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RESUMO

Do tronco das arvores do género Copaifera (Leguminosae) é extraido um balsamo
designado como oleorresina (ORC). O oleorresina € constituido por uma fracdo volatil, rica
em sesquiterpenos, e uma porcao fixa, composta predominantemente por diterpenos. Dentre
os diterpenos destaca-se 0 &cido copalico (AC), que esta presente em todos os oleorresinas do
género Copaifera, considerado como um biomarcador. Estudos ja demonstraram que AC e
outros diterpenos labdanos presentes em ORC possuem elevado potencial bioldgico,
possuindo importante atividade antibacteriana, citotdxica e anti-inflamatéria, sendo portanto
protétipos promissores para o desenvolvimento de moléculas bioativas. Assim, o objetivo do
presente trabalho consistiu no isolamento de diterpenos labdanos do oleorresina de Copaifera
langsdorffii e sua utilizacdo como material de partida na obtencéo de andlogos semissintéticos
para avaliacdo de suas potenciais atividades bioldgicas e estudo de relacdo estrutura atividade
(SAR) preliminar. Quatro diterpenos do tipo labdano foram isolados do oleorresina de C.
langsdorffii, sendo COP1 descrito pela primeira vez para familia Leguminosae. Dessas
substancias isoladas, trés delas foram submetidas a modificacdes estruturais nas posi¢des C-3
(oxidacao), C-7 (oxidacdo alilica), C-15 (esterificacdo metilica) e C-17 (epoxidacéo), além de
modificagdes inesperadas na posi¢do C-13. Tais modificacbes permitiram a obtencdo de nove
diterpenos labdanos semissintéticos. Todas essas substancias, tanto naturais quanto
semissintéticas foram submetidas a avaliacdo de suas potenciais atividades bioldgicas. Com
relacdo a atividade citotoxica, AC e seu derivado semissintético VM-13 apresentaram 0s
melhores resultados, com VM-13 inibindo mais de 90% da viabilidade celular da linhagem de
adenocarcinoma alveolar humano (A549), a 100 uM. As substancias &cido 3-acetoxi-copalico
(AAC, 50 uM), &cido 3-hidrdxi-copélico (AHC, 100 uM) e VM-11 (100 uM) reduziram entre
45 — 70% a producdo de oxido nitrico (NO) por macrofagos RAW?264.7. Quanto a atividade
antibacteriana, AC foi 0 que apresentou maior atividade frente a espeécies do género
Streptococcus e Staphylococcus, com valores de concentracgdo inibitéria minima em torno de
30,45 pg/mL (100 puM). Os resultados obtidos permitiram sugerir unidades estruturais
potencialmente importantes para as atividades bioldgicas avaliadas, como a presenca de uma
hidroxila em C-7 para atividade citotoxica; a presenca de um éster ou auséncia de &cido
carboxilico em C-15 para atividade anti-inflamatdria e a presenca do acido carboxilico para
atividade antibacteriana.

Palavras-chaves: diterpenos, acido copalico, Copaifera



ABSTRACT

From the tree trunk of the Copaifera (Leguminosae) genus is extracted a balm called
oleoresin (ORC). The oleoresin consists of a volatile fraction, rich in sesquiterpenes, and a
fixed portion, composed predominantly of diterpenes. Among the diterpenes, it is noteworthy
the copalic acid (CA), which is present in all oleoresins from the Copaifera genus, being
considered a biomarker. Studies have shown that CA and other diterpenes labdans present in
ORC have a high biological potential, possessing important antibacterial, cytotoxic and anti-
inflammatory activity, being therefore promising prototypes for the development of bioactive
molecules. Thus, the objective of the present work consisted in the isolation of the labdanes
diterpenes from the Copaifera langsdorffii oleoresin and its use as starting material in the
production of semi-synthetic analogs for the evaluation of their potential biological activities
and preliminary study of structure-activity relationship (SAR). Four diterpenes of the labdano
type were isolated from the oleoresin of C. langsdorffii, as COP1 being described for the first
time for Leguminosae family. Of these isolated substances, three of them were subjected to
structural modifications at the C-3 (oxidation), C-7 (allyl oxidation), C-15 (methyl
esterification) and C-17 (epoxidation) positions, as well as unexpected modifications at C -13.
These modifications allowed the obtainment of nine semi-synthetic labdane diterpenes. All
these substances, both natural and semi-synthetic, were submitted to an evaluation of their
potential biological activities. With regard to the cytotoxic activity, AC and its semisynthetic
derivative VM-13 showed the best results, with VM-13 inhibiting more than 90% of the
cellular viability of the human alveolar adenocarcinoma (A549) line, at 100 uM. The
substances 3-acetoxy-copalic acid (AAC, 50 uM), 3-hydroxy-copalic acid (AHC, 100 uM)
and VM-11 (100 uM) reduced in 45-70% nitric oxide (NO) production by macrophages
RAW?264.7. As for the antibacterial activity, AC showed the highest activity against species
of the genus Streptococcus and Staphylococcus, with minimum inhibitory concentration
values around 30.45 pg/mL (100 puM). The results allowed to suggest structural units
potentially important for the biological activities evaluated, such as the presence of a hydroxyl
in C-7 for cytotoxic activity; the presence of an ester or absence of an carboxylic acid in C-15
for anti-inflammatory activity and the presence of the carboxylic acid for antibacterial

activity.

Keywords: diterpenes, copalic acid, Copaifera
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais (PN) vém sendo historicamente utilizados como forma de
melhorar a condicdo humana, a principio como misturas e atualmente também como
substancias puras isoladas. Sabe-se que a morfina, extraida da papoula (Papaver somniferum),
foi a primeira substancia isolada, farmacologicamente ativa, empregada na elaboragéo de um
produto comercial para uso terapéutico, sendo comercializado desde 1826
(BRAHMACHARI, 2012; HANESSIAN, 2014).

Apesar de serem conhecidas em torno de trezentas mil substancias naturais obtidas de
plantas, esse nUmero se mostra pequeno frente a diversidade de espécies vegetais. Somente 5
a 15% das cerca de 300.000 espécies de plantas superiores foram exploradas. Nota-se que a
grande maioria das fontes naturais permanecem inexploradas, mostrando que 0s produtos
naturais podem ser extremamente valiosos na descoberta de novos farmacos (RAMAWAT;
MERILLON, 2013; WERMUTH et al., 2015).

A caracteristica marcante dos PNs ndo se deve apenas a sua diversidade estrutural,
mas também por apresentarem atividades bioldgicas altamente seletivas e especificas. Ou
seja, 0s PNs, além de servirem como farmacos ou modelos na busca de novos farmacos,
podem levar a descobertas e melhorias na compreensdo de alvos e vias envolvidas no
processo da doenca (BRAHMACHARI, 2012).

Diante do exposto, pode-se afirmar que os PNs constituem uma fonte abundante de
novas substancias para a quimica medicinal, sendo, portanto, incorporados a programas de
descobertas de novos farmacos.

A quimica medicinal é conceituada como uma disciplina baseada na quimica,
envolvendo aspectos das ciéncias bioldgicas, médicas e farmacéuticas, cuja missdo é o
planejamento, descoberta, invencdo, identificacéo e preparacdo de compostos biologicamente
ativos (prototipos), além do estudo do metabolismo, interpretacdo do mecanismo de acdo a
nivel molecular e a construcdo das relagbes entre a estrutura quimica e a atividade
farmacolégica (WERMUTH et al., 2015). A descoberta de novos farmacos inclui trés etapas
importantes: i) descobrimento — que consiste na identificagdo e produgdo de novas substancias
ativas, originadas de produtos naturais, sintese organica ou de processos biotecnologicos; ii)
otimizagdo — que baseia-se nas modificagOes sintéticas das estruturas, no sentido de aumentar
a poténcia, seletividade e conferir menor toxicidade; iii) desenvolvimento — que consiste na
otimizagdo das rotas sintéticas para a producdo em larga escala e a modificacdo das

propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas da substancia ativa para uso clinico
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(WERMUTH et al., 2015). A utilizagdo de PNs ativos como matéria-prima, modelo ou
molécula-protdtipo para a sintese de analogos mais potentes e seletivos tem contribuido
significativamente para a obtencéo de novos agentes terapéuticos.

Muitos farmacos disponiveis no mercado farmacéutico foram obtidos sinteticamente
baseados em estruturas ativas provenientes de fontes naturais (BARREIRO; FRAGA, 2015).
Sabe-se que 65% dos medicamentos disponiveis no mercado dentre os anos de 1998 a 2014
estdo relacionados com PNs (NEWMAN; CRAGG, 2016). Como exemplo, podem ser citados
farmacos como o captopril (Capoten®), obtido a partir da simplificagdo molecular de um
peptideo isolado do veneno de Bothrops jararaca ou ainda o aciclovir (Zovirax®), um
derivado purinico sintético, obtido por simplificacdo molecular do nucleosideo guanosina
(BARREIRO; FRAGA, 2015).

Estratégias da quimica medicinal podem ser empregadas no desenho molecular de
novos candidatos a agentes terapéuticos. Além disso, essas estratégias sdo cruciais na etapa de
modificacdo molecular necesséaria a sua otimizacéo, reduzindo efeitos adversos e aumentando
sua poténcia, por exemplo. Dentre muitas, se destaca a variacdo de grupos funcionais, uma
estratégia interessante quando se inicia o estudo de relacdo estrutura atividade (SAR) de uma
substancia (BARREIRO, 2002). Nesse caso, obtém-se derivados através de modificacGes
minimas na estrutura do precursor, como hidrogenacdes, metilacdes, acetilacbes, modificacéo
de substituintes e isosterismo. Apesar de simples na maioria das vezes, mudangas pequenas
poderdo produzir alteracdes expressivas na atividade bioldgica de um determinado prot6tipo
(WERMUTH et al., 2015).

1.1.METABOLITOS SECUNDARIOS: TERPENOS

Considera-se como metabolismo um conjunto de reagcBes quimicas que
constantemente ocorrem em uma célula. Devido a presenca de enzimas, tais reagdes assumem
determinadas direcdes, estabelecendo as rotas metabdlicas, sendo seus produtos designados
como metabdlitos. Essas reacBes possuem como objetivo principal o aproveitamento de
nutrientes para atender as necessidades essenciais das células: energia (derivada de adenosina
trifosfato - ATP), poder redutor (NADPH) e biossintese de substancias fundamentais a vida
(macromoléculas) (SIMOES et al., 2007).

Além do metabolismo primério, essencial a sobrevivéncia e comum a todos
organismos Vvivos, as plantas possuem a capacidade de produzir inimeras outras substancias

que ndo estdo diretamente relacionadas a manutencdo da vida, denominadas metabolitos
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secundarios. Esse conjunto de substancias, apesar de ndo ser essencial para o crescimento e
desenvolvimento das espécies, pode aumentar a probabilidade de sobrevivéncia do organismo
(RAMAWAT; MERILLON, 2013; SIMOES et al., 2007).

O termo terpeno foi atribuido a substancias isoladas da terebintina, um liquido volatil
extraido de pinheiros. Atualmente estima-se que mais de 55.000 terpenos sejam conhecidos,
sendo a classe estruturalmente mais complexa e com o maior nimero de representantes entre
os metabolitos secundarios (RAMAWAT; MERILLON, 2013).

Os terpenos sdo construidos por unidades isopentanicas - isopentenil-pirofosfato e
dimetilalil-pirofosfato (IPP e DMAPP), considerados isoprenos ativos (Figura 1). A regra do
isopreno afirma que os terpenos sdo constituidos a partir de duas ou mais unidades
isopenténicas unidas na diregdo “cabecga-cauda”, em sua grande maioria, ou “cabega-cabe¢a”
(RAMAWAT; MERILLON, 2013). Essa condensacdo de unidades isopentanicas geram as

diferentes classes dos terpenos, como mostrado na tabela 1.

Figura 1: Unidades isopentanicas.

OPP OPP
k j\
isopentenil-pirofosfato dimetilalil-pirofosfato

Fonte: Adaptado de RAMAWAT; MERILLON, 2013.

Tabela 1: Condensacéo de unidades isopentanicas na formacéo de terpenos.

N° de
unidades NuUmero de atomos de carbono Classe
isopentanicas

2 10 M monoterpenos
3 15 W sesquiterpenos
4 20 M\M diterpenos
5 25 WM/ sesterpenos

Fonte: Adaptado de SIMOES et al., 2007.
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Os diterpenos sdo constituidos por quatro unidades isopentanicas geralmente ligadas
no formato cabega-cauda, compondo um total de 20 carbonos. Esses metabdlitos séo
divididos em subclasses, que se diferenciam de acordo com seu esqueleto principal (Figura 2).
Dentre as subclasses, sdo conhecidos mais de 500 diterpenos do tipo labdano isolados de
plantas superiores, apesar de serem também encontrados em outras fontes, como por exemplo,
organismos marinhos. Suas estruturas possuem frequentemente a presenca de um
hidrocarboneto biciclico ndo aromatico como estrutura central (ARNO et al., 2003;
BREITMAIER, 2006).

Figura 2: Subclasses de diterpenos com destaque para o esqueleto labdano.

16

labdano caurano clereodano pimarano

abietano beyerano villanovano

Fonte: Adaptado de BREITMAIER, 2006

1.2.COPAIBA

As copaibeiras ou copaibas (Figura 3) sdo arvores de crescimento lento que atingem
de 5 a 40 metros de altura, pertencentes a familia Leguminosae, subfamilia Caesalpinoideae e
ao género Copaifera (OLIVEIRA; LAMEIRA; ZOGHBI, 2006; VEIGA JUNIOR; PINTO;
MACIEL, 2005). O género € nativo das regiBes tropicais da América Central e do Sul, da
Africa, podendo também ser encontrado na ilha de Bornéu e na Malésia (VEIGA JUNIOR;

PINTO, 2002). De acordo com o Index de Kewensis (1996) o género Copaifera possui 72
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espécies, 16 das quais sdo encontradas exclusivamente no Brasil (VEIGA JUNIOR; PINTO,
2002).

Entre as espécies mais encontradas no Brasil destacam-se a C. officinalis, C.
reticulata, C. multijuga Hayne, C. confertiflora, C. langsdorffii, C. cariacea e C. cearensis
(MORS; RIZZINI, 1966; WOOD et al., 1940).

Figura 3: Arvore de Copaifera langsdorffii.

Fonte: PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009.

1.3.0LEORRESINA DE Copaifera

Do tronco de arvores do género Copaifera é extraido um balsamo, com cor e
viscosidade variadas, conhecido como 6leo de copaiba (TINCUSI et al., 2002). Esse exsudato
¢ corretamente designado como oleorresina devido a presenca de acidos resinosos e
substancias volateis em sua composi¢do (BRUNETON, 1987; VEIGA JUNIOR et al., 2007).
O Oleo de copaiba tem grande destaque no cenario econdmico e social, principalmente na
regido do Amazonas onde sua utilizacdo e extracdo sdo extremamente difundidas (TINCUSI
etal., 2002; VALDEVITE, 2007).

Historicamente, o conhecimento do potencial medicinal do oleorresina de copaiba
(ORC) e sua utilizagdo ja eram disseminados entre os indios latino-americanos no periodo em
que portugueses chegaram ao Brasil (RAMOS, 2006; SALVADOR, 1975; VEIGA JUNIOR,;
PINTO, 2002). Indigenas o empregavam para tratar feridas de guerreiros apés batalhas e em
recém-nascidos, no coto umbilical (FRANCISCO, 2005; MACIEL et al., 2002). Considera-se
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que o primeiro relato de sua atividade farmacoldgica como cicatrizante e anti-inflamatdria
tenha ocorrido na época do descobrimento (RAMOS, 2006).

Ha relatos também de sua utilizacdo popular por habitantes da regido amazoénica para
tratar diversas doencas e sintomas, tais como: distarbios respiratérios e do trato urinario,
Ulceras de estdbmago, dores de garganta, tonsilite e doencas infecciosas. Esta ampla utilizacdo
acarretou na introducdo do ORC em produtos fitoterapicos e cosméticos, sendo amplamente
empregado na industria na formulagéo de locdes capilares, fixadores, cremes, sabonetes, entre
outros (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

1.4.COMPOSICAO QUIMICA DO OLEORRESINA DE COPAIBA

O ORC é constituido por uma porc¢do volatil composta basicamente por sesquiterpenos
e uma porcdo fixa constituida predominantemente por diterpenos. O conteldo do ORC pode
variar considerando fatores externos como ataque de insetos e fungos (RAMOS, 2006). De
acordo com Leandro e colaboradores (2012) foram descritos até o momento 110
sesquiterpenos e 42 diterpenos em oleorresinas de copaiba. Os sesquiterpenos sdo a classe
com maior concentragdo, podendo chegar a compor 90% dos oleorresinas. Dentre o0s
principais sesquiterpenos em ORCs destacam-se: p-cariofileno, 6xido de cariofileno, -
humuleno, a-cadinol, J-cadineno, a-cubebeno, a-selineno, s-selineno, a-copaeno, f—elemeno,
trans-a-bergamoteno e S-bisaboleno (Figura 4) (LEANDRO et al., 2012).

Quando avaliados de maneira isolada, muitos dos sesquiterpenos presentes em ORC
possuem importantes atividades biol6gicas. Para o p-cariofileno sdo descritas as atividades
inseticida, antimicrobiana, anestésica local, anticarcinogénica e anti-inflamatéria (CHAVAN;
WAKTE; SHINDE, 2010; CHENG et al., 2004; GHELARDINI et al., 2001; GOREN et al.,
2011; LEGAULT; PICHETTE, 2007; OMOLO et al., 2004; RODILLA et al., 2008; SILVA;
FIGUEIREDO; YANO, 2007; TUNG et al., 2008). Para o a-cadinol sdo descritas atividades
inseticida contra larvas de mosquito da febre amarela, antitérmica e antifingica (CHANG et
al., 2000; CHENG et al., 2004; HE et al., 1997). O sesquiterpeno fS-elemeno apresentou
atividade citotoxica frente a linhagens de células tumorais de cancer gastrico, pulmaéo,
laringeo, ovariano, cérebro, prostata e leucemia (LI et al., 2005; LI et al., 2010; LIU et al.,
2011; TAO et al., 2006; WANG et al., 2005; ZHAO et al., 2011; ZOU; LIU; YU, 2001).



