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RESUMO

A Cola nitida é uma planta medicinal popularmente utilizada para o tratamento de
diversas doencas, como hepatite, malaria, inflamacdo e anemia. Sua resina possui
uma alta concentracdo em triterpenos pentaciclicos, que em geral apresentam
diversas atividades biologicas. A a-amirina, um triterpeno pentaciclico presente na
resina, foi 0 composto de interesse deste trabalho. O seu isolamento ocorreu através
de técnicas cromatograficas com a finalidade de realizar reagfes semissintéticas.
Cinco derivados semissintéticos foram preparados através da oxidacdo com PCC e
condensacdo de Claisen-Schmidt com aldeidos aromaticos. As reacbes de
semissintese foram obtidas com rendimentos entre 31 e 99%. As estruturas
moleculares foram confirmadas através dos espectros de IV e RMN de 'H e 3C. O
composto isolado e seus derivados semissintéticos foram avaliados quanto a sua
inibicdo frente a enzima a-glicosidase. Os resultados foram satisfatérios,
apresentando porcentagens de inibicdo acima de 50% para todos 0s compostos em
concentracdo de amostra de 600 pg/mL. Os derivados RM1 e RM3 foram os que
apresentaram as melhores inibicdes enziméaticas nesta faixa de concentracdo com 62

e 61%, respectivamente.

Palavras-chave: triterpeno; a-amirina; Cola nitida; semissintese; a-glicosidase.
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1 INTRODUCAO

O uso de produtos naturais para fins terapéuticos € tdo antigo quanto a
civilizacdo humanal. A investigacdo das plantas e de seus constituintes quimicos tem
crescido, uma vez que eles podem ser eficazes e promissores para o desenvolvimento
de novos farmacos e medicamentos. Isto deve-se ao fato de as plantas possuirem
uma diversidade quimica abrangente, sendo muitas moléculas biologicamente ativas,
conhecidas como metabolitos secundarios.

Os metabolitos secundérios sdo produtos naturais sintetizados principalmente
por bactérias, fungos e plantas. Essas moléculas, de baixo peso molecular e diversas
estruturas quimicas, sdo muito importantes para a saude humana, podendo ser
antibiéticos, imunossupressores, antiparasitarios, herbicidas, entre outros. Esses
fitoquimicos podem ser classificados em trés principais classes: terpenos, compostos
fendlicos e alcaloides?3. Como objeto de estudo na bioprospeccédo racional de
compostos com interesse bioldgico estdo os triterpenos, uma classe de terpenos
comumente encontrada em plantas superiores.

Os triterpenos sdo metabdlitos secundarios com estruturas versateis,
geralmente pentaciclicos, que apresentam diversos arranjos moleculares e centros
estereogénicos em estruturas constituidas por atomos de carbono, hidrogénio e
oxigénio. A maior parte dos triterpenos sdo provenientes dos vegetais, embora
estejam presentes em outros organismos, como fungos e bactérias®. Estes compostos
naturais e seus derivados semissintéticos tém sido explorados por demonstrarem uma
gama de atividades biolégicas, como anti-inflamatéria, antioxidante, antialérgica,
antifingica, antidiabética, antiviral, citotdxica, hepatoprotetora e antiplaquetaria®’.

Entre os triterpenos jA estudados (Figura 1), o acido ursélico apresenta
atividades bioldgicas interessantes, incluindo anticancerigenas, antimicrobianas e
antioxidantes?; o acido boswellico demonstrou eficacia contra doencas cronicas como
artrite, diabetes, asma, cancer, doenca de Parkinson, Alzheimer etc.?; o &cido
oleandlico é usado na China por mais de 20 anos como um hepatoprotetor, além de
exibir demais agdes, incluindo antidiabética, antitumoral e anti-inflamatoria; e o acido
betulinico e seus derivados foram analisados por sua alta capacidade em efeitos
citotéxicos'®. Por fim, as amirinas também séo relatadas como ferramenta de estudos
com o objetivo de analisar atividades bioldgicas, tais como anti-hiperglicémica,

hipolipidica, antioxidante e antiviral*'12,



12

Diante das atividades biologicas previamente descritas relacionadas aos
triterpenos e seus derivados, bem como as amirinas, focou-se no triterpeno
pentaciclico a-amirina com o intuito de isolar este constituinte da resina de Cola nitida
(uma planta com alta concentracdo de triterpenos) e desenvolver derivados
semissintéticos do composto para, posteriormente, avaliar o seu potencial inibidor

enzimatico frente a a-glicosidase.

Figura 1. Estrutura quimica de triterpenos ja estudados.

H Acido ursodlico

Acido boswellico

O Il

HO

Acido betulinico

Acido oleandlico
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Metabodlitos secundarios

Os metabdlitos secundérios sdo moléculas organicas de um grupo de produtos
naturais extremamente diversificado sintetizados por plantas, fungos, bactérias, algas
e animais. Baseado em sua origem biossintética, a maioria deles sao classificados em
terpenos, compostos fendlicos e alcaloides. Frequentemente, os metabdlitos
secundérios sdo associados a espécies dentro de um grupo fitogenérico restrito e
constituem o composto bioativo de diversas plantas medicinais, aromaticas, corantes
e condimentares e/ou alimentos funcionais®3.

Diferente do metabolismo primario — compostos imprescindiveis ao
desenvolvimento vegetal que participam da nutricdo e reproducdo, como proteinas,
acidos graxos, polissacarideos e clorofila —, o metabolismo secundério ndo é essencial
para um organismo viver, isto €, o organismo produtor pode crescer na auséncia de
sua sintese, pelo menos a curto prazo. No entanto, os metabdlitos secundarios
desempenham um papel na interacdo do organismo com 0 seu ambiente,
principalmente na protecdo das plantas contra estresses biéticos ou abiéticos!34,

Diante de técnicas tradicionais de separacdo com sistemas de solventes e
reagentes reveladores, tem-se a capacidade de separar e identificar metabdlitos
secundarios das plantas. Dentre as mais conhecidas estao a cromatografia em coluna
classica e a cromatografia em camada delgada, utilizando eluentes e adsorventes
como fases moéveis e estaciondrias a fim de rastrear, separar, fracionar, purificar ou

somente analisar esses compostos.
2.2 Triterpenos

Os triterpenos pertencem a classe dos terpenos. Essa classe de substancias
geralmente apresenta uma dupla ligacéo carbono-carbono sendo caracterizado como
um hidrocarboneto insaturado®. S&o definidos como um grupo de moléculas cuja
estrutura é baseada na quantidade de unidades de isoprenos, sendo classificados
principalmente em monoterpenos (C10), diterpenos (C20) e triterpenos que se refere
a trés monoterpenos, isto €, 30 carbonos agrupados em seis unidades de isopreno?®
(Figura 2).
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Em geral, os terpenos possuem estruturas ciclicas relativamente complexas,
podendo possuir os grupamentos alcoois, aldeidos, acidos carboxilicos, entre outros
em sua constituicdo!’. Como metabdlitos secundarios, os terpenos desempenham

uma variedade de fungdes no crescimento e desenvolvimento das plantas?.

Figura 2. Exemplos estruturais das principais classificacdo de terpenos.
'd N\

Limoneno
Monoterpeno (C10)
& J

\]

PN

Isopreno

Cafestol
Diterpeno (C20)

Triterpeno (C30)

Os triterpenos, definidos por serem formados por seis unidades de isoprenos,
geralmente pentaciclicos, sdo uma das maiores classes de produtos naturais vegetais.
Essas importantes substéncias sdao numerosas e estruturalmente diversas, sendo
conhecidos mais de 20 mil diferentes na natureza relatados até o momento. Eles
ocorrem em reino vegetal na grande maioria como principais constituintes de
oleorresinas e resinas; também s8o comuns em outros organismos como animais,
fungos e bactérias*1°. Dentre os triterpenos pentaciclicos conhecidos estio: a-amirina
(1), acido asiatico (2), lupeol (3), acido oleandlico (4), celastrol (5) e acido ursolico
(6)?°. Esses compostos podem ser identificados e isolados por diferentes técnicas
cromatograficas. No entanto, ndo sao visiveis em camara de UV por ndo possuirem

um grupamento cromoforo?L.



