trypanossoma cruzi, € capaz
de infectar e replicar em uma grande variedade de células em
mamiferos. A doenca pode ser transmitida através da deposigdo de fezes
de um inseto triatominio conhecido como “barbeiro” (vetor) sobre uma
lesdo cutanea, por transfusio sanguinea, passagem pela placenta e
ultimamente relatado a incidéncia através do consumo de alimentos
contaminados com o parasita (ANDRADE et al., 1996; SILVA-DOS-
SANTOS et al., 2017).

A transmissdo é controlada por pesticidas no Brasil, sendo que
o tratamento de primeira escolha para a infec¢do aguda ou congénita da
doenca ¢é baseado na utilizacdo do medicamento benznidazol, sendo
necessario o desenvolvimento de novos tratamentos para o controle da
doenca em casos de resisténcia ¢ agravamento da doenca. A enzima
tripanotiona redutase apresenta-se como o principal alvo de novos
medicamentos; compostos naturais como quinonas, flavonoides e
terpenos demonstram um grande potencial terapéutico (SAUDE-
GUIMARAES; FARIA, 2007).

2.3.2 Atividade anti-inflamatoria

Os triterpenos acido ursdlico, acido oleandlico e seus derivados ja
foram investigados perante atividade anti-inflamatoria; o efeito deve-se
principalmente através da modulacdo das enzimas iNOS e COX-2
(VECHIA, GNOATTO E GOSMANN, 2009); além disso, a mistura dos
estereoisomeros aAM e BAM apresentam atividade antinociceptiva e
anti-inflamatéria (WAGH; GUJAR; GAIKAR, 2012). Estudos
conduzidos envolvendo o mecanismo de acgdo anti-inflamatorio de
triterpenos tem revelado o seu efeito inibitério das enzimas
lipooxigenase-5, 6xido nitrico sintetase, ciclooxigenase-2 e fator de
ativacdo nuclear-kB. O grupamento hidrofilico em C-4 no anel A tem
alta relevacia para a reducdo da atividade enzimatica e atividade da 5-
LOX (ZHANG et al., 2013). Infeccdes virais e microbianas, exposi¢do a
radiagdo, alérgenos, contaminantes quimicos, tabagismo, alcoolismo,
dieta hipercaldrica, obesidade e doengas inflamatorias cronicas
constituem nos principais gatilhos do processo inflamatério mediado por
citocinas, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), 6xido nitrico
(NO) e interleucinas, que podem desencadear & longo prazo doencas
graves como cancer, infarto e acidente vascular cerebral (REUTER et
al., 2010; REILLY; SALTIEL, 2014; VECHIA; GNOATTO;
GOSMANN, 2009).
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Protium heptaphyllum (Burseraceae), uma espécie abundante na
América do Sul e principalmente no Brasil, produz um exsudato
resinoso o qual € retirado do tronco e é utilizado na cultura popular
devido as propriedades anti-inflamatoria e analgésica; tais atividades sdao
atribuidas pela presenca de a ¢ B-amirina, triterpenos pentaciclicos com
atividades  anti-inflamatéria, antipruriginosa, gastroprotetora e
hepatoprotetora (MELO et al., 2010).

233 Aspectos analiticos

Os triterpenos pentaciclicos podem ser identificados e isolados
por diferentes técnicas cromatograficas. No entanto, por ndo possuirem
um grupamento cromoforo, nao sdo visiveis em UV a 200 nm e sua
separagdo € pouco avaliada em CLUE-UV. Por isso, a técnica hifenada
CLUE-EM demonstra ser uma alternativa para identificacdo, ¢ para a
analise em CG/EM ¢ necessario realizar uma reacdo de derivatizagdo
com trimetilclorosilano, para aumentar a volatilidade (reduzir o ponto de
ebuli¢do) e estabilidade térmica (JEMMALI et al., 2016).

Os monoterpenos podem ser identificados por CG/FID,
utilizando uma série homologa de hidrocarbonetos (C-5 a C25) para a
identificagdo dos compostos, comparando-os com literatura de
referéncia (ADAMS, 1995). Para a técnica de CG/EM, ¢é recomendado
utilizar uma coluna apolar, similar ao tipo DB-5 (com 5% de silica polar
= fenilpolisiloxano), e os compostos podem ser identificados
comparando os dados como indice de retencdo, peso molecular e padrao
de fragmentacdo em ionizagdo eletronica com base de dados NIST 11
(combinada ao detector do EM) e compara¢do com dados de referéncia
(ADAMS, 1995).

A cromatografia de camada delgada ¢é utilizada como recurso
para obter uma informagdo preliminar de quantos compostos estdo
presentes no material vegetal; utilizando placas de silica-gel ¢ com o
auxilio do revelador solugdo acida de anisaldeido sulfurico (0,5 ml de p-
anisaldeido, 1 ml de acido sulftrico a 97 % em 18 ml de etanol), solucao
reagente de anidrido acético ou solucdo etanolica de acido sulfanilico
10%, seguido por aquecimento a 110° C (MUFFLER et al., 2011) ¢é
possivel detectar a presenca de compostos fenolicos, agucares, terpenos
e esterdides (OLIVEIRA et al.; 2010).

As combinag¢des das técnicas analiticas de RMN e CLUE-EM
permitem a identificagdo de mais de um composto proveniente de
produtos naturais, sem a necessidade de realizar isolamento para
identificagdo. Os dados obtidos podem ser comparados a dados
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publicados, como na deteccao de fragmentos caracteristicos existentes
em banco de dados. Sendo assim, a combinacdo das técnicas
proporciona um resultado rapido e com menor volume de solventes,
comparados a cromatografia em coluna classica. A identificacdo de
metabolitos pela comparagio com dados experimentais contidos em
bibliotecas de espectros de produtos naturais conhecidos € denominada
desreplicagdo (GOMES et al., 2018).

2.34 Aspectos de modificacao estrutural

As reagdes semissintéticas sdo uteis quando necessita obter
moléculas complexas, porém utilizando menos etapas de sintese
(SOUZA, 2010).

Os terpenos apresentam grande versatilidade em modificagoes
estruturais, pois possuem diversos centros estereogé€nicos em estruturas
constituidas por atomos de C, H e O (BARREIRO; FRAGA, 2008).

2.3.4.1 Escolha da estrutura

Os triterpenos sdo estruturas versateis, apresentam diversos centros
estereogénicos e arranjos moleculares. A 0AM contém uma hibridizagao
tipo sp,, a qual necessita de 77-88 kcal/mol para rompé-la. Como pode-
se visualizar na Figura 3, além da insaturagdo em C-12 e C-13, cAM
contém um grupamento doador de hidrogénio em C-3 (R-OH) e 11
carbonos quirais (C-3, C-5, C-8, C-9, C-10, C-13, C-14, C-17, C-18, C-
19 e C-20) (BARRETO; FRAGA, 2009). A 0aAM possui um esqueleto
do tipo ursano ¢ bAM possui um esqueleto do tipo oleanano e ambos
possuem uma estrutura similar a esteroides, tendo apenas a posigdo de
uma metila no anel E (SOLDI et al., 2008); cAM e bAM sido
precursores do acido ursélico e acido oleandlico, respectivamente
(BRENDOLISE et al., 2011).
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Figura 3. Possiveis alvos para modificacdo estrutural
30—

o—amirina

A farmacodindmica da aAM pode ser alterada realizando
reagdes semissintéticas para originar terpendides (produtos de
degradacdo de triterpenos ou derivados semissintéticos, como cetonas,
alcodis, aldeidos, entre outros) (MUFFLER et al., 2011; BARREIRO;
FRAGA, 2008). Os possiveis alvos-moleculares para modificacdo de
atividade sobre a aAM pode ser observado no Quadro 4.

Quadro 4. Possiveis alvos-moleculares para modificagdo
Posi¢do Grupamento Reacdo
C-3 R-OH Oxidagdo
C-12 Insaturacdo Oxidagdo
C-13 Insaturagdo Oxidagdo

2.3.4.2 Oxidacio de alcoois

A reagdo de oxidagdo de alcodis primarios e secundarios, além
de alcodis alilicos e benzilicos utilizando PCC ¢ DCM para originar
compostos carbonilicos foi desenvolvida por COREY e SUGGS, 1975.
PCC ¢ um reagente estavel, com alto rendimento e eficiéncia (necessita
6 vezes menos solvente e apresenta atividade oxidante 4 vezes maior
que o tradicional método de Collins), com a desvantagem de ter a alta
toxicidade dos reagentes cromados (ag@o carcinogénica) (HUNSEN,
2005). Além disso, PCC também ¢ conhecido pela agdo oxidante
seletiva em alcoois alilicos esteroidais (FERNANDES; KUMAR, 2003).
A adi¢do do catalisador SiO, pode ser um recurso de tentativa de uma
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reacdo mais eficiente e com melhor rendimento para originar o produto
final, além de reduzir o consumo de PCC e o tempo de reagdo (de 3 h a
8 hpara 1 h) (KIM; KOO, 2005).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a composi¢ao fitoquimica do exsudato resinoso
bruto (oleoresina) de C. nitida, isolar os componentes majoritarios, além
de realizar modificagcdes estruturais originando compostos para
avaliacdo de atividade biologica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar os metabolitos secundarios do exsudato resinoso
bruto do tronco de C. nitida por CLUE-EM,;

Isolar e purificar compostos utilizando técnicas de separacdo
como cromatografia liquida a vacuo;

Obter derivados semissintéticos através de reagdes de oxidagdo
a partir de triterpeno isolado do exsudato resinoso, e avaliar a atividade
antiprotozodria (leishmanicida e tripanocida) in vitro;

Avaliar para atividades antiprotozoaria (leishmanicida e
tripanocida) e anti-inflamatoria in vitro dos metabolitos secundarios do
exsudato resinoso bruto do tronco de C. nitida;

Realizar analise qualitativa da fragdo volatil (6leo essencial)
extraida do exsudato resinoso de C. nitida, desenvolvendo uma
metodologia de analise em CG/EM.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 EQUIPAMENTOS

O estudo de desreplicacdo foi realizado utilizando um
cromatografo Acquity UPLC system class H (Waters) equipado com
detector tipo PDA, amostrador automatico e bomba quaterndria de
solvente, e a deteccdo de massas foi realizada utilizando o equipamento
Xevo G2-S QTof (Waters) com probe eletrospray operando nos modos
positivo e negativo, ¢ os dados processados pelo software MassLynx
V4.1 (Waters).

Espectrometro de Infravermelho — transformada de Fourrier marca
Perkin Elmer, modelo Spectrum Two.

A cromatografia em camada delgada foi realizada utilizando placas
de silica-gel 60 (230-400 mesh, Merck).

Espectrometro de ressondncia magnética nuclear de 'H e "°C do
fabricante Brucker, modelo Fourier 300.

Para as colunas cromatograficas abertas (classicas) utilizou-se
silica-gel Siliaflash P60 — SiliCycle, 40 - 63um ou 230 - 400 mesh.

4.2 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

O material botanico de partida, a resina bruta de C. nifida, foi
coletada na regido oeste da Republica de Camardes — Africa Central, em
Bangangté, capital do departamento de Ndé (5°09°00”N 10°31°00”L) e
trazido pelo professor Dr. Louis Pergaud Sandjo em agosto de 2014. O
material vegetal foi identificado como origem da espécie Cola nitida por
comparagdo de exsicata depositada no Herbario Nacional de Yaoundé —
Camaroes/Africa (n. 14590SRF).

A resina bruta foi devidamente armazenada em recipiente
adequado, livre de umidade, ao abrigo da luz e mantida a temperatura
ambiente (25° C).

4.3 OBTENCAO DO EXTRATO

O material vegetal bruto (resina e cascas) coletado do tronco da
arvore de C. nitida (2000 g) foi purificado através de maceragdo por dez
dias utilizando DCM/EtOH (1:1; v/v; 2 x 2000 mL) como solvente
extrator. Apds este periodo o extrato bruto foi filtrado e concentrado em
rotaevaporador sob pressdo reduzida, com temperatura de 50° C a 120
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rpm, resultando no extrato resinoso (ER, 1350,00 g), o qual foi avaliado
através de cromatografia em camada delgada (CCD, conforme Figura
2). O ER foi armazenado em frascos de vidro transparentes
hermeticamente fechados (9 frascos), protegidos com papel aluminio e
local seco e arejado (Fluxograma 1). Uma aliquota do extrato resinoso
(500 mg) foi concedida ao grupo de pesquisa do Prof. Dr. Mario Stendel
para avaliagcdo de atividades leishmanicida e tripanocida e igualmente
concedida ao grupo de pesquisa da Prof®. Dr". Fabiola Branco Filipin
Monteiro para avaliagdo de atividade anti-inflamatoria in vitro,
conforme descritos no item 5.

Fluxograma 1.  Obtengao do extrato resinoso de C. nitida.

Cascas dotronco + resina brata de C. mifida (2 kg)

Maceragio em DCM/EtOH 2 x 2000 ml; 1-1v/)

‘ 10 dias
Filtragio com pape filtro =
fimil de vidro
|
Concentragio em rotaevaporador a
mressio reduzida (50°C, 120 ym)
Pesquisa de atividade anti- |
Exirato resinoso
(1350g)
Pesquisa de atividades
s it [— |
v CCD (FE. Si0; ;
FM Hex/AcOFEL 955, viv);

Revelador: sol. acida de anisaldeido/
aguedimenin




51

4.4 CARACTERIZAGCAO FITOQUIMICA DA RESINA

4.4.1 Reacio de Liebermann-Buchard

O extrato resinoso concentrado (ER) foi submetido
inicialmente & avaliagdo colorimétrica, utilizando a rea¢do de
Lieberman-Buchard, que permite a detecgdo de triterpenos e esterdides.
Cloroférmio (CHCI;, 10 mL), anidrido acético (2 mL) e ER (1 mg)
foram misturados, formando uma solucao incolor, conforme Figura 7.
Em seguida, adicionou-se lentamente acido sulfurico (H,SOy, 0,2 mL).

4.4.2 Obtencao das fragdes por cromatografia liquida a vacuo

O ER (10 g) foi submetido a uma pré-purificacdo, inicialmente
diluido em n-hexano (100 mL), levado ao sonicador por 6 h até
completa dissolugdo, em seguida realizado separagdo por cromatografia
liquida a vacuo (CLV; F.E. silica-gel; coluna de vidro de 15,0 cm x 7,5
cm), utilizando como fase mével um sistema de eluentes adequado a
polaridade da respectiva fracdo, e em seguida concentrados em
rotaevaporador sob pressdo reduzida (Fluxograma 2). As fragdes foram
monitoradas por cromatografia de camada delgada, conforme Figura 4.