27

Figura 4: Principais sesquiterpenos encontrados nos oleorresinas de Copaifera sp.

2 o

p-cariofileno oxido de cariofileno a-humuleno o-cadineno

HQO,

T oot Oy

a-cadinol S—elemeno o-Ccopaeno a-selineno

S P ane

f-selineno p-bisaboleno a-cubebeno trans-a-bergamoteno

Fonte: LEANDRO et al., 2012.

Os principais diterpenos encontrados nos oleorresinas de copaiba sdo o acido copalico,
acido 3-hidroxi-copalico, acido 3-acetoxi-copalico, acido poliatico, acido hardwickiico, acido
caurenoico, acido ent-caurenoico e acido ent-agatico (Figura 5) (LEANDRO et al., 2012).

Estudos descrevem para o &cido hardwickiico atividades antibacteriana e antifingica
(KUETE et al., 2007; MCCHESNEY; CLARK; SILVEIRA, 1991). O acido caurendico
apresenta atividade relaxante muscular uterina, anti-inflamatéria, antibacteriana,
antitripanossoma, vasodilatadora, além de capacidade de inducdo de genotoxicidade
(CAVALCANTI et al., 2006; CUNHA et al., 2003; PAIVA et al., 2003; TINCUSI et al.,
2002; TIRAPELLI et al., 2004; VIEIRA et al.,, 2002). O é&cido poliatico apresentou
capacidade de promover a inibi¢cdo do efluxo de rodamina 6G em Saccharomyces cerevisiae
pela a enzima Pdr5p (proteina que confere resisténcia multipla a farmacos) (SOUZA et al.,

2010). Esse mesmo diterpeno apresentou atividade atividade antimuscarinica, antibacteriana,
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antifingica e esquistossomicida (ABRAO et al., 2018; BARBOSA et al., 2019; BORGES et
al., 2016; SANCHEZ-MENDOZA et al., 2008). Para o 4acido ent-agatico é descrita a atividade
antifangica (BARBOSA et al., 2019).

Figura 5: Principais diterpenos encontrados nos oleorresinas de Copaifera sp.

COOH COOH COOH

“COOH

acido copalico acido 3-acetdxi-copalico acido 3-hidroxi-copélico acido politico

“COOH
CoOH COOH

acido hardwickiico acido ent-caurendico acido ent-agatico

Fonte: LEANDRO et al., 2012.

Entre os diterpenos da fracdo fixa, o acido copalico é o Unico encontrado em todas as
especies de Copaifera, podendo ser empregado como um biomarcador do género (VEIGA
JUNIOR; PATITUCCI; PINTO, 1997; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; VEIGA JUNIOR et

al., 2007). As atividades bioldgicas ja descritas para a substancias encontram-se detalhadas no
item 1.6.

1.5.ATIVIDADES BIOLOGICAS DO OLEORRESINA DE C. langsdorffii

C. langsdorffii pode ser encontrada em todo territdrio brasileiro, e em decorréncia de

sua ampla distribuicdo territorial a espécie possui particular importancia (LEITE; LLERAS,
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1993), sendo descritas diferentes atividades farmacologicas e bioldgicas para o oleorresina
dela extraido (Tabela 2).

Tabela 2: Atividades bioldgicas descritas para o oleorresina de C. langsdorffii.

Atividade biologica avaliada Referéncias

Gastroprotetiva PAIVA et al., 1998.

COMELLI JUNIOR et al, 2010; ESTEVAO et al., 2013;
Cicatrizante GUSHIKEN et al., 2017; MASSON-MEYERS et al., 2013;
PAIVA et al., 2003; VIEIRA et al., 2008.

Mutagénica e/ou Citotoxica ~ ABRAO et al., 2015; CHEN-CHEN; SENA, 2002.

Anti-inflamatoria / Antioxidante / GELMINI et al., 2013; NETO et al., 2011; PAIVA et al., 2004a;
Anti|ip0peroxidati\/as PAIVA et al., 2004b; SILVA et al., 2009; VIEIRA et al., 2008.

Larvicida - Aedes aegypti MENDONGA et al., 2005.

ABRAO et al., 2015; MASSON et al., 2013; PIERI et al., 2010;
Antibacteriana / Antifingica  PIERI et al., 2011; PIERI et al., 2012; PIERI, et al., 2014;
SANTOS et al., 2008a; ZIMMERMAM-FRANCO et al., 2013.

Antileishmaniose SANTOS et al., 2008b.

Esquistossomicida BORGES et al., 2016.

Toxicidade materna /
LOURENCO et al., 2009.

Teratogenicidade

Inseticida MELO et al., 2015.

1.5.1. Atividade anti-inflamatoria

O potencial anti-inflamatorio do oleorresina de C. langsdorffii foi avaliado em modelo
de colite induzida por &cido acético empregando ratos Wistar. Os animais foram submetidos a
tratamentos por via oral e retal nas dosagens de 200 e 400 mg/kg, respectivamente. Os
resultados mostraram que o grupo submetido ao tratamento por via retal obteve diminuicéo

relevante do dano coldnico e em ambas as vias de administracdo ocorreu redugéo do peso



30

umido de segmentos colénicos. Em ambas concentracfes e vias, ORC inibiu o aumento
induzido por &cido acético nos niveis de mieloperoxidase e de malondialdeido, marcadores de
infiltracdo neutrofilica e peroxidacdo lipidica, respectivamente. Acredita-se que o efeito de
ORC sobre a colite induzida por acido acético possa ser devido as a¢fes antioxidante e anti-
lipoperoxidativa dos terpenos de sua composicdo, conhecidos por prejudicar a sinalizacdo
inflamatoria através da inibi¢do da atividade do fator nuclear kappaB (NF-kappaB) (PAIVA
et al., 2004a).

Paiva e colaboradores (2004b) investigaram a capacidade anti-inflamatoria de ORC
através da avaliacdo de sua possivel protecdo contra danos intestinais associados a
isquemia/reperfuséo (I/R) em ratos Wistar. Os animais foram tratados com ORC, via oral, nas
doses de 200 e 400 mg/kg e em seguida os niveis de atividade de mieloperoxidase e catalase,
glutationa reduzida, malondialdeido e éxido nitrico (NO) foram determinados. ORC, na dose
de 400 mg/kg mostrou reducdo significativa na atividade de mieloperoxidase, enquanto na
menor concentracdo uma reducdo de nitrito foi observada. Ambas dosagens mostraram
reducdo de malondialdeido e atividade catalase, além de um aumento nos niveis de glutationa
reduzida. A glutationa reduzida é um importante protetor celular e elimina diretamente os
radicais livres, enquanto a catalase é uma enzima defensiva amplamente distribuida, que
catalisa a quebra de H2O». Os dados indicam que ORC previne o dano tecidual associado a
I/R no intestino de ratos e sugere que esse efeito protetor possa ser, pelo menos em parte,
devido as suas acOes antioxidante e anti-lipoperoxidativa.

Silva e colaboradores (2009) avaliaram também os efeitos de ORC na
isquemia/reperfusdo de retalhos cutaneos em ratos Wistar. Os ratos receberam 200 ou 400
mg/kg de ORC, por gavagem, sendo em seguida dosados os niveis plasmaticos e teciduais de
substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS — indicador de peroxidacdo lipidica),
glutationa reduzida (GSH) e niveis teciduais de mieloperoxidase. Observou-se, ha maior
concentracdo, uma reducdo significativa nos niveis das substancias reativas ao TBARS,
aumento significativo de glutationa reduzida na dose de 200 mg/kg e reducéo significativa na
atividade de mieloperoxidase, concluindo que ORC possui agdo sobre a lipoperoxidacdo e
intensa atividade antioxidante e anti-inflamatoria.

ORC provocou reducdo significativa no volume do endométrio de ratas Wistar com
endometriose experimental quando administrado por gavagem. ApoOs duas semanas de
tratamento com administracdo de 0,63 mg/kg diariamente, observou-se reducdo de 64% no
volume médio do endométrio do grupo tratado com relagdo ao grupo controle (NETO et al.,
2011).
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Outro estudo observou uma melhora significativa dos sinais clinicos tipicos de
psoriase em pacientes tratados com ORC. Dois pacientes com histdria de psoriase cronica de
grau leve a moderada receberam o tratamento por via oral (1 mL de ORC/dia). Apos trés
meses de tartamento, foi observada remissdo das lesdes, sendo consideradas praticamente
ausentes. Um terceiro paciente com psoriase grave em ambos cotovelos recebeu tratamento
topico (pomada com ORC 5%, 2 vezes por dia) e apds seis semanas de tratamento notou-se

melhora nos sinais clinicos, com reducao de eritema e descamacédo (GELMINI et al., 2013).

1.5.2. Atividade antibacteriana

Diversos trabalhos apontam a atividade antibacteriana de ORC sobre diferentes
espécies, como: Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Shigella flexinerii, Staphylococcus aureus, Aerococcus sp, Enterococcus sp,
Lactobacillus sp, Lactococcus sp, Leuconostoc sp, Pasteurella sp, Staphylococcus sp,
Streptococcus sp e Streptococcus pyogenes (MASSON et al., 2013; PIERI et al., 2010; PIERI
et al., 2011; PIERI et al., 2012; PIERI et al., 2014; SANTOS et al., 2008a). Esses trabalhos
empregaram diferentes técnicas, utilizando-se do ensaio de concentracdo inibitéria minima,

por microdiluicdo, ou difusdo em agar, e os valores estdo descritos na tabela 3 abaixo.

Tabela 3: Valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) (ug/mL) e difusdo em
agar (mm) de ORC.

Concentracdo inibitéria minima

Bactérias (CIM) / Difusao em agar Referéncias

Oleorresina de C. langsdorffii

Bacillus subtilis 62,5 pg/mL SANTOS et al., 2008a.
Listeria monocytogenes 9* — 13** mm PIERI etal., 2010
. . PIERI et al., 2011; PIERI et
Escherichia coli 12 -35mm
al., 2012.
Pseudomonas aeruginosa 18,7 mm PIERI etal., 2012
Shigella flexinerii 18 mm PIERI etal., 2012
PIERI et al., 2012; MASSON
Staphylococcus aureus 200 pg/mL / 14,7* — 16** mm

etal., 2013
Aerococcus sp 11,33 mm PIERI etal., 2014



Enterococcus sp

11* - 12,7 ** mm

PIERI et al., 2014

Lactobacillus sp 11,7 mm PIERI etal., 2014
Lactococcus sp 20 mm PIERI etal., 2014
Leuconostoc sp 11,33* — 30** mm PIERI etal., 2014
Pasteurella sp 11,67 mm PIERI etal., 2014
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10,67* — 15** mm PIERI et al., 2014
7,83* — 12** mm

400 pg/mL

Staphylococcus sp

Streptococcus sp PIERI etal., 2014

Streptococcus pyogenes MASSON et al., 2013

Notas: * Menor valor encontrado ™ Maior valor encontrado.

1.5.3. Toxicidade

Um estudo preliminar sobre a toxicidade de ORC foi realizado com o objetivo de
avaliar sua possivel atividade mutagénica e tdxica sobre camundongos Mus musculus. A
mutagenicidade da administracdo oral de ORC foi avaliada pelo teste de micronucleo (MN)
em eritrdcitos policroméaticos (EPC) de medula dssea, sendo observado um aumento na
frequéncia de MN, dose dependente, em todas as dosagens utilizadas (2,11, 4,22 e 4,76
mL/kg), em 24 h. A frequéncia de MN constatada possivelmente pode ser atribuida a
toxicidade do oleorresina, verificada pela relacdo entre eritrocitos policromaticos e eritrécitos
normocromaticos (ENC), que variou de 0,61 a 0,26, enquanto para o controle o valor de
EPC/ENC foi de 0,92. Essa relacdo pode indicar a possivel citotoxicidade de uma amostra, ou
seja, quanto menor o valor obtido, maior citotoxicidade. Ao se observar a faixa de valor
obtido nota-se valores baixos, podendo-se afirmar a presenca de atividade mutagénica e
toxica, dose dependente (CHEN-CHEN; SENA, 2002).

Lourenco e colaboradores (2009) avaliaram a toxicidade materna e a teratogenicidade
de ORC sobre camundongos Mus musculus. O oleorresina foi administrado por gavagem
durante 5 dias do periodo gestacional de fémeas, nas doses de 0,3; 0,6 e 0,9 mL/kg. N&o foi
observada diferenca estatisticamente relevante entre os grupos tratado e controle quanto ao
ganho de peso materno, peso dos 6rgaos, niumero de fetos vivos e viabilidade fetal, sugerindo
gue ORC néo apresentou toxicidade materna. Os valores de peso e comprimento fetal dos
grupos tratados mostraram diferencas estatisticas quando comparados ao controle, entretanto
os fetos ainda se encontravam dentro do peso adequado a idade gestacional. A prole das

fémeas tratadas ndo apresentou malformacdes ou alteracBes externas, viscerais e esqueléticas.
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Esses resultados indicam que ORC, nas doses administradas e periodo estudado, nédo

apresentou toxicidade materna ou causou teratogenicidade na prole das fémeas tratadas.
1.6.ACIDO COPALICO E DERIVADOS
O écido copélico (AC) (Figura 6) pertence ao grupo dos diterpenos labdanos e foi
descrito pela primeira vez por Nakano e Djerassi (1961). Apesar de possuir grande potencial
biolégico - descrito a seguir, e abundancia natural, at¢é o0 momento poucos trabalhos tém

utilizado o composto como precursor para a sintese de derivados bioativos.

Figura 6: Estrutura molecular do &cido copalico.

COCH

Fonte: NAKANO; DJERASSI, 1961.

1.6.1. Atividade anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatdria de AC foi avaliada através de sua capacidade em inibir
as enzimas ciclooxigenases (COX) e a peroxidacdo lipidica. A substancia inibiu COX-1 em
21% e COX-2 em 39%, apresentando maior seletividade para COX-2, além de uma inibicdo
em 44% da peroxidacdo lipidica (LIU; NAIR, 2011).

A influéncia do AC na producdo de 6xido nitrico (NO) foi avaliada sobre macréfagos
murinos (J774) estimulado com lipopolissacarideo (LPS). Na concentracdo de 164 uM,
ocorreu inibicdo de 98,5% da producdo NO, com ICsp = 57,4 uM. Observou-se ainda, na
concentragdo de 25 puM, uma inibigdo na produgdo de IL-6 (4,2% - pro-inflamatoria) e um
aumento da produgéo de IL-10 (anti-inflamatdria) (VARGAS et al., 2015).

Dois diterpenos naturais, estruturalmente relacionados com AC, acido 3-acetoxi-

copélico (AAC) e éacido 3-hidroxi-copélico (AHC) (Figura 7) provocaram inducdo na
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producdo de IL-10 a 25 pM, enquanto AAC mostrou ainda uma inibi¢do de IL-6 em 23,8% na
concentracdo de 25 uM (VARGAS et al., 2015).

Figura 7: Estrutura molecular do &cido 3-acetoxi-copalico (AAC) e acido 3-hidroxi-
copélico (AHC).

COOH COOH
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Fonte: VARGAS et al., 2015

1.6.2. Atividade citotéxica

Diversos estudos investigaram o potencial citotoxico de AC contra linhagens de
células tumorais, entretanto, de maneira geral, a substancia apresentou reduzida atividade. AC
foi descrito como inativo frente as seguintes linhagens de células tumorais: P-388 (neoplasia
linfoide de ratos DBA/2), A549 (adenocarcinoma alveolar humano), HT-29 (carcinoma de
célon humano), MEL-28 (melanoma humano), AGP-01 (adenocarcinoma gastrico), HCT-116
(carcinoma de co6lon humano), NIHOVCAR (adenocarcinoma de ovario), SKAMELL-4
(melanoma), SF-295 (glioblastoma humano), B16F10 (melanoma murino), MCF-7
(adenocarcinoma da mama humano), HepG2 (carcinoma hepatico humano), MO59]
(glioblastoma humano), U343 (glioblastoma humano) e U251 (glioblastoma humano)
(ABRAO et al., 2015; TINCUSI et al., 200; VARGAS et al., 2015).

Apesar da reduzida atividade descrita em muitos trabalhos, na concentragdo de 25
pug/mL o AC inibiu a proliferacdo de células tumorais de pulmédo (NCI-H460) em 10%, de
célon (HCT-116) em 26%, de estbmago (AGS) em 35%, do sistema nervoso central (SF-268)
em 27% e de mama (MCF-7) em 34% (LIU; NAIR, 2011). A substancia apresentou também
efeito antiproliferativo significativo contra a linhagem de celula tumoral HeLa com ICso=
44,03 pg/mL, valor inferior ao observado para o quimioterapico etoposideo (ABRAO et al,
2015).
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Os diterpenos AAC e AHC apresentaram reduzida atividade antiproliferativa, na
concentracdo de 20 uM, frente as linhagens tumorais de adenocarcinoma gastrico (AGP01)
(8,5 — 13,1% de inibicdo) e glioblastoma humano (SF-295) (20% de inibicdo). Nessa mesma
concentracdo, AHC apresentou ainda uma pequena inibicdo no crescimento da linhagem
tumoral de carcinoma de cdlon humano (HCT-116) (4,7%), enquanto o AAC mostrou uma
inibicdo de 2,0% frente ao adenocarcinoma de ovéario (NIHOVCAR) (VARGAS et al., 2015).