Figura 3. Estruturas quimicas de triterpenos pentaciclicos citados.
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2.3 Triterpeno pentaciclico a-amirina

As amirinas, um exemplo de triterpeno pentaciclico, sdo designadas aos
isbmeros a- e B-amirina, ambos com a formula quimica CsoHs00. Esses compostos
quimicos sao encontrados em varias plantas e materiais vegetais, como folhas,
cascas, madeiras, resinas de plantas medicinais e oleorresinas de diversas espécies
do género Protium da familia Burseraceae?.

As propriedades fisico-quimicas das amirinas indicam a caracteristica lipofilica
dessas substancias, sendo insolUveis em agua e soluveis em solventes como o éter,
hexano, benzeno e cloroférmio?3,

A a-amirina, em destaque, é um triterpeno pentaciclico e um alcool secundario
da classe ursano que contém uma ligacao dupla entre as posicoes 12 e 13 e na qual
o hidrogénio na posi¢cao 3B é substituido por um grupo hidroxila (Figura 4). Esta
molécula contém uma hibridizacao do tipo Csp? e um grupamento doador de ligacao
de hidrogénio em C-3 (R-OH).

Figura 4. Estrutura quimica do ursano em comparagdo com a-amirina.

Ursano a-amirina

2.4 Cola nitida

A Cola nitida (Vent.) Schott & Endl., apresentada na Figura 5, € uma planta
nativa da Africa, conhecida como “noz-de-cola” ou “cola” no Brasil. Ela esta incluida
entre as plantas de uso tradicional para tratamento de diversas doencgas, como
hepatite, malaria, Ulcera gastrica, inflamacdo e anemia?*. Suas sementes S&o
mascadas e utilizadas popularmente no tratamento de fadiga matinal, enxaqueca,

indigestao, diretamente na pele sobre feridas e para limpeza dos dentes?>.



17

Figura 5. Cola nitida (Vent.) Schott & E_ndl.‘
| /\4‘L “)‘%;\:&\ﬁ Ay

A sua resina é facilmente sollvel em solventes organicos como diclorometano
e hexano, insolivel em agua e tornam-se rigidas em contato com o ar. Obtida do
tronco, ela constitui-se de uma mistura complexa de terpenos. Embora haja poucos
estudos sobre a resina da Cola nitida, € de conhecimento que resinas em geral
possuem alta concentracdo de triterpenos, podendo ser citados os seguintes: a-
amirina (1), B-amirina (7), lupeol (3), friedelina (8), entre outros?”:28.

2.5 Bioatividade de triterpenos isolados de plantas

Os triterpenos pentaciclicos, em geral, apresentam uma variedade de efeitos
farmacolégicos, incluindo anti-inflamatério, antioxidante, antiviral, antidiabético,
antitumoral, hepato-protetor, cardioprotetor, antialérgico, fungicida, entre outros que
ainda estdo sendo explorados, bem como o potencial de restaurar disturbio vasculares
associados a hipertenséo, obesidade, diabetes e ainda, na utilizacdo de prevencéao e
tratamento de doencas metabdlicas”2°.

Ainda, compostos triterpenos comumente encontrados na natureza como &cido
oleandlico (4), acido ursodlico (6) e hederagenina (11), foram relatados resultados
muito promissores da atracdo molecular na proteina SARS-CoV-2 MPRO, o que aponta
ampla possibilidade de aplicacdo futura®®. Recentemente, a metil bardoxolona (9),
derivado semissintético do acido oleandlico (4), entrou em um ensaio clinico em
pacientes hospitalizados com COVID-193%,

Para a a-amirina, at¢é o momento, foram atribuidas as atividades anti-

inflamatoria, analgésica, ansiolitica, antidepressiva, anti-lipoxigenase,
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hepatoprotetora, antinociceptiva, anti-hiperglicémica, hipolipidémica, antifingica e

antiagregante plaquetaria®.
2.5.1 Inibicao da enzima a-glicosidase

A diabetes mellitus (DM) é caracterizada por niveis anormais de glicose na
corrente sanguinea. Essa doenca metabdlica cronica possui como um dos principais
sintomas a hiperglicemia, ocorrendo como resultado de algumas anomalias na
producédo de insulina, secrecdo ou de sua acéo®>33. A insulina, um hormdnio produzido
pelas células pancreaticas, controla a quantidade de glicose na corrente sanguinea a
qualquer momento, regulando o metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas3+.
Diante disso, a hiperglicemia crénica pode levar a sérias complicacdes a longo prazo,
incluindo danos nos nervos, doencas cardiovasculares e insuficiéncia renal®.

Séo classificados dois tipos amplos de diabetes: tipo 1 e tipo 2. A diabetes tipo
1 é uma forma autoimune de inicio precoce conhecida como diabetes dependente de
insulina, pois envolve a destruicdo das células que produzem insulina. Ja a diabetes
tipo 2 é uma forma ndo autoimune de inicio tardio, compreendendo a maioria dos
casos. Esta ocorre pela resisténcia a insulina e/ou pela sua secrec¢éo prejudicada®.

N&o ha de fato um tratamento efetivo para modular essa disfuncdo metabdlica
associada a diabetes. No entanto, uma estratégia desenvolvida para a diabetes tipo 2
€ a inibicdo da atividade de a-glicosidase (Figura 6). A enzima, pertencente a familia
das hidrolases, catalisa o passo final no processo digestivo de carboidratos e inibindo-
a pode-se retardar a liberacdo da glicose e consequentemente, da sua absorcao,
reduzindo os niveis de glicose®. Essa inibicdo pode ser realizada utilizando
medicamentos sintéticos a partir de produtos naturais, ja que alguns inibidores se
associam a efeitos colaterais gastrointestinais. Nos Ultimos anos, essa opcao
alternativa para o controle da hiperglicemia tem sido estudada a fim de identificar
inibidores a-glicosidases de fontes naturais®?:236,

Uma série de compostos quimicos identificados de plantas mostram atividades
inibitérias contra a enzima a-glicosidase, sendo a maioria deles metabdlitos
secundarios. Dentre os triterpenos ja estudados e relatados como possiveis inibidores
a-glicosidase estdo o acido corosoélico (12)%7, acido betulinico (13), acido ursdlico (6),
acido oleandlico (4)%8 e o lupeol (3). Assim, a partir dos terpenos em geral, muitos

compostos individuais foram e podem ser relatados devido a estrutura especial ou
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grupos individuais que possuem e suas possiveis interagdes com os residuos de

aminoacidos presentes na estrutura da enzimas®.

Figura 6. Estrutura da enzima a-glicosidase.

Fonte: PDB - 2ZE0%®

2.6 Medicamentos semissintéticos

Entre as maneiras de classificacdo dos farmacos, pode-se categoriza-los como
naturais, sintéticos ou semissintéticos, dependendo de sua procedéncia. Os ativos
naturais sdo definidos como compostos encontrados na natureza que nao sofreram
nenhuma modificacdo estrutural, sendo as plantas, as algas e 0s microrganismos as
principais fontes. Em contrapartida, os sintéticos sdo produzidos através da sintese
organical/inorgénica a partir de estruturas quimicas simples e, portanto, ndo sdo
necessariamente encontrados na natureza. Os semissintéticos sdo produtos
sintéticos que utilizam como material de partida um composto natural isolado®°.