Figura 4. Cromatografia em camada delgada do extrato resinoso e das
fragdes obtidas por cromatografia liquida a vacuo

F.

CCD: F.E. silica-gel, F.M. Hex/AcOEt (95:5 v/v) Banda circulada UV-Vis
254nm; demais bandas visiveis apds revelagdo com solugdo 4cida de
anisaldeido/aquecimento. 1) Extrato resinoso de C. nitida; 2) F Hex; 3) F
DCM; 4) F AcOEt; 5) F MeOH.
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Fluxograma 2.  Cromatografia liquida a vacuo (CLV) do extrato resinoso e
andlise fitoquimica.

Extrato resinoso C. nitida (ER., 10 g) + Hex (100 ml)
|
Somicador 6 h
|

CCD(EE_Si0,;
FM Hex{AcOEL 955, wiv);
Revelador: sol. dcida de
anisaldeido/ aquecimenin

CLV
FE Si0,,

FHex (600 ml)| | FDCM(@0ml) || FACOEt(400ml) | | F McOH (300 ml)
T T T |

61mg 387 Smg TO652 g 622 Tmg
CCD —  UPLC-QwEMS/MS CcCD

(FE Si0,; (EE_Si0, ;
FEM CHCls); FM CHCl;/MeOH

Revelador: 11wy
it || o ||| e
a imenin lei icida e anisaldeidof

s tipanodida in vitro i

1
| Pesquisa de atividade

anti-inflamatioria i vitro
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Para a detecgdo dos triterpenos em cromatografia de camada
delgada o sistema eluente Hex/AcOet 95:5, v/v foi escolhido como fase
mével (SOLDI, 2007; FERREIRA et al., 2017) sendo necessario utilizar
como revelador a solugdo acida de anisaldeido e aquecimento a 110° C,
pois triterpenos como a-amirina sdo visiveis a UV-580 nm (MALLICK;
DIGHE, 2014).

4.4.3 Anilise cromatografica por CLUE-EM/EM

Para a identificagdo dos compostos presentes no ER foi
realizada a técnica hifenada de cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada ao espectrdmetro de massas em fandem, utilizando coluna
BEH C18 (50 mm, 1.0 mm, particula de tamanho 1.7 um, Waters). As
temperaturas da coluna e amostra foram de 40° C e 20° C,
respectivamente. Um volume de 3 pL de amostra (preparada na
concentracdo de 200 pl/mL com solvente acetonitrila) foi injetado em
um fluxo de gradiente de 0.3 mL/min: eluente A 90 % (A, agua/acido
formico, 99.9/0.1, v/v) e eluente B 10 % (B, ACN); 1-2 min 90 % de
A; 2-10 min 55 % de A; 10-15 min 10 % de A e 15-20 min 90 % de A.
A deteccdo de massas foi realizada operando nos modos positivo e
negativo; gas nebulizador: nitrogénio; fluxo de gas na camara de colisdo
de 60 L/h; fluxo do gas de dessolvatagdo (Nitrogénio) de 900 L/h;
energia de colisdo 30 eV, source offset 80 V, energia no capilar 3.5 kV,
temperatura de dessolvatagdo e de ionizagdo foram de 300° C e 120° C,
respectivamente; voltagem do capilar de 3 kV; temperatura da fonte 90°
C, gas de colisdo Argonio. A faixa de detec¢do de massas foi de 100 a
1500 Da, com tempo de scan de 1.0 seg. e tempo de detecgdo de 20 min,
sendo os dados processados pelo sofiware MassLynx V4.1 (Waters).
Para a identificagdo dos picos, todas as formulas moleculares possiveis
foram extraidas com analise dos fragmentos obtidos, utilizando analise
por fragmentacdo do composto e analise dos fragmentos “filhos”
(SILVERSTEIN, 2013).

4.5 Purificagdo do triterpeno

Com o intuito de otimizar o isolamento realizou-se 4 métodos
diferentes de extragdo a partir do ER (ilustrados no Fluxograma 4), para
obter um triterpeno purificado com maior rendimento utilizando menor
volume de solvente e tempo para purificagao.
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No primeiro método de isolamento, o ER (81,96 g) foi
ressuspendido em hexano (900 mL) e levado ao sonicador por 12 h,
tempo necessario para o extrato dissolver-se completamente. O extrato
obtido foi submetido a avaliacdo cromatografica por CCD utilizando
como F.E. silica-gel e F.M. Hex/AcOEt (95:5; v/v), e como revelador
solucdo 4cida de anisaldeido/aquecimento. O extrato foi submetido a
uma cromatografia liquida a vacuo utilizando F.E. silica-gel e F.M. Hex
(1800 mL, obtendo 6 fra¢des, demonstradas nas figuras 15 e 16) e em
seguida Hex/AcOEt (9:1; v/v, 300 mL). Os solventes foram destilados
por rotaecvaporador a pressdo reduzida e acrescentou-se MeOH ao
solido, o qual foi separado da fragdo liquida através de filtragdo com
papel-filtro e funil de vidro, lavando com MeOH até completa
purificacdo e monitorado por CCD, confome Figura 5 (F.E. SiO,; F.M.
Hex/AcOEt, 95:5, wv/v, revelador solucdo  acida de
anisaldeido/aquecimento). A fragdo hexanica resultou em 4,30 g
(rendimento de 5,25 %) de triteripeno urificado (Figura 6). Apds andlise
por Infravermelho e por RMN 'H e "°C, e os dados foram comparados
com a literatura (HERNANDEZ-VAZQUEZ et al., 2011), confirmando
a identidade de aAM. O filtrado metandlico foi concentrado em
rotaevaporador a pressdo reduzida e reservado para analise posterior,
assim como a fracdo Hex/AcOEt 9:1.

Figura 5. Cromatografia em camada delgada - bandas identificadas na
fragdo Hex (método de isolamento 1) apds revelagdo com solugdo acida de
anisaldeido/aquecimento.

"

CCD F.E. sﬂica-gel;"' FM Hex/AcOEt (95:5 v/v); as bandas podem ser
visualizadas ap6s revelagdo com solugdo acida de anisaldeido/aquecimento:
Fragoes referentes a F Hex, método de isolamento 1.
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Figura 6. Cromatografia em camada delgada comparativa.
st s acci e I

”

CCD comparativa; F.E. silica-gel. FM Hex/AcOEt (95:5 v/v); as bandas podem
ser visualizadas apos revelagdo com solucdo acida de anisaldeido/aquecimento:
F1; F5; padrao Lupeol; aAM isolada do ER, respectivamente.

No segundo método de isolamento, ER (30,00 g) e MeOH (750
mL) foram levados ao sonicador por 12 h, onde observou-se a formagao
de precipitado branco. O precipitado branco foi separado pelo método
de filtragdo com papel filtro e funil de vidro, lavado com MeOH (1500
mL) e analisado por CCD (F.E. silica-gel ; F.M. Hex/AcOEt, 95:5, v/v,
revelador solugdo acida de anisaldeido/aquecimento). O precipitado foi
submetido a sucessivas recristalizagdes com objetivo de purificar,
resultando em 0,40 g (rendimento de 1,33 %), comprovando o
isolamento e identidade do composto aAM através de andlise em RMN
'H e "°C os dados foram comparados com a literatura (HERNANDEZ-
VAZQUEZ et al, 2011). A fracdo metandlica foi concentrada em
rotaevaporador a pressdo reduzida, analisada em CCD (F.E. silica-gel;
F.M. Hex/AcOEt, 95:5, v/v, revelador solugdo 4acida de
anisaldeido/aquecimento) e reservada.

No terceiro método de isolamento, ER (30,00 g) e MeOH (900
mL) foram levados ao sonicador por 12 h, onde observou-se a formagao
de precipitado branco, o qual foi filtrado com papel filtro e funil de
vidro, lavado com MeOH (500 mL) e analisado por CCD (F.E. silica-
gel; F.M. Hex/AcOEt, 95:5, v/v, revelador solucdo 4acida de
anisaldeido/aquecimento). O precipitado foi submetido a sucessivas
recristalizagdes com objetivo de purificar, resultando em 6,48 g, o qual
foi submetido a uma cromatografia liquida a vacuo utilizando F.E.
silica-gel 60 (230-400 mesh, Merck e F.M. Hex (300 mL), em seguida
Hex/AcOEt (500 mL, 99:1 v/v), Hex/AcOEt (300 mL, 95:5 v/v) e DCM
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(200 mL). Em seguida as fra¢des foram concentradas em rotaevaporador
a pressdo reduzida e analisadas em CCD (F.E. silica-gel; F.M.
Hex/AcOEt, 95:5, v/v, revelador solucdo acida de
anisaldeido/aquecimento). A cada fracdo foi adicionado MeOH (100
mL) ocorrendo a formagao de precipitado branco, o qual foi filtrado com
papel-filtro e funil de vidro, resultando em 0,87 g (2,89 %) de aAM,
comprovando o isolamento e identidade do composto através de analise
em em RMN 'H e "C os dados foram comparados com a literatura
(HERNANDEZ-VAZQUEZ et al, 2011). A fragio metandlica foi
concentrada em rotaevaporador a pressao reduzida, analisada em CCD
(F.E. silica-gel; F.M. Hex/AcOEt, 95:5, v/v, revelador solugdo acida de
anisaldeido/aquecimento) e reservada.

No quarto método de isolamento, ao ER (30,00 g) foi
adicionado a uma solu¢do de MeOH/Ac acético (750 mL; 30:1 v/v) e
levado ao sonicador por 6 h, onde ocorreu a formagao de precipitado
branco, o qual foi filtrado com papel-filtro e funil de vidro e lavado
varias vezes com MeOH (500 mL), resultando em 1,34 g (rendimento de
4,46%). Para a identificagdo do composto realizou-se analise de RMN
'H ¢ °C e os dados comparados com a literatura (HERNANDEZ-
VAZQUEZ et al., 2011).
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Fluxograma 3.  Isolamento e identificagdo de tAM
| Exiato xevmoso (BR) de €. nifida
|

|

£196g 105 30g 108
Hexamo (900 ml) MeOH (750ml) MeOH (900 mD) MOH/ACOOH (750ml, 30:1 /)
‘ 1Zh 1Zh 1Zh | 6h
Somicador
|
Fillragio com papd-filio ¢
fmill devadeo
[ : |
Cromalngyin Egeds 5 vioo Fomacio de precipitado
FE S0, l
| ' |
F.M Hexmo F_M HexfAcOEt (31, MeOH MeOH MeOH
(1300mD viv, 300 ml) (1500 =l (500l (500 ml)
L | '—A;
T
Rotaevaporador FMeOH Salido
aviomn amareladn
(6425)
51582 3010g
]G_dnszﬁa, Fps
| FE Si0,
Fillacio com I — |
i ¢ fmil de vido F.M Hax M FM FM
(300 ml) Hax{Ac{WFt Hax{Ac{WFt D
| e 53, <k 00mD
McOH =h =0
120
e MeOH (400 ml)
l E Precipitdo FMe0H
FMeOH Procpitade T
L
i
CCD_RMN 'H; *C, IV
O
[ I
composio 1 composto 1 1 composic
; alado salado mﬁ alado
| | i |
a-AM (43046 @AM (040 g) a-AM (037 z); @AM (134 g)
nnrsmﬁ Bend 133% Rend 229% Remd 446%

Fluxograma identificando os quatro métodos de isolamento de a AM realizados.
Método 1 caixas em amarelo; método 2 em rosa, método 3 em azul e método 4

em cinza.
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4.6 Modificagoes estruturais

4.6.1 Oxidacio da a-amirina com clorocromato de piridinio e
silica gel (reagao 1)

Baseado na reagdo de oxidacdo desenvolvida por COREY e
SUGS (1975) utilizou-se aAM (150,00 mg, 0,35 mmol), DCM (3 mL),
clorocromato de piridinio (PCC, 150.9, mg, 0,70 mmol) e silica gel
(Si0,, 42,06 mg, 0,70 mmol), os quais foram misturados em um baldo
volumétrico em agitador magnético (a.m.) a temperatura ambiente (t.a.)
por 1 h. A reagdo foi monitorada com CCD (F.E. silica-gel ; F.M.
Hex/AcOEt, 95:5, wv/v e revelador solucdo acida de
anisaldeido/aquecimento), onde foi observado o desaparecimento
completo da 0 AM, originando uma banda UV-Vis 254 nm. A seguir o
produto da reagdo foi submetido a uma cromatografia liquida a vacuo
com F.E. silica-gel, F.M. DCM (250 mL), retirando o H,CrO; e SiO..
Em seguida a fragdo foi seca em rotaevaporador sob pressdo reduzida,
tendo o rendimento de 70 %, originando a-amirona (composto 2; 105,00
mg, 0,25 mmol), a qual foi identificada em anélise por IV e RMN "°C.

4.6.2 Oxidacio da a-amirina com Permanganato de Potassio e
Clorato de potassio (reacio 2)

Uma solucdo contendo acetona (5 mL) e KCIO; (56,37 mg;
0,46 mmol) foram inseridos em um baldo volumétrico de 50 mL e
colocados sob agitacdo magnética (a.m.) a temperatura ambiente (t.a).
Em seguida foi adicionado uma solucdo oxidante contendo agua
purificada (I mL) e KMnO, (72,7 mg; 0,46 mmol). Apds a
homogeneizacdo, foi adicionado uma solucdo contendo DCM (5 mL) e
aAM (100,00 mg; 0,23mmol). A cinética da reacao foi monitorada com
CCD (F.E. silica-gel; F.M. Hex/AcOEt, 95:5, v/v e revelador solugédo
acida de anisaldeido/aquecimento) apds 1 h e a cada 12 h. Ap6s 20 h a
reacdo foi interrompida apds visualizagdo em CCD (F.E. silica-gel ;
F.M. Hex/AcOEt, 95:5, v/v e revelador solu¢do acida de
anisaldeido/aquecimento); onde ocorreu reagdo parcial. O produto final
foi separado por cromatografia liquida a vacuo com silica gel 60 (230-
400 mesh, Merck) utilizando 200 mL de DCM (F1, F2 e F3) para cada
fragdo, em seguida 400 mL de DCM/MeOH (9:1 v/v) (F4 e F5). Como
as 5 fragdes ndo estavam puras, todas foram unidas e submetidas a
coluna cromatografica com silica-gel 60 (230-400 mesh, Merck) com
um sistema eluente gradual com Hex e Hex/AcOEt. A fragdo isolada
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originou o composto 3 (25,00 mg; 0,06 mmol; rendimento 25 %), o
qual foi identificado em analise por IV ¢ RMN "°C.