Em relacdo aos derivados semissintéticos obtidos a partir de AC, AAC e AHC
estudos de atividade citotdxica sdo considerados escassos. O copalato de metila, derivado
semissintético de AC (1) (Figura 8) apresentou atividade antiproliferativa moderada com
valores de ICso de 2,5; 5; 5 ¢ 10 ug/mL contra as linhagens de neoplasia linfoide de
camundongo DBA/2 (P-388), adenocarcinoma alveolar humano (A549), carcinoma de célon
humano (HT-29) e melanoma humano (MEL-28), respectivamente (TINCUSI et al., 2002).

Figura 8: Estrutura molecular do copalato de metila.

COOCH;

Fonte: TINCUSI et al., 2002.

AC e o AAC apresentaram inibicdo da pequena chaperona, proteina de chogue
térmico (Heat shock protein - HsP27), associada com o desenvolvimento de resisténcia
tumoral. Apesar da atividade anti-chaperona, se observou uma fraca inibicdo do crescimento
de linhagens de celulas tumorais de prostata (LNCap e PC3), que expressam tal proteina
(LAMA et al., 2014). As HsPs sdo consideradas chaperonas moleculares que auxiliam no
dobramento e na fungdo de outras proteinas. Essas proteinas, em células normais, estdo
envolvidas na homeostasia proteica, porém em caso de doenca, as HsPs sdo sequestradas,
passando a auxiliar no desenvolvimento da doenga (MCCONNELL; MCALPINE, 2013).

Em células tumorais, a HSP27 esta especialmente relacionada a prote¢do contra a
morte celular programada. Tal proteina interage diretamente com outras proteinas funcionais,
afetando multiplos estagios da apoptose, como a liberacdo de citocromo c e ativacdo de
caspases (IDIPPILY etal., 2017; VIDYASAGAR; WILSON; DJAMALLI, 2012).
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As HsPs sdo agentes fundamentais envolvidos no desenvolvimento do céncer, sendo
consideradas alvos terapéuticos promissores. Assim, um estudo realizado por Lama et al.
(2014) avaliou a atividade anti-chaperona de AC e sua estrutura relacionada (AAC),
observando que na concentragdo de 3,5 pg/mL, AC e AAC provocaram inibicao de Hsp27 em
38 e 20%, respectivamente. A partir desses resultados foi proposta uma possivel atividade
antiproliferativa contra duas linhagens de células de cancer de prostata que expressam HsP27,
LNCap e PC3. Os resultados mostraram que para 0 AC a 500 uM a viabilidade celular foi em
torno de 75% frente a linhagem celular LNCap e de cerca de 50% frente a linhagem celular
PC3, engquanto na mesma concentracdo o AAC mostrou viabilidade celular de 50% para
ambas linhagens (LAMA et al., 2014).

O receptor androgénico (AR) ¢ conhecido por ser uma “proteina cliente” de HsP27,
estando ligado ao desenvolvimento e progressdo do cancer de prostata. Tentando entender
melhor os resultados observados por Lama e colaboradores (2014), um trabalho subsequente
determinou a expressdo de receptor androgénico (AR) em células de cancer de prostata
(LNCaP) tratadas com AC. Os resultados mostraram que na concentragdo de 200 uM a
substancia diminuiu a quantidade de AR nas células testadas, devido a inibi¢do da chaperona
HsP27 (IDIPPILY et al., 2017). A supressdo de AR via inibicdo de chaperonas apresenta
potencial para tornar-se um novo alvo para prevenc¢do ou tratamento do cancer de préstata. No
mesmo trabalho, 15 anédlogos semissintéticos do AC tambem foram avaliados quando a
influéncia na expressao de AR em células LNCaP. Dentre as substancias testadas, as amidas 2
e 3 (Figura 9) reduziram drasticamente AR nas células LNCaP na concentragdo de 20 uM,
com ICso de 1,73 uM e 9,81 puM, respectivamente. Baseado na estrutura sugere-se que
mudangas na hidrofobicidade possam contribuir para o aumento da atividade. Os resultados
apontam que os analogos 2 e 3 apresentam regulacdo negativa de AR e inibicdo do
crescimento de células LNCaP, podendo ser empregados como compostos-prototipos para o

desenvolvimento de um novo farmaco contra cancer de prostata (IDIPPILY et al., 2017).
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Figura 9: Estrutura molecular dos derivados semissintéticos do &cido copélico 2 e 3.
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Fonte: IDIPPILY etal., 2017.

1.6.3. Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana de AC foi avaliada contra diferentes espécies bacterianas,
sendo ativo frente a Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Bacillus subtilis, Streptococcus
salivarius, S. sobrinus, S. mutans, S. mitis, S. sanguinis, Lactobacillus casei (), Bacteroides
fragilis, Actinomyces naeslundii, Porphyromonas gingivalis, Prevotella nigrescens,
Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus anaerobius, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus agalactiae, Kocuria rhizophila, Streptococcus pyogenes, S, pneumoniae,
Enterococcus hirae, Bacillus cereus, Staphylococcus capitis, S. haemolyticus, Enterococcus
faecium e E. faecalis (ABRAO et al., 2015; FONSECA et al., 2013; SOUZA et al., 2011a;
SOUZA et al., 2011b; TINCUSI et al., 2002).

O diterpeno AAC apresentou atividade contra as seguintes espécies: Streptococcus
salivarius, S. sobrinus, S. mutans, S. mitis, S. sanguinis, Lactobacillus casei, B. fragilis, A.
naeslundii, P. gingivalis, P. anaerobius, K. rhizophila, S. pyogenes, S. pneumonie, S. aureus,
B. subtillis, B. cereus, S. dysgalactiae, S. agalactiae e S. epidermidis (ABRAO et al., 2015;
SOUZA et al., 2011a; SOUZA et al., 2011b). AHC mostrou atividade contra A. naeslundii, P.
gingivalis, P. anaerobius, Prevotella nigrescens e Fusobacterium nucleatum (SOUZA et al.,
2011b). Na tabela 4 tem-se os valores de concentragdo inibitéria minima obtidos nesses

estudos.
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Tabela 4: Valores de concentragdo inibitdria minima (CIM) em pg/mL de AC, AAC

e AHC.

Bactérias

Concentracdo inibitoria

minima (CIM) (ug/mL)
Referéncias

Substancias

AC AAC AHC

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Bacillus subtilis

Streptococcus salivarius
Streptococcus sobrinus
Streptococcus mutans
Streptococcus mitis
Streptococcus sanguinis
Lactobacillus casei
Bacteroides fragilis
Actinomyces naeslundii
Porphyromonas gingivalis
Prevotella nigrescens
Fusobacterium nucleatum

Peptostreptococcus anaerobius

Streptococcus dysgalactiae

Streptococcus agalactiae

Kocuria rhizophila
Streptococcus pyogenes
Streptococcus pneumoniae
Enterococcus hirae

Bacillus cereus

ABRAO et al, 2015;
FONSECA et al., 2013;
TINCUSI et al., 2002.
ABRAO et al., 2015
0,5-50,0" 30,0 - FONSECA et al, 2013;
TINCUSI et al., 2002.
ABRAO et al., 2015
TINCUSI et al., 2002.

6,25 —25,0" 180,0

50-6,3" 90,0 -

2,0 12,0 - SOUZA et al., 2011a.
3,0 40,0 - SOUZA et al., 2011a.
3,0 40,0 - SOUZA et al., 2011a.
5,0 60,0 - SOUZA et al., 2011a.
6,0 60,0 - SOUZA et al., 2011a.
4.0 50,0 - SOUZA et al., 2011a.
25,0 100,0 - SOUZA etal., 2011b.
6,2 25,0 100,0 SOUZA et al., 2011b.
3,1 25,0 25,0 SOUZA et al., 2011b.
200,0 200,0 200,0 SOUZA et al., 2011b.
200,0 200,0 200,0 SOUZA et al., 2011b.
3,1 12,5 25,0 SOUZA et al., 2011b.

ABRAO et al, 2015;
FONSECA et al., 2013.
ABRAO et al., 2015
FONSECA et al., 2013.

1,0°-1,56™ 80,0 -

1,56 -2,0 90,0 -

5,0 80,0 - ABRAO et al., 2015.
3,0 60,0 - ABRAO et al., 2015.
20—-31,25" 50,0 - ABRAO et al., 2015.
15,0 - - ABRAO et al., 2015.
8,0 100,0 - ABRAO et al., 2015.
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Staphylococcus capitis 31,25°-50,0" - - ABRAO et al., 2015.
Enterococcus faecium 50,0 - - ABRAO et al., 2015.
Enterococcus faecalis 15,6" —25,0” - - ABRAO et al., 2015.
Staphylococcus haemolyticus 15,6"— 100" - - ABRAO et al., 2015.

Notas: * Menor valor de MIC encontrado ™ Maior valor de MIC encontrado.

Alguns estudos avaliaram a atividade antimicrobiana dos ésteres metilicos de AC,
AAC e AHC e todos encontraram uma reducdo ou perda da atividade antimicrobiana
(ABRAO et al., 2015; SOUZA et al., 2011a; TINCUSI et al., 2002). Esses resultados
permitem inferir que a presencga do acido carboxilico na cadeia lateral influencie diretamente
na atividade, pois ao transforméa-lo em éster metilico a atividade foi expressivamente reduzida
(ABRAO et al., 2015, SOUZA et al., 2011a, TINCUSI et al., 2002). Nota-se que as bactérias
Gram-positivas foram mais sensiveis as substancias testadas que as bactérias Gram-negativas,
provavelmente devido a diferente estrutura celular. Nas bactérias Gram-positivas, aléem da
membrana plasmatica, existe uma parede espessa constituida predominantemente por
peptidoglicanos. J& bactérias Gram-negativas possuem membrana externa, parede celular fina
e membrana plasmatica. Acredita-se que 0s antimicrobianos tenham mais dificuldade de
penetrar em bactérias Gram-negativas devido a membrana externa, composta por
lipopolissacarideos, que controlam as propriedades de superficie como permeabilidade e
suscetibilidade aos antibidticos, agindo como uma barreira natural (ABRAO et al., 2015).

Avaliado frente a Micobacterium tuberculosis, AC apresentou CIM 125 pg/mL,
considerado um valor alto e pouco promissor (MATOS et al., 2015; SILVA et al., 2017).
Visando a melhoria da atividade, trés derivados de AC foram obtidos através da epoxidacdo
(4), reacdo alddlica (5) e ozondlise (6) (Figura 10). As substancias 4 e 6 apresentaram valores
de CIM de 25 e 12,5 pg/mL, respectivamente, sendo considerados valores promissores. O
analogo 5 foi o que apresentou melhor resultado, com CIM de 6,25 pg/mL, valor equivalente
a farmacos de primeira linha para o tratamento da tuberculose, como estreptomicina e
pirazinamida (MATOS et al., 2015).
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Figura 10: Estrutura molecular dos derivados semissintéticos do acido copalico 4,5 e
6.

COOH

Fonte: MATOS et al., 2015.

Dois outros derivados semissintéticos de AHC (7) e AC (8) (Figura 11) também
apresentaram incremento na atividade antitubercular, com valores de CIM de 25 e 6,25
pg/mL, respectivamente (SILVA et al., 2017).

Figura 11: Estrutura molecular dos derivados semissintéticos 7 e 8.
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Fonte: SILVA etal., 2017.
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2. OBJETIVOS

2.1.GERAL

O objetivo geral do presente trabalho consiste no isolamento de diterpenos acidos do
tipo labdano do oleorresina de Copaifera langsdorffii, e sua utilizagdo como material de
partida na obtencdo de derivados semissintéticos e avaliacdo das potenciais atividades

citotoxica, anti-inflamatoria e antibacteriana.

2.2.ESPECIFICOS

* Isolar, a partir do oleorresina de C. langsdorffii, diterpenos acidos do tipo labdano
em quantidades adequadas para utilizacdo como material de partida na sintese de derivados
semissintéticos;

» Realizar modificacdes estruturais utilizando estratégias classicas da quimica
medicinal, como variacdo e adi¢éo de substituintes;

« Explorar a reatividade das diferentes funcionalidades presentes nas estruturas através
de reagdes de epoxidacao, esterificacdo, oxidagéo, entre outras;

* Avaliar diterpenos naturais e derivados semissintéticos quanto a atividade citotoxica,
anti-inflamatéria e antibacteriana através da interacdo com grupos de pesquisa desta
Universidade;

* Realizar analise de SAR com os dados de atividade bioldgica obtidos.
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3. METODOLOGIA

3.1.TECNICAS GERAIS

3.1.1. Instrumentacéo

Os espectros de absorcdo no infravermelho (1V) foram obtidos por transmisséo direta
empregando-se pastilhas de brometo de potéssio (KBr) em espectrofotdometro Perkin Elmer
Spectrum Two TM, com transformada de Fourier. A anélise dos espectros foi realizada
empregando o software Origin Pro ®9.0.

Os espectros de ressonincia magnética nuclear (RMN) de H e de *C e
bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC) foram realizados em equipamentos Bruker Fourier
(300 MHz para *H e 75 MHz para 3C), tendo como referéncia interna tetrametilsilano (TMS)
ou o proprio solvente. O solvente utilizado foi cloroférmio deuterado (CDCIs). Os valores de
deslocamento quimico (J) sdo expressos em ppm e as constantes de acoplamento (J) em Hz.
A andlise dos espectros foi realizada através do software MestRenova® versdo 7.0.0-8331 e
TopSpin® 2.1.

Os espectros de massas de alta resolugdo (ESI-HR-MS) foram obtidos em
espectrometro do tipo Bruker-Daltonics MicroTOF — Q 11, em modo positivo. Os solventes
empregados foram metanol e acetonitrila e a todas as amostras foi adicionado acetato de

amonio.

3.1.2. Técnicas cromatograficas

Todo o processo de isolamento de diterpenos naturais e de purificagdo dos produtos
das reacdes foi monitorado por cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando placas de
aluminio com silica gel 60 GFzs4 (MACHEREY-NAGEL®), visualizagio em luz ultravioleta
(A= 254 nm) e/ou revelagdo através de pulverizagdo com anisaldeido sulfirico, seguida de
aguecimento.

Para obtencéo dos precursores foram realizadas inicialmente colunas flash em funil de
vidro sinterizado, utilizando silica gel 60 (Merck®) como suporte e mistura de solventes
hexano:AcOEt em ordem crescente de polaridade.

A purificacdo final dos precursores e dos produtos de reacdo foi realizada atraves de

cromatografia em coluna classica (CCC), utilizando silica gel 70-230 mesh (Merck®) como
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suporte e diferentes solventes organicos, puros ou em mistura, como fase mével.

3.2.SOLVENTES E REAGENTES

Os solventes utilizados foram adquiridos das empresas Neon, Vetec ou Tedia. Todos
0s demais reagentes foram comprados da empresa Sigma-Aldrich®. Quando necessario,
solventes e reagentes foram purificados seguindo métodos descritos por Perrin e Armarego
(1988).

3.3.DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Esse trabalho partiu do oleorresina de C. langsdorffii para o isolamento de diterpenos
labdanos &cidos em quantidades suficientes para a sintese de derivados. Apos identificagdo
estrutural, essas substancias foram submetidas a modificacbes estruturais e os produtos
obtidos também foram identificados. Por fim, os diterpenos naturais e derivados
semissintéticos foram submetidos a avaliacdo de suas potenciais atividades bioldgicas
(Fluxograma 1).

Fluxograma 1: Experimentos realizados no presente trabalho.
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_E S Fracio Cromatogréficas Ogte_nge:jo de

$ & Diterpénica Classicas - S

e 2 Acida —— semissintéticos o

§ S Atividad - Citotoxica;

k) ividades \ A .

@) Biologicas Anti-inflamatdria;

- Antibacteriana.

Fonte: Propria autora.

3.4.ISOLAMENTO DE DITERPENOS DE ORC

O oleorresina de Copaifera langsdorffii (lote 007900117) foi adquirido
comercialmente da empresa Apis Flora® Industria e Comércio (Ribeirdo Preto, SP). O acesso
ao patriménio genético foi cadastrado no SisGen sob o numero A7DABES3.

O ORC ¢ constituido basicamente por duas classes distintas de terpenos:
sesquiterpenos (fracdo volatil) e diterpenos (fracdo fixa). Duas metodologias foram

empregadas para obtencédo da fracdo diterpénica acida (FDAC), rica em diterpenos &cidos. No
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primeiro procedimento utilizou-se a técnica de particdo liquido-liquido, enquanto no segundo
método empregou-se a cromatografia em coluna flash utilizando silica impregnada com
hidroxido de potassio (KOH).

3.4.1. Partigdo liquido-liquido

A metodologia de particdo liquido-liquido foi adaptada de Romero (2007). Cerca de
100 g da amostra foi transferida para um funil de separacdo juntamente com 250 mL de éter
etilico e 125 mL de solu¢do aquosa de KOH (5%, v/v). O funil de separacdo foi submetido a
agitacdo e a fase aquosa separada. Este procedimento foi realizado por trés vezes e em
seguida toda fase aquosa foi acidificada a pH 3, com acido cloridrico (HCI) concentrado. A
particdo com éter etilico foi realizada novamente, utilizando 150 mL do solvente, por trés
vezes. A fase organica foi lavada com agua destilada até alcancar pH 7, seca com sulfato de
sodio anidro (Na>SO.) e concentrada em evaporador rotatorio para obtencdo da fracdo

diterpénica &cida 1 (FDAc1) (Fluxograma 2).

Fluxograma 2: Obtencéo da fracdo diterpénica acida 1.

“ Oleorresina de
copaiba

1) éter etilico P.A;
I1) Solucdo de hidréxido de sédio 5%.

Fase \ Fase
organica aquosa

1) HCI conc. até pH 3;
1) éter etilico P.A.

Fase Fase
aquosa orgéanica
I Fracao

diterpénica &cida
Fonte: Prépria autora. 1
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3.4.2. Cromatografia em coluna “flash”

A segunda metodologia utilizada para a obtencdo da fragdo rica em diterpenos acidos
foi adaptada de Silva (2016), utilizando silica impregnada com KOH.