A fonte mais dominante séo as plantas, devido a biodiversidade e variabilidade
estrutural de seus constituintes quimicos. Por este motivo, cada vez mais, extratos de
plantas bioativas estdo sendo investigados como intermediarios para o
desenvolvimento de medicamentos para serem utilizados no tratamento de doencgas.
Alguns exemplos de medicamentos derivados de plantas sdo aspirina (da casca de
salgueiro), digoxina (da flor Digitalis lanata) e a morfina (do 6pio)*°4!. De todos os
farmacos disponiveis no mercado, 80% sdo produtos naturais ou derivados*2.

Entende-se que a semissintese surgiu como uma ferramenta para promover
mudancas estruturais com o objetivo de modular e explorar as propriedades biologicas

dos produtos naturais puros*:. Esse objetivo, por sua vez, resulta na obtencédo de
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Novos compostos que podem possuir propriedades farmacolégicas diferentes do que
a substancia de origem, podendo vir a reduzir a toxicidade e melhorar suas
propriedades fisico-quimicas como solubilidade, pH, lipofilicidade, entre outros*.

Segundo proposto por Atanasov et al®l, os triterpenos pentaciclicos metil
bardoxolona (9) e omaveloxolona (10), derivados semissintéticos do acido oleandlico
(4), séo ativadores potentes que mostraram efeitos protetores em diversas doencas
cronicas animais e estdo, atualmente, sendo testados para uma ampla gama de
indicagdes, como doenca renal cronica em diabetes tipo 2, hipertensdo pulmonar
arterial, melanoma, dermatite por irradiacéo, inflamacéao ocular e ataxia de Friedreich.

Sendo assim, a diversidade dos compostos derivados da a-amirina através da
semissintese tem como objetivo a investigacdo de suas propriedades farmacoldgicas,
visando sua aplicagéo para os sintomas associados a diabetes.
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Figura 7. Estruturas quimicas de triterpenos pentaciclicos citados.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

O presente projeto teve como objetivo geral o isolamento do composto
triterpeno pentaciclico a-amirina da resina da Cola nitida para realizar modificacdes
estruturais através de reacdes para obter derivados semissintéticos com potencial

inibicdo enzimatica in vitro frente a a-glicosidase.
3.2 Objetivos especificos

I.  Isolar por cromatografia em coluna a a-amirina da resina bruta do tronco da
Cola nitida e caracteriza-la por técnicas espectroscépicas de IV, RMN de *H
e RMN de 3C;

II. Realizar semissinteses da a-amirina previamente isolada e obter derivados
a partir de reacgbes de oxidacdo e condensacdo de Claisen-Schmidt,
caracterizando-os por analises espectroscépicas (IV, RMN H e RMN 13C);

lll.  Avaliar o potencial de inibicdo dos compostos obtidos frente a a-glicosidase
a partir do ensaio colorimétrico enzimético utilizando uma leitora de

microplacas.
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4 METODOLOGIA
4.1 Materiais e equipamentos

Todos os reagentes e solventes de grau P.A. utilizados, foram adquiridos de
fontes comerciais e utilizados sem purificacdo prévia. A cromatografia em camada
delgada foi realizada utilizando-se placas obtidas a partir de cromatoplacas de
aluminio impregnadas com silica gel 60 com indicador UV2s4 adquiridas da Macherey-
Nagel. A revelagdo dos compostos foi auxiliada por lampadas UV2s4/365 € solugdo de
vanilina sulftrica seguida de aquecimento, com soprador térmico. As técnicas
cromatograficas foram realizadas em colunas abertas utilizando silica gel Sigma-
Aldrich de 60 A, 70-230 mesh (63-200 um).

Todos os compostos foram identificados por dados obtidos na Central de
Andlises do Departamento de Quimica da UFSC. Os espectros de absorcao na regido
do infravermelho foram registrados em um espectrofotdmetro Bruker modelo Alpha
utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr) de grau analitico; os espectros de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio a 400 MHz em espectrometros Bruker
AC-200 e Bruker Avance DRX 400, respectivamente, utilizando tetrametilsilano (TMS)
como padréo interno e cloroférmio deuterado (CDCIs) para solubilizar cada amostra
sendo os deslocamentos quimicos medidos em unidades adimensionais & (ppm); e 0s

espectros de ressonancia magnética nuclear de 3C a 100 MHz.
4.2 Material vegetal e obtengé&o do extrato

A planta 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, sendo
identificada como origem da espécie Cola nitida por comparacdo de exsicata no
Herbario Nacional de Yaoundé — Camardes/Africa (n. 14590SRF).

O material vegetal bruto foi submetido a extragao exaustiva em DCM/EtOH (1:1
v/v; 2x2000mL) como solvente extrator por dez dias. ApoOs este periodo, o extrato foi
filtrado e concentrado em rotaevaporador a pressao reduzida (50 °C, 120 rpm)
resultando no extrato resinoso avaliado através de cromatografia em camada delgada

(CCD). O extrato resinoso foi submetido ao fracionamento por filtracdo solido-liquido
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em silica gel para obtencéo de fracdes e a métodos cromatogréaficos de separacao

para o isolamento do composto.
4.3 Isolamento e caracterizagdo da a-amirina

A fracdo Hex:AcOEt (90:10, 11,339 g) foi submetida ao fracionamento por
cromatografia em coluna classica, empacotada com hexano. Como fase estacionaria
foi utilizado um leito de silica gel e a mistura binaria de hexano e acetato de etila em
condic¢des gradientes como fase mével, onde a polaridade foi aumentando conforme
a eluicdo se procedia. Desta coluna, as subfragcbes obtidas foram evaporadas e
reunidas conforme a semelhanca de Rf monitorado por cromatografia em camada
delgada (CCD) reveladas com solucédo de vanilina sulfarica (15 g de vanilina em 250
mL de etanol e 2,5 mL de &cido sulfurico concentrado) seguida de aquecimento. As
subfracdes foram a (41-76), b (77-89) e c (90-97). A partir da subfracdo a (28 mg) foi
conseguido isolar o composto puro identificado como a-amirina (RM). Ja a subfracéo
b (225 mg), que apresentou um sélido branco, continha uma mistura enriquecida de
a-amirina e foi analisada e comparada por CCD. Esta foi usada para a reacao de
oxidacao.

4.4 ReacOes semissintéticas
4.4.1 Reacdao de oxidacao

Em um baldo de 25 mL, a subfracdo b enriquecida em a-amirina (167 mg; 1
eg.) foi solubilizada em 2 mL de diclorometano (DCM) e, em seguida, adicionado 422
mg (5 eq.) do reagente clorocromato de piridinio (PCC). A solucdo reacional,
monitorada por CCD, ocorreu em temperatura ambiente sob agitacdo por 30 minutos.
Ao término deste tempo, a reacao foi interrompida adicionando agua destilada e
transferida para um funil de separacdo. A fase organica foi extraida exaustivamente
com DCM e posteriormente, rotaevaporada. A purificacdo foi realizada por coluna
cromatografica em silica gel com sistema de solvente Hex:AcOEt (95:5), obtendo o
produto RM1 identificado como a-amirona. O esquema reacional esta resumido na

Figura 8.
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Figura 8. Esquema reacional para a reacao de oxidacao.