4.6.3 Oxidacido da a-amirina com Permanganato de Potassio,
PCC e Clorato de Potassio (reacao 3)

KCIO; (171,60 mg; 1,40 mmol) , KMnOy4 (221,24 mg; 1,40
mmol), acetonitrila (ACN, 10 mL) e acetona (5 mL) foram adicionados
em um baldo volumétrico de 50 mL. Em seguida foi adicionado uma
solugdo com PCC (301,80 mg; 1,4 mmol) e 4gua purificada (1 mL), e
em seguida a solug@o contendo o AM (300,00 mg; 0,70 mmol) e DCM
(5 mL). A reagdo foi submetida a agitagdo magnética (a.m.) por 20 h a
temperatura ambiente (t.a.), monitorada por CCD (F.E. silica-gel; F.M.
Hex/AcOEt, 95:5, wv/v e revelador solucdo acida de
anisaldeido/aquecimento). O produto final foi particionado utilizando
DCM (200 mL) e adicionado sulfato de sédio anidro (Na,SOy, 2,00 g)
para a retirada de agua e residuos hidrossoluveis. O produto da reagéo
final foi seco em temperatura ambiente em capela e ventilagdo; apds
avaliagdo por CCD observou-se que o produto ndo estava puro, por isso
em seguida realizou-se uma purificacdo utilizando uma coluna
cromatografica (18 x 2,5 cm) com F.M. silica-gel, 230-400 mesh
(Merk). O produto foi solubilizado em DCM (10 mL) e adicionado em
um gral contendo silica-gel (10,00 g). O sistema de eluicdo foi iniciado
com hexano, aumentando a polaridade gradativamente adicionando
acetato de etila em propor¢des crescentes, finalizando com FM
Hex/AcOEt (80:20 v/v). Apos a andlise de todas as fragdes em CCD
Si0, FM Hex/AcOEt (95:5 v/v) e revelagdao com solugdo de solucdo
acida de anisaldeido/aquecimento, separou-se a fracdo 22, coletada
durante a eluicdo com FM Hex/AcOEt (85:15 v/v), para analise por IV e
RMN "“C. A reagdo originou o composto 4 (90,00 mg; 0,21 mmol,
rendimento de 30 %).

4.7 Extragdo da fragdo volatil (Hidrodestila¢do) e andlise qualitativa
por CG/EM: uma investigagdo prévia.

Para extragdo da fragdo volatil o ER (50,00 g) foi submetido a
técnica de hidrodestilagdo (HD) utilizando aparelho tipo Clevenger, e
como solvente agua purificada (150 mL). A temperatura de ebuli¢do
(100° C) foi alcangada apds 5 minutos. O tempo total de extragdo foi de
3h, com um rendimento de 10 % (Fluxograma 4). O dleo foi
cuidadosamente coletado com uma pipeta Pasteur e armazenado em
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vidro fechado, protegido da luz e criopreservado (3 a 5° C), e o hidrolato
armazenado em vidro fechado sob refrigera¢do (3 a 5° C).

Fluxograma 4. Meétodo de extragdo e andlise da fragdo volatil do extrato
resinoso de C.nitida.

Extrato resmoso concentrado de C. mifida
(ERC)

Hidrodestilaciio (HID)
com aparedho
tipo Clavengar ERC (30 g) +
H30 (150 ml)

| b, 100°C

Meo essendial de C. ritida

A fragdo volatil obtida foi submetida a identificacdo de seus
componentes através de cromatografia gasosa acoplada a espctrometria
de massas, utilizando uma solugdo com 25 pl da fracdo volatil em 1 mL
de éter dietilico PA.; 0.5 pl foram injetados em um cromatografo a gas
Perkin-Elmer Clarus 680 acoplado a um espectrdmetro de massas
Perkin-Elmer Clarus SQ8 (Fluxograma 4). Foi utilizado uma coluna
capilar de silica apolar Elite 5SmS (30 m x 0.25 mm, espessura de 0.25
um), gas de arraste Hélio (He;, , tipo 5.0, com 99.999% de pureza) com
fluxo de 1 mL/min; rampa de temperatura: 35°C (4 min) até 90°C a
20°C/min, tem seguida até 130°C a 5°C/min, 130°C (1 min), finalizando
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em 250°C a 15°C/min; temperatura do injetor 250°C solvent-delay de 4
minutos; injetor automatico em modo split (10 mL/min); ionizagdo por
impacto eletronico (IE) a 70 eV, temperatura da fonte de 180°C e linha
de transferéncia 220°C, detector do tipo quadrupolo, faixa de scan 30 a
600 Da. A identificagdo dos compostos foi realizada com o auxilio da
biblioteca NIST-MS (2011) e comparagdo com padrao de fragmentagdo
(ADAMS, 1995).
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5 ENSAIOS BIOLOGICOS IN VITRO

Uma amostra de cada fragdo (500 mg) foi encaminhada para
avaliagdo de atividade antiprotozoaria em forma amastigota
(intracelular, em células THP-1) de Trypanossoma cruzi e Leishmania
amazonensis no laboratorio de Protozoologia/UFSC, sob coordenagdo
do prof. Dr. Mario Steindel e Dr”. Milene Hoer de Moraes.

Uma amostra de cada fracdo (500 mg) foi encaminhada para
investigacdo de atividade anti-inflamatoria e citotoxicidade em cultura
celular de macrofagos linhagem murina J774 no laboratorio do Grupo
de Estudos de Interagdes entre Micro e Macromoléculas (GEIMM), sob
coordenagdo do Prof®. Dr". Fabiola Branco Filipin Monteiro.

5.1 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR (MTT)

O ensaio de viabilidade celular foi realizado utilizando células
THP-1 (células adultas de leucemia monocitica aguda), as quais foram
semeadas em placas com 96 pogos (4.0x10* células/poco) e tratadas com
a aplicagdo em série das amostras diluidas nas concentragdes de 2
pg/mL a 500 pg/mL e incubadas por 72 h a 37 °C, 5% CO,. As placas
foram centrifugadas (3.700% g/7 minutos), o sobrenadante foi removido
e as células foram ressuspendidas em 50 pL. de uma solugdo de brometo
de 4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltrazolium (MTT, Amresco) a 3
mg/mL em solugdo tampao salina e incubada por 4 h a 37°C, 5% CO, e
centrifugadas (3.700% g/7 minutes); o sal de formazan foi solubilizado
em 100 uL de DMSO. A densidade optica foi determinada a 540 nm em
um espectrometro Tecan® Infinite M200. DMSO 1% (v/v) e DMSO
50% (v/v) foram os controles negativo e positivo, respectivamente. Os
valores de Clso foram calculados por regressdo linear com o auxilio do
programa GraphPad Prism (SAAD et al., 2011; SCHWENDE et al.,
1996).

5.2 CITOTOXICIDADE

5.2.1 Cultura celular

A cultura de macrofagos murina J774 foi mantida em meio
DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) contendo
100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina ¢ 10 mM de
acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetano sulfonico (HEPES). As células
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foram cultivadas a 37°C e 5% de CO, e o meio foi alterado a cada 48 h.
As células foram cultivadas até confluir 80-90% e depois subcultivadas
apos a dissociacdo por raspagem usando um agente de borracha.

5.2.2 Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade das fragdes foi avaliada utilizando o ensaio de
resazurin (Alamar blue®). Para os macrofagos, 3 x 10° células/pogo
foram semeadas em meio DMEM suplementado com 10 % SBF
(RAMPERSAD, 2012). Apods 24 h, o meio foi substituido pelo meio
contendo as fragdes nas concentracdes de 1, 2.5, 5, 10, 25, 50 ¢ 100
pg/mL e incubadas a 37° C por 24 h. Em seguida, as células foram
incubadas com 100 pL (0,1 mg/mL) de tintura de resazurin por 3 h a 37°
C. A fluorescéncia foi verificada apds intervalos de 1 h usando o leitor
de microplacas (IS55, Perkin Elmer — USA) a 530-590 nm. A regressao
linear de cada fragdo versus porcentagem de viabilidade celular foi
determinada em ordem de obter a concentragdo toxica de 10%
(causando 90% de viabilidade celular) usando GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software 5.0, Inc., San Diego, CA).

5.3 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

A atividade anti-inflamatoéria in vitro das fragdes obtidas por
cromatografia liquida a vacuo foi avaliada realizando uma metodologia
modificada a partir de HERATH et al. (2003) medindo a producao de
nitrito, um indicador de sintese de 6xido nitrico (NO) no sobrenadante
de macréfagos ativados por lipopolissacarideo (LPS). Para isso, as
células foram semeadas em placas de 24 pogos (2 x 10° células/pogo).
Apds 24 h, o meio foi trocado e as células viabilizadas (CCy) foram
adicionadas em meio DMEM suplementado com 10 % SBF. Apos 15
minutos, os macrofagos foram estimulados com LPS a 10 pg/mL e
incubados por 24 h. A seguir, o sobrenadante foi coletado e a produgdo
de nitrito foi medida adicionando 100 pL de reagente de Griess (1 %
sulfanilamida e 0,1% N-(1-naftil) etilenodiamina em 0,5 % de acido
fosforico). A absorbancia foi determinada com o leitor de microplaca
(ELX800, BioteK — USA) a 540 nm. Além disso, a concentragcdo de
TNF-a foi determinada pelo ensaio de captura de antigeno ELISA (BD
Bioscience — USA) de acordo com instrugdes fornecidas pelo fabricante.
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5.4 ATIVIDADE ANTIPROTOZOARIA

54.1 Atividades tripanocida e leishmanicida in vitro

A cultura cellular de macrofagos THP-1 (ATCC TIB202)
cresceu em meio RPMI-1640 sem vermelho de fenol (Sigma-Aldrich,
CO. St. Louis, MO, USA), suplementado com 10 % SBF (Life
Technologies, USA), 12,5 mM HEPES, penicillina (100 U/mL),
estreptomicina (100 pg/mL) e Glutamax (2 mM), a 37° C em incubadora
a 5 % CO, Formas promastigotas de L. amazonensis
MHOM/BR/77/LTB0016 expressando f-galactosidase foram crescidas
em meio de Schneider a 26° C (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA) suplementado com 5 % de SBF inativado e 2 % de urina humana.

Células THP-1 (4,0 x 10* /pogo) foram cultivadas em placas
com 96 pocos em um meio RPMI-1640 e incubado com 100 ng/mL de
13-acetato-12-miristato de forbol (PMA, Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA) por 72 h a 37° C em 5% CO,, para permitir a
diferenciacdo de células THP-1 para dentro de macrofagos ndo-
divididos (SCHWENDE et al., 1996). Ap6s quatro dias as culturas de
promastigotas (4,0 x 10° parasitas/mL) foram lavadas com solugdo
tampdo fosfato salina pH 7,4 (PBS), e incubadas em meio RPMI-1640
suplementado com 10 % de serum humano B+ aquecido e inativado por
1 h a 34° C para a opsonizacdo do parasita. As células THP-1 foram
incubadas com uma propor¢ao de 10:1 parasitas/célula por4 ha 34° C e
5% CO,. Apos este periodo os parasitas que ndo aderiram foram
removidos por uma lavagem com PBS e as células infectadas foram
incubadas com 180 uL de meio complete suplementado RPMI-1640 por
mais 24 h para permitir a transformacdo de forma promastigota para
amastigota intracelular.

A f-galactosidase de Trypanosoma cruzi, cepa Tulahuén, foi
fornecida pelo Laboratoério de Parasitologia Celular e Molecular, Centro
de Pesquisas René Rachou, FIOCRUZ, Belo Horizonte. A cultura
derivada de tipomastigotas de linhagem de células L1929 infectadas
usada para diferenciar de THP-1 infectados (4,0 x 10* células/pogo) em
microplacas de 96 pogos e uma propor¢do de 2:1 de parasitas/célula e
incubadas overnight a 37° C em atmosfera de 5% CO,. O meio contendo
parasitas ndo-aderidos foi removido e substituido com 180 pL de meio
fresco (BUCKNER et al., 1996).

As amostras foram solubilizadas em dimetilsulféxido (DMSO)
e diluidas em série (500 pg/mL a 2 pg/mL). Células infectadas em
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monocamada foram tratadas pela adigdo de 20 puL de cada amostra, em
triplicate, seguida pela incubagdo por 48 h a 34° C ou 37° C, 5 % CO..
Apbs o tratamento, as células foram cuidadosamente lavadas com PBS ¢
incubadas por 16 h a 37° C com 250 ul de vermelho de clorofenol-B-D-
galactopiranosideo (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA, CPRG) a
100 uM e Nonidet P-40 (Amresco Inc, Solon, Ohio, USA, NP-40) 0,1%.
A densidade optica foi lida a 570/630 nm no equipamento Infinite M200
TECAN, Austria (SIEUWERTS et al, 1995; VAN DE LOOSDRECHT
et al., 1991). A concentragdo de cada amostra que reduziu a viabilidade
do parasita em 50 % quando comparado ao controle negativo (Clsy) foi
estimado pela curva de regressdo-linear de concentragdo-resposta.
Anfotericina B (Sigma-Aldrich) e benznidazol (Sigma-Aldrich) foram
utilizados como controle-positivos para atividade leishmanicida e
tripanocida, respectivamente ¢ DMSO 1 % como controle negativo. A
concentracdo capaz de inibir 50 % (Clso) dos parasitas e a proliferagdo
de células THP-1 (CCsy) foi utilizada para expressar a atividade
antiparasitiria e a citotoxicidade, respectivamente. Indice de
seletividade (IS) de cada amostra foi determinado pela razao CCsy/Clsy.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram demonstrados como a média = desvio
padrdo (DP) dos trés experimentos. A analise de varidncia de One-way
seguida pelo teste de comparagao multipla de Dunnett foi realizada, ¢ o
nivel de significAncia em um conjunto de p< 0.05 (GraphPad Software
5.0, Inc., San Diego, CA.). serdo considerados os dados obtidos pelas
amostras, controle positivo e controle negativo.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caraterizagdo dos metabolitos secundarios do extrato resinoso de
C. nitida

O material vegetal apresentava odor agradavel e adocicado ¢ a
coloragdo variava de marrom claro a castanho claro.

O ER foi submetido a reagdo de Lieberman-Buchard
(conforme item 4.4.1) revelando o aparecimento da cor marrom escuro,
comprovando a presenga do anel ciclopentanodehidrofenatreno, presente
em triterpenos e esteroides (Figura 7).