A silica-gel G60 para CCD foi adicionada uma solugio aquosa de KOH (10%, Vv/v)
(100 g de silica-gel/100 mL da solucdo de KOH), que depois de homogeneizada permaneceu
em estufa por 24 h a temperatura de 90 °C. Utilizando um funil com placa de vidro
sinterizado empacotado com a silica gel impregnada, cerca de 40 g de ORC foi submetida a
cromatografia em coluna flash. A amostra foi aplicada sobre a fase estacionaria compactada e
eluida com hexano (1500 mL), seguido de metanol (1000 mL).

A fracdo metandlica foi concentrada em evaporador rotatério e diluida em agua
destilada. Utilizando HCI 1 M, a fracdo foi acidificada até pH 3 e particionada com
diclorometano (DCM). A fase organica foi seca com Na>SOs anidro e concentrada, obtendo
assim a frag&o diterpénica cida 2 (FDAc2) (Fluxograma 3).

Fluxograma 3: Obtencéo da fracdo diterpénica acida 2.

{ Oleorresina de
copaiba

1) Coluna flash com silica impregnada com solugdo de KOH 10 %;
I1) hexano;
111) &lcool metilico.

{ Fracdo { Fracédo
hexanica metandlica

1) Solubilizacdo em HZO destilada;

1) HCI 1 M até pH 3;
111 diclorometano.

[ Fracéo Fracéo
aquosa ' organica

Fracéo
diterpénica 4cida
Fonte: Propria autora. 2
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3.4.3. Cromatografia em coluna classica — FDAc1

FDAcl foi submetida a CCC utilizando silica gel (70-230 mesh) como fase
estacionaria e a combinacdo de hexano:AcOEt (90:10 v/v) como fase movel. A partir dessa
coluna foi possivel isolar acido 3-acetoxi-copéalico (AAC), &cido 3-hidroxi-copélico (AHC) e
um novo diterpeno para o género Copaifera, COP1.

A coluna com FDAcL1 deu origem a 20 fra¢c6es (F1-F20), agrupadas de acordo com sua
semelhancga cromatogréfica. A fragdo F06 foi submetida a CCC utilizando silica gel (70-230
mesh) como fase estacionéria e a combinagdo hexano:AcOEt (90:10 v/v) como fase movel

para o isolamento de acido copalico (AC).

3.4.4. Cromatografia em coluna “flash” e em coluna classica — FDAc2

FDAc2 foi submetida a coluna cromatografica do tipo flash em funil com placa de
vidro sinterizado, utilizando como fase estacionaria silica gel para CCD G60. A fase movel
consistiu em fracbes de 300 mL da mistura de solventes hexano:AcOEt, com proporcao
crescente de AcOEt, até 100%. Nessa etapa foram obtidas 5 fragdes (CLAL1 — CLAD),
agrupadas de acordo com sua semelhanca cromatogréafica.

A fracdo CLAZ2 foi submetida a CCC utilizando silica gel (70-230 mesh) como fase
estacionaria e a combinacdo hexano:AcOEt (90:10, v/v) como fase movel. A partir dessa
coluna foi possivel isolar AC.

De maneira similar, a fragdo CLA3 foi submetida a CCC utilizando de silica gel (70-
230 mesh) como fase estacionaria e a combinacdo hexano:AcOEt (90:10, v/v) como fase
movel. Dessa coluna foram obtidas 289 fragdes. As fragdes 67-74 e 125-174 foram agrupadas

e submetidas a nova separacdo cromatografica para isolamento de AAC.

3.5.IDENTIFICACAO DOS DITERPENOS ISOLADOS

Os dados de RMN de *H e de *C dos diterpenos AC, AAC e AHC, ja descritos para
ORC, séo apresentados nas Tabelas 5 e 6 (CAVIN et al., 2006; VARGAS et al., 2015). Os
dados completos de COP1, inédito para a planta, sdo descritos na sequéncia (POPOVA et al.,
2009).
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Tabela 5: Dados de RMN de *C (75 MHz, CDCls) dos diterpenos naturais AC, AAC

e AHC.
15C AC AAC AHC
oc oc oc
1 39,2 36,8 37,1
1sCOOH 2 19,5 23,9 27,9
Y 3 42,2 80,7 78,9
2 4 33,7 38,1 39,2
87 5 55,6 54,7 54,6
6 24,5 24,3 24,0
" 7 38,4 38,0 38,2
COOH 8 148,4 147,5 147,7
Y 9 56,3 55,8 55,8
. 10 39,8 39,3 39,5
)Oko , 11 21,8 21,7 21,7
s 12 40,2 40,0 40,0
13 164,3 163,8 163,9
5COOH 14 114,7 114,8 114,9
S 15 171,4 171,4 171,7
0" 16 19,3 19,3 19,3
: 17 106,5 107,1 106,9
"7 18 21,6 16,6 15,5
A 19 33,7 28,3 284
20 14,6 14,6 14,6

21 171,1

22 21,3

Fonte: Propria autora.
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Tabela 6: Dados de RMN de *H (300 MHz, CDClIs) dos diterpenos naturais AC, AAC

e AHC.
H AC AAC AHC
oH (J em Hz) oH (J em Hz) oH (J em Hz)
1 1,78 m 1,78 m 1,78 m
1 1,04 m 1,24 m 1,12 m
2b 1,56 m 1,75 m 1,71m
1sCOOH 2a 1,50m 1,62 m 1,59 m
Sy 3,28dd (11,5¢e
v 3 1,41m 451 m
JE 4.2)
:109 j 3 117m : :
- 6 4 - - -
T 5 1,11 m 1,18 m 1,07 m
6b 1,55m 1,75m 1,75m
COOH 1,38 ddd 1,39 ddd (25,7;
NG 6a 1,32m
q (25,7; 12,9; 4,2) 12,9; 4,2)
NS 7b 2,38'm 241m 241m
)ko o 7a 2,04m 1,97 m 1,95 m
2 o ) ] ]
9 1,60 m 1,56 m 1,54m
10 - - -
“COOH 11b 1,67m 1,65m 1,64 m
3 11a 1,47 m 1,56 m 1,51 m
0G0 12b 2,38 m 2,33m 2,33m
" 12 2,03m 199 m 1,98 m
HO" 4 : 13 ) ) )
lgAHc 14 5,67s 5,67s 5,67 s
15 - - -
16 2,17 217s 2,17 s
17b 4,85 sl 4,88 sl 4,87 sl
17a 4,49 | 4,52 m 4,51 sl
18 0,80s 0,855 0,78's
19 0,87s 0,88 s 1,00s
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20 0,68s 0,72s 0,69s
21 - -
22 2,06 s -

Fonte: Propria autora.
Notas: (s) — simpleto; (sl) — simpleto largo; (ddd) duplo dupleto de dupleto; (dd) dupleto; (m) mutipleto.

&cido 14,15-dinor-13-0x0-8(17)-labden-19-6ico (COP1)

wu~_.0 IV (KBr, cm): 3300-2500 (O-H), 2934 (C-H), 1717 (C=0), 1694 (C=0)
,  e1642(C=C).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls): & = 4,85 (1H, sl, H-15b), 4,45 (1H, sl,

H-15a), 2,60 (1H, ddd, J= 17,5 e 4,3 Hz, H-12), 2,39 (1H, m, H-7), 2,32

(1H, m, H-12), 2,15 (1H, m, H-3), 2,11 (3H, s, H-14), 1,98 (1H, m, H-6),

1,89 (1H, m, H-1), 1,88 (1H, m, H-7), 1,87 (1H, m, H-11), 1,87 (1H, m, H-

6), 1,85 (1H, m, H-2), 1,56 (1H, m, H-11), 1,55 (1H, m, H-9), 1,52 (1H, m, H-2), 1,32 (1H,

m, H-5), 1,23 (3H, s, H-17), 1,12 (1H, td, J= 13,4 e 4,1 Hz, H-1), 1,05 td (1H, td, J= 13,4 e

3,8Hz, H-3), 0,61 (3H, s, H-18).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls): § = 209,5 (C-13), 182,9 (C-16), 147,8 (C-8), 106,7 (C-15),

56,3 (C-5), 55,6 (C-9) 44,2 (C-4), 42,9 (C-12), 40,7 (C-10), 39,1 (C-1), 38,7 (C-7), 38,1 (C-

3), 30,2 (C-14), 29,1 (C-17), 26,2 (C-6), 17,8 (C-11), 20,0 (C-2), 12,8 (C-18).

FM: C1sH2s03 MM: 292,41

3.6.PROCEDIMENTOS PARA SEMISSINTESE DITERPENOS ACIDOS DO TIPO
LABDANO

As modifica¢Oes estruturais foram realizadas no Laboratdrio de Sinteses Orgénica de
Moléculas Bioactivas da Facultad de Ciencias Exactas y Naturales da Universidad de Buenos

Aires — Argentina, sob a coordenacgéo do Prof. Dr. Fernando Javier Duran.
3.6.1. Preparacdo de VM-03
Uma solucdo de AAC (20 mg; 0,055 mmol) dissolvida em 1,6 mL de DCM foi

resfriada até 0 °C e entdo adicionado &cido meta-cloroperoxibenzdéico 70% (mCPBA — 20 mg;

0,0825 mmol), sob agitagéo. A solucdo foi mantida sob agitacdo por 24 h a 0 °C, sendo
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finalizada com solucgéo saturada de bicarbonato de sédio (NaHCO3 — 20 mL). A fase organica
foi lavada com a mesma solugdo por 3 vezes, seca com Na;SOs anidro e concentrada em
evaporador rotatorio. O produto obtido foi purificado por coluna de silica gel (hexano:AcOEt,
8:2) para obtencdo de VM-03.

sCOOH 1V (KBr, cm): 3710 a 2438 (O-H), 2937 (C-H), 1728 (C=0),
Xy ~® 1700 (C=0), 1640 (C=C), 1299 (C-O) e 1251 (C-O).

13

RMN de H (300 MHz, CDCls): & = 5,67 (1H, s, H-14), 4,51
(1H, dd, J = 11,6 e 4,2 Hz, H-3), 2,76 (1H, dd, J = 4,3 e 1.4 Hz,
H-17b), 2,53 (1H, d, J = 4,3 Hz, H-17a), 2,29 (1H, m, H-12),
2,13 (3H, d, J = 1,1 Hz, H-16), 2,06 (3H, s, H-22), 1,95 — 1,86
(2H, m), 1,87 — 1,68 (3H, m), 1,67 — 1,50 (3H, m), 1,45 — 1,36
(2H, m), 1,32 -1,24 (2H, m), 1,17 - 1,10 (2H, dd, J = 12,2 e 2,3 Hz), 0,90 (3H, s, H-18), 0,88
(3H, s, H-19), 0,85 (3H, s, H-20).

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C22H3sNOs 396,2744; obtido 396,2726 [M+NH4]".
FM: C22H3405 MM: 378,5

3.6.2. Preparacdo de VM-07

Uma solucdo de AC (115 mg; 0,378 mmol) dissolvida em 8 mL de DCM foi resfriada
até 0° C e entdo adicionado mCPBA (200 mg, 1,13 mmol) sob agitacdo. A solucdo foi
mantida sob agitacdo por 24 h a 0 °C, sendo finalizada com solugdo saturada NaHCOs (20
mL). A fase organica foi lavada com a mesma solugéo por 3 vezes, seca com Na>SO4 anidro e
concentrada em um evaporador rotativo. O produto obtido foi purificado por coluna de silica
gel (hexano:AcOEt, 9:1) para obtencdo de VM-07.

sCOOH IV (KBr, cm): 3660 a 2400 (O-H), 2937 (C-H), 1691 (C=0), 1640
X~ (C=C)e 1252 (C-0).

RMN de *H (300 MHz, CDCls): & = 5,68 (1H, sl, H-14), 2,75 (1H, dd, J
= 4,3 e 1,7 Hz, H-17b), 2,52 (1H, d, J = 4,3 H-17a), 2,31 (1H, m, H-12),
2,14 (3H, d, J = 1,0 Hz, H-16), 2,06 (1H, m, H-12), 1,87 (1H, m, H-7),
1,86 (1H, m, H-11), 1,75 (1H, m, H-1), 1,56 (1H, m, H-2), 1,49 (1H, m,
H-2), 1,41 (1H, m, H-3), 1,39 (1H, m, H-9), 1,36 (1H, m, H-7), 1,20 (1H,
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m, H-3), 1,05 (1H, m, H-1), 1,04 (1H, m, H-5), 0,90 (3H, s, H-19), 0,83 (3H, s, H-18), 0,81
(3H, s, H-20).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls): 8 = 171,6 (C-15), 163,9 (C-13), 114, 8 (C-14), 59,1 (C-8),
55,1 (C-5), 53,4 (C-9), 50,9 (C-17), 42,9 (C-12), 42,0 (C-3), 40,5 (C-10), 39,1 (C-1), 36,6 (C-
7), 33,6 (C-4), 33,5 (C-19), 21,9 (C-11), 21,8 (C-18), 20,0 (C-6), 19,4 (C-16), 18,8 (C-2), 14,8
(C-20).

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C20H32NaOz 343,2244; obtido 343,2233 [M+Na]".
FM: C2oH3203 MM: 320,47

3.6.3. Preparacdo de VM-09

Ao diterpeno AAC (50 mg, 0,138 mmol), em acetona seca (0,7 mL), a temperatura de
65° C, sob atmosfera de N, foi adicionado iodometano (CHsl - 0,03 mL, 0,413 mmol) e
carbonato de potassio (K2COsz — 50 mg, 0,344 mmol), sob agitacdo. Ap6s 1 hora, foi
adicionado DCM e a mistura reacional foi lavada com HCI 1 N e 4gua. A fase organica foi
seca com NaSO4 anidro e concentrada. O produto obtido foi purificado por coluna de silica
gel (hexano:AcOEt, 8:2) para obtencdo de VM-09.

2V (KBr, cml): 2949 (C-H), 1734 (C=0), 1722 (C=0), 1647

15COOCH3
Js 1 (C=C), 1246 (C-O) e 1149 (C-0).
' RMN de *H (300 MHz, CDCls): § = 5,64 (1H, sl,H-14), 4,87
12
2 (1H, sl, H-17b), 4,51 (1H, m, H-17a), 4,52 (1H, m, H-3), 3,69

(3H, s, H-23), 2,41 (1H, ddd, J = 12,9; 4,1 e 2,5 Hz, H-7), 2,27
(1H, m, H-12), 2,16 (3H, d, J= 1,2 Hz, H-16), 2,05 (3H, s, H-
o 18 22), 1,93 (2H, td, J= 12,4, 4,3 Hz, H-7 e H-12), 1,6 (1H, m, H-
1), 1,73 (1H, m, H-2), 1,72 (1H, m, H-6), 1,65 (1H, m, H-11), 1,61 (1H, m, H-2), 1,56 (1H,
m, H-9), 1,55 (1H, m, H-11), 1,39 (1H, m, H-6), 1,26 (1H, m, H-1), 1,16 (1H, m, H-5), 0,87
(3H, s, H-18), 0,85 (3H, s, H-19), 0,71 (3H, s, H-20).
RMN de ©3C (75 MHz, CDCls): & = 171, 1 (C-21), 167,3 (C-15), 160,9 (C-13), 147,5 (C-8),
115,1 (C-14), 107,0 (C-17), 80,7 (C-3), 55,8 (C-9), 54,8 (C-5), 50,9 (C-23), 39,7 (C-12), 39,3
(C-10), 38,2 (C-4), 38,1 (C-7), 36,8 (C-1), 28,3 (C-18), 24,3 (C-2), 23,9 (C-6), 21,7 (C-11),
21,4 (C-22), 19,0 (C-16), 16,6 (C-19), 14,6 (C-20).
ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C2sHaNO4 394,2952; obtido 394,2954 [M+NH.]".
FM: C23H3s04 MM: 376,53
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3.6.4. Preparacdo de VM-11

AC (80 mg, 0,26 mmol), em acetona seca (1,12 mL) foi mantido a temperatura de 65
°C, sob atmosfera de N.. Em seguida foi adicionado CHzl (0,05 mL, 0,79 mmol) e K2COs (90
mg, 0,65 mmol) sob agitagdo. Apo6s 1 hora, foi adicionado DCM e a mistura reacional foi
lavada com HCI 1 N e 4gua. A fase orgénica foi seca com Na>SO4 anidro e concentrada. O
produto obtido foi purificado por coluna de silica gel (hexano:AcOEt, 9:1) para obtencéo de
VM-11.

15COO(231H3 IV (KBr, cm): 2923 (C-H), 1722 (C=0), 1648 (C=C), 1435 (O-H),
s s 1225(C-O)e 1148 (C-O).

' RMN de 'H (300 MHz, CDCls): § = 5,65 (1H, sl, H-14), 4,84 (1H, s, H-
2o ’ 17b), 4,49 (1H, sl, H-17a), 3,68 (3H, s, H -21), 2,40 (1H, m), 2,35 — 2,24
' (1H, ddd, J = 13,8; 10,1; 3,9 Hz), 2,15 (3H, d, J = 1.2 Hz, H-16), 2,02 —
1,91 (2H, m), 1,78 — 1,67 (3H, m), 1,66 — 1,58 (2H, m), 1,57 — 1,47 (3H,
m), 1,48 — 1,35 (1H, m), 1,35 — 1,23 (1H, m), 1,23 — 1,15 (1H, m), 1,10
(1H, d, J = 2.7 Hz), 1,06 - 0,98 (1H, m), 0,87 (3H, s, H-18), 0,80 (3H, s, H-19), 0,68 (3H, s,
H-20).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls): & = 167,4 (C-15), 161,4 (C-13), 148,4 (C-8), 114,9 (C-14),
106,4 (C-17), 56, 2 (C-9), 55, 6 (C-5), 50,9 (C-21), 42,2 (C-3), 39,9 (C-1), 39,8 (C-10), 39,1
(C-12), 38,4 (C-7), 33,7 (C-4), 33,6 (C-18), 24,5 (C-6), 21,8 (C-19), 21,6 (C-11), 19,5 (C-2),
19,0 (C-16), 14,6 (C-20).