5eq. PCC

DCM, t.a, 30 min

M (RM1)

4.4.2 Reacao de condensacgéao de Claisen-Schmidt

A um balédo de 25 mL, adicionou-se o derivado RM1 (1 eq.), o aldeido aromatico
(1,2 eq.) e o hidroxido de sdédio, solubilizando-os em etanol (2 mL). A reacéo foi
mantida em refluxo sob agitacéo e temperatura de 60 °C em banho de areia, sendo
monitorada por CCD. Ao término da reacdo, esta foi resfriada em temperatura
ambiente, interrompida com agua destilada gelada e neutralizada com HCI 0,1 M.
Formou-se um precipitado, sendo este filtrado em Buchner e lavado exaustivamente
com 4gua destilada gelada, deixando-o secar. Os produtos (RM2-5) foram obtidos a
partir da purificagdo por coluna cromatogréafica em silica gel com sistema de solvente

Hex:AcOEt (98:2). O esquema reacional esta representado na Figura 9.

Figura 9. Esquema reacional para as rea¢des de condensagao.
R

NaOH
EtOH, 60 °C, 3 h

(RM1) (RM2-5)

RM2 R=H (99%)
RM3 R=Cl (83%)
RM4 R=F (47%)
RM5 R=Br (31%)

4.5 Caracterizacdo dos compostos

Os compostos isolados (RM) e de semissintese (RM1-5) foram caracterizados
por ressonancia magnética nuclear de 'H (400 MHz) e 3C (100 MHz) e por

infravermelho, confirmando sua estrutura através de dados ja descritos na literatura.
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As amostras foram solubilizadas em solvente deuterado CDCls e como padrao interno
foi utilizado o tetrametilsilano (TMS). As multiplicidades dos espectros de RMN de 'H
foram representadas da seguinte forma: simpleto (s), dupleto (d), duplo dupleto (dd) e
multipleto (m). Os valores das constantes de acoplamento (J) foram expressos em
Hertz (Hz) e com a integracdo. Os compostos sintetizados neste trabalho, apesar de
envolverem metodologias ja descritas anteriormente, viabilizaram uma série de
produtos inéditos na literatura presente, tais como RM2, RM3, RM4 e RM5, que foram

nomeados conforme as regras de nomenclatura internacional IUPAC.

a-amirina (RM)

Sélido branco. RMN *H (400 MHz): 8 5,12 (t, J =
3,5Hz, 1H, H-12); 3,22 (dd, J =10,70; 5,20 Hz, 1H,
H-3). RMN 13C (100 MHz): 8 139,93 (C-13); 124,76
(C-12); 79,41 (C-3); 59,41 (C-14); 55,52; 48,06;
42,42; 41,87; 40,35; 40,01; 39,95; 39,13; 39,12;
37,24; 34,10; 33,28; 31,60; 29,09; 28,47; 28,44;
% 4 27,60; 26,96; 23,71; 23,61; 21,74; 18,70; 17,82;
17,21; 16,02; 15,97.

- Ny a-amirona (RM1)

Sélido branco. RMN H (400 MHz): 6 5,14-5,11 (m,
1H, H-12); 2,57-2,48 (m, 1H, H-2); 2,36 (ddd, J =
15,90, 7,10, 3,70 Hz, 1H, H-2). RMN 13C (100
MHz): & 218,03 (C-3); 140,00 (C-13); 124,48 (C-
12); 59,42 (C-14); 55,53; 47,69; 47,20; 42,50;
41,79; 40,27; 39,97; 39,88; 39,77; 36,89; 34,49;
h © 34,07; 32,75; 31,53; 29,07; 28,37; 26,88; 26,87;
23,83; 23,48; 21,80, 21,69; 19,94, 17,78, 17,12; 15,76.

RM1
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(4aR,6aR,6bS,8aR,11R,12S,12aR,14aR,14bR)-2-((E)-benzilideno)-4,4,6a,6b,8a,11,
12,14b-octametil-1,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,14,14a, 14b-octadeca-

hidropicen-3(2H)-ona (RM2)

RM2

20,73; 17,92; 16,93; 16,00.

Sélido amarelo claro. RMN *H (400 MHz): & 7,55
(d, J =1,60 Hz, 1H, H vinilico); 7,45-7,41 (m, 4H,
H-Ar); 7,36-7,33 (m, 1H, H-Ar). RMN 3C (100
MHz): & 208,27; 140,11; 137,85; 136,32; 134,22,
130,66; 129,28; 128,79; 128,76; 124,56; 59,57;
53,49; 45,69; 45,59; 45,66; 44,46; 41,85; 40,26;
40,11; 39,96; 36,59; 34,18; 32,42; 31,59; 30,01;
29,12; 28,43; 26,90; 24,04; 23,50; 23,10; 21,72;

(4aR,6aR,6bS,8aR,11R,12S,12aR,14aR,14bR)-2-((E)-4-clorobenzilideno)-4,4,6a,
6b,8a,11,12,14b-octametil-1,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,14,14a,14b-
octadeca-hidropicen-3(2H)-ona (RM3)

4

Cl

RM3

~\

Sélido branco. RMN 'H (400 MHz): & 7,49 (s, 1H,
H vinilico), 7,39-7,35 (m, 4H, H-Ar). RMN *3C (100
MHz): & 208,03; 140,17; 136,48; 134,73; 134.69;
131,83; 129,06; 128,65; 124,45; 59,56; 53,48;
47,78; 47,26; 45,69; 44,42; 42,68, 41,84, 40,27,
40,12; 36,62; 34,19; 32,41; 31,59; 30,04; 29,12;
28,42; 26,93; 24,05; 23,50; 23,12; 21,73; 20,71;
17,92; 16,93; 16,00.
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(4aR,6aR,6bS,8aR,11R,12S,12aR,14aR,14bR)-2-((E)-4-fluorobenzilideno)-4,4,6a,
6b,8a,11,12,14b-octametil-1,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,14,14a,14b-
octadeca-hidropicen-3(2H)-ona (RM4)

o N~ Soélido branco. RMN H (400 MHz): & 7,51 (s, 1H,

H vinilico), 7,44-7,41 (m, 2H, H-Ar); 7,11 (t, J=8,7
Hz, 2H, H-Ar). RMN 13C (100 MHz): & 208,09;
164,13; 140,18; 136,70; 133,88; 132,56; 124,47;
116,02; 115,80; 59,56; 53,45; 47,78; 45,69; 44,41,
42,67; 41,84; 40,27; 40,12; 39,95; 36,59; 34,19;

R 32,40; 31,58; 30,02; 29,12; 28,42; 26,89; 24,06;
h < 23,50; 23,10; 21,73; 20,72; 20,72; 17,92; 16,93;
16,00.

(4aR,6aR,6bS,8aR,11R,12S,12aR,14aR,14bR)-2-((E)-4-bromobenzilideno)-4,4,6a,
6b,8a,11,12,14b-octametil-1,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,14,14a,14b-
octadeca-hidropicen-3(2H)-ona (RM5)

- ~  Solido amarelo. RMN H (400 MHz): 3 7,55 (d, J =
8,4 Hz, 2H, H-Ar), 7,47 (s, 1H, H vinilico), 7,29 (d,
J = 8,3 Hz, 2H, H-Ar). RMN 3C (100 MHz): &
208,02; 140,17; 136,51; 135,17; 134,88; 132,06;
132,01; 129,06; 124,45; 59,56; 53,50; 45,69; 45,64;
44,41; 42,68; 41,84; 40,27; 40,13; 39,95; 36,62;
34,19; 32,41; 31,59; 29,97; 29,12; 28,43; 26,89;
24,06; 23,50; 21,73; 20,70; 17,92; 16,93; 16,00.