Figura 7. Ensaio colorimétrico: reagdo de Liebermann-Buchard
T 9 H,SO
CHCl, iy )I\OJ\ + ERC B it 8 coloragéo vermelho, violeta ou marrom

- e
4 U '
=

Em uma andlise comparativa do extrato resinoso (conforme
item 4.3) com padrdes de lupeol, taraxerol e a AM utilizando CCD (F.E.
silica-gel, F.M. Hex/AcOEt, 95:5, v/v, e revelador solugdo acida de
anisaldeido/aquecimento) foi observado que a fra¢do pré-purificada
apresentava substincias com valores de RF’s semelhantes ao dos
triterpenos utilizados como padrdes (Figura 8 e Figura 9).
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Figura 8. CCD do ER (1) e padrdes de lupeol (2), taraxerol (3) e a-
amirina (4). Fase movel: Hex/AcOEt (95:5, v/v); revelador: solug¢do acida de
anisaldeido e aquecimento.

CCD F.E. SiO,, FM Hex/AcOEt (95:5 v/v); as bandas podem ser visualizadas
apo6s revelagdo com solugdo acida de anisaldeido/aquecimento. 1) Extrato
resinoso; 2) Lupeol; 3)Taraxerol; 4) cAM isolada do ER.

Figura 9. Estruturas dos triterpenos referentes a Figura 8.

Lupeol Taraxerol o—amirina

Os triterpenos pentaciclicos a-amirina e B-amirina podem ser
facilmente extraidos como solventes organicos como o etanol, propanol
ou metanol, sendo este ultimo o mais efetivo uma vez que favorece a
precipitacdo dos triterpenos devido a diferenca de polaridade entre o
soluto e solvente propiciando elevado rendimento (WAGH et al., 2012).

Dentre as formas de caracterizagdo de triterpenos tem-se a
cromatografia, utilizando reag¢des de derivatizagdo para obter um analito
com menor ponto de ebuli¢do. Em CCD, aAM nao ¢ visivel a UV 254
nm e 366 nm, porém ¢é facilmente visualizada se a placa for revelada
com spray de solugdo 4acida de anisaldeido e aquecimento (105° C) ou
vanilina sulfurica e aquecimento (SOLDI et al., 2008). Um problema a
ser considerado ¢ de que os triterpenos e esterdides, por possuirem
estruturas e polaridades semelhantes, podem apresentar coeoluigdo,
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sendo necessario outros métodos de identificagdo complementares (XU
et al., 1988; BHAWANTI et al., 2010).

Os triterpenos 0cAM e BAM foram anteriormente isolados por
WAGH, GUJAR E GAIKAR (2012) do latex de Calotropis gigantea
(Apocynaceae) através da técnica de Soxlet utilizando os solventes
metanol e cloroféormio, sendo o solvente mais polar o mais efetivo para
extragdo. (WAGH; GUJAR; GAIKAR, 2012).

O composto obtido a partir dos 4 métodos de purificagdo
utilizados (Fluxograma 3), aAM (3f-hidroxi-urs-12-en-3-0l), tem a
formula molecular C;oHs,O, ponto de fusio (PF) 184-186° C, em EM
apresenta o pico m/z [M+H] 426,2975. O espectro de infravermelho
(IV) identifica pya, (KBr): 3450 (-OH) e 2895 (H-C=) cm™. Em CCD,
apresenta um Rf de 0,65 — F.E. silica gel; F. M. Hex/AcOet 95:5,
revelando-se como uma banda violeta ndo visivel em UV, assim como a
mistura de a- ¢ f-amirina (HERNANDEZ-VAZQUEZ et al., 2011). Os
sinais caracteristicos (demonstrados em Figura 31 e Figura 32) sdo os
obtidos de H-3 (3,16 MHz, dd, J = 5,1 e 11,2MHz, deslocamento
caracteristico de hidroxila), H-12 (1,85 MHz, ¢ J = 3,2 MHz,
deslocamento caracteristico de ligacao sp,), H-22 (1,85 MHz, dt, J= 3,0
MHz e 7,0 MHz, deslocamento caracteristico de metila), H-29 (0,85
MHz, d, J = 6,0 MHz) ¢ H-30 (0,73 MHz, d, J = 7,0 MHz), sendo estes
dois ultimos relacionados a duas metilas semelhantes.

6.1.1 Anilise cromatografica por CLUE-EM/EM

A técnica de cromatografia liquida de ultraeficiéncia acoplada a
espectrometria de massas permite a analise de amostras complexas, as
quais possuem compostos que apresentam o comportamento semelhante
em CCD (mesmos Rf’s), e que ndo sdo facilmente identificadas por
RMN (KIND; FIEHN, 2017). Os triterpenos aAM e BAM, por exemplo,
apresentaram Rf de 0,66 em placas de silica e F. M. hex/AcOEt 95:5 ¢
revelador solucdo acida de anisaldeido sulfurico/aquecimento; através
da analise em cromatografia de camada delgada foi possivel detectar 9
compostos, porém em investigagdo posterior por CLUE-EM foi possivel
identificar 20 compostos, conforme demonstrado na 0 utilizando como
base de identificagdo os valores da massa molecular, dos fragmentos
gerados, além da comparacdo do fragmento principal de cada composto
com publicagdes relacionadas em bases de dados como REAXYS (com
margem de 5 ppm de filtro de precisdo) e ChemSpider.

O estudo de desreplicagdo das fragcdes obtidas por cromatografia
liquida a vacuo (Hex, DCM, AcOEt ¢ MeOH) consistiu em separar os
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compostos por cromatografia liquida de ultra eficiéncia, gerando os
cromatogramas ilustrados na Figura 10, e identifica-los através dos
fragmentos gerados, utilizando a espectrometria de massas em tandem.
Através da analise por CLUE-EM/EM, foi possivel identificar a
presenca de dezessete compostos (listados nas Tabelas 1 a 7) os quais
foram submetidos ao analisador triplo quadrupolo; o primeiro
quadrupolo seleciona um ion especifico, o segundo atua como célula de
colis@o (dissociagdo induzida por colisdo) ¢ o terceiro separa os ions
produzidos, fornecendo os “ions filhos” (SILVERSTEIN, 2013).

Figura 10. Cromatogramas de picos base obtidos por ESI (+) da fragao
de hexano (1), DCM (2), AcOEt (3) e MeOH (4), conforme descrito no item
443

V8 s Mg T2

1 | 2

F0] L i 1t o gl
o Tie2 Do, June 2
u P TEIEN fs

P .
B g o

3 -

Eixo X: tempo, em min; eixo Y: porcentagem relativa.
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Substancias identificadas nas fragdes de Hexano (HEX), Diclorometano (DCM), Acetato de etila (AcOEt) e
Metanol (MeOH) por CLUE-EM/EM (ESI (+) , modo positivo, tempo de retencdo 4,53 min, 5,67 min e 6,33 min.

TR m/z [M+H]" Massa Formula Fragmentos EM/EM Proposta de estrutura HEX DCM AcOEt MeOH
experimental tedrica molecular
(m/z)
4,53 515,3730 515,3736 C3,Hs500s5 455,3518; 437,3442; Rubiprasina C ou p p
[M+H]" 409,3488; 397,3110; acido 3-O-acetil pomolico
343,2635; 313,2548;
295,2458; 257,1937;
251,1651; 245,1920;
203,1775; 201,1653;
189,1643; 187,1501;
173,1347; 121,1030;
5,67 425,3792 425,3783 C30His0 407,3693; 271,2441; Anidroforadiol p p
[M+H]" 2452273;221,1935;
217,1968; 203,1804;
191,1808; 161,1359;
147,1194; 133,1028;
109,1031.
6,33 457,3659 457,3683 C30His05 Acido ursolico p

[M+H]"
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Tabela 2 - Substancias identificadas nas fragdes de Hexano (HEX), Diclorometano (DCM), Acetato de etila (AcOEt) e
Metanol (MeOH) por CLUE-EM/EM (ESI (+) , modo positivo, tempo de reteng@o 6,51 min, 6,66 min e 6,84 min.
TR m/z [M+H]" Massa tedrica Formula Fragmentos EM/EM Proposta de HEX DCM AcOEt MeOH
experimental (m/z) molecular estrutura
6,51 425,3750 425,3783 [M+H]' CioHasO 407,3651; 311,2744; 3-hidroxi-urs- P P P P
271,2441; 217,1938; 12,15-dieno
203,1804; 191,1808;
175,1480; 147,1169;
133,1028; 123,1165;
109,1031.
6,66 909,6996 909,6972 CioHasOs 437,3442; 419,3312; Acido 3p- p P P
[2M+H]" 409,3447; 369,2801; hidroxiurs-12,18-
313,2548; 311,2383; dien-28-o0ico ou
295,2458;257,1937; acido micromérico
245,1920; 201,1653; ou acido 34-
203,1833; 189,1643; hidroxiurs-
187,1501; 159,1501; 12,19(29)-dien-
133,1028; 109,103 1. 28-0ico
6,84 457,3659 457,3682 [M+H]" CioHagOs 439,3609; 421,3522; Acido Oleanélico P P

393,3505; 343,2635;
313,2584; 295,2423;
269,2303; 255,2132;
229,1971; 201,1653;
187,1501; 159,1173;
135,1182; 109,1031.
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Substancias identificadas nas fragdes de Hexano (HEX), Diclorometano (DCM), Acetato de etila (AcOEt) e
Metanol (MeOH) por CLUE-EM/EM (ESI (+) , modo positivo, tempo de reteng¢@o 6,92 min, 7,14 min, 7,39 min e 7,47 min.

TR

m/z [M+H]" Massa
experimental tedrica
(m/z)

Formula
molecular

Fragmentos EM/EM

Proposta de HEX DCM AcOEt MeOH
estrutura

6,92

7,14

7,39

7,47

443,3867 443,3889

[M+H]"

427,3936 427,3940

[M+H]

441,3737 441,3733

[M+H]"

427,3936

CJUHSUOZ

C30Hs00

C30H4802

425,3792; 407,3651;
315,2705; 297,2593;
259,2048; 247,2072;
243,2106; 229,1971;
215,1821; 187,1473;
175,1507; 161,1333;
149,1355; 135,1182;
123,1182; 109,1031.
409,3820; 299,2760;
271,2441; 229,1971;
217,1968; 191,1808;
189,1643; 163,1489;
149,1330; 137,1321;
135,1182; 123,1188;
121,1030; 109,1009.
423,3654; 405,3533;
315,2705; 297,2593;
287,2397; 269,2303;
259,2048; 247,2072;
241,1991; 229,1971;
215,1821; 201,1682;
189,1643; 175,1507;
161,1333; 149,1355;
135,1182; 109,1031.

Eritrodiol p p

A-amirina ou f- p P
amirina

Dehidrouvaol p

Nao p
identificado
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Tabela 4 - Substancias identificadas nas fragdes de Hexano (HEX), Diclorometano (DCM), Acetato de etila (AcOEt) e
Metanol (MeOH) por CLUE-EM/EM (ESI (+) , modo positivo, tempo de reten¢do 7,65 min, 7,72 min, 7,94 min e 8,02 min.
TR m/z [M+H]" Massa Formula Fragmentos EM/EM Proposta de HEX DCM AcOEt MeOH
experimental tedrica molecular estrutura
(m/z)
7,65 441,3737 441,3733 CioHisOz 423,3654; 405,3533; Isémero de p p
[M+H]" 315,2705; 297,2593; Dehidrouvaol
259,2048; 247,2072;
241,1991; 229,1971;
215,1821; 189,1671;
177,1674; 161,1359;
149,1355; 135,1182;
121,1030; 109,1031.
7,72 443,3867 423,3627 CioHasO p
[M+H]"
7,94 485,3981 485,3995 C1:Hs503 425,3750; 407,3693; 3-acetoxi-urs- p
[M+H]" 297,2628; 235,2115; 12,15-dieno
217,1968; 205,1968;
191,1808; 177,1647,
163,1489; 149,1330;
135,1182; 121,1030;
109,1031.
8,02 499,3794 499,3787 C3oHs5004 439,3566; 355,2642; Acido oleandlico 3- P P P
[M+H]" 343,2635; 297,2593; acetato

241,1959; 229,1971;
217,1968; 203,1804;
201,1653; 191,1808;
189,1643; 187,1501;
135,1182; 121,1007;
109,1009.
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Substancias identificadas nas fragdes de Hexano (HEX), Diclorometano (DCM), Acetato de etila (AcOEt) e
Metanol (MeOH) por CLUE-EM/EM (ESI (+) , modo positivo, tempo de retenc@o 8,27 min, 8,38 min, 8,57 min e 8,68 min .

TR m/z [M+H]" Massa Formula Fragmentos EM/EM Proposta de HEX DCM AcOEt MeOH
experimental tedrica molecular estrutura
(m/z)
8,27 467,3878 467,3889 C3,Hs500, 407,3651; 323,2731,; Acetato de ursa- p p p
[M+H]" 311,2744; 297,2593; 12,20(30)-dien-
283,2434; 271,2441; 3a-ila ou
269,2303; 217,1968,; acetato de urs-
203,1804; 191,1808; 12,19(29)-dien-
189,1643; 161,1333; 3p-ila ou
147,1169; 133,1028; acetato de
109,1009. gigantursenil A
8,38 499,3794 499,3787 C3Hs004 439,3566; 421,3480; Acido 34-0- p P
[M+H]" 405,3533; 393,3505; acetilursolico
313,2584; 297,2593;
295,2423; 247,2072;
241,1959; 229,1971;
203,1804; 191,1808;
189,1643; 161,1359;
147,1169; 135,1182;
121,1007; 109,1009.
8,57 439,3524 P
8,68 423,3612 423,3627 C30Hs0 405,3533; 297,2558; Olean-9(11),12- p
[M+H]" 269,2303; 255,2132; dien-3-ona

241,1959; 229,1971;
201,1653; 189,1643;
187,1501; 149,1355;
135,1182; 121,1030;
109,1031.
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Tabela 6 - Substancias identificadas nas fragdes de Hexano (HEX), Diclorometano (DCM), Acetato de etila (AcOEt) e
Metanol (MeOH) por CLUE-EM/EM (ESI (+) , modo positivo, tempo de retencdo 8,93 min, 9,48 min e 12,60 min, .