FM: C21H3402 MM: 318,49

3.6.5. Preparacdo de VM-12

A uma solugéo de dioxido de selénio (SeO2 -7 mg, 0,065 mmol), em DCM (0,33 mL),
adicionou-se hidroperéxido de terc-butila 5,5 M (t-BuOOH - 0,047 mL, 0,26 mmol), sendo a
mistura mantida sob agitacdo por 1 hora. Em seguida a solugdo de VM-09 (50 mg, 0,13
mmol), em DCM (0,067 mL), foi acrescentada e a mistura mantida sob agitacao por 24 horas.
Ao final, a reacdo foi diluida em uma solucdo saturada de tiossulfato de sodio (Na2S203) e
extraida com AcOEt. A fase organica foi lavada com solucdo saturada de NaCl, seca com
Na;SOs anidro e concentrada. O produto obtido foi purificado por coluna de silica gel
(hexano:AcOEt, 7:3) para obtencdo de VM-12.
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23

1sCOOCH; IV (KBr, cm): 3497 (O-H), 2949 (C-H), 1730 (C=0), 1700
Uy (C=0), 1647 (C=C), 1246 (C-0), 1235 (C-0O) e 1152 (C-0O).
RMN de H (300 MHz, CDCls): § = 5,64 (1H, sl, H-14), 5,09
(1H, sl, H-17b), 4,65 (1H, sl, H-17a), 4,56 (1H, dd, J = 11, 8 e
4,3 Hz, H-3), 4,40 (1H, m, H-7), 3,69 (3H, s, H-23), 2,26 (1H,
ddd, J = 13,8; 10,0 e 4.0 Hz, H-12), 2,15 (3H, d, J = 1,2 Hz, H-
16), 2,10 (1H, m, H-9), 2,05 (3H, s, H-22), 1,97 (1H, m, H-12),
1,87 (1H, m, H-6), 1,84 (1H, m, H-11), 1,79 (1H, m, H-2b), 1,78 (1H, m, H-1), 1,75 (1H, m,
H-11), 1,73 (1H, m, H-5), 1,61 (1H, s, H-2a), 1,59 (1H, m, H-6), 1,33 (1H, m, H1), 0,88 (3H,
s, H-19), 0,85 (3H, s, H-18), 0,69 (3H, s, H-20).

RMN de *C (75 MHz, CDCls): & = 171,0 (C-21), 167,2 (C-15), 160,4 (C-13), 148,9 (C-8),
115,2 (C-14), 110,2 (C-17), 80,7 (C-3), 73,7 (C-7), 50,9 (C-23), 49,9 (C-9), 47,0 (C-5), 39,5
(C-10), 39,3 (C-12), 37,6 (C-4), 36,6 (C-1), 30,5 (C-6), 28,1 (C-19), 24,3 (C-2), 21,4 (C-11),
21,2 (C-22), 18,9 (C-16), 16,5 (C-18), 13,6 (C-20).

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C23HzsNaOs 415,2455; obtido 415,2453 [M+Na]".
FM: C23H305 MM: 392,53

3.6.6. Preparacdo de VM-13

A uma solugdo de SeO: (6 mg, 0,06 mmol) em DCM (0,30 mL) adicionou-se t-
BuOOH 5,5 M (0,049 mL, 0,25 mmol), sendo mistura mantida sob agitacdo por 1 hora. Em
seguida a solucdo de VM-11 (40 mg, 0,12 mmol), em DCM (0,060 mL), foi acrescentada e a
mistura mantida sob agitacdo, por 24 horas. Ao final, a reacdo foi diluida em uma solugéo
saturada de Na>S,03 e extraida com AcOEt. A fase organica foi lavada com solucéo saturada
de NaCl, seca com Na>SO4 anidro e concentrada. O produto obtido foi purificado por coluna
de silica gel (hexano:AcOEt, 8:2) para obtencéo de VM-13.

21 IV (KBr, cm?): 3454 (O-H), 2936 (C-H), 1721 (C=0), 1648 (C=C),
15COOCH;

16
1

1226 (C-O) e 1148 (C-O).

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3): & = 5,65 (1H, s, H-14), 5,07 (1H, sl, H-
17b), 4,63 (1H, sl, H-17a), 4,38 (1H, m, H-7), 3,68 (3H, s, H-21), 2, 26
(1H, m, H-12), 2,16 (3H, d, J= 1,2 Hz, H- 16), 2,12 (1H, m, H-9), 1,98
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(1H, m, H-12), 1,88 (1H, dd, J= 10, 7 e 2, 6 Hz, H-6), 1,80 (1H, m, H-2), 1,74 (1H, m, H-1),
1,60 (1H, m, H-5), 1,55 (1H, m, H-6), 1,52 (1H, m, H-2), 1,51 (1H, m, H-11), 1,44 (1H, m, H-
3), 1,27 (1H, m, H-3), 1,13 (1H, td, J= 12, 7 e 4, 5 Hz, H-1), 0,88 (3H, s, H-19), 0,80 (3H, s,
H-18), 0,66 (3H, s, H-20).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls): & = 167,3 (C-15), 160,9 (C-13), 149,5 (C-8), 115,1 (C-14),
109,8 (C-17), 74,1 (C-7), 50,9 (C-21), 50,3 (C-9), 47,7 (C-5), 42,1 (C-3), 40,0 (C-10), 39,5
(C-12), 38,9 (C-1), 33,4 (C-4), 33,2 (C-19), 31,1 (C-6), 21,6 (C-18), 21,1 (C-2), 19,4 (C-11),
18,9 (C-16), 13,5 (C-20).

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C21H3sNO3 352,2846; obtido 352,2846 [M+NH4]".
FM: C21H3:03 MM: 334,49

3.6.7. Preparacdo de VM-18

A um baldo de 25 mL adicionou-se clorocromato de piridinio (PCC - 67,5 mg,
0,31mmol), carbonato de béario (BaCOs - 46,2 mg, 0,23 mmol) e DCM seco (0,2 mL). A
mistura permaneceu sob agitacdo por 5 minutos e em seguida AHC (50 mg, 0,156 mmol) foi
adicionada, dissolvida em 0,2 mL de DCM, mantendo-se a agitagdo por 3 h. A mistura foi
entdo diluida com éter etilico, vertida sobre uma coluna de vidro sinterizado preenchida com
Florisil® e eluida com 200 mL da mistura de solventes hexano:AcOEt (7:3). A fase organica
foi seca com Na>SO4 anidro e concentrada sob pressao reduzida. O produto foi purificado por

coluna cromatografica em silica gel (hexano:AcOEt, 7:3), levando ao isolamento de VM-18.

O % IV (KBr, cm?): 2924 (C-H), 1709 (C=0) e 1645 (C=C).

5 RMN de *H (300 MHz, CDCls): & = 4,91 (1H, sl, H-15b), 4,52 (1H,
sl, H-15a), 2,59 (1H, m, H-2), 2,57 (1H, m, H-12), 2,45 (1H, m, H-7),
2,39 (1H, m, H-12), 2,38 (1H, m, H-7), 2,38 (1H, m, H-2), 2,11 (3H, s,
H-14), 1,98 (1H, m, H-1), 1,88 (1H, m, H-11), 1,69 (1H, m, H-6), 1,63
(1H, m, H-11), 1,61 (1H, m, H-5), 1,57 (1H, m, H-9), 1,55 (1H, m, H-
1), 1,51 (1H, td, J= 11.9, 3.8 Hz, H-6), 1,09 (3H, s, H-17), 1,02 (3H, s, H-16), 0,87 (3H, s, H-
18).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls): § = 216,9 (C-3), 209,1 (C-13), 147,1 (C-8), 107,7 (C-15),
55,2 (C-9), 55,3 (C-5), 47,8 (C-4), 42,6 (C-12), 39,5 (C-10), 37,9 (C-7), 37,6 (C-1), 34,8 (C-
2), 30,2 (C-14), 26,1 (C-17), 25,1 (C-6), 21,8 (C-16), 17,9 (C-11), 14,0 (C-18).

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C1gH2sNaO2 299,1982; obtido 299,1986 [M+Na]".
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3.6.8. Preparacdo de VM-20

A uma solucdo de VM-12 (30 mg, 0,076 mmol) em metanol (MeOH - 0,82 mL) foi
adicionado uma solucdo aquosa de hidréxido de sodio (40% p/v) (NaOH - 0,023 mL, 0,23
mmol) e a mistura foi mantida sob agitacdo durante 24 h. Em seguida a mistura foi
neutralizada com HCI 1 M e extraida com CHCl. por duas vezes. A fase organica foi seca
com Na>SO4 anidro e concentrada sob presséo reduzida. O produto foi purificado por coluna

cromatografica em silica gel (hexano:AcOEt, 7:3), levando ao isolamento de VM-20.

21 RMN de 'H (300 MHz, CDCls): & = 5,65 (1H, s, H-14), 5,08 (1H,
15COOCH3
A 1 sl H-17b), 4,64 (1H, sl, H-17a), 4,37 (1H, m, H-7), 3,69 (3H, s, H-
' 21), 3,27 (1H, m, H-3), 2,89 (5H, s), 2,26 (1H, m), 2,15 (3H, d, J =
12

B 1,0 Hz, H-16), 2,14 (1H, d, J = 1,0 Hz), 2,12 -2,02 (2H, m), 2,01 —
' 1,93 (1H, m), 1,89 — 1,85 (1H, m), 1,82 — 1,77 (1H, m), 1,75 — 1,65
(3H, m), 1,63 — 1,57 (3H, m), 1,29 — 1,22 (2H, m), 0,99 (3H, s, H-

19), 0,77 (3H, s, H-18), 0,67 (3H, s, H-20).

FM: C21H3404 MM 350,49

3.6.9. Preparacdo de VM-21

A uma solucdo de VM-13 (20 mg, 0,060 mmol) em MeOH (0,65 mL) foi adicionado
uma solucdo aquosa de NaOH (40% p/v) (0,018 mL, 0,18 mmol) e a mistura foi mantida sob
agitacdo durante 24 h. Em seguida a mistura foi neutralizada com HCI 1 M e extraida com
CH2Cl; por duas vezes. A fase organica foi seca com Na;SOs anidro e concentrada sob
pressdo reduzida. O produto foi purificado por coluna cromatografica em silica gel
(hexano:AcOEt, 7:3), levando ao isolamento de VM-21.

14 |V (KBr, cm): 3437 (O-H), 2926 (C-H), 1646 (C=C) e 1387 (O-H).
RMN de *H (300 MHz, CDCls): & = 5,05 (1H, sl, H-15b), 4,61 (1H, sl,
H-15a), 4,36 (1H, m, H-7), 2,20 (1H, m, H-1), 2,08 (1H, s, H-9), 2,08 (3H,
s, H-14), 2,02 (1H, m, H-1), 1,85 (1H, s, H-6), 1,72 (1H, m, H-12), 1,70
(1H, m, H-2), 1,58 (1H, m, H-5), 1,54 (1H, m, H-6), 1,53 (1H, m, H-11),
1,46 (1H, m, H-2), 1,40 (1H, m, H-3), 1,25 (1H, m, H-13), 1,23 (1H, m,
H-3), 1,07 (1H, m, H-12), 0,87 (3H, s, H-17), 0,79 (3H, s, H-16), 0,66 (3H, s, H-18).
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RMN de '3C (75 MHz, CDCls): § = 149,5 (C-8), 109,7 (C-15), 74,0 (C-7), 49,6 (C-9), 47,7
(C-5), 42,1 (C-3), 39,9 (C-10), 39,1 (C-1), 38,8 (C-12), 33,4 (C-17), 33,2 (C-4), 31,2 (C-6),
29,8 (C-13), 21,6 (C-16), 20,6 (C-2), 19,5 (C-11), 18,5 (C-14), 13,6 (C-18).

FM: C1sH320 MM: 264,45

3.7.ATIVIDADES BIOLOGICAS

Diterpenos naturais e semissintéticos (tabela 7) foram avaliados quanto a potencial

atividade anti-inflamatoria, citotoxica e antibacteriana.

Tabela 7: Substancias utilizadas nos ensaios de atividade bioldgica.

Atividade Avaliada

. ) Derivados
Substancias Naturais L Anti- _ ) _ _
semissintéticos . Citotoxica Antibacteriana
inflamatédria

X

AC
AAC
AHC
COP1

VM-03
VM-07
VM-09
VM-11
VM-12
VM-13
VM-18
VM-20
VM-21

X X X X
X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X

Fonte: Propria autora.

3.7.1. Atividade anti-inflamatoria

A avaliagdo da potencial atividade anti-inflamatoria de diterpenos naturais e
semissintéticos foi realizada através de colaboracdo com o Laboratério de Imunologia da
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Universidade Federal de Juiz de Fora — campus Governador Valadares, sob a coordenacgéo da
professora Dra. Sandra Bertelli de Castro.

Inicialmente, a citotoxicidade de diterpenos naturais e semissintéticos foi avaliada em
culturas de macrofagos RAW?264.7, nas concentracGes de 25, 50 e 100 uM. Em seguida,
producéo de NO, indiretamente determinada pela dosagem de nitrito, através do método de

Griess.

3.7.1.1.Cultura celular

Macrofagos RAW264.7 (2x10° células/mL) foram cultivados em placas de 96 pocos
em meio RPMI-1640 suplementado com 2 mM L-glutamina, 100 pg/mL de antibiotico
(estreptomicina e penicilina) e 5% de soro fetal bovino, mantidos a 37 °C em 5% de CO». As
celulas foram estimulados ou ndo com LPS (1 pg/mL) e IFN-y (0,9 ng/mL), cultivadas por 3,
24 ou 48 horas na presenca ou auséncia de diterpenos naturais ou semissintéticos, nas
concentragdes de 25, 50 e 100 uM. Para controle, as seguintes culturas foram realizadas:
células estimuladas ou ndo sem os tratamentos, células estimuladas ou ndo na presenca de
dimetilsulféxido (DMSO) 1% (veiculo).

3.7.1.2.Avaliacdo in vitro da citotoxicidade frente a células RAW264.7

A viabilidade celular foi determinada pelo método colorimétrico do MTT (corante
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide - Sigma, St, Louis, MO, USA). Para o teste, ap6s 0
tempo necessario de cultivo o sobrenadante de cada pogo foi removido, 100 pL de RPMI e 10
pL de MTT (5 mg/mL) foram adicionados a cada pocgo. A placa foi incubada a 37 °C em
estufa com 5% de CO2 e ap6s o periodo de 4 horas a reacdo foi finalizada com a retirada do
meio e a adi¢do de 100 uL. de DMSO.

3.7.1.3.Avaliacdo in vitro da potencial atividade anti-inflamatoria

A concentracdo de oxido nitrico (NO - indiretamente determinada pela dosagem de
nitrito) foi medida pelo método de Griess, no sobrenadante de 48 horas de cultura de
macrofagos RAW?264.7. As células foram estimuladas com LPS (1 pg/mL) e IFN-y (0,9

ng/mL) e entdo incubadas na presenca de diterpenos naturais ou semissintéticos, nas
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concentragdes de 25, 50 e 100 puM, por 48 horas. Para controle foram utilizadas células ndo
tratadas, estimuladas ou ndo estimuladas.

Para determinacéo da potencial atividade anti-inflamatoria, 100 pL do sobrenadante de
cada pogo foi transferido para placas de 96 pocos, onde foi acrescentado igual volume de
reagente de Griess (1% de sulfanilamida, 0,1% de N-(1-naftil)-etilenodiamina, 5% H3zPOs,
Sigma, St, Louis, MO, USA). A producdo de nitrito foi quantificada pela comparagéo a uma
curva padrdo com diferentes concentragcbes de NaNO, gerada a partir dos valores de
absorbancia obtidos a 540 nm. A producdo de NO foi calculada levando em consideracdo o
controle de producéo, ou seja, células RAW?264.7 que foram estimuladas com LPS e IFN-y
mas que ndo foram submetidas ao tratamento com as substancias naturais ou semissintéticas
(CASTRO et al., 2012; CORREA et al., 2013).

3.7.2. Atividade citotéxica

A avaliacdo da potencial atividade citotoxica de diterpenos naturais e semissintéticos
foi avaliada através de colaboracdo com o Laboratério de Imunologia da Universidade
Federal de Juiz de Fora — campus Governador Valadares, sob a coordenacdo da professora
Dra. Sandra Bertelli de Castro. A viabilidade celular de células A549 tratadas com as
substancias naturais e semissintéticas, nas concentracdes de 25, 50 e 100 uM, foi determinada

pelo método colorimétrico MTT.

3.7.2.1.Cultura celular

Células de adenocarcinoma alveolar humano (A549) (2x10° células/mL) foram
cultivadas em placas de 96 pocos em meio RPMI-1640 suplementado com 2 mM L-
glutamina, 100 pg/mL de antibidtico (estreptomicina e penicilina) e 5% de soro fetal bovino,
mantidas a 37 °C em 5% de CO.. As células foram cultivadas por 24 e 48 horas na presenca
ou auséncia de diterpenos naturais ou semissintéticos, nas concentragdes de 25, 50 ¢ 100 uM.
Para controle, foram utilizadas culturas de células néo tratadas na presenca ou ndo de DMSO
1% (veiculo).

3.7.2.2.Avaliagdo in vitro da atividade citotdxica frente a células A549
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A viabilidade das células A549 foi determinada pelo método colorimétrico do MTT
(corante Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide - Sigma, St, Louis, MO, USA). Ap6s o tempo
determinado de cultivo (24 ou 48 horas), o sobrenadante de cada poc¢o foi removido, 100 pL
de RPMI e 10 pL de MTT (5 mg/mL) foram adicionados a cada poco. A placa foi incubada a
37 °C em estufa com 5% de CO». Transcorrido o periodo de 4 horas a reacdo foi finalizada

com a retirada do meio e a adigdo de 100 pL. de DMSO.