RMS

A v

4.6 Inibicdo de a-glicosidase

O ensaio enzimatico para inibicdo da enzima a-glicosidase foi realizada no
proprio laboratorio de pesquisa. As solucbes utilizadas durante o ensaio foram
preparadas seguindo adaptacées para as concentracées descritas por Yuca et al*,
sendo elas: solucéo tampéo fosfato (0,1 M em pH 6,8), solugcéo de parada (carbonato
de potassio 1 M), solucéo substrato (p-nitrofenil-D-glicopiranosideo 2 mM) e solucao

de enzima (a-glicosidase 0,1 U).
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Em cada poco foi adicionado 50 pL de solucdo tampéao, seguido de 20 uL de
amostra (200 e 600 pg/mL) e 10 pL da solucdo de enzima. O branco instrumental foi
preparado na primeira coluna da microplaca, sendo adicionado 80 pL de solugéo
tampao e 20 pL de amostra. No controle negativo foi adicionado 20 pL de DMSO.

A microplaca foi incubada a 37 °C por 10 min. Em seguida, foi adicionado em
todos os pocos 20 pL de substrato, incubando-se a placa a 37 °C por 30 min. Um
volume de 50 pL de solucdo de parada foi adicionado e a microplaca foi submetida a
uma leitora de microplacas da marca BioTek, modelo Synergy 2 em 405 nm.

Os dados de absorvancia obtidos pela leitura das microplacas foram tratados
em software Excel e os percentuais de inibicdo enzimatica estabelecidos através da

seguinte equacéao:

% Inibi(;éo _ <AbScontrole negativo — Absamostra) % 100

AbScontrole negativo

4.7 Seguranca no laboratorio

O trabalho foi realizado usando sempre o material de protecéo (luvas, 6culos,
mascaras etc.), além do jaleco de algoddo com mangas compridas. Todos 0s
compostos organicos téxicos foram manipulados com cuidado, dentro de capelas,
evitando a inalacdo e contato direto. Os solventes utilizados foram previamente
recuperados em etapas de lavagem e extracdo, quando possivel. Os demais residuos
gerados foram residuos liquidos originados das solucdes organicas ou aquosas, 0S
quais foram separados, identificados e descartados adequadamente. Estes foram
recolhidos por pessoas autorizadas para o tratamento adequado, bem como outros

materiais como luvas, papéis contaminados e eppendorfs.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A a-amirina encontrada na resina da Cola nitida foi ferramenta de estudo por
Frankenberger et al*®, que teve como objetivo analisar sua atividade anti-inflamatéria
e antiparasitaria. Visto que a literatura revela um interesse evidenciado na a-amirina
devido as suas propriedades biologicas, estes foram utilizados para realizar o estudo
de modificacédo estrutural de semissintese deste trabalho. Estudos revelaram que as
modificagdes estruturais de produtos naturais e seus derivados semissintéticos séo
fontes valiosas de novos candidatos a medicamentos com uma variedade de
atividades bioldgicas e farmacoldgicas*’. De acordo com Raghuvanshi*®, é possivel
realizar uma abordagem rapida para o desenvolvimento de derivados do triterpeno
pentaciclico acido oleandlico. Essa abordagem empregou a preparacdo de novas
estruturas através da condensacdo de Claisen-Schmidt do composto oxidado com
benzaldeido na presenca de etanol e hidréxido de potassio.

Baseado nas informacfes destes dois estudos, realizou-se as modificacdes
estruturais na a-amirina isolada da resina da Cola nitida por meio de reacdes
semissintéticas, utilizando como precursor o seu derivado oxidado a-amirona e foi
possivel sintetizar quatros derivados (RM2, RM3, RM4 e RM5).

5.1 Isolamento e caracterizacdo da a-amirina

Para o isolamento da a-amirina, a cromatografia em coluna classica foi utilizada
ja que se trata de uma técnica popular amplamente usada para isolar substancias de
interesse em misturas. O produto RM apresentou um aspecto oleoso transparente. No
entanto, quando em contato com metanol, o triterpeno precipita formando um sélido
branco, devido a diferenca de polaridade entre o soluto e solvente. Obtido da
subfracéo a, foi eluido com a mistura binaria de hexano e acetato de etila (95:5). Em
CCD, a a-amirina nao € visivel a UV 254/365 nm, uma vez que nao possui grupo
cromoforo. Porém, foi facilmente visualizada quando a placa era revelada com solucao

de vanilina sulftrica e aquecimento (Figura 10).
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Figura 10. Placa de CCD da a-amirina em Hex:AcOEt 90:10.

- --F--

As técnicas de cromatografia em camada delgada sdo comuns para observar
amirinas em plantas, pois fornecem de maneira facil e rapida o perfil dos extratos e
assim, permitem identificar parcialmente os compostos presentes?®. A a-amirina foi
observada como uma mancha azul escura com Rf = 0,44 em Hex:AcOEt (90:10). Por
ser um triterpeno com um grupamento hidroxila em C-3, este composto pode fazer
ligacdes de hidrogénio com a fase estacionaria, logo, possui interacdo com a silica
gel. Ao mesmo tempo por ter carater lipofilico esta interacdo compete com a fase

movel, o que justifica o fator de retencéo apresentado.

Figura 11. Estrutura quimica da a-amirina.

No espectro na regido do infravermelho (Figura 12) foram observadas intensas
absorcdes em, aproximadamente, 3250 cm™ para o estiramento caracteristico de
ligacdo O-H, em torno de 3000 cm para estiramentos de ligacdo C-H de Csp3 e na

regido de 1500 cm™ para o estiramento de ligacdo C=C presente na estrutura.
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O espectro de ressonancia magnética nuclear (RMN) de H (Figura 13)
apresentou um sinal em 6 3,22 (J = 10,70 e 5,12 Hz), caracteristico de triterpenos do
tipo 3-OH e em & 5,12 que corresponde ao CH olefinico. Essa analise foi confirmada
através do espectro de RMN de 3C (Figura 14) que apresentou um sinal em 79,41
ppm, atribuido ao carbono carbindlico C-3. Na regido de alcenos foram observados
dois sinais mais intensos, sendo eles a 139,93 e 124,76 ppm correspondentes ao C-
13 e C-12, respectivamente. Os demais sinais correspondem aos grupos CHs, CHz e
CH que compdem o esqueleto do composto.

Os valores da integracéo dos sinais do espectro de RMN de 'H na regido de
olefinas e do hidrogénio carbindlico permitiram a identificacdo do triterpeno a-amirina
através da comparacdo de dados ja reportados na literatura, bem como os demais

carbonos presentes na estrutura®,

Figura 12. Espectro na regido do IV da a-amirina.
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Figura 13. Espectro de RMN de 'H da a-amirina.
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'H NMR (400 MHz, CDC) 8 5.12 (t, J= 3.5 Hz, 1H), 3.22 (dd. J = 10.7. 5.2 Hz, 1H).
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Figura 14. Espectro de RMN de 3C da a-amirina.
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5.2 Sintese dos derivados semissintéticos

A oxidacgao se deu pela subfracdo b enriquecida de a-amirina com o reagente

PCC (clorocromato de piridinio) em diclorometano. Este agente oxidante brando € um
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bom reagente para a oxidacdo de carbonos alilicos, isto é, converte alcoois
secundarios em cetonas. O mecanismo de reacao esta apresentado na Figura 17.
Aliquotas durante a reacdo foram coletadas em intervalos de 15 minutos para
o0 monitoramento via CCD reveladas em vanilina sulfarica, notando-se que a mancha
correspondente ao precursor de Rf = 0,44 some durante a reacdo, enquanto uma
mancha de coloracdo azul mais clara (Rf = 0,75) comeca a surgir (Figura 15). Isso

significa que a a-amirina da mistura foi consumida para dar origem ao produto.