TR m/z [M+H]" Massa Formula Fragmentos EM/EM Proposta de HEX
experimental tedrica molecular estrutura
(m/z)
8,93 441,3737 441,3733 C30Hy30, 423,3612; 405,3533; Isémero de p
[M+H]" 297,2558;269,2303; Dehidrouvaol
255,2132; 241,1959;
229,1971; 201,1653;
189,1643; 187,1501;
149,1355; 135,1182;
121,1030; 109,1031.
9,48 4233612 423,3627 C30Hs0 405,3533; 297,2558,; Ursa-9(11),12-
[M+H]" 269,2303; 255,2132; dien-3-ona
241,1959; 229,1971;
201,1653; 189,1643;
187,1501; 149,1355;
135,1182; 121,1030;
109,1031.
12,60 409,3820 409,3820 C3oHas 299,2725; 271,2441; Olean-11,13(18)- p
[M+H]" 257,2265; 243,2138; dieno

231,2140; 217,1968;
205,1939; 203,1804;
191,1808; 163,1489;
149,1330; 135,1182;
123,1188; 109,1009.




Tabela 7 -

Substancias identificadas nas fragdes de Hexano (HEX), Diclorometano (DCM), Acetato de etila (AcOEt) e

Metanol (MeOH) por CLUE-EM/EM (ESI (+) , modo positivo, tempo de reteng@o 13,19 min e 13,78 min.

TR m/z [M+H]* Massa Formula Fragmentos EM/EM Proposta de HEX DCM AcOEt MeOH
experimental tedrica molecular estrutura
(m/z)

13,19 409,3820 409,3820 CsoHas Isomero de p p

[M+H]' olean-
11,13(18)-diene

13,78 409,3820 409,3820 CsoHas 313,2910; 285,2605; Isomero de p p P P

[M+H]' 259,2443; 257,2298,; olean-

231,2109; 203,1833;

177,1647; 149,1330;

137,1345; 123,1188;
109,1031.

11,13(18)-diene

77
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As fragdes obtidas pela CLV (F Hex, F DCM, F AcOEt ¢ F
MeOH) tiveram a melhor ionizagdo no modo positivo para aquisicdo do
cromatograma, onde foi possivel identificar 17 triterpenos pentaciclicos
do tipo oleanano e ursano. O pico predominante nas quatro fragdes
corresponde ao composto 3-Hidroxi-urs-12,15-dieno, que possui
estrutura semelhante a fam, porém apresenta uma insaturagdo a mais no
anel D.

O primeiro composto, com tempo de reten¢do de 4,53 min,
exibiu um pico base de massa m/z 455,3518, 60 Da (H;CCO,H) a menos
que a massa m/z 515,3730 observada no mesmo espectro de massas. A
formula molecular [C3,HseOs+H]™ foi entdo deduzida. A massa em
tandem (Figura 11) corresponde ao fragmento m/z 455,3518
correspondente a perda de acido acético (60 Da). Este tltimo eliminou
ainda H,O (18 Da) e HCO,H (46 Da), para originar os fragmentos m/z
437,3442 e m/z 409,3488, respectivamente. Supondo que a ionizagdo
ocorreu na OH localizada no anel E, o ion decalina foi formado a partir
do mecanismo de Retro-Diels-Alder (RDA) abrindo o anel C, o qual
pode originar os fragmentos m/z 203,1775 ou m/z 201,1653 apo6s a perda
de [H,O (18 Da); CO, (44 Da)] ou [H,O (18 Da); HCO,H (46 Da)],
respectivamente. Apds uma pesquisa detalhada na literatura da formula
molecular dos fragmentos acima foi possivel identificar os compostos
rubiprasina-C, identificada por ITOKAWA et al. (1989) no extrato
etanodlico das raizes de Rubia cordifolia (Rubiaceae) através de analise
por IV, RMN e EM ou acido 3-O-acetil pomolico, identificado por
SONG et al. (2013) na subfracao AcOEt extraida no extrato metanolico
do calice de Fragaria ananassa, o qual demonstrou efeito inibitério na
melanogénese (54,6%, na concentracdo de 12,5 pM) em células B16-
F10 e em meio de cultura de melanina, sendo diferenciados somente
pela estereoquimica do grupamento carboxila em C-3, conforme
demonstrado na Figura 12.
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Figura 11. Mecanismo de fragmentagdo da substincia com TR de 4,53
min; m/z 515,3730 identificado nas fragdes AcOEt ¢ MeOH.

miz 189
iz 400
Figura 12. Diferenga estrutural entre rubiprasina C e acido 3-O-acetil
pomolico

R = ¢—COOH = rubiprasina C
R = B-COOH = acido 3-0- acetil pomolico
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A massa de valor m/z 425,3792 (TR 5,67 min) identificada no
segundo pico corresponde & formula molecular [C3,H4O+H]" e originou
os ion filho m/z 407,3693 apods a perda de uma molécula de H,O (18
Da). Este ion também originou o fragmento m/z 191,1808 pela abertura
do anel C por RDA. Adicionalmente, outros fragmentos ilustrados na
Figura 13 permitiram a atribuicdo da estrutura de massa m/z 425,3792
como anidrosoforadiol. Um padrido de fragmentacdo similar foi
observado para o composto detectado em 6,51 min, o qual possui a
mesma massa m/z 425,3750 [C30H430+H]+. A comparagdo com
fragmentos conhecidos na literatura proporcionou identificar o
composto como 3-hidroxi-urs-12,15-dieno (Figura 14).

Figura 13. Mecanismo de fragmentacdo da substdncia com TR de 5,67
min; m/z 425,3792 identificada nas fragdes AcOEt e MeOH.
®
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Figura 14. Diferenga estrutural entre anidrosoforadiol e 3-hidroxi-urs-
12,15-dieno.
Rs. Ry

HO

Ry; R, =H; R3;R,4 = CH; = anidrosoforadiol
R;; Ry =H; R,; R4 = CH;3 = 3-hidroxi-urs-12,15-dieno

A massa m/z 909,6996 detectada em 6,66 min corresponde ao
dimero [2C30H46O3+H]+. Os fragmentos m/z 437,3442 e m/z 419,3312
foram originados apos a perda de uma (18 Da) e duas H,O (36 Da)
respectivamente, no espectro em tandem. Este ion primario sofreu uma
descarboxilagdo (HCO,H, 46 Da) originando m/z 409,3447; trés
espécies ionicas (Figura 15) foram identificadas com massa de m/z
437,3442 ¢ entre elas, uma com a carga positiva sobre o carbono
carbonilico. Conforme ilustrado na Figura 15, o composto sofreu uma
abertura do anel E com a eliminagdo da por¢do hidrocarboneto,
produzindo o fragmento m/z 313,2526 e que por sua vez perdeu H,O (18
Da) para originar o fragmento m/z 295,2558. Alids, se a ionizagdo
ocorrer no anel E ocorrera a abertura do anel C por RDA originando o
composto decalina, formada pelos anéis D e E. Os ions m/z 203,1833 ¢
m/z 201,1653 foram formados a parte da decalina, apds a descaboxilagéo
de CO, (44 Da) e HCO,H (46 Da), respectivamente. As informacdes
mencionadas acima indicaram a identididade do composto acido 3p-
hidroxiurs-12,18(30)-dien-28-6ico (4acido micromérico) ou acido 3p-
hidroxiurs-12,19(29)-dien-28-6ico. Estes dois metabolitos diferenciam-
se pela posicao da dupla ligagao (Figura 16), a qual nio foi estabelecida
pela proposta de mecanismo de formacdo do fragmento.
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Figura 15. Mecanismo de fragmentagdo da susbtancia com TR de 6,66

min; m/z 909,6972, identificada nas fragdes DCM, AcOEt ¢ MeOH.
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Figura 16. Diferenga estrutural entre acido 34-hidroxiurs-12,18(30)-
dien-28-6ico (4cido micromérico) ou acido 3f-hidroxiurs-12,19(29)-dien-28-
6ico.

3B-hidroxiurs-12,18(30)-dien-28-6ico ou 3B-hidroxiurs-12,19(29)-dien-28-6ico
Acido micromérico

O composto de massa m/z 457,3659 (TR 6,84 min) corresponde
a féormula molecular [C30H4803+H]+. No espectro MS? foi possivel
identificar os fragmentos m/z 439,3609, m/z 421,3522 e m/z 393,3505
formados apos a perda de H,O, 2H,0 e H,O/HCO,H, respectivamente.
O precursor demonstrou dois ions com massa m/z 439,3609, entre eles
um fragmento carregado no carbono carbonilico. A posi¢do da carga
induziu o deslocamento ¢ a abertura dos anéis D e E para originar o
fragmento m/z 313,2584, o qual apds a perda de H,O originou m/z
295,2423 (Figura 17); a partir dos dados encontrados pode-se supor que
os compostos referem-se ao acido oleanodlico e acido ursélico (Figura
18). O acido oleanodlico apresenta baixa biodisponibilidade por via oral
(25 a 50 mg/kg em ratos, Fi4 0,7 %), e tem sido utilizado como
medicamento para doenga hepatica na China. O acido ursolico apresenta
atividade hipoglicemiante, antiaterosclerotica e antioxidante; e a mistura
dos dois triterpenos na concentragdo de 60 mg/kg por 6 semanas
promove prevencdo no desenvolvimento de hipertensdo severa,
aterosclerose ¢ diminui¢do da resisténcia a insulina. Além disso,
triterpenos  acidos exibem potente atividade diurética, inibindo a
reabsor¢do de Na" e K’ na porgdo anterior do tubulo distal (SHENG;
SUN, 2011).



Figura 17. Mecanismo de fragmentagdo da substancia com TR de 6,84
min; m/z 457,3659, identificada nas fragdes AcOEt ¢ MeOH.
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Figura 18. Diferenca estrutural entre 4cido oleanolico e 4cido ursdlico.

acido oleandlico acido ursolico

O composto m/z 443,3867 [C3Hse0,+H]" identificado em 6,92
min exibiu no espectro de MS* picos correspondentes a perda de H,O e
2H,0 para m/z 425,3792 e m/z 407,3651, respectivamente. A abertura
do anel C do fragmento m/z 407,3651 ocorreu pelo mecanismos de RDA
resultando no fragmento m/z 175,1505 apds a perda de um acetileno. O
fragmento m/z 425,3792 contém um carbocation primario, o qual
originou o fragmento m/z 315,2705 apods a abertura dos anéis D ¢ E, e
perda do grupo metila (16 Da) (Figura 19). Além disso, m/z 297,2593
possui 18 Da a menos que m/z 315,2705, onde foi possivel supor a perda
de H,O. A combinacdo de todas as informagdes dos fragmentos
encontrados resultou na caracterizagdo do composto fitoesterol
eritrodiol. Este composto foi identificado em um estudo de BOTELHO
et al. (2014) através da extracdo das sementes de Sesamum indicum L.
por fluido de CO, supercritico, relatando a atividade neuroprotetora em
doengas neurodegenerativas, como na preevengdo de acidente vascular
cerebral.



Figura 19. Mecanismo de fragmentacdo da substincia com TR de 6,92
min; m/z 443,3867, identificada nas fragdes AcOEt e MeOH.
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A massa m/z 427,3936 encontrada no pico em 7,14 min
corresponde a férmula molecular [C30H500+H]+. No espectro de MS? foi
identificado o fragmento m/z 409,3820, originado pela perda de H,O (18
Da). Este fragmento sofreu a abertura do anel C pelo mecanismo de
RDA (Retro-Diels Alder) produzindo m/z 191,1808. O deslocamento da
carga positiva em cascata promoveu a abertura dos anéis A, B e C ¢
perda de ion residual na por¢do hidrocarboneto (Figura 20), originando
os 86PM86 m/z 189,1643 e m/z 271,2441; posteriormente ocorreu a
eliminagdo de um radical propeno originando o fragmento m/z



229,1971. Outro fragmento encontrado foi m/z 217,1968 apds a
ionizagdo na liga¢do dupla carbono-carbono formando um carbocation
terciario. Este ion desencadeou a abertura do anel C e ap6s a eliminagéo
dos anéis fundidos D e E ou H;0, o fragmento m/z 217,1968 foi
produzido. Todos os fragmentos identificados m/z 427.3936 levam a
unica conclusdo que os dois compostos correspondem a a- e f-amirina
(Figura 21).

Figura 20. Mecanismo de fragmentagdo da susbtancia com TR de 7,14
min; m/z 427,3936, identificada nas fragdes AcOEt e MeOH.
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Figura 21. Diferenca estrutural entre a- e B-amirina

B-amirina g—amirina

A analise do espectro de massa em tandem do fragmento m/z
441,3737 [C3()H4302+H]+ (TR 7.39 min) produziu os ions m/z 423,3654
e m/z 4053533 correspondentes a perda de H,O e 2H,0,
respectivamente. Dois ions foram encontrados com valores de massa
m/z 423,3654, e entre eles um apresentou-se carregado com um
carbocation primario abrindo o anel C pelo mecanismo de RDA
originando m/z 215,1821; enquanto isso, a deslocalizagdo da carga no
mesmo carbocation primario originou a combinagdo dos anéis D e E.
Em adi¢@o, a perda do residuo de hidrocarboneto demonstrado na Figura
22 levou aos fragmentos m/z 315,2705 que por sua vez originou os
fragmentos de menor massa m/z 297,2593, m/z 287,2397 e m/z 269,2303
apos a perda de respectivamente H,O, C,H, (28 Da) e H,O/C,Hy. O
segundo fragmento m/z 423,3654 carregado com um carbocation
secundario sofreu a deslocalizagdo da carga através da via
retrobiossintética através de sete atomos de carbono. A perda de um
fragmento de hidrocarboneto envolvendo os anéis A e B originaram o
fragmento m/z 287,2397 que por sua vez eliminou um radical isopreno
(68 Da) e MeOH (32 Da) para formar m/z 201,1682. Os dados acima
mencionados em combinagdo originaram a identificagdo do composto
m/z 441,3737 como dehidrouvaol. Os isdmeros foram detectados em
7,65 min e 8,93 com o mesmo padrio de fragmentacgao.