3.7.3. Atividade antibacteriana

A avaliagdo da potencial atividade antibacteriana de diterpenos naturais e
semissintéticos foi realizada no Laboratdrio de Microbiologia da Universidade Federal de Juiz
de Fora — campus Governador Valadares, sob a coordenacdo do professor Dr. Fabio
Alessandro Pieri. A determinacdo da atividade antibacteriana das substancias naturais e
semissintéticas frente a espécies dos géneros Staphylococcus, Streptococcus e Escherichia foi

realizada através do ensaio de CIM, por microdilui¢do, nas concentracfes de 800 a 1,56 uM.

3.7.3.1.Micro-organismos

Para avaliagdo, in vitro, da atividade antibacteriana de diterpenos naturais e
semissintéticos foram utilizadas 6 espécies bacterianas, sendo cinco Gram-positivas e uma
Gram-negativa (Tabela 8). Todas as espécies utilizadas pertencem a Colecdo de Bactérias de
Referéncia em Vigilancia Sanitéria do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde
— Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e foram gentilmente cedidas ao Laboratorio de
Microbiologia da UFJF/GV.

Tabela 8: Espécies bacterianas.

Micro-organismos Cddigo de origem Morfotipo
Staphylococcus aureus subsp. aureus CCT 2564 Gram (+)
Escherichia coli CDC 0126 Gram (-)
Streptococcus mutans NCTC 10449 Gram (+)
Streptococcus mutans CCT 3440 Gram (+)
Streptococcus mitis NCTC 12261 Gram (+)
Streptococcus salivarius NCTC 8618 Gram (+)
Streptococcus sanguinis NCTC 7863 Gram (+)

Fonte: Propria autora.
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3.7.3.2.Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) por microdilui¢do

A CIM das substancias naturais e semissintéticas foi avaliada frente as espécies dos
géneros Streptococcus, Staphylococcus e Escherichia, conforme proposto pelo documento
MO07-A9 do “Clinical and Laboratory Standards Institute”, com modifica¢des (CLSI, 2012;
SOUZA et al., 2011a). Os inbculos foram preparados a partir de culturas de bactérias,
incubadas a 37 °C, por 24 h em placas de petri contendo meio TSA para espécies do género
Streptococcus e meio Agar Muller Hinton (MH) para as demais. As suspensdes bacterianas
foram preparadas em tubos de ensaio contendo 1 mL de solugéo salina esterilizada de acordo
com a escala 0,5 de McFarland, correspondendo & concentracdo de 1,0 x 108 Unidades
Formadoras de Col6nia (UFC)/mL (densidade dptica 0,1 a 550 nm). Posteriormente cada
suspensdo bacteriana foi diluida para 1,0 x 10° UFC/mL, obtendo assim o indculo
padronizado.

As substancias foram solubilizadas em DMSO na concentragdo de 1 mg/mL e
posteriormente foram feitas diluicbes seriadas em caldo TSB ou MH de modo que as
concentragdes das amostras variassem de 1600 a 3,125 pM. Aliquotas de 50 pL de cada
concentracdo foram distribuidas em orificios da placa de microdilui¢do de 96 pocos.

Utilizou-se como controle a clorexidina (CL) para as espécies do género
Streptococcus e a ampicilina (AP) para as demais espécies. Os farmacos foram solubilizados
em agua destilada estéril na concentracdo de 1 mg/mL e posteriormente foram feitas diluicdes
seriadas em caldo TSB ou MH de modo que as concentracdes das amostras variassem de 400
a0,7812 pM.

Na primeira coluna preparou-se o controle positivo (de crescimento) constituido de 50
uL do inéculo bacteriano com 50 pL de caldo TSB ou MH. Na ultima coluna preparou-se o
controle negativo (esterilidade) com 100 pL de TSB ou MH.

A cada orificio teste foram acrescentados 50 pL de inoculo bacteriano (Figura 12).

As placas foram incubadas por 48 horas, a 37 °C. Espécies do género Streptococcus
foram mantidas em jarras de anaerobiose. A leitura foi realizada visualmente na auséncia e
presenca de 50 pL da solugdo de resazurina 0,01% (CLSI, 2012). A CIM foi considerada a
menor concentragcdo que inibiu 100% do crescimento bacteriano. Os resultados foram

expressos em pg/mL e o experimento foi realizado em duplicata.
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Figura 12: Delineamento experimental do ensaio de Concentracdo Inibitoria Minima
por microdiluigdo.
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Fonte: Prépria autora.
Notas: (+) controle positivo; (-) controle negativo; (Subs.) substancia;
(Subs. cont.) substancia controle.

3.8.ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados de atividade citotoxica e anti-inflamatéria apresentados sdo
representativos de pelo menos 3 experimentos independentes e sdo mostrados como média +
desvio padréo. A significancia de diferenca foi analisada usando o teste t de Student, teste de
Mann-Whitney e ANOVA, quando apropriado. As diferengas foram consideradas

significativas quando p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.0BTENCAO DA FRACAO DITERPENICA ACIDA

O oleorresina de C. langsdoffii é composto predominantemente por terpenos, em
especial sesquiterpenos e diterpenos. Um estudo desenvolvido por Xavier-Junior e
colaboradores (2017) mostrou que 93% das substancias detectadas em ORC eram terpenos,
sendo 44,8% sesquiterpenos e 48,2% diterpenos. Um segundo estudo evidenciou que a porgédo
volatil do oleorresina era composta majoritariamente por sesquiterpenos (96,36%), enquanto a
porcdo resinosa era constituida em sua maioria por diterpenos (44,73%) e sesquiterpenos
(31,74%) (GELMINI et al., 2013).

No presente trabalho, o oleorresina de copaiba foi submetido inicialmente a particéo
liquido-liquido. Cerca de 90 g de ORC foi dissolvido em 250 mL de éter etilico e extraido
com 125 mL de solucdo aquosa de KOH (5%, v/v). A fase aquosa foi separada, acidificada a
pH 3 com HCI concentrado e submetida novamente a particdo com éter etilico (150 mL). A
fracdo organica foi entdo concentrada em evaporador rotatorio para obtencdo de 3 g da
FDACc1, representando um rendimento final de 3,3%.

A segunda metodologia foi desenvolvida utilizando coluna flash com silica
impregnada com KOH. Foram realizadas seis colunas, utilizando cerca de 38 g de ORC em
cada uma delas e hexano (1500 mL), seguido de metanol (1000 mL) como fase movel. A
partir de 228 g de amostra foram obtidos 29 g da FDAc2, representando um rendimento de
12,7%.

Os procedimentos descritos acima foram empregados com o objetivo de se obter a
fracdo diterpénica acida (FDAc) devido a presenca predominante de diterpenos acidos, que
foram os diterpenos de interesse. (ROMERO, 2007; SILVA, et al., 2016). Como pode ser
observado no cromatograma (Figura 13), a segunda metodologia mostrou maior eficiéncia no
processo de obtencdo da FDAc, além de ter apresentado melhor rendimento. Essa eficiéncia
pode ser observada pelo perfil cromatografico das fracbes ndo-acida (FNA) e &cida (FDAC)

obtidas em ambas metodologias.
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Figura 13: Analise cromatografica das fragbes ndo-acida, acida e do oleorresina de C.

langsdorffii.

Fonte: Propria autora.

Notas: (1) - Fracdo ndo-acida 1 (FNAL); (2) — Fragdo ndo-4cida 2 (FNAZ2); (3) — Fracdo diterpénica
4cida 1 (FDAc1); (4) - Fracdo diterpénica 4cida 2 (FDAc2); (O) — ORC. Fase estacionaria: silica-
gel F254; Fase Movel: Hexano:AcOEt (85:15, v/v); Revelador: anisaldeido sulfirico seguido de
aquecimento (100°C).

No cromatograma da figura 13 tem-se a comparacao entre as fragdes acidas (FDAC) e
ndo-acidas (FNA) das metodologias utilizadas para obtencdo da fracdo diterpénica &cida.
Nota-se que o perfil cromatografico da FDAc1 (3) € semelhante ao perfil cromatogréafico de
ORC (0), ou seja, a metodologia 1 foi pouco eficiente para a separacdo da fracdo ndo-acida e
acida. Além disso, percebe-se que FNAL (1) também possui perfil semelhante ao ORC, com a
presenca de manchas ao longo de todo cromatograma. Na analise das amostras obtidas com a
metodologia 2, percebe-se um perfil cromatogréafico diferente entre as fracbes FNA2 (2),
FDAc2 (4) e ORC. FNA2 apresenta apenas substancias apolares em sua composi¢do, como
pode ser observado no fronte do cromatograma. FDAc2 ndo apresenta a mesma mancha em
sua parte superior, sendo observadas manchas ao longo de quase toda placa, indicando assim
a presenca de diterpenos acidos e um sucesso na obtencdo da FDAcC.

Dois trabalhos também utilizaram a parti¢do liquido-liquido para a separacdo da FNA
e FDAc, algando rendimentos entre 18,3 e 28% para a fracdo diterpénica acida (LAMA et al.,
2014; ROMERO, 2007). Comparando esses resultados com os obtidos no presente estudo,
percebe-se que ha uma diferenca relevante entre os valores de rendimentos obtidos. Essa
diferenca, além de ser atribuida a técnica, pode também ser atribuida & composicao do proprio
oleorresina. Ambos estudos citados ndo descreveram a espécie de Copaifera utilizada,
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constando apenas a informacdo de origem comercial. Diversos fatores relacionados a
biossintese dos constituintes do Oleo de copaiba podem influenciar diretamente no
rendimento, como variagdes quimicas inter e intra espécies em decorréncia de fatores bidticos
externos, genéticos, climaticos e condicbes de colheita (ARRUDA et al., 2019; VEIGA
JUNIOR; PINTO, 2002).

4.2.ISOLAMENTO DE DITERPENOS E IDENTIFICACAO ESTRUTURAL

FDACcl (3 g) foi submetida & CCC utilizando o sistema de solventes hexano:AcOEt
(90:10, v/v) como fase movel, originando 20 fracbes (F1-F20). A partir dessa coluna foi
possivel isolar 80 mg de acido 3-acetdxi-copalico (AAC, 2,67%), 67 mg de acido 3-hidroxi-
copalico (AHC, 2,23%) e 19 mg de acido 14,15-dinor-13-ox0-8(17)-labden-19-6ico (COP1,
0,63%). A fracdo FO6 (275 mg) foi submetida a uma nova CCC que permitiu o isolamento de
59 mg de &cido copalico (AC, 1,97%).

FDACc2 foi inicialmente submetida a coluna flash, sendo obtidas 5 fracbes (CLAL1 —
CLADbL). A fracdo CLA2 (7 g) foi submetida a sucessivas CCC, utilizando hexano:AcOEt
(90:10, v/v) como fase movel, permitindo o isolamento de 200 mg de AC. A fracdo CLA3 (8
g) também foi submetida a sucessivas CCC, possibilitando o isolamento de 600 mg de AAC
(7,5%) e 100 mg de AC (1,25%), conforme fluxograma 4 abaixo.

Fluxograma 4: Isolamento de AAC e AC a partir de FDAc2.

ORC
228¢

FDIT2
299

- Fase estacionaria: Coluna cromatografica flash com silica-gel 60 para CCD;
- Fase movel: Hexano (H) com proporcéo crescente de acetato de etila (A).

CLA1 CLA2 CLA3 CLA4 CLAS

H:A H:A H:A H:A AcEOt
9:1 (viv) 8:2 (viv) 7:3 (viv) 6:4 (v/v) 100%
35,6 % 20,8 % 24 % 43% 153 %

CC classica
FE: Silica gel 70-230 mesh
FM: H:A (9:1, viv)

AC
Fonte: Propria autora. 200 mg

CC cléssica
FE: Silica gel 70-230 mesh
FM: H:A (9:1, viv)

600 mg 100 mg
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A elucidagéo estrutural das substancias isoladas foi realizada com base em espectros
no IV, RMN de 'H, RMN de 3C, correlagdes bidimensionais (COSY, HSQC, HMBC),
massas e, quando possivel, confirmada através da comparacdo com dados disponiveis na
literatura.

A estrutura do acido copaélico (AC), diterpeno labdano, considerado biomarcador do
oleorresina de Copaifera, foi determinada a partir da analises espectrais e confirmada através
da comparacdo com dados da literatura (CAVIN et al., 2006, VARGAS et al., 2015).

No espectro de IV de AC (Figura 14) foi possivel observar bandas que apontam a
presenca de grupamento &cido e insaturagdes na substincia, elementos caracteristicos de
diterpenos acidos do tipo labdano. Percebe-se uma banda larga caracteristica de acido
carboxilico na regido de 3600 a 2500 cm, referente a deformagcéo axial de O-H. Além disso,
nota-se a presenca de bandas correspondentes as deformaces axiais de C=0 e C-O em 1690
e 1252 cm™, respectivamente, corroborando com a presenca de grupamento acido na estrutura
da molécula. No espectro observa-se ainda uma banda com forte intensidade em 1640 cm™,

sugerindo a presenca de ligacdo C=C na molécula de AC.

Figura 14: Espectro no infravermelho (KBr) de AC.
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Por meio dos espectros de RMN de *C e de HSQC-dept de AC (Figura 15) foi
possivel determinar a presenca de 20 carbonos, sendo cinco quaternarios, trés metinicos, oito
metilénicos e quatro metilicos. Valores de deslocamentos especificos de diterpenos labdanos
sdo evidenciados nessa molécula, como a presenca da dupla exociclica [148,4 ppm (C-8) e
106,5 ppm (C-17)], presenca da carbonila [171,4 ppm (C-15)] e a presenca dos carbonos
insaturados da cadeia lateral [164,3 ppm (C13) e 114,7 ppm (C-14)].
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Figura 15: Espectros de RMN de 3C (75 MHz, CDCl3), HSQC-dept e estrutura
molecular de AC.
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Na analise de RMN de 'H de AC (Figura 16) destaca-se quatro simpletos de grupo
metilico [2,17 ppm (Me-16), 0,87 ppm (Me-19), 0,80 ppm (Me-18) e 0,68 ppm (Me-20)], dois
simpletos largos correspondentes aos hidrogénios do grupo exo-metilénico [4,85 e 4,49 ppm
(H-17)] e um simpleto de hidrogénio do sistema olefinico da cadeia lateral [5,67 ppm (H-14)].

O espectro no 1V de AAC também apresenta bandas que sugerem a presenca de acido
carboxilico, carbonilas e insaturacbes na molécula, de maneira idéntica ao AC. Na
comparacdo entre o0s espectros (Figura 17) a principal diferenca observada entre as
substancias ¢ a presenca de um estiramento C=0 adicional (1730 cm™) em AAC, indicando a

presenca de mais uma carbonila na estrutura.
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Figura 16: Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de AC.
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Figura 17: Espectro no infravermelho (KBr) de AC e AAC.
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A andlise dos espectro de RMN de *C e HSQC-dept de AAC (Figura 18) permitiu
identificar a presenga de 22 carbonos, ou seja, dois carbonos a mais que o encontrado no
espectro de AC. Dentre os 22 carbonos ha a presenca de seis quaternarios, quatro metinicos,
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sete metilénicos e cinco metilicos. O espectro HMBC permitiu atribuir aos sinais 171,4 e
171,1 ppm as carbonilas C-15 e C-21, respectivamente.

No espectro de RMN de '*C observa-se também a presenca dos carbonos com
deslocamento 163,8, 147,5, 114,8 e 107,1 ppm, que indicam a presenca de dois sistemas
olefinicos na estrutura e que puderam ser facilmente associados a C-13, C-8, C-14, C-17,
respectivamente. O nucleo labdanico pode ser confirmado pela presenga de um simpleto em
5,67 ppm (H-14) e dois simpletos largos, relativos aos hidrogénios da dupla exociclica [4,88
ppm (H-17b) e 4,52 ppm (H-17a)].

Figura 18: Espectros de RMN de *3C (75 MHz, CDCls), de HSQC-dept e estrutura
molecular de AAC.
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No espectro de RMN de *H de AAC (Figura 19) observa-se ainda a presenca de cinco
simpletos correspondentes aos grupamentos metilicos [2,17 ppm (Me-16), 2,06 ppm (Me-22),
0,88 ppm (Me-19), 0,85 (Me-18) e 0,72 ppm (Me-20)], ou seja, um grupamento metilico a
mais quando comparado ao AC. Vale destacar ainda a sobreposicdo de sinais na regido de
4,52 ppm (H-3 e H-17a).
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Figura 19: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) de AAC, com destaque para

H-17 e H-3.
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O espectro no IV de AHC também apresentou bandas em comum com AC (Figura
20), possuindo regides caracteristica de grupamento acido carboxilico, carbonilas e ligagdes
duplas. Cabe destacar no espectro o aparecimento de uma banda intensa caracteristica de
ligacdo O-H em 3380 cm, além da presenca da banda larga referente a ligagdo O-H de é4cido
carboxilico (3700 a 2500 cm™). Esses sinais permitem sugerir que além da presenca do

grupamento acido carboxilico, existam também hidroxilas na molécula.
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Figura 20: Espectro no infravermelho (KBr) de AC e AHC.
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O espectro de RMN de *3C de AHC (Figura 21) apresentou 20 carbonos, que em
comparacdo com HSQC-dept foram classificados em quaternarios (5), metinicos (4),
metilénicos (7) ou metilicos (4). Sinais caracteristicos de diterpenos labdanos também sédo
observados para essa substancia, como a presenca da dupla exociclica [147,7 ppm (C-8) e
106,9 ppm (C-17)] e o sinal da carbonila [171,7 ppm (C-15)]. Além destes sinais, destaca-se a
presenca de um carbono carbindlico (78,9 ppm), atribuido a C-3.

A analise do espectro de RMN de 'H de AHC (Figura 22) apontou a presenca do
simpleto relacionado ao sinal de hidrogénio mais deslocado [5,67 ppm (H-14)], dois simpletos
largos de hidrogénios do grupo exo-metilénico [4,87 ppm (H-17b) e 4,51 ppm (H-17a)] e
quatro simpletos associados a metilas [2,17 ppm (Me-16), 1,00 ppm (Me-19), 0,78 ppm (Me-
18) e 0,69 ppm (Me-20)]. Um novo sinal é observado em 3,28 ppm, aparecendo como um
duplo dupleto atribuido a H-3 (J2ae20= 11,5 € 4,2 Hz).