Figura 15. Placa de CCD da reacéo de oxidacdo em Hex:AcOEt 90:10.

N

Ainda, ambos os compostos possuem grupos funcionais polares, portanto sédo
capazes de fazer ligacGes de hidrogénio com a fase estacionaria polar. No entanto,
de acordo com as estruturas quimicas, o produto € menos polar do que o material de
partida. Diante disso e analisando a CCD, observou-se que o produto obtido interagiu
mais com a fase movel, uma vez que teve um Rf maior em comparacédo com o Rf do
material de partida. Essa observacdo é condizente com o esperado, ja que a fase
movel utilizada é principalmente apolar devido a alta porcentagem de hexano, mas é
mais polar que o hexano puro, pela presenca de acetato de etila.

Para o isolamento do produto foi realizado o procedimento de purificacdo
através de uma rapida coluna cromatografica com silica gel e sistema binario de
Hex:AcOEt 95:5, obtendo um sdlido branco. A Figura 16 mostra a placa de CCD obtida
durante a purificacdo, sendo ela revelada em vanilina sulfurica, visto que o produto
oxidado também nado possui grupos cromoforos para a visualizacdo em camara de
uVv.
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a purificacéo da a-amirona em Hex:AcOEt 95:5.

Figura 16. Placa de CQD d

b5

Figura 17. Mecanismo de reacao de oxidagao da a-amirona com PCC.

o=Cr—o0_

Cl

A preparacédo dos produtos RM2-5 se deu através da reacdo de condensacao
de Claisen-Schmidt com diferentes aldeidos aromaticos. A semissintese ocorreu na
presenca de uma quantidade catalitica de NaOH proporcionando os derivados apés a
perda de uma molécula de 4gua. Foi examinada a capacidade catalitica da base
K2CO3s com o triterpeno e o aldeido aromatico, mas a rea¢cao ndo ocorreu, nem mesmo
apos 24 h e aumento de temperatura chegando até a 100 °C. No entanto, ja era
esperado pois a reacao de condensacao s6 prossegue quando uma base forte esta
presente removendo um proton alfa e gerando o ion enolato. A formacao adicional da
ligacdo carbono-carbono ocorre por ataque nucleofilico pelo enolato no carbono
carbonilico eletrofilico do aldeido aromético®, como demonstrado no mecanismo

geral de reacdo esta representado na Figura 18.
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Figura 18. Mecanismo geral de reagao de condensagdo da a-amirona com aldeidos aromaticos.

)

As reacOes foram acompanhadas por CCD reveladas em camara de UV 254
nm, dado que estes compostos formaram dupla ligacdo conjugada com o aldeido
aromatico. Em seguida, a placa era revelada em vanilina sulftrica para monitorar o
consumo do material de partida, a-amirona. Todos os produtos eluiram um pouco
acima do Rf do triterpeno, em torno de 0,48 no sistema Hex:AcOAt 90:10. A Figura 19
apresenta a placa de CCD realizada durante uma das reacdes, na qual observa-se 0
produto sendo formado conforme o aldeido era consumido. Também foi indicado onde

o triterpeno estava aparecendo quando revelado em vanilina sulfdrica e aquecimento.

Figura 19. Exemplo do perfil obtido nas placas de CCD durante as rea¢fes de condensagao
reveladas em caAmara de UV 254 nm.

Produto
|
IV >
Aldeido =————— + &
Triterpeng —————— >

Os resultados mostraram que a sintese foi eficiente, com rendimentos brutos
de 99% para RM2, 83% para RM3, 47% para RM4 e 31% para RM5. Diante desses
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valores, nota-se que a sintese apresentou melhores rendimentos quando se utilizou

benzaldeido e 4-clorobenzaldeido.
5.3 Caracterizacdo dos derivados semissintéticos
5.3.1 Derivado semissintético RM1

O derivado oxidado RM1 foi sintetizado conforme esquema reacional

apresentado na Figura 8.

Figura 20. Estrutura quimica da a-amirona.

No espectro na regidao do IV (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.)
observamos o desaparecimento da banda intensa em torno de 3250 cm™ referente ao
estiramento da hidroxila de alcool e o aparecimento da banda atribuida a carbonila
(C=0) de grupo cetona em, aproximadamente, 1720 cm™. Os demais estiramentos
referentes a ligacdo C-H de Csp?® e a ligagdo C=C presente na estrutura, se
mantiveram.

Através do espectro de RMN de 'H (Figura 22) do composto em relacdo ao seu
precursor a-amirina, foi observado o desaparecimento dos sinais em 3,22 ppm,
atribuidos ao H-3 (ligado ao carbono carbindlico) em consonéancia ao surgimento do
sinal de carbono em 218,03 ppm no espectro de RMN 13C (Figura 23), confirmando a
modificacao estrutural pela presenca de carbonila de cetona em C-3. Os demais sinais
correspondem aos grupos CHs, CH2 e CH que compdem o esqueleto dos triterpenos
pentaciclicos. A analise dos dados apresentados em comparagao ao precursor e a

literatura levaram a estrutura da a-amirona?®.



Figura 21. Espectro na regido do IV da a-amirona.
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Figura 22. Espectro de RMN de 'H da a-amirona.
'H NMR (400 MHz, CDCl;) 3 5.14 — 5.1 (m, 1H), 2.57 — 2.48 (m, 1H). 2.36 (ddd, 7 =15.9, 7.1, 3.7 Hz, 1H).
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Figura 23. Espectro de RMN de 13C da a-amirona.
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5.3.2 Derivado semissintético RM2

A a-amirona (RM1) foi utilizada como substrato para a preparagdo dos demais
derivados, conforme mostra o esquema da Figura 9. Para o derivado semissintético
RM2 foi utilizado o benzaldeido.

Figura 24. Estrutura quimica do derivado semissintético RM2.
H

No espectro na regido do IV (Figura 25) observamos que, ao compara-lo com
seu precursor RM1, a banda atribuida ao estiramento da ligacéo da carbonila de grupo

cetona em, aproximadamente, 1720 cm? se manteve, assim como aquela
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correspondente ao estiramento da ligacdo C-H de Csp? e Csp2 em, aproximadamente,
3000 cm™. Ainda, foi observado o surgimento das bandas em torno de 1600 cm™
devido ao estiramento da ligacdo C=C conjugado a carbonila e em 1400 cm
relacionadas ao estiramento da ligagdo C=C de aromético. A banda intensa na regido
de 3500 cm indica que havia 4gua no composto, sendo confirmada através dos
demais espectros de caracterizacao.

No espectro de RMN de H (Figura 26) foi observado o surgimento de sinais na
regido desblindada referentes a um hidrogénio vinilico em 7,55 ppm e cinco
hidrogénios aromaticos em 7,33 a 7,45 ppm — faixa dos hidrogénios diretamente
ligados a um anel aromatico. Bem como o surgimento de sinais no espectro de RMN
de 13C (Figura 27) na faixa de, aproximadamente, 129-138 ppm referente aos sete
novos carbonos na estrutura, sendo seis arométicos e um vinilico. Os sinais maiores
nesta regido correspondem a atribuicdo de dois carbonos que contribuem para a
absorcdo. Os demais sinais permaneceram 0S mesmos e correspondem aos grupos
CHs, CH2 e CH da estrutura.

Através das analises e dos dados apresentados em comparacéo ao precursor
foi possivel caracterizar o novo composto como (4aR,6aR,6bS,8aR,11R,12S,
12aR,14aR,14bR)-2-((E)-benzilideno)-4,4,6a,6b,8a,11,12,14b-octametil-1,4,4a,5,6,
6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,14,14a,14b-octadeca-hidropicen-3(2H)-ona.