Figura 22. Mecanismo de fragmentagdo da substancia com TR de 7,39
min; m/z 441,3737, identificada na fragdo AcOEt.
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O pico identificado em 8,02 min de massa m/z 499,3794
[C3,Hs5004+H]" possui os fragmentos m/z 439,3599; m/z 421,3480 e m/z
393,3546 correspondentes aos fragmentos formados apos a eliminacao
de H3;CCO,H (60 Da), H;CCO,H/H,O (78 Da) e H;CCO,H/HCO,H
(106 Da), respectivamente (Figura 23). O precursor m/z 499,3794 apds a
perda de H,O e o deslocamento da carga positiva no fragmento seguido
pela perda da porcdo hidrocarboneto nos anéis D e E resultaram em m/z
343,2673; o qual apés a eliminagdo de H3;CCO,H (60 Da) e abertura do
anel A por RDA originou o fragmento m/z 201,1653. O 90PM filho m/z
439,3599 foi identificado apds o deslocamento da carga positiva,
ocorrendo abertura do anel A-C pelo modo retro-biosintético. Além
disso, o fragmento intermediario apdés a perda de C¢H;, (84 Da), ¢
C11Hy/HCO,H (198 Da) resultaram nos fragmentos m/z 355,2642 and
m/z 241,1959, respectivamente. Os dados encontrados associados
puderam sugerir que o composto encontrado foi acido 3-acetato
oleandlico (Figura 23). Outro composto, detectado em 8.38 min, possui
o mesmo valor de massa e fragmentagdo similar, sugerindo ser o acido
3p-O-acetilursélico (Figura 24).
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Figura 23. Mecanismo de fragmentagdo da substancia com TR de 8,02
min; m/z 499,3797, identificada nas fragdes Hex, DCM e AcOEt.
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Figura 24. Diferenga estrutural entre acido 3-p-O-acetil-olaenolico e
acido 3-B-O-acetil-ursolico.
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OH *

acido 3-B-O-acetil-oleandlico acido 3-B-O-acetil-ursolico

O fragmento m/z 467,3878 [C3,Hs00,+H]" detectado em 8,27
min demonstrou no espectro em tandem o fragmento m/z 407,3651 apos
a perda de H;CCO,H (60 Da). Este 92PM filho produziu o fragmento
m/z 191,1808 apods a abertura do anel C pelo mecanismo de RDA.
Ocorreu a abertura dos anéis A-C durante o deslocamento da carga,
ocorrendo uma estrutura intermediaria com perda de duas unidades
isoprenil (CyoHy¢, 136 Da) resultando no fragmento m/z 271,2441; do
fragmento m/z 203,1804 originou —se m/z 271,2441 apods a perda de
uma unidade de isoprenil (68 Da). Baseado nos dados obtidos (Figura
25) pode-se supor que a estrutura identificada foi acetato de ursa-
12,20(30)-dien-3a-il ou acetato de urs-12,19(29)-dien-3$-il (Figura 26).
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Figura 25. Mecanismo de fragmentagdo da susbtancia com TR de 8,27
min; m/z 467,3878, identificada nas fragdes Hex, DCM e AcOEt.
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Figura 26. Diferencga estrutural entre acetato de ursa-12,20(30)-dien-3a-
il ou acetato de urs-12,19(29)-dien-3$-il.

acetato de urs-12,19(29)-dien-3B-il. acetato de ursa-12,20(30)-dien-3a-il

Dois compostos similares foram identificados em 8,68 min e
9,48 min com o valor de massa de m/z 423,3612 correspondente a
[C30H460+H]+. Ambos os compostos sofreram fragmentacdo na analise
de MS”. O fragmento filho de massa m/z 405,3533 foi originado a partir
de seu precursor apods a perda de H,O (18 Da). Como demonstrado na
Figura 27, ocorreu abertura dos anéis A-C no fragmento m/z 405,3533
apos o deslocamento da carga positiva e a perda de um radical
hidrocarboneto, conduzindo a formacéo de m/z 255,2132, m/z 297,2558,;
m/z 269,2303 e m/z 229,1971 (0); os fragmentos encontrados (Figura
27) sugerem que os compostos sdo olean-9(11),12-dien-3-ona e ursa-
9(11),12-dien-3-ona (Figura 28).



Figura 27. Mecanismo de fragmentagdo da substancia com TR de 8,68
min; m/z 423,3612, identificada na fragdo AcOEt.
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Figura 28. Diferenga estrutural entre olean-9(11),12-dien-3-ona e ursa-
9(11),12-dien-3-ona.

olean-9(11),12-dien-3-ona ursa-9(11),12-dien-3-ona

Os dois ultimos metabolitos foram detectados em 12,60 min e
13,78 min com valores idénticos de massa m/z 409,3820 que
corresponde a [CiHus+H]". Baseado no perfil de fragmentacio
demonstrado na Figura 29, podendo sugerir a identificagdo do composto
olean-11,13(18)-dieno.



Figura 29. Mecanismo de fragmentagdo da substancia com TR de 12,60
min; m/z 409,3820, identificada nas fragdes Hex, AcOEt e MeOH.
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6.2 Purificagcdo do composto majoritario
6.2.1 Composto 1 (a-amirina; urs-12-em-3f-ol )

Para o isolamento e identificacdo do triterpeno o-amirina, foram
realizados quatro métodos, conforme Fluxograma 3, onde foram
avaliados pelo tempo de extracdo em horas e volume de solvente
necessario. No método de extragdo 1 foi possivel obter um rendimento
de 5,25 %, porém foi necessario 12 horas em banho de ultrassom e 3
litros de solvente orgéanico para purificar 81,96 g de extrato resinoso; os
rendimentos foram menores pelos métodos de extragdo 2 e 3; o método
4 demonstrou ser eficiente, onde foi necessario 750 ml de solvente para
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purificar 30,00 g de extrato resinoso na metade do tempo dos outros trés
métodos, resultando em 4,46 % de substincia isolada. Os dados
comparativos referentes aos quatro métodos podem ser observados na
Tabela 8 -. A substincia isolada foi identificada por IV, RMN 'H e
RMN “C.

O método de espectroscopia de infravermelho foi utilizado para
a identificagdo dos grupos funcionais presentes no composto isolado,
assim como nos produtos de reagdo obtidos a seguir. A analise de RMN
'H ¢ RMN "C foi empregada como um recurso para identificar a
disposi¢do do esqueleto hidrocarbénico (RIBEIRO; DE SOUZA, 2007).

Tabela 8 - Comparagdo entre os métodos de extragio realizados.
Método Tempo (h) ER Volume de solvente (mL) massa  Rend
de (g) oAM oAM
extragdo (2 (%)
[ Hex | DCM [ AcOEt | MeOH |
1 12 81,96 2990 - 10 - 430 525
2 12 30,00 - - - 2250 0,40 1,33
3 12 30,00 1084 200 16 1500 0,87 2,89
4 6 30,00 726 /24 (4cido acético) 1,34 4,46

Conforme identificado no espectro relativo a Figura 30, o valor
de 3285,0 cm™ e 2945,8 cm™ correspondem as bandas de vibracdo da
hidroxila e de CH respectivamente; 1662,3 cm’ corresponde &
freqiiéncia de deformacdo axial de C=C em sistema ciclico
(SILVERSTEIN, 2013). Os dados de RMN 'H e "°C (Tabela 9 - e
Tabela 10 -) foram comparados aos dados anteriomente publicados por
HERNANDEZ-VAZQUEZ et al., 2011 e EBAJO JR. et al, et al., 2015,
sendo os espectros demonstrados em Figura 31 e Figura 32. Para
identificar se o composto seria alfa ou beta-amirina; os valores de
deslocamento em C-12 (124,4 ppm) e C-13 (139,9 ppm) foram
determinantes para a identificacdo da a-amirina. H4 uma diferenga no
valor de deslocamento em C-29 consideravel entre o ¢ B-amirina, onde
foi observado o deslocamento de 17,5 ppm da amostra, coincidindo
novamente com o dado da o-amirina. Foi realizada uma busca sobre
publica¢des relacionando a-amirina e espécies do género Cola, porém
nenhuma referéncia foi encontrada.
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Figura 30. Espectro de Infravermelho da substancia para a substincia a-
amirina (aAm, composto 1) obtida através do método de isolamento descrito no
item 4.5
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PABPEAE 1 1 MO ARMM\Eracfes da defesan

-

8188
61268
a2
526
e
ane

T

————




100

Tabela 9 -

Dados de RMN 'H para a substincia c-amirina (0Am,
composto 1) obtida através do método de isolamento descrito no item 4.5 e
dados comparativos da literatura.

Posigdo oAM isolada (composto 1) oAM oAM (EBAJO JR., BAM
CDCL;/TMS (HERNANDEZ- etal., 2015) (HERNANDEZ
5 (100PM); J (MHz) VAZQUEZetal, & (100PM);J (MHz)  -VAZQUEZ et
2011) al., 2011)
5 (100PM); J 5 (100PM); J
(MHz) (MHz)
3'H (300 MHz) 5'H 5'H (600 MHz) 5'H
H-3 3,23 (dd, 5,1; 10,0) 3,16 (dd, 5,1; 3,15 3,15 (dd, 4,4;
11,2) 10,8)
H-5 0,67 (d, 11,6) 0,67 0,68 (d, 11,0)
H-12 5,13 (t, 3,5) 5,06 (t, 3,2) 5,12 5,12 (t, 3,2)
H-15 1,98 (td, 4,0; 13,5Hp) 1,94 (td, 4.5; 13,5 1,89 (td, 4,0;
Hp) 13,5 Hp)
H-16 1,76 (td, 5,0; 13,5 1,70 (td, 4.,3;
Hp) 13,5 Hp)
H-19 1,91 (dd, 3.3; 11,6) 1,93 (dd, 4.0;
13,7 Hp)
H-22 1,85 (dt, 2,88; 8,6) 1,85 (dt, 3,0; 7,0) 1,80m
H-23 0,93s 0,93s 0.95s 0,77s
H-24 0,9s 0,74s 0,76s 0,90s
H-25 0,72s 0,73s 0,75s 0,73s
H-26 0,87s 0,89s 0,89s 0,93s
H-27 1,00s 1,01s 1,01s 1,19s
H-28 0,95s 0,94s 0,95s 1,07s
H-29 0,88 (d, 11,09) 0,85 (d, 6,0) 0,85 (d, 6,0) 0,87s
H-30 0,73(d, 10,0) 0,73 (d, 7,0) 0,75 (d, 7,0) 0,80s
Figura 32. Espectro de RMN "C (75 MHz, CDCl;, TMS) para a

substiancia a-amirina (composto 1) obtida através do método de isolamento
descrito no item 4.5.
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Tabela 10 - Dados de RMN "C para a substincia a-amirina (aAm,
composto 1) obtida através do método de isolamento descrito no item 4.5 €
dados comparativos da literatura.

Posi¢do aAm isolada aAm aAm BAm BAmM
(composto 1) (HERNANDEZ- (FINGOLO et HERNANDEZ- (FINGOLO et
5 3C (101PM) VAZQUEZ et al., al., 2013) VAZQUEZ et al., al., 2013)
(CDsCl, T™MS, 75 2011) 3(101PM) 2011) 3(101PM)
MHz) 5(101PM) (CDsCI, 100 5(101PM) (CDsCI, 100

MHz) MHz)
C-1 38,7 38,7 38,7
c2 28,7 28,7 27,2

C-3 79,07 79,6 79,0 79,3 79,0
C-4 38,7 38,7 38,5
C-5 55,1 55,1 55,1
C-6 18,4 18,4 18,6
c-7 32,9 32,2 32,4
C-8 40,0 40,7 39,8
c-9 47,7 40,7 47,6
C-10 36,8 36,6 36,9

C-11 23,4 233 23,6 23,6 23,6

c-12 124,4 124,4 124,4 121,7 121,8

C-13 139,6 139,5 139,5 145,2 1452
C-14 42,0 42,0 41,7
C-15 27,2 272 26,2
C-16 26,6 26,6 26,1
C-17 33,8 33,7 32,6
C-18 59,0 59,0 472
C-19 39,7 39,6 46,8
C-20 39,6 39,6 31,0
c21 31,3 31,2 34,7
Cc-22 41,5 41,5 37,1
C-23 28,1 28,1 28,0
C-24 15,6 15,6 15,4
C-25 15,6 15,6 15,4
C-26 16,9 16,8 16,8
c-27 23,3 232 25,9
C-28 28,1 28,1 28,4
C-29 17,5 17,4 33,8
C-30 21,4 21,4 23,7

6.3 Obtencao dos derivados semissintéticos de o-amirina

Considerando que o composto isolado do extrato resinoso de C.
nitida foi o triterpeno pentaciclico a-amirina, o qual possui 2 grupos
funcionais (C3-OH e uma insaturacao entre C-12 e C-13) o mesmo foi
alvo de modificacdo estrutural com o intuito de otimizar a estrutura
perante as atividades leishmacida e tripanocida, conforme Tabela 11 -.
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Tabela 11 - Reagdes de oxidagdo realizadas
Reagdo A B C Solvente Tempo de  Produto final
reagdo obtido
1 Composto 1, 1 eq PCC, 2 eq Si0,, 2 eq DCM, 3 mL lh Composto 2,
rend. 70 %
2 Composto 2, 1 eq KmnOy - DCM/Acetona/ 20 h Composto 3,
/KelOs, 2 eq H,O 5:5:1, v/v, rend. 25 %
11 mL
3 Composto 1, 1 eq PCC/KmnOy/ Si0,, 2 eq DCM/Acetona/ 20 h Composto 4,
KClOs, 2 eq H,O/ACN rend. 30 %
5:5:1:10, v/v,
21 mL

Condig¢des de reagdo aplicadas: t.a. = temperatura ambiente; a.m. = agitagdo magnética.

6.3.1 Composto 2 (z-amirona; urs-12-em-3-ona)

Baseado na reagdo de COREY e SUGGS (1975) realizou-se
duas reacdes de oxidacdo secundarias (hidroxila na posicdo C-3);
utilizando a-amirina como material de partida, PCC e DCM, sendo que
apos meia hora de reag@o o rendimento maximo obtido foi de 34 %; com
a adigo de silica-gel (SiO,) como agente catalisador em uma hora de
reagdo chegou-se ao rendimento de 70 % (Figura 33).

A oxidagdo de alcodis secundarios resulta no maximo em
grupamento cetona, porque para continuar a oxidagdo para acido
carboxilico seria necessaria a quebra de uma ligagdo C-C
(SOLOMONS; FRYHLE, 2013). As rea¢oes foram monitoradas com o
auxilio de CCD (F.E. silica-gel; F.M. Hex/AcOEt 9:1, v/v; revelador:
sol. acida de anisaldeido/aquecimento). Com isso, o método de reacdo
de 1 hora com agente catalisador foi eleito para a obtengdo do composto
2 (o-amirona) (FERNANDES et al. 2003; KIM et al, 2005). A
substancia foi identificada através de analise em IV (Figura 34) e °C
(Figura 35).

O composto 2 pode ser obtido a partir de uma outra reacao,
conforme GALERON, VAULTIER e RONTANI (2016), utilizando
CrO3/piridina em DCM a temperatura ambiente, por 1 hora, obtendo
rendimento de 70 %.
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Figura 33. Reacdo de obtengdo do composto 2 conforme método
descrito no item 4.6.1

PCC (2 eq.), DCM
R
Silica gel, 1 h, t.a.