Figura 21: Espectros de RMN de 3C (75 MHz, CDCl3), HSQC-dept e estrutura

molecular de AHC.
~ o o [-*] ~
S . N : 2 o) 23 SRANA TRASRAAY
N 9 i = S S i FRARRG ARINALY
N/ e N VN
| | JWM 15sCOOH
o 16
] o 1
— 2 13|
c-8 c-14 c-3 | ‘
i N \ ” d “ | H
|
N | k L1
.80 170 160 150 140 130 120 110 100 80 70 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Fonte: Propria autora.

Figura 22: Espectro de RMN de *H (300 MHz,
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CDCls) de AHC, com destaque para H-3.
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Nas figuras 23 e 24 sdo apresentadas comparagdes entre os espectros de RMN de H e
de C de AC, AAC e AHC, destacando-se as principais diferencas. Nos espectros de RMN
de 'H de AAC e AC (Figura 23) nota-se um deslocamento do sinal de H-17a de 4,49 para
4,52 ppm, aléem de uma alteracdo no seu formato devido a sobreposicéo de H-3 com H-17a e a
presenca de um grupamento metilico a mais em relacdo ao AC. No espectro de AHC nota-se

0 aparecimento de um novo sinal em 3,28 ppm, relativo a H-3.

Figura 23: Espectros de RMN de *H (300 MHz, CDCIs) de AC, AAC e AHC, com
destaque para regido de 4,6 — 4,4 ppm.
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Na comparacdo dos espectros de RMN de *C de AAC com AC (Figura 24), percebe-
se 0 aparecimento de dois sinais em regides mais deslocadas, sendo um sinal caracteristico de
carbonila (171,1 ppm) e um sinal caracteristico de carbono carbinolico (80,7 ppm). Ja em
relacio ao AHC, nota-se o surgimento de uma sinal na regido 78,9 ppm, também
caracteristico de carbono carbinoélico. Por fim, a elucidagéo estrutural de AAC e AHC pode

ser confirmada através da comparacdo com dados da literatura (VARGAS et al., 2015).
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Figura 24: Espectros de RMN de 3C (75 MHz, CDCls), de AC, AAC e AHC, com
destaque para regido de 173 — 170 ppm.
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Fonte: Prépria autora.

Através do espectro no IV de COP1 (Figura 25) foi possivel sugerir a presenca do
grupamento acido carboxilico na estrutura da molécula, devido a existéncia de uma banda
larga na regido de 3300 a 2500 cm™ correspondente a deformagcéo axial de O-H e uma banda
referente a deformacéo axial de C=0 em 1694 cm™. Pode-se sugerir também a presenca de
instauragdo na molécula devido a banda caracteristica de ligagdo dupla em 1642 cm™. Nesse
espectro percebe-se ainda a presenca de uma segunda carbonila na regido de 1717 cm?,
quando comparado ao AC, podendo-se sugerir a presenca de uma cetona na estrutura de
COPL.

O espectro de RMN de *C de COP1 (Figura 26) mostrou a presenca de 18 carbonos,
ou seja, dois carbonos a menos que o AC. Atraves de comparacdo com o espectro de HSQC-
dept os carbonos puderam ser definidos como quaternarios (5), metinicos (2), metilénicos (8)
ou metilicos (3). Destaca-se a presenca de dois carbonos carbonilicos [209,5 ppm (C-13) e
182,9 ppm (C-16)] e de dois carbonos insaturados, correspondentes & dupla exociclica [147,8
ppm (C-8) e 106,7 ppm (C-15)], tipica de diterpenos do tipo labdano presentes em espécies de
Copaifera. A andlise permite notar a presenga de uma segunda carbonila, quando comparado
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ao AC, com deslocamento quimico em uma regido mais deslocada do espectro, caracteristico

de cetona, além da auséncia do sistema olefinico da cadeia lateral.

Figura 25: Espectro no infravermelho (KBr) de AC e COPL.
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Figura 26: Espectros de RMN de *3C (75 MHz, CDCl3), HSQC-dept e estrutura
molecular de COPL1.
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O espectro de RMN de 'H de COP1 (Figura 27) apresentou trés simpletos
correspondentes a metilas [2,11 ppm (H-14), 1,23 ppm (Me-17) e 0,61 ppm (Me-18)] e dois
simpletos largos relacionados com os hidrogénios do grupo exo-metilénico [4,85 ppm (H-
15b) e 4,45 (H-15a)]. Nota-se a presenca de um grupamento metilico a menos que o
observado no espectro de RMN de 'H de AC, além do desaparecimento do sinal mais
deslocado em 5,67 ppm (H-14), confirmando a auséncia da instauragdo na cadeia lateral.

Figura 27: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) de COP1.
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A cadeia lateral de COP1 se diferencia dos demais diterpenos aqui descritos pela
auséncia do grupamento acido, que aparece ligado a C-16. Sugere-se que sua formagao seja
em decorréncia de uma clivagem oxidativa na cadeia lateral de um diterpeno labdano, como
por exemplo o acido ent-agatico, envolvendo possivelmente uma epoxidacao inicial da olefina
em C-13 e C-14, com posterior abertura do epo6xido, formando o metabdlito dinor-labdano
(Esquema 1) (LIN; ROSAZZA, 1998).

A comparacdo com dados da literatura (POPOVA et al., 2009) permitiu identificar
COP1 como éacido 14,15-dinor-13-0x0-8(17)-labden-19-6ico. A substancia ja foi descrita
para espécies dos géneros Thuja, Platycladus e Cupressus (INOUE; HASEGAWA; HIROSE,
1985; KIM et al., 2013; KIM; CHOI; LEE, 2012; LIU; ZHOU; ZHANG, 2010; TANAKA et
al., 2000), todas pertencentes a familia Cupressaceae, sendo descrita pela primeira vez para

uma espécie da familia Leguminosae.
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Esquema 1: Proposta de biossintese de COP1 em C. langsdorffii.
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Fonte: Adaptado de LIN; ROSAZZA, 1998.

4.3.SEMISSINTESE DE DITERPENOS ACIDOS DO TIPO LABDANO

4.3.1. Consideracdes iniciais

Pretendeu-se realizar a sintese de uma biblioteca de derivados de acido copélico (AC),

acido 3-acetoxi-copalico (AAC) e &cido 3-hidroxi-copéalico (AHC), na busca por protétipos

candidatos a farmacos anti-inflamatorios, anticancerigenos e antibacterianos em vista da

promissora atividade bioldgica apresentada pelos precursores. Para a obtencdo dos analogos

foram aplicadas estratégias consolidadas em Quimica Medicinal, como variacdo e adicdo de

grupos funcionais (WERMUTH et al., 2015), envolvendo as posigdes 3, 7, 15 e 17 do

esqueleto diterpénico (Figura 28).

Figura 28: Regides dos diterpenos labdanos que sofreram modificagdes estruturais.
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4.3.2. Epoxidacao

Em uma molécula ativa, a alteracdo da configuracdo relativa dos grupamentos
farmacofdricos pode repercutir diretamente no seu reconhecimento pelo biorreceptor,
implicando em perda da complementariedade e, consequentemente, o seu perfil biolégico
(BARREIRO; FRAGA, 2015; WERMUTH et al.,2015). A influéncia do sistema exo-
metilénico entre C-8 e C-17 para a atividade biologica dos diterpenos labdanos encontrados
em espécie de Copaifera foi inicialmente estudada através de sua conversdo a epoxido. Em
um estudo desenvolvido por Matos et al. (2015) observou-se um aumento da atividade
biologica do analogo epoxidado de &cido copalico contra Micobacterium tuberculosis,
sugerindo uma baixa contribuicdo do sistema exo-metilénico contra o alvo avaliado (MATOS
etal., 2015).

A metodologia empregada nesse trabalho seguiu aquela adotada por Matos et al.
(2015). Assim a reacdo de epoxidacdo foi realizada utilizando mCPBA e os produtos de
partida foram AAC, para obtencdo de VM-03 e AC, para obtencdo de VM-07 (Esquema 2),

com rendimentos de 74,5% e 75,4%, respectivamente.

Esquema 2: Epoxidacdo de AAC e AC.
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A andlise dos espectros de RMN de *C e de HSQC-dept de VM-07 (Figura 29)
mostrou a presenca de 20 carbonos e permitiu identificar a formacdo do epoxido devido ao
desaparecimento dos sinais dos carbonos C-8 e C-17, pertencentes a dupla exociclica, e ao
surgimento dos sinais em 59,1 ppm e 50,9 ppm atribuidos a C-8 e C-17, respectivamente, com

0 auxilio do espectro HMBC.

Figura 29: Espectros de RMN de *3C (75 MHz, CDCl3), HSQC-dept e estrutura
molecular de VM-07.
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A formacdo do epdxido também pode ser confirmada pela analise do espectro de
RMN de 'H de VM-07 (Figura 30), onde foi possivel observar o desaparecimento dos
hidrogénios do sistema exo-metilénico e a presenca de um duplo dupleto em 2,75 ppm (J17ae
1= 4,3 e 1,7 Hz) e de um dupleto em 2,52 ppm (Jiv = 4,3 Hz), ambos referentes aos
hidrogénios de C-17. Por fim a estrutura de VM-07 foi confirmada por comparagdo com
dados da literatura (MATOS et al., 2015).

VM-03 foi elucidado pela analise de espectros no 1V (Figura 31), RMN de H (Figura
32) e por comparagdo com VM-07 e com seu precursor, AAC (Figura 33). No espectro de IV
de VM-03 nota-se a presenca de uma segunda banda caracteristica de ligagdo C-O em 1251

cmt, podendo ser atribuida a presenca do epoxido.
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Figura 30: Espectro de RMN de H (300 MHz, CDCls) de VM-07, com destaque para

0s sinais referentes a H-17.
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Figura 31: Espectro no infravermelho (KBr) de AAC e VM-03.
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Pela analise do espectros de RMN de 'H (Figura 32) foi possivel observar o
desaparecimento dos sinais referentes aos hidrogénios da dupla exo-ciclica (H-17) e o
surgimento dos sinais correspondentes a formacdo do epoxido em 2,76 ppm (dd, Jiza=4,3 ¢

1,4 Hz) e 2,53 ppm (d, Jiw = 4,3 Hz), de maneira semelhante ao observado em VM-07
(Figura 33).



Figura 32: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDClIs) e estrutura molecular de VM-

03, com destaque para H-17 e H-3.
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Figura 33: Espectros de RMN de *H (300 MHz, CDCls) de AAC, VM-07 e VM-03.
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4.3.3. Esterificagdo do cido carboxilico

A esterificacdo de acidos carboxilicos pode ser realizada com diferentes objetivos,
considerando que podem acarretar em mudancas na solubilidade, na conformacdo molecular e
na configuragdo eletronica. Ademais, uma fungdo reativa, como o hidrogénio ativo
pertencente a uma hidroxila, pode ser mascarada, reduzindo sua reatividade (WERMUTH et
al., 2015). Um bom grupo protetor deve reagir seletivamente, com bom rendimento e gerando
substratos que sejam estaveis as reacdes planejadas, além de formar derivados que possam ser
facilmente separados dos produtos secundarios associados a sua formagdo ou clivagem
(WUTS; GREENE, 2007).

Visando a protecdo do acido carboxilico da cadeia lateral para posterior oxidacao
alilica de C-7, foi realizada a esterificacdo utilizando iodometano. Além da protecdo, essa
modificacdo permite avaliar a importancia do &cido carboxilico para a atividade bioldgica de
diterpenos labdanos. Alguns estudos ja observaram reducdo drastica da atividade
antibacteriana do copalato de metila em comparac&o ao acido copélico (ABRAO et al., 2015;
SOUZA et al., 2011a).

Os ésteres metilicos de AAC e AC foram obtidos pela reacdo com CHal na presenca
de K>CO3, em acetona, para obtencdo de VM-09 (95,4%) e VM-11 (71,2%), respectivamente
(Esquema 3).

Esquema 3: Esterificacdo do acido carboxilico de AAC e AC.

COCH COOCH3

X
Y o j
. K2CO3
o) : 65°
)\o“' , Acetona
“, AAC VM-09
COOH COOCH3

CHjl j/

K,CO;3

: 65 .~
Acetona
“ AC VM-11

Fonte: Propria autora.




82

Por intermédio do espectro de RMN de 'H de VM-09 (Figura 34) foi possivel
confirmar a esterificacdo do &cido carboxilico devido ao aparecimento de um simpleto

deslocado (3,69 ppm, Me-23), caracteristico de esteres metilicos.

Figura 34: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) de VM-09.
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O incremento de um carbono, quando comparado a AAC, foi observado no espectro
de RMN de **C e de HSQC-dept de VM-09 (Figura 35), totalizando 23 carbonos. Através de
analise do espectro de HMBC foi possivel identificar o novo carbono metilico em 50,9 ppm,
correspondente ao C-23.

Em relacdo a substancia VM-11, ao se analisar o espectro no IV (Figura 36) pode-se
sugerir a formacdo do eéster metilico na cadeia lateral devido a presenca de uma deformacéo
axial C=0 em 1722 cm™ e dois estiramentos referentes a C-O em 1225 e 1148 cm™,
caracteristicos de éster. Ainda, ao se comparar o espectro de VM-11 com o0 espectro de seu
precursor (AC), percebe-se a auséncia da banda larga de O-H, o que permite sugerir a perda
do grupamento &cido.

Na elucidaco de VM-11, a analise do espectro de RMN de **C (Figura 37) mostrou a

presenca de 21 carbonos, sendo um carbono a mais que a estrutura do produto de partida, AC.
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A presenca de um novo carbono em 50,9 ppm é o mesmo observado em VM-09, permitindo

atribuir esse deslocamento ao C-21.

Figura 35: Espectros de RMN de *3C (75 MHz, CDCl3), HSQC-dept e estrutura
molecular de VM-09.
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Figura 36: Espectro no infravermelho (KBr) de AAC e VM-11.

c-0 C-0

I ’ T X T Y T ¥ T v T ' T ¥ T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Lo nimero de onda (cm™)
Fonte: Propria autora.



84

Figura 37: Espectro de RMN de 3C (75 MHz, CDClIs) e estrutura molecular de VM-11.
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Fonte: Préopria autora.

No espectro de RMN de *H de VM-11 (Figura 38) é possivel perceber a presenca de
um novo simpleto em 3,69 ppm, referente aos hidrogénios do grupamento metil inserido (Me-

21), confirmando a esterificagdo de AC.

Figura 38: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl3) de VM-11.
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4.3.4. Oxidacéo

A substituicdo de um atomo de hidrogénio por um novo atomo ou grupo funcional
pode acarretar em alteracGes de parametros moleculares como densidade eletr6nica,
coeficiente de particdo e estereoquimica relativa, que podem afetar tanto a fase
farmacocinética quanto a farmacodindmica de uma substancia ativa. Essas perturbacGes
podem interferir diretamente na poténcia, duracdo e até mesmo na natureza do efeito
farmacoldgico (WERMUTH et al., 2015). A insercdo de uma hidroxila, por exemplo, pode
tornar uma substancia ativa mais solivel em agua, devido a alteracdo do coeficiente de
particdo e ainda propiciar uma maior e melhor interacdo com o biorreceptor devido a presenca
de novos grupos doadores e receptores de ligacdo de hidrogénio (WERMUTH et al., 2015).
Assim, a inser¢do de uma hidroxila através de uma reacdo de oxidacdo pode acarretar em
profundas alteracdes na atividade bioldgica, como observado para o derivado de diterpeno
espongiano oxigenado em C-7 (Figura 39). Esse derivado obtido por sintese empregando o
reagente m-CPA, mostrou reducdo da atividade citotoxica contra linhagens de células
tumorais HelLa (carcinoma cervical humano) e HEp-2 (carcinoma da laringe humana) (ARNO
et al., 2003).

Figura 39: Diterpeno espongiano e derivado hidroxilado.

Diterpeno espongiano Derivado hidroxilado

Fonte: ARNO et al., 2003

Ja no trabalho de Luo et al. (2015), um derivado do diterpeno labdano andrografolida
hidroxilado em C-7, obtido por via semissintética utilizando os reagentes SeO»/t-BuOOH
(Figura 40), apresentou atividade citotoxica superior frente a células de carcinoma de bexiga
humana NTUB1, sendo considerada benéfica a inser¢do de uma hidroxila nessa regiao.
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Figura 40: Diterpeno labdano andrografolida e derivado hidroxilado.
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Fonte: LUO et al., 2015

Até 0 momento ndo se tem conhecimento de derivados de acido copélico e acido 3-
acetoxi-copdlico hidroxilados em C-7. Nesse sentido, procurou-se obter andlogos através de
reacOes de oxidacao alilica a dupla exociclica. Para tanto, os intermediarios VM-09 e VM-11
foram submetidos a reagcdo com SeO»/ t-BuOOH para obtencdo de VM-12 (57,5%) e VM-13
(54,0%), respectivamente (Esquema 4).

Esquema 4: Oxidacdo de AAC e AC.

COOH COOCH; GoocHs
N
CHl
K,CO,4 o SeO;
65° o C s t-BuOOH
=
Acetona o>y DCM .
AAC “ VM-09 VM-12
COOH COOCH; COOCH;

Y Y Y
. K2COs4 Se0,
Qi:/r 65° t-BUOOH
—> —>
Acetona Qif g:(:/l/
“ AC VM-11

Fonte: Propria autora. VM-13

Dioxido de selénio (SeO.) é o reagente de selénio mais comumente empregado em

oxidacOes alilicas, principalmente devido & quimiosseletividade quando comparado aos
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reagentes de cromo. Na maioria dos casos observa-se a formagdo de um alcool alilico,
tornando-o o reagente de primeira escolha nesse tipo de reacdo (NAKAMURA; NAKADA,
2013).