Figura 25. Espectro na regido do IV do derivado semissintético RM2.
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Figura 26. Espectro de RMN de 'H do derivado semissintético RM2.
'H NMR (400 MHz. CDCl;) 6 7.55 (d. J = 1.6 Hz. 1H). 7.45 — 7.41 (m. 4H). 7.36 — 7.33 (m. 1H). 5.30 — 5.15 (m. 1H).
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Figura 27. Espectro de RMN de 13C do derivado semissintético RM2.
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5.3.3 Derivado semissintético RM3

Para o derivado semissintético RM3 foi utilizado o 4-clorobenzaldeido.
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Figura 28. Estrutura quimica do derivado semissintético RM3.
Cl

No espectro na regido do IV (Figura 29) observamos que, em relacéo ao seu
precursor RM1, as bandas atribuidas ao estiramento da ligacdo da carbonila e ao
estiramento da ligacdo C-H de Csp? e Csp? em, aproximadamente, 1720 cm e 3000
cm, respectivamente. O surgimento das bandas em torno de 1600 cm se deve ao
estiramento da ligagdo C=C conjugado a carbonila e em 1400 cm™ ao estiramento da
ligacdo C=C de aromatico. A banda na regido de 3500 cm indica que havia dgua no
composto, sendo confirmada através dos demais espectros de caracterizacao.

No espectro de RMN de 'H (Figura 30) foi observado, na regido desblindada, o
surgimento de sinais referentes a um hidrogénio vinilico em 7,49 ppm e quatro
hidrogénios aromaticos em 7,35 - 7,41 ppm. Ja no espectro de RMN de 3C (Figura
31), os novos sinais entre 129 e 136 ppm surgiram decorrente aos carbonos do anel
aromatico para substituido. Os demais sinais permaneceram 0S mesmMoOs
correspondem aos grupos CHs, CH2 e CH da estrutura.

Através das andlises e dos dados apresentados em comparagcao ao precursor
foi possivel caracterizar o novo composto como sendo (4aR,6aR,6bS,8aR,11R,
12S,12aR,14aR,14bR)-2-((E)-4-clorobenzilideno)-4,4,6a,6b,8a,11,12,14b-octametil-
1,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11, 12,12a,14,14a,14b-octadeca-hidropicen-3(2H)-ona.
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Figura 29. Espectro na regido do IV do derivado semissintético RM3.
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Figura 30. Espectro de RMN de 'H do derivado semissintético RM3.
'H NMR (400 MHz, CDCL;) 8 7.49 (s, 1H), 7.39 — 7.35 (m, 4H).
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Figura 31. Espectro de RMN de 13C do derivado semissintético RM3.
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5.3.4 Derivado semissintético RM4

Para o derivado semissintético RM4 foi utilizado o 4-flGorbenzaldeido.

Figura 32. Estrutura quimica do derivado RM4.
F

No espectro na regido do IV (Figura 33), em relacédo ao seu precursor RM1, as
mesmas bandas atribuidas a carbonila em 1720 cm e ao estiramento da ligacdo C-
H de Csp? e Csp3 em torno de 3000 cm™. No entanto, observamos o surgimento das
bandas em torno de 1600 cm* referente ao estiramento da ligacdo C=C conjugado a

carbonila e em 1400 cm™ ao estiramento da ligacdo C=C de aromatico. Ja a banda na
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regido de 3500 cm™ indica Agua presente no composto, sendo confirmada através dos
demais espectros de caracterizacao.

O espectro de RMN de 'H (Figura 34) apresentou, na regido desblindada, o
surgimento de sinais referentes a um hidrogénio vinilico em 7,51 ppm e quatro
hidrogénios aromaticos em 7,11 a 7,5 ppm. Além disso, foi possivel observar os novos
sinais gerados decorrente aos carbonos do anel aroméatico para substituido no
espectro de RMN de 3C (Figura 35), uma vez que os demais sinais permaneceram
0S mesmos correspondendo aos grupos CHs, CH2 e CH da estrutura.

Através das andlises e dos dados apresentados em comparagcao ao precursor
foi possivel caracterizar o novo composto como (4aR,6aR,6bS,8aR,11R,
12S,12aR,14aR,14bR)-2-((E)-4-fluorobenzilideno)-4,4,6a,6b,8a,11,12,14b-octametil-
1,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a, 9,10,11,12,12a,14,14a,14b-octadeca-hidropicen-3(2H)-ona.

Figura 33. Espectro na regido do IV do derivado semissintético RM4.
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Figura 34. Espectro de RMN de 'H do derivado semissintético RM4.
'H NMR (400 MHz. CDCl;) & 7.51 (s. 1H). 7.44 — 7.41 (m. 2H). 7.11 (t. J = 8.7 Hz. 2H).
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Figura 35. Espectro de RMN de 13C do derivado semissintético RM4.
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5.3.5 Derivado semissintético RM5

Para a semissintese do derivado RMS5 foi utilizado o 4-bromobenzaldeido.
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Figura 36. Estrutura quimica do derivado semissintético RM5.
Br

No espectro na regido do IV (Figura 37), em relacdo ao seu precursor RM1,
observamos as mesmas bandas atribuidas a carbonila em 1720 cm™ e ao estiramento
da ligacdo C-H de Csp? e Csp® em torno de 3000 cm. Entretanto, ocorreu o
surgimento das bandas em torno de 1600 cm™ referente ao estiramento da ligacéo
C=C conjugado a carbonila e em 1400 cm™* ao estiramento da ligagcdo C=C de
aromatico. A intensa banda na regido de 3500 cm™ indica Agua presente no composto.

E possivel observar no seu espectro de RMN de 'H (Figura 38) o surgimento
de sinais presentes na regidao desblindada referentes a um hidrogénio vinilico em 7,47
ppm e quatro hidrogénios arométicos em 7,55 e 7,29 ppm. Bem como no espectro de
RMN de 3C (Figura 39) que foi possivel observar novos sinais na faixa de 129 a 136
ppm, gerados decorrente aos carbonos do anel aromatico para substituido, sendo que
os demais correspondendo aos grupos CHs, CHz e CH da estrutura permaneceram o0s
mesmos.

Através das analises e dos dados apresentados em comparacao ao precursor
foi possivel caracterizar o novo composto como (4aR,6aR,6bS,8aR,11R,12S,
12aR,14aR,14bR)-2-((E)-4-bromobenzilideno)-4,4,6a,6b,8a,11,12,14b-octametil-1,4,
4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,14,14a,14b-octadeca-hidropicen-3(2H)-ona.
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Figura 37. Espectro na regido do IV do derivado semissintético RM5.
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Figura 38. Espectro de RMN de 'H do derivado semissintético RM5.