111 iy 3 0
o—amirina o—amirona, 70 %

A reagdo envolvendo PCC em DCM como solvente ¢ capaz de
oxidar dalcool secundario para cetona (SOUZA, 2010). Conforme
identificado no espectro relativo & Figura 30, a banda de 3285,0 cm™
correspondente a vibragdo da hidroxila sofreu um aumento da
transmitancia, comparado ao espectro do composto 1 (Figura 30)
indicando que a hidroxila foi oxidada para formar o grulpamento cetona,
sendo visualizado nas bandas 1702,2 cm™ e 1657,0 cm™ correspondente
as bandas de vibragdes de C=0 e C=C, respectivamente.

Figura 34. Espectro de infravermelho da substdncia a-amirona
(composto 2) obtida através da reagdo descrita no item 4.6.1
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Os dados obtidos no espectro de RMN °C (Figura 35) para
identificacdo do composto 2 foram comparados com os dados
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anteriormente publicados por CARVALHO et al, 1998, o qual ocorreu
um deslocamento relevante em C-3 (79,0 ppm para 218,0 ppm, relativo
a mudanga do grupamento alcool para cetona), conforme Tabela 12 -.

Figura 35. Espectro de RMN "C (75 MHz, CDCl,;, TMS) para a
substincia a-amirona (composto 2) obtida através da reacdo descrita no item
4.6.1
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Tabela12-  Dados de RMN "°C (75 MHz, TMS, CDCl;) da substancia a-
amirona (composto 2) comparados aos dados da literatura.
Posi¢ao a-amirona (composto 2) 3 °C (105PM) a-amirona & °C
(CDsCl, TMS, 75 MHz) (105PM)

(CARVALHO et al, 1998;
CD;,Cl, TMS, 50.3 MHz)

C-1 394 39,2
c-2 36,6 33,8
c-3 218,0 219,9
C-4 - 472
c-5 55,2 55,2
-6 - 18,3
c-7 39,7 32,5
c-8 40,0 39,6
c9 474 46,8
C-10 39,6 37,0
c-11 21,5 17,0
c-12 1242 1214
c-13 140,0 145,2
C-14 422 415
C-15 272 26,8
C-16 26,6 26,8
C-17 342 32,4
c-18 59,0 472
C-19 46,7 46,7
C-20 31,2 31,0
c-21 323 34,8
c-22 41,5 37,5
c23 28,1 28,4
C-24 19,6 16,0
C-25 15,6 15,7
C-26 16,8 16,1
c-27 23,5 26,3
Cc-28 - 28,7
C-29 338 33,5
C-30 214 23,6

6.3.2 Composto 3 (12-em-3f4-hidroxi-urs-11-ona; 11-o0x0-a-
amirina)

A partir dos agentes oxidantes clorato de potéassio e
permanganato de potassio realizou-se a rea¢do de oxidagdo utilizando a-
amirina como material de partida, silica gel para estabilizar a reagdo,
DCM como solvente do triterpeno, acetona como solvente do clorato de
potassio e agua como solvente do permanganato de potassio; foram
necessarios 20 h para a obteng@o do produto final, sendo monitorada por
CCD (conforme reagdo 4.6.2) obtendo o rendimento de 25 % (Figura
36). A substancia foi identificada através de analise em IV (Figura 37) e
C (Figura 38).

O composto 3 pode ser obtido a partir de uma outra reacao,
conforme GALERON, VAULTIER e RONTANI (2016), em trés
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passos: 1. Acetilagdo utilizando piridina/anidrido acético (2:1, v/v), em
temperatura ambiente por 12 h; 2. Oxidacdo sobre o acetato formado
com RuCl; e t-butanol em ciclohexano a temperatura ambiente por 16 h;
3. Hidrolise alcalina com KOH (1M, em agua/metanol, 1:1, v/v) e
refluxo por 2 h, obtendo rendimento de 40 %. Comparando esta reagdo a
realizada neste trabalho, é possivel observar que foi possivel obter o
mesmo produto utilizando uma rea¢do de um passo em menor tempo,
porém com menor rendimento.

Figura 36. Reacado de obtengao do composto 3

KCIO3/KMnO, (2 eq. de cada)

Silica gel,
- DCM/Acetona/H,0 (5:5:1) HO
= 20 h, ta.

g—amirina 11-ox0-0.—amirina, 25 %

A reacdo envolvendo permanganato de potassio e perclorato de
potassio originou um produto com a formacdo de cetona na posigdo C-
11, diferentemente do esperado, pois os agentes oxidantes atuariam
sobre o dalcool primario (SOUZA, 2010). Conforme identificado no
espectro relativo 4 0, o valor de 3282,3 cm™ corresponde a banda de
vibrag¢do da hidroxila em carbono saturado, observando uma redugéo na
transmitancia comparado ao espectro da Figura 34 indicando que a
hidroxila continua presente; além disso, pode ser visualizada as bandas
1702,4 cm™ e 1657,0 cm’ correspondentes as bandas de vibragdes de
C=0 e C=C, respectivamente.
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Figura 37. Espectro de infravermelho do composto 3 obtido através da
reagdo descrita no item 4.6.2
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A reagdo de oxidagdo utilizando KMnO,4 e KCIO; resultou no
composto 3 (12-em-3f-hidroxi-urs-11-ona, rendimento de 25 %), onde
ocorreu a oxidagdo na posi¢do alilica em C-11, originando um
grupamento cetona (carbono vizinho aos carbonos insaturados C-12 e C-
13) e curiosamente nao ocorreu oxida¢ao na posi¢ao C-3. Os dados pode
ser observados na Tabela 13 -) Sendo assim, esta combinacdo de agentes
oxidantes pode promover uma oxidacao apenas em carbonos saturados e
ndo em hidroxilas. Os dados obtidos no espectro de RMN C (Figura
38) para identificagdo do composto 3 foram comparados com os dados
anteriormente publicados GONZALEZ (1990) e FINGOLO et al.
(2013), o qual ocorreu um deslocamento relevante em C-11 (23,4 ppm
para 200,0 ppm, relativo a oxidagdo na posicdo alilica, originando um
grupamento cetona), conforme Tabela 13 -. este composto foi
identificado previamente na planta inteira da espécie Dorstenia arifolia
(Moraceae), a qual exibe atividade analgésica e anti-inflamatdria
(FINGOLO et al., 2013).
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Figura 38. Espectro de RMN "C (75 MHz, CDCl; TMS) do composto
3.
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Tabela 13 - Dados RMN "°C (75 MHz, TMS, CDCl;) do composto 3
comparados com dados da literatura.
Posicao oAM isolada (composto 1) composto 3 (GONZALEZ, 1990) 11-0x0-a-amirina
5 13C (ppm) 5 1°C (ppm) 5 1°C (ppm) (FINGOLO et al., 2013)
(CDsCl, 75 MHz) (CDsCI, 75 (CDsCI, 50 MHz) 3 (108PM)
MHz) (CDsCI, 100 MHz)
C-1 38,7 39,1 40.0
C-2 28,7 34,0 34,4
C-3 79,1 79,0 Nio encontrado 78,8
C-4 38,7 43,6 47,9
C-5 55,1 55,0 55,6
C-6 18,4 18,5 19.00
C-7 32,9 33,0 32,4
C-8 40,0 41,0 43,9
Cc-9 47,7 59,0 60,9
C-10 36,8 37,0 36,8
C-11 23,4 200,0 199,2 199,8
C-12 124,4 130,4 130,5 130,4
C-13 139,6 165,0 165,5 164,9
C-14 42,0 39,2 45,1
C-15 27,2 30,0 29,8
C-16 26,6 27,5 27,4
C-17 33,8 31,0 34,3
C-18 59,0 59,0 59,2
C-19 39,7 39,2 39,4
C-20 39,6 39,2 39,4
C-21 31,3 30,0 31,0
Cc-22 41,5 41,0 41,0
c-23 28,1 28,0 26,5
C-24 15,6 21,0 21,6
C-25 15,6 17,5 15,9
C-26 16,9 17,5 18,5
c-27 23,3 20,6 20,6
C-28 28,1 29,0 29,0
C-29 17,5 17,5 17,6

C-30 214 21,0 21,3
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6.3.3 Composto 4 (3,11-dioxi-ursan-12-eno; 11-ox0-a-amirona)

A partir dos agentes oxidantes clorato de potassio,
permanganato de potassio ¢ PCC realizou-se a reagdo de oxidagdo
utilizando a-amirina como material de partida, DCM como solvente do
triterpeno, acetona como solvente do clorato de potassio, agua como
solvente do permanganato de potassio e acetonitrila; foram necessarios
20 h para a obtengdo do produto final, sendo monitorada por CCD
(conforme reagdo 4.6.3, e ilustrado na Figura 39) obtendo o rendimento
de 30 % (Figura 39). A substancia foi identificada através de analise em
IV (Figura 40) e Bc (Figura 41).

Figura 39. Reacao de obtengdo do composto 4.

KCIOs/KMnO4/PCC

(2 eq. de cada)
R
DCM/Acetona/H,0/ACN
(5:5:1:10), 20 h, t.a.

o 11-ox0-a—amirona, 30 %
o—amirina

Conforme identificado no espectro relativo a Figura 40, o valor
de 3288,0 cm’ corresponde a banda de vibragdo da hidroxila,
observando um aumento da transmitincia indicando que a hidroxila foi
oxidada para formar o grupamento cetona, visualizado no sinal de
1702,4 cm™ € o sinal de 1659,6 cm’ corresponde a banda de vibragdo de
C=C.
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Figura 40. Espectro de Infravermelho do composto 4 obtido através da
reagdo descrita no item 4.6.3
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A combinagdo dos reagentes oxidantes PCC, KMnO, e KCIO;
por 20.0 h resultou como produto final o composto 4 (3,11-dioxi-ursan-
12-eno, rendimento de 30 %), ocorrendo oxida¢do na posi¢do C-3 e C-
11. A estrutura do produto da reacdo foi elucidada atravé de analise de
RMN "°C (Tabela 14 -), sendo que na posi¢do C-3 (79,0 ppm para 217,0
ppm) e C-11 (23,0 ppm para 200,0 ppm) ocorreram variagdes de
deslocamento relevantes comprovando a presenca de grupamento cetona
nas duas posi¢des; o oxidagcdo em C-11 promoveu alteracdo discreta nos
valores de deslocamento em C-12 e C-13. Os dados conferem com os
mesmos deslocamentos publicados por LI et al. (2011).

O composto 4 pode ser obtido a partir de uma outra reacao,
conforme GALERON, VAULTIER e RONTANI (2016), em quatro
passos: 1. Acetilagdo utilizando piridina/anidrido acético (2:1, v/v), em
temperatura ambiente por 12 h; 2. Oxidacdo sobre o acetato formado
com RuCl; e t-butanol em ciclohexano a temperatura ambiente por 16 h;
3. Hidrolise alcalina com KOH (1M, em agua/metanol, 1:1, v/v) e
refluxo por 2 h, e 4. Oxidagdo com CrOs/piridina em DCM a
temperatura ambiente por 1 h, obtendo rendimento de 70 %.
Comparando esta reagdo a realizada neste trabalho, é possivel observar
que foi possivel obter o mesmo produto utilizando uma reagdo de um
passo em menor tempo, porém com menor rendimento.



111

Figura 41. Espectro de RMN "C (CDCl;, TMS, 75 MHz) do composto
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Tabela 14 -

comparados com dados da literatura.

so ° [r—

Dados RMN “C (75 MHz, TMS, CDCl;) do composto 4

aAM isolada

Composto 4
3 °C (ppm)
(CDsCl, 75 MHz)

(Lletal, 2012)
8 1°C (ppm)
(CD4Cl, 100 MHz)

Posi¢ao (composto 1)
3 °C (ppm)
(CD,Cl, 75 MHz)
C-1 38,7
C-2 28,7
C-3 79,07
C-4 38,7
C-5 55,1
C-6 18,4
C-7 32,9
C-8 40,0
C-9 47,7
C-10 36,8
C-11 23,4
C-12 1244
C-13 139,6
C-14 42,0
C-15 27,2
C-16 26,6
C-17 33,8
C-18 59,0
C-19 39,7
C-20 39,6
C-21 31,3
C-22 41,5
C-23 28,1
C-24 15,6
C-25 15,6
C-26 16,9
C-27 233
C-28 28,1
C-29 17,5
C-30 21,4

39,8
273
2173
393
55,5
18.8
32,25

18,8
21,15

40,84
27,2
78,7
39,1
54,9
17,4
32,7
39,2
61,5
39,1
199,9
130,4
164,9
45,7
26,4
27,2
33,8
58,9
39,1
39,2
30,8
36,4
28,0
16,5
16,5
16,4
20,5
28,7
17,4
21,1

Foram realizadas outras tentativas de rea¢des as quais ndo
considerando o monitoramento das reacdes,
utilizando CCD (F.M. silica gel, F. E. Hex/AcOEt 95:5, v/v; revelador

obtiveram sucesso,
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sol. acida de anisaldeido/aquecimento) sendo as seguintes: 1. KMnO, (2
eq.), DCM/acetona/H,O (1.5:10:1; v/v), 3 dias, t.a., a.m.; 2. KMnO, (3
eq.), DCM/acetona/acido acético glacial (2: 1 :2; v/v), 5 dias, t.a., a.m.;
3. PCC (2 eq.), SiO; (2 eq.), DCM/acido acético glacial (2: 0.0013; v/v),
4.5 dias, t.a., a.m.; 4. KMnOy (1 eq.), KCIO; (5 eq.), DCM/acetona/H,0
(15:10:1; v/v), 3 dias, t.a., am.; 5. PCC (5 eq.), KCIO; (10 eq.), SiO; (5
eq.), DCM/acetona/H,O (4:9:1; v/v), 24 h, ta., am.; 6. PCC (5 eq.),
CaCOs3 (1.4 eq.), DCM (5 mL), 1 h, sistema fechado com N,, a.m.

6.4 Investigagdo de atividade biologica in vitro
6.4.1 Ensaio de viabilidade celular

Para avaliar a citotoxicidade das fragdes obtidas por
cromatografia liquida a vacuo (item 4.4.2) foi realizado o ensaio de
viabilidade celular, utilizando o ensaio baseado em resazurin, afim de
determinar o CC10, sendo esta a concentragdo capaz de manter a
sobrevivéncia de 90 % das células testadas (capazes de realizar fungdes
metabolicas, reprodutivas e de crescimento) Conforme observado na
Tabela 15 -, os macrofagos J774 foram menos sensiveis a FHex (12,63
pg/mL) comparado a FDCM (8,1 ng/mL) e FMeOH (8,8 pg/mL), sendo
a FAcOEt menos citotoxica (4,7 pg/mL).