A reacdo de olefinas com dioxido de selénio € composta basicamente por trés etapas,
iniciando com uma reacdo Alder-eno, seguida de um rearranjo 2,3-sigmatropico e finalizada
com uma hidrolise, formando assim o alcool alilico (Esquema 5) (NAKAMURA; NAKADA,
2013; STEPHENSON; SPETH, 1979).

Esquema 5: Mecanismo proposto para oxidacéo alilica de VM-09 e VM-11.

QH
A -t (5630 Rearranjo - =
Se=0 : 2,3-sigmatropico :
S0 — = g .
Reacdo
Alder -eno G
acido alilseleninico éster de alilselenito
Hidrdlise
derivado
Fonte: Adaptado de NAKAMURA; NAKADA, 2013. C-7 hidroxilado

Por meio dos espectros de RMN de 3C e de HSQC-dept de VM-12 (Figura 41) foi
possivel identificar o sucesso da oxidacéo alilica devido ao aparecimento de um novo carbono
carbinolico em 73,7 ppm. Através de espectros de HMBC foi possivel confirmar que o novo
carbono corresponde a C-7.

Pelo espectro de RMN de 'H de VM-12 (Figura 42) pode-se observar a alteracdo dos
valores de deslocamento de H-17 devido a mudancga do ambiente quimico. No espectro ndo ha
mais a sobreposic¢do dos deslocamentos de H-17a e H-3 (em 4,51 ppm), como observado em
VM-09 e AAC (Figura 43). Agora, percebe-se claramente a presenca de um duplo dupleto em
4,56 ppm (J2aen= 11, 8 e 4,3 Hz, H-3) e dois simpletos largos em & 5,09 ¢ 4,65 ppm (H-17).

Além disso, um novo multipleto aparece em 4,40 ppm, referente a H-7, agora hidroxilado.
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Figura 41: Espectros de RMN de 3C (75 MHz, CDCls), de HSQC-dept e estrutura
molecular de VM-12.
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Fonte: Prépria autora.

Figura 42: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) de VM-12, com destaque para
H-17, H-3 e H-7.
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Figura 43: Espectros de RMN de *H (300 MHz, CDCls) de AAC, VM-09 e VM-12.
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A andlise do espectro de RMN de *H de VM-13 (Figura 44) mostrou a presenca de
dois simpletos largos em 5,07 e 4,63 ppm, correspondentes aos hidrogénios H-17, que
aparecem mais deslocados que os dos precursores AC e VM-11, porém proximos aos valores
observados em VM-12. Nesse espectro nota-se também o aparecimento de um multipleto em
4,38 ppm, referente ao H-7.

O espectro de RMN de 3C de VM-13 (Figura 45) mostrou o aparecimento de um
novo carbono terciario com deslocamento caracteristico de carbono carbindlico (74,1 ppm),

confirmando a hidroxilagdo de C-7.



Figura 44: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) de VM-13.
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Figura 45: Espectros de RMN de *3C (75 MHz, CDCl3), HSQC-dept e estrutura
molecular de VM-13.
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A substancia AHC foi submetida & reagdo com PCC (Esquema 6) com objetivo de
avaliar a relevancia da hidroxila para a atividade bioldgica O rendimento alcancado foi de
46,3%.

Esquema 6: Oxidacao do &cido 3-hidroxi-copalico (AHC).

COOH
NS
) PCC
= : BaC03
' DCM

Fonte: Prépria autora.

O produto da reacdo de AHC com PCC corresponde a uma substancia atipica para esta
reagdo. Espectros de RMN **C e bidimensionais de VM-18 (Figura 46) permitiram observar
gue a oxidacdo aconteceu em C-3, como esperado, mas também em C-13. Ao se analisar o
espectro de RMN de *C e HSQC-dept de VM-18 observa-se a presenca de 18 carbonos, ou
seja, dois carbonos a menos que o produto de partida.

Deslocamentos tipicos do precursor, como os dos carbonos insaturados da cadeia
lateral (C-13 e C-14) n3o sdo observados no espectro RMN de *3C, como evidenciado na
figura 47. Entretanto, dois valores de deslocamentos quimicos caracteristicos de carbonos
carbonilicos estdo presentes, 6 216,9 e 209,1 ppm, que puderam ser atribuidos aos carbonos
C-3 e C-13, respectivamente, atraves de espectros de HMBC.

A comparacdo entre os espectros de RMN de 'H de AHC e VM-18 (Figura 48)
permite observar o desaparecimento do sinal de hidrogénio mais deslocado [5,67 ppm (H-14)]

e do sinal de um hidrogénio de grupo metinico [3,28 ppm (H-3)].
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Figura 46: Espectros de RMN de 3C (75 MHz, CDCl3), HSQC-dept e estrutura

molecular de VM-18.
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Figura 47: Espectros de RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) de AHC e VM-18.
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Figura 48: Espectros de RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) de AHC e VM-18.
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O clorocromato de piridinio (PCC) é um agente oxidante geralmente empregado na
oxidacdo de alcoois primarios e secundarios a aldeidos e cetonas, respectivamente (WANG,
2010). O mecanismo da reacédo € semelhante ao de outros reagentes baseados em cromo, onde
evidéncias cinéticas apontam que a oxidacdo opera através de um intermediario, éster de
cromato, que evolui para um aldeido ou cetona, conforme pode ser observado no esquema 7
(TOJO et al., 2006).

Além da oxidacdo do &lcool secundario de C-3 a cetona, observou-se também a
clivagem oxidativa da cadeia lateral, possivelmente no sistema olefinico (C-13 e C-14).
Embora alcenos possam ser oxidados com PCC, normalmente é necessario o emprego de
condicBes reacionais mais drésticas para que isso aconteca, como excesso do agente oxidante,
longos tempos reacionais e aquecimento. Dessa maneira, considerando que as condicgdes
empregadas para a oxidagdo de alcoois normalmente sdo bastante brandas, a ndo ser que
sejam ricos em elétrons, dificilmente alcenos conseguirdo competir com tais substratos (TOJO
et al., 2006).
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Esquema 7: Mecanismo de oxidac&o do alcool secundario de AHC a cetona.
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As condicbes reacionais empregadas na oxidacdo de AHC foram brandas e
controladas, de maneira que a clivagem oxidativa pode ser associada a presenca de uma
olefina rica em elétrons na cadeia lateral da substancia. O mecanismo proposto passa pela
formacdo de um éster de cromato, comum a todos reagentes de cromo, e em seguida
provaveis rearranjos moleculares podem estar envolvidos até a eliminacdo do acido (Esquema
8).

Esquema 8: Mecanismo proposto de clivagem da cadeia lateral de AHC.
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Fonte: Adaptado de CAINELLI; CARDILLO, 1984. .
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4.3.5. Desprotecéo

Os &cidos caboxilicos s@o protegidos por diferentes motivos, dentre eles esta mascarar
0 proton acido, de forma que néo interfira em reacdes catalisadas por base. Ademais um grupo
protetor tem a capacidade de mascarar 0 grupamento carbonila evitando reagdes de adigdes
nucleofilicas. Um bom grupo protetor é aquele que pode ser removido seletivamente, com
bom rendimento, por reagentes prontamente disponiveis e que ndo ataquem o grupo funcional
regenerado (WUTS; GREENE, 2007).

A importancia de se regenerar o acido carboxilico se deve a sua influéncia na
solubilidade molecular, além de realizar fortes interacdes i6nicas, apds absorvidos, com 0s
aminoacidos basicos de enzimas e receptores. Um exemplo classico de alteracdo da
solubilidade é encontrado na histéria dos anti-histaminicos. A primeira geracdo dessa classe
de farmacos continha substancias com carater lipofilico, que por consequéncia atravessavam a
barreira hematoencefalica e causavam sedacdo. A segunda geracdo de anti-histaminicos foi
planejada de modo a apresentar maior carater hidrofilico, tendo-se obtido sucesso
principalmente devido a substituicdo de um alcool por um &cido carboxilico (Figura 49)
(WERMUTH et al., 2015).

Figura 49: Anti-histaminicos de primeira (hidroxizina) e segunda geracgdo (cetirizina).
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Fonte: WERMUTH et al., 2015.

Considerando a potencial relevancia de acidos carboxilicos para a atividade bioldgica
de moléculas organicas, reacdes de desprotecdo dos derivados esterificados de AC e AAC
foram realizadas com o objetivo de regenerar esse grupamento funcional e permitir a
avaliacdo de sua importancia para as atividades citotdxica, anti-inflamatoria e antibacteriana.
Entretanto, como observado no esquema 9, tais reagdes ndo obtiveram o éxito desejado, sendo

formados produtos diferentes do esperado.
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A desprotecdo do acido carboxilico foi realizada em meio béasico utilizando solucéo
saturada de NaOH em MeOH para obtencdo de VM-20 (62%) e de VM-21 (65,5%) a partir
de VM-12 e VM-13, respectivamente.

Esquema 9: Desprote¢édo dos derivados esterificados de AAC e AHC.

COOH COOCH, COOCH; COOCH;
X NS S j/
. c
? 55 ? :
)\O\" )\0\“ 7 g
~  AAC VM-09 VM- 12 " VM-20

COOH COOCH,4 COOCH;
: b A
- O - 9@% - 0T
g "OH
K VM-11 “ K

" VM-13 " VM-21
Fonte: Prépria autora.

Notas: Reagente e condi¢bes — (a) CHsl, KoCOs, 65 °C, acetona; (b) SeO,, t-BuOOH, DCM; (c)
NaOH, MeOH.

A identificacdo de VM-20 foi realizada através de analise do espectro de RMN 'H em
comparacdo com o0s espectros de AHC e VM-12 (Figura 50). Nesse espectro nota-se a
presenca do éster metilico em 3,69 ppm, assim como observado em seu precursor VM-12,
permitindo afirmar que o processo de desprotecdo ndo foi efetivo. Nota-se também a auséncia
da metila do grupamento acetila (2,06 ppm) e o aparecimento de um sinal de hidrogénio na
mesma regido do espectro de AHC. Dessa maneira, pode-se inferir que ocorreu a hidrélise do
grupamento acetoxi ligado a C-3, com a formacdo de um alcool secundério (3,27 ppm).

Ao se comparar 0s espectros no IV de AC e VM-21 (Figura 51), percebe-se auséncia
da banda larga de O-H caracteristica de acido carboxilico e da banda referente a deformacéo
axial de C=0, podendo-se sugerir a auséncia do grupamento acido na estrutura. Entretanto,
percebe-se a presenca de uma deformacéo axial de O-H em 3437 cm™, que pode ser atribuida

a presenca de hidroxila na molécula.
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Figura 50: Espectros de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) de AHC, VM-12 e VM-20.
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Fonte: Prépria autora.

Figura 51: Espectro no infravermelho (KBr) de AC e VM-21.
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Fonte: Prépria autora.

Ao se observar o espectro de RMN de BC de VM-21 nota-se a presenca de 18
carbonos, dois a menos que o esperado caso VM-13 tivesse sido efetivamente desprotegido.

Nas tabelas 9 e 10 observa-se a comparacdo entre os principais valores de deslocamento
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quimico de VM-21, AC e VM-13, onde é possivel notar a auséncia dos deslocamentos
caracteristicos de carbono carbonilico e de instauracéo da cadeia lateral para VM-21.

No espectro de RMN de *H nota-se a auséncia do hidrogénio mais deslocado (5,67
ppm em AC), caracteristico do sistema olefinico da cadeia lateral. Esses resultados permitem
inferir que houve a perda do acido carboxilico e do sistema olefinico da cadeia lateral, como
mostrado na figura 52 abaixo.

Figura 52: Estrutura do AC, VM-13 e VM-21 comparando os dados de RMN 3C.

15 15 509
714 COOH 1673 COOCH3 e
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Fonte: Prépria autora.

Tabela 9: Dados de RMN de 3C (75 MHz, CDCls) de AC, VM-13 e VM-21.

13C AC VM-13 VM-21
oc oc oc
6 24,5 31,1 31,2
7 38,4 74,1 74,0
13 164,3 160,9 29,8
14 114,7 1151 18,5
15 171,4 167,3 109,7
16 19,3 18,9 21,6
17 106,5 109,8 33,4
18 21,6 21,6 13,6
19 33,7 33,2
20 14,6 13,5
21 50,9

Fonte: Prépria autora.



99

Tabela 10: Dados de RMN de *H (300 MHz, CDCIs) de AC, VM-13 e VM-21.

H AC VM-13 VM-21
oH (J em Hz) oH (J em Hz) oH (J em Hz)
2b 1,56 m 1,80m 1,80m

2a 1,50 m 1,52m 1,53m

5 1,11m 1,60m 1,58m
6b 1,55 m 188dd 1,85s

(10,7 e 2,6)

6a 1,32 m 1,55m 1,54m
7b 2,38 m 4,38l 4,36l
7a 2,04 m - -

8 - - -

9 1,60 m 2,12m 2,08s
13a - - 1,25m
13b - -

14 5,67s 5,65sl 2,08s
152 - - 5,05sl
15b - - 4,61sl

16 2,17s 216d 0,79s

(1.2)
17b 4,85 sl 5,07sl 0,86s
178 4,49 sl 4,63l 0,66s

18 0,80s 0,80s -

19 0,87s 0,88s -
20 0,68s 0,66s -
21 - 3,68s -

Fonte: Prépria autora.

4.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS

Os diterpenos naturais e semissintéticos avaliados quanto a potencial atividade anti-

inflamatdria, citotoxica e antibacteriana sdo apresentados na Figura 53.
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Figura 53: Diterpenos naturais e semissintéticas utilizados nos ensaios de atividades

bioldgicas.
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4.4.1. Atividade anti-inflamatéria

4.4.1.1.Introducao

O processo inflamatério é considerado como uma resposta adaptativa desencadeada
por estimulos e condi¢Ges nocivas, como infeccdo, lesdo tecidual, estresse ou mau
funcionamento do tecido. A inflamacdo tem como objetivo remover ou sequestrar a fonte
de perturbacdo, permitindo ao hospedeiro se adaptar as condi¢bes anormais e, por fim,

restaurar a funcionalidade e a homeostase do tecido. Uma resposta inflamatéria controlada
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é apontada como benéfica ao hospedeiro, podendo, por exemplo, atuar na prote¢do contra
agentes infecciosos. Apesar de positiva uma resposta inflamatoria desregulada pode ser
prejudicial acarretando em danos teciduais, ou até mesmo choque septico (MEDZHITQOV,
2008).

A resposta inflamatoria se inicia com uma inflamagdo aguda podendo ou néo evoluir
para a fase cronica. A inflamacéo aguda é definida como uma série de respostas teciduais que
podem ocorrer nas primeiras horas ap6s lesao ou infeccdo (agentes indutores) (CHADWICK;
GOODE, 2004). Assim, ao ser desencadeada por agentes indutores, vias de sinalizacdo
envolvidas nessa fase geram o fornecimento coordenado de componentes do sangue
(plasma e leucdcitos) ao local da infeccdo ou lesdo (CHADWICK; GOODE, 2004;
MEDZHITOV, 2008). O reconhecimento inicial da infeccdo ¢ mediado por macrofagos e
mastdcitos residentes no tecido, levando a producdo de uma variedade de mediadores
inflamatorios, como quimiocinas, citocinas, aminas vasoativas, eicosanoides e produtos de
cascatas proteoliticas. Esses mediadores induzem rapidamente um exsudato inflamatério ao
local acometido pela infec¢do, sendo constituido por proteinas plasmaticas e leucdcitos
(principalmente neutréfilos), anteriormente restritos aos vasos sanguineos. Os neutrofilos
extra vasculares ativados liberam seus contetdos toxicos presentes nos granulos (espécies
reativas de oxigénio e espécies reativas de nitrogénio) na tentativa de eliminar o agente
invasor. Esses efetores ndo atuam de forma especifica, podendo acarretar em danos
também ao hospedeiro (MEDZHITOV, 2008). Tais conjuntos de alteracGes teciduais, como
ativacdo de células e liberacdo de mediadores inflamatorios acarretam nos classicos sinais
da inflamacéo: dor, rubor, calor, edema e perda da funcdo (MEDZHITOV, 2008; SCHMID-
SCHONBEIN, 2006).

Quando bem-sucedida uma resposta inflamatoria aguda resulta na eliminagdo dos
agentes infecciosos, seguida por uma fase de resolucdo e reparo, que € mediada
principalmente por macréfagos residentes em tecidos e recrutados. A alteracdo nos
mediadores inflamatorios lipidicos das prostaglandinas (pro-inflamatérias) para as
lipoxinas (anti-inflamatdrias), é fundamental para a mudanca de inflamacao para resolugéo
(MEDZHITOV, 2008).

Caso a resposta inflamatoria aguda ndo acarrete na eliminacdo do patégeno, a
inflamagdo persistira e novas caracteristicas serdo adquiridas, como a substituicdo do
infiltrado neutrofilico por macréfagos e, em caso de infeccdo, também por células T. Se

ainda insuficiente, um estado inflamatdrio cronico é desencadeado, com a formacdo de
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granulomas e tecidos linfoides terciarios. Nessa fase a caracteristica do estado inflamatério
dependeré da classe efetora de células T (MEDZHITOV, 2008).

As citocinas possuem um importante papel na regulacdo do processo inflamatério,
induzindo a expressdo de moléculas de adesdo nas células endoteliais e nos leucdcitos,
promovendo o recrutamento de leucdcitos para o sitio da inflamacdo, na resposta
inflamatdria aguda (TAYAL; KALRA, 2008). A presenca de elevadas concentragdes de
citocinas pro-inflamatorias, como IFN-y, TNF-a ou IL-1, estimulam a producdo de 6xido
nitrico (NO) nos tecidos. Ademais, no caso de infec¢do bacteriana, o LPS é outro forte
indutor da sintese de NO (GUZIK; KORBUT; ADAMEK-GUZIK, 2003; SHARMA et al.,
2007).

O NO é uma molécula de