'H NMR (400 MHz. CDCl5) § 7.55 (4, J = 8.4 Hz. 2H). 7.47 (s. 1H). 7.29 (d. J = 8.3 Hz. 2H).
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Figura 39. Espectro de RMN de 13C do derivado semissintético RM5.
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O deslocamento quimico de ressonancia magnética nuclear do hidrogénio
vinilico nos espectros apresentados ocorreu em uma regido mais desblindada devido
ao efeito anisotrépico do anel aromatico presente na estrutura. J4 os deslocamentos
guimicos de RMN de carbono em compostos aromaticos sdo sensiveis aos efeitos
dos substituintes, dado que séo eles que determinam a reatividade quimica do anel
aromatico®. Entre os quatros novos compostos semissintéticos é possivel notar a
diferenca nos espectros de RMN de 3C a cada grupo R na posi¢do para. Essa
influéncia no deslocamento quimico dos sinais esta correlacionada com mudancas na
estrutura de ligacdo e efeitos de doacédo ou retirada de densidade eletrénica. Como
0s substituintes dos compostos sintetizados séo halogénios (F, Cl e Br), eles acabam
causando um forte efeito indutivo no deslocamento quimico, principalmente no

carbono diretamente ligado a ele por causa da sua eletronegatividade.
5.3 Estudo dainibi¢do da enzima a-glicosidase

O composto isolado e seus cinco derivados semissintéticos foram avaliados em
relacdo a sua capacidade em inibir a atividade da enzima a-glicosidase segundo a

metodologia descrita anteriormente realizada no proprio laboratério de pesquisa.
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Esse ensaio para a potencial inibicdo da enzima foi realizado através do método
colorimétrico-enziméatico em triagem de alta performance utilizando-se uma leitora de
microplacas. A inibicdo enzimatica ocorreu através da estimativa do p-nitrofenol
liberado a partir do p-nitrofenil-D-glicopiranosideo como solugdo substrato®s. A
formacdo deste composto produziu uma solucdo de coloracdo amarelada,
posteriormente medida em espectrofotdmetro a 405 nm.

As Tabelas 1 e 2 apresentam os valores de absorvancias corrigidas obtidos
em cada replicata realizada durante o ensaio, bem como as absorvancias do controle

negativo nas concentracdes avaliadas de 200 e 600 pug/mL, respectivamente.

Tabela 1. Dados obtidos no ensaio da inibicdo da enzima a-glicosidase a 200 pg/mL.

Amostra Absorvancia corrigida Absorvancia média
Negativo 2,160 2,373 2,286 2,273

RM 2,465 2,404 2,536 2,468

RM1 2,149 2,495 2,071 2,238

RM2 2,134 2,261 2,512 2,302

RM3 2,094 2,121 2,173 2,130

RM4 1,589 1,656 1,690 1,645

RM5 - - - -

Tabela 2. Dados obtidos no ensaio da inibicdo da enzima a-glicosidase a 600 pg/mL.

Amostra Absorvancia corrigida Absorvancia média
Negativo 2,378 2,423 2,152 2,400

RM 1,107 1,063 0,964 1,045

RM1 0,922 1,022 0,867 0,937

RM2 0,967 1,071 0,990 1,009

RM3 0,812 1,006 0,984 0,934

RM4 0,974 1,086 1,045 1,035

RM5 1,116 0,997 1,048 1,054

A depender da estrutura de cada composto e sua respectiva massa molar, tem-
se na Tabela 3 os valores de suas molaridades correspondente a cada concentracéo

em pg/mL utilizada no estudo preliminar.



Tabela 3. Molaridade de cada composto nas duas concentra¢@es utilizadas no ensaio.
Molaridade (uM)

Massa Molar

Composto (g/mol) 200 pg/mL 600 pg/mL
RM 426,73 469 1406
RM1 424,71 471 1413
RM2 512,82 390 1170
RM3 547,26 365 1096
RM4 530,81 377 1130
RM5 591,72 338 1014
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A Tabela 4 apresenta os resultados calculados através da equacgéo

apresentada na metodologia referente a inibicho em porcentagem dos compostos a

partir das absorvancias das duas diferentes concentracdes (200 e 600 pg/mL) e da

absorvancia do controle negativo.

Tabela 4. Resultado da inibigdo da enzima a-glicosidase (%) em duas concentracfes diferentes.
% Inibicdo £ DP

Composto Estrutura Quimica 200 pg/mL 600 pg/mL

RM n.i 56,48 + 1,36
RM1 1,53 61,97 +1,71
RM2 n.i 57,95+2,72
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RM3 6,28 61,09 + 5,86
RM4 27,63 56,88 + 3,80
RM5 n.d 56,11 + 3,95

Nn.i.: ndo ocorreu inibicdo
n.d.: ndo determinada

Os dados mostram que todos 0s compostos apresentaram porcentagens
satisfatérias de inibicao, sendo elas maiores que 50% na concentracéo de 600 pg/mL.
Os derivados semissentéticos RM1 e RM3 se destacam (62 e 61%) e os demais, bem
como o precursor RM, apresentaram uma porcentagem de inibicdo em torno de 56%.

Ainda, vale destacar que o composto oxidado apresentou melhor atividade em
relacdo ao seu precursor, com inibicdes de 62 e 56%, respectivamente. Ja os demais
derivados obtidos através da condensacdo de Claisen-Schmidt mantiveram a
atividade observada para o produto oxidado em torno de 56%, no entanto, ocorreu
uma melhora na inibicdo com o derivado aromatico para-cloro substituido, 61%. Este
mesmo derivado semissintético também se destaca frente aos demais compostos em
relacdo a concentracdo utilizada, uma vez que apresentou alta porcentagem de
inibicdo em 1096 UM, até mesmo comparado ao derivado oxidado (62% em 1413 uM).

Diante disso, o estudo preliminar realizado demonstrou promissores protétipos
inibidores da enzima a-glicosidase, podendo estes avancarem nos estudos de ICso e

futuros ensaios in vivo. Uma vez que demais triterpenos e seus derivados ja foram
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relatados na literatura apresentando bons resultados de inibicdo. Por exemplo, o
estudo de Yuca et al.>* demonstrou que a mistura de betulina e acido betulino, ambos
triterpenos, apresentaram ICso de 248 pM, enquanto derivados do lupeol
apresentaram ICso de 2585 uM. Esses resultados sugerem que os derivados do
triterpeno a-amirina possuem potente atividade inibitéria frente a a-glicosidade, uma
vez que os dados apresentados neste trabalho corroboram com a literatura, variando
a concentracao inibitéria dos compostos avaliados entre 1000 e 1400 pM, na faixa de

concentragéo de 600 pg/mL.
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6 CONCLUSAO

Baseado em todos os resultados obtidos neste trabalho, foi possivel isolar o
triterpeno pentaciclico a-amirina da resina da Cola nitida atravées de métodos
cromatograficos e realizar modificagBes estruturais através das reacdes de oxidacdo
com o reagente PCC e condensacdo de Claisen-Schmidt com diferentes aldeidos
aromaticos na presenca de uma quantidade catalitica de base forte, de maneira a
obter cinco derivados semissintéticos, dos quais quatro sdo inéditos na literatura
(RM2, RM3, RM4 e RM5). Todos os compostos foram caracterizados por técnicas
espectroscopicas de IV, RMN de 'H e de 3C em comparagdo com dados ja reportados
na literatura.

Esses compostos obtidos foram avaliados em relagdo a sua capacidade de
inibicdo frente a enzima a-glicosidase e todos tiveram bons resultados, sendo eles
com porcentagens de inibicdo maiores que 50% em concentracdes entre 1000 e 1400
UM, uma vez que corroboram com dados reportados na literatura referente a atividade
inibitéria de triterpenos ja estudados. Destes, destacam-se os compostos oxidado e
condensado para-cloro substituido que apresentaram 62 e 61% de inibicdo na faixa
de concentracdo de 600 pug/mL, respectivamente. Diante dos resultados, conclui-se
entdo que o estudo preliminar realizado através do ensaio colorimétrico-enzimatico foi
satisfatorio indicando que a a-amirina e seus derivados semissintéticos possuem
potencial inibidor frente a enzima a-glicosidase.

Os resultados apresentados instigam que 0s compostos sejam submetidos ao
docking molecular para uma melhor orientacdo de ajuste do ligante na enzima a-
glicosidase, caracterizando o comportamento das interacdes das moléculas no seu
sitio ativo. Ainda, pode-se considerar outros tipos de testes bioldgicos, uma vez que
triterpenos pentaciclicos apresentam diversas atividades farmacolégicas, como

citadas ao decorrer do trabalho.
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