Tabela 15 - Citotoxicidade em cultura celular de macrofagos linhagem
murina J774* das fragdes isoladas do extrato resinoso de C. nitida.
Fragdo CCio(pg/mL)
FHex 12,63+6,60 pg/mL
FDCM 8,1+3,39 ng/mL
FAcOEt 4,7+1,83 pg/mL
FMeOH 8,8+1,53 pg/mL

*Ensaio de resazurin para a determinagdo das concentragdes necessarias para
manter 90 % de viabilidade celular.

A fracdo AcOEt contém trés compostos (dehidrouvaol, olean-
9(11),12-dien-3-ona e wursan-9(11),12-dien-3-ona) que ndo foram
detectados nas fragdes restantes. Estas substdncias podem ser as
responsaveis pela maior citotoxicidade em macrofagos J774. A fragdo
Hex revelou a presenga de menos constituintes, sugerindo que os
compostos presentes nas fragdes DCM e MEOH excedentes a fracdo
Hex sejam os responsaveis por afetar a viabilidade dos macroéfagos.
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6.4.2 Avaliacao de atividade inibitéria sobre a liberacao das
citocinas NO e TNF-a

As citocinas foram identificadas no sobrenadante da cultura de
macrofagos J774 com ou sem lipopolissacarideos (LPS). Os dados
foram determinados considerando o desvio padrio + DP nos
experimentos acima. Anova de uma-via seguida pela comparagdo
multipla de Dunnett foram utilizadas para determinar a significincia
estatistica. *** p<0.01, *** p<0.001 comparando ao grupo controle
LPS+.

As quatro fragdes (Hex, DCM, AcOEt e MeOH) foram ativas
na inibi¢do da libera¢do das citocinas NO e TNF-a, independente da
composi¢do das fragdes (Figura 42). No entanto, uma explica¢do sobre a
atividade seria devido a presenga de triterpenos pentaciclicos como
aAM e bAM, 4cido oleandlico e seus derivados, os quais ja foram
ativos inibindo a producdo de NO em macrofagos RAW 264.7 e
J774A.1 ativados por LPS (BHANDARI et al., 2014). Além disso, o
acido oleandlico e seus derivados 3-oxo e 3-oxo0-28-metil ester
presentes nas fragdes demonstraram igual atividade anti-inflamatoria,
sugerindo que as diferentes fungdes estruturais como oxidantes ou com
presenga de insaturagdes ndo interferem na atividade anti-inflamatoria.

Figura 42. Liberagdo de citocinas em macrofagos ativados; (A)
determinagdo de NO; (B) determinag@o de TNF-a.
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6.5 ATIVIDADE ANTIPROTOZOARIA

Tabela 16 - Atividade tripanocida das fragdes isoladas da resina bruta de
C. nitida sobre o cresimento de forma amastigota intracellular 7. cruzi.
Componente (50pg/mL) % Inibitoria Clso (ug/mL) LS.

FHex 96,87 (£1,13) 3,94 (+0,43) 14,97

FDCM 70,87 (+2,78) 24,22 (+1,08) 2,93

FAcOEt 99,06 (0,68) 3,58 (£0,31) 24,55
FMeOH 98,34 (+0,25) 3,82 (£0,33) 16,57

o —amirina - NA -

o —amirona - NA -
11-ox0-a-amirona 16,76 (+0,76) 8,40
11-ox0-a-amirina 8,67 (£0,55) 3,52

Benznidazol” 20pg/mL 93.38 (+0,80) 2,65 (+0,08) >49,06
* Benznidazol = controle positivo.
Tabela 17 - Atividade leishmanicida das fragoes isoladas da resina bruta
de C. nitida sobre o cresimento de forma amastigota intracellular L.
amazonensis.
Componente (50pg/mL) % Inibitéria Clso (ng/mL) LS.
FHex 82,66 (+0,90) 8,08 (+1,64) 7.30
FDCM 56,49 (+0,66) 27,73 (£3,41) 2,56
FAcOEt 80,64 (£1,55) 7,15 (£1,60) 12,29
FMeOH 87,60 (£0,29) 8,23 (+1,20) 7,69

o —amirina - NA -

o —amirona - NA -
11-ox0-a-amirona 19,43 (£2,28) 7,24
11-0x0-a-amirina 11,6 (£2,68) 2,63

Anfotericina B" 2 pg/mL 96,92 (+0,51) 0,13 (+0,02) 198

* Anfotericina B = controle positivo.

As fracdes Hex, AcOEt e MeOH demonstraram melhor
atividade tripanocida. Sete compostos da fracdo hexanica estdo
presentes nas outras fragdes. No entanto, o acido oleandlico 3-acetato,
olean-11,13(18)-dieno, ursan-11,13(18)-dieno e dehidrouvaol foram
identificados apenas nas fragdes AcOEt ¢ MeOH. Enquanto isso, a
fragdo DCM foi 8 vezes menos ativa (F DCM: Clsy de 24,22 pg/mL e
I.S. 2,93) que as outras fragdes, mesmo contendo composi¢do similar.
Esta fracdo contém o metabdlito de m/z 467,3878 (acetato de ursa-
12,20(30)-dien-34-il ou acetato de gigantursenil como o segundo maior
componente, reduzindo assim a concentragdo dos compostos ativos.

Caracteristicas similares foram observadas para a atividade
leishmanicida; as fracdes Hex, AcOEt ¢ MeOH inibiram as formas
amastigotas de L. amazonensis com a mesma poténcia. No entanto, o
efeito leishmanicida da fragdo AcOEt foi levemente maior (Cls de 7,15
pg/mL e L.S. 12,29), sugerindo que os compostos dehidrouvaol, olean-
9(11),12-dien-3-ona e ursan-9(11),12-dien-3-ona presentes
exclusivamente nesta fragdo sejam os responsaveis pela maior atividade.
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A fracdo DCM foi fracamente ativa neste parasita, e 3 vezes menos
potente que as outras fracdes, devido provavelmente a sua composi¢do
fitoquimica.

Todas as fragdes com excecdo da fragdo DCM exibiram
atividade antiprotozoaria com toxicidade moderada em células THP-1.
O composto de m/z 467,3878 identificado como acetato de ursan-
12,20(30)dien-3a-il, acetato de ursan-12,19(29)dien-35-il ou acetato de
gigantursenil A predominante na fragdo DCM, pode estar relacionado a
alteracdo da viabilidade celular em células THP-1.

Em geral, a atividade antiparasitaria de triterpenos pentaciclicos
¢ extratos ricos nesses compostos ¢ bem documentada (LEITE et al.,
2006, HAAVICKO et al.,, 2013). Interessantemente, metabolitos
secundarios derivados de oleanano e ursano demonstraram moderada,
porém significante (F AcOEt: Clsy de 3,58 pg/mL e 1.S. 24,55 como
tripanocida e Clsg de 7,15 pg/mL e LS. 12,29 como leishmanicida)
atividade contra ambos os parasitas. No entanto, exceto para cAM e a-
amirona, derivados dioxigenados foram ativos contra ambos os parasitas
e suas poténcias foram menores que as fragdes avaliadas. Este evento
sugere a ocorréncia de um efeito sinérgico entre os triterpenos
pentaciclicos combinados nas fragdes.

6.6 Analise qualitativa da fracdo volatil de C. nitida

Os oleos essenciais possuem elevada importancia na indistria
farmacéutica, pois apresentam diversas atividades bioldgicas, como
antimicrobiano, antifiingico, anti-inflamatério, ansiolitico, inseticida,
entre outros. Pela definicio de SIMOES (2017), os constituintes
majoritarios de um 6leo essencial consistem em terpenos com teor de 20
a 95 %, os constituintes secundarios presentes em 1 a 20 % e os
componentes tracos abaixo de 1 %.

Os estudos de caracterizagdo do 6leo essencial sdo escassos, por
isso ocorreu o interesse em avalid-lo por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG-EM, cromatograma obtido apresentado
na Figura 44 e Figura 45).

A composi¢cdo do 6leo essencial de C. nitida € constituida
basicamente por monoterpenos, conforme observado na 0; através da
analise realizada por injecdo automatica do 6leo essencial hidrodestilado
em CG/EM foi possivel identificar 2 compostos majotitarios (o-
felandreno e o-cimeno) e 6 compostos secundarios, conforme apresentado
na Tabela 18 -
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Tabela 18 - Substancias identificadas na fragdo volatil da resina bruta de
Cola nitida conforme as condi¢des descritas no item 4.7.

PM Composto TR (min) Fragmento principal (m/z) Quantidade aproximada
HD-CG/EM HD-CG/EM

136 2-tujeno 7,73 93,04 1%

136 a-pineno 7,85 92,97 11,95 %

138 p-menteno 8,94 94,99 11,55 %

136 o-felandreno 9,11 91,55 30 %

136 terpinoleno 9,23 121,10 10 %

134 o-cimeno 9,40 119,01 25,8 %

136 d-limoneno 9,48 93,04 6,97 %

136 f-felandreno 9,52 91,02 8,96 %

PM = peso molecular; TR = tempo de reten¢do; HD-CG/EM (hidrodestilagdo e andlise
qualitativa por injecdo automdtica em cromatdgrafo a géas acoplado ao espectrometro de
massas.

Figura 43. Estruturas identificadas na frago volatil de C. nitida.

T o0 900 g

2-tujeno a-pineno p-menteno  a-felandreno terpinoleno  o-cimeno  d-limoneno  B-felandreno

Figura 44. Cromatograma de picos base obtido por IE da fragdo volatil
de C. nitida; analisada conforme as condi¢des descritas no item 4.7
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Cromatograma obtido por CG-EM do 6leo essencial de C. nitida obtido pela
ténica de hidrodestilagdo. Eixo X= tempo em min.; eixo Y = porcentagem
relativa.
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As concentracdes dos compostos predominantes foram
calculadas medindo a area sob a curva (conforme Figura 45), onde pode
ser observado que os compostos a-felandreno (30 %) e o-cimeno (25,8
%) sdo os majoritarios.

Figura 45. Cromatograma expandido (7,60 min a 9,86 min) de picos
base obtido por IE da fracéo volatil de C. nitida analisada conforme as
condigodes descritas no item 4.7
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7 CONCLUSAO

A composi¢do da resina bruta de C. nitida foi analisada através
de cromatografia a vacuo (originando quatro fragdes de diferentes
polaridades), associada ao estudo de desreplicagio em CLUE-EMZ
Foram identificados 20 triterpenos pentaciclicos, 7 triterpenos do tipos
oleanano e 13 triterpenos do tipo ursano. A fragdo AcOEt contém 3-
hidroxi-urs-12,15-dieno como o composto predominante, sendo
provavelmente o responsavel pela maior atividade antiparasitaria
comparada ao controle-positivo. Estes resultados sugerem que o extrato
resinoso possa ser um candidato em potencial para o desenvolvimento
de uma nova associagdo de medicamentos para o tratamento de
Leishmaniose e Doenga de Chagas. Sugere-se em um estudo posterior,
realizar o isolamento de 3-hidroxi-urs-12,15-dieno e investiga-lo para as
mesmas atividades avaliadas.

A aAM presente no extrato resinoso de C. nitida foi isolada
com um rendimento de 5,25 % pelo método de isolamento 1, porém
pelo método de isolamento 4, foi possivel extrair 4,46 % de oAM
utilizando solvente organico em condicao acida utilizando metade do
tempo (6 horas) dispendido pelos métodos 1, 2 e 3. As fragdes restantes
dos processos de isolamento ndo foram quantificadas, sendo necessario
um novo estudo para a caracterizacdo. A aAM (composto 1) foi
utilizada como material de partida para reagdes de semissintese, as quais
originaram trés compostos: a-amirona (composto 2), 12-em-34-hidroxi-
urs-11-ona (composto 3), anteriormente reportado apenas como um
composto de origem vegetal, obtido pelo extrato alcodlico da planta
Saussurea oligantha (L1 et al, 2012) e 3,11-dioxi-ursan-12-eno
(composto 4), anteriormente reportado como um composto de origem
vegetal, obtido pelo extrato de folhas de Salvia mellifera (GONZALEZ
et al., 1989), identificados por RMN "°C e comparagdo com dados da
literatura.

O extrato resinoso concentrado contém 10 % de o6leo essencial,
sendo possivel extrai-lo por hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger.
Através de uma andlise preliminar por CG/EM foi possivel verificar que
o Oleo essencial é composto por monoterpenos (C-10), sendo a-
felandreno e p-cimeno os compostos majoritarios. Através da andlise
qualitativa em CG-EM (HD/CG-EM) foi possivel identificar os 8
compostos predominantes.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Espera-se publicar a composi¢do fitoquimica da fragdo nao-
volatil - triterpenos pentaciclicos obtidos da resina bruta de C. nitida -
assim como as reagdes de semissintese obtidas a partir do triterpeno
isolado oAM, além dos resultados de atividade leishmanicida,
tripanocida e anti-inflamatoria;

Realizar as metodologias de identificagdo auxiliares para obter
dados para a publicagdo da composi¢do fitoquimica da fragdo volatil;
para a identificacdo dos compostos minoritarios do 6leo essencial, serdo
necessarias analises complementares como curva de calibragdo
utilizando padrdoes internos (monoterpenos hidrocarbonetos e
monoterpenos hidroxilados), além do uso de série homologa de alcanos
e destilagdes fracionadas para isolamento dos terpenos majoritarios.
Supde-se que os terpenos a-felandreno e o-cimeno sejam o0s
constituintes majoritarios, devido a intensidade dos picos no
cromatograma, porém existe a possibilidade de ocorrer coeluicdo no
tempo de reten¢do do o-cimeno, onde podem estar presentes p-cimeno e
m-cimeno, pela similaridade nos tempos de retencdo; além de analise
por RMN 'H e "°C para identificar os terpenos purificados.

Em um estudo posterior, sugere-se a quantificacdo de cada
terpeno pertencente a fracdo volatil e ndo-volatil, assim como
desenvolver técnicas de separagdo e modificacdo estrutural dos
compostos isolados (utilizando processos de quimica verde), com o
objetivo de avaliar a atividade inseticida e repelente.

Investigar a atividade da oleoresina bruta de C. nitida, as
fracdes F Hex, F DCM, F AcOEt, F MeOH e 0leo essencial de C. nitida
no sistema nervoso central, partindo de informagdes etnofarmacologicas
da oleoresina, a qual ¢ utilizada em tribos africanas durante cerimonias e
rituais espirituais.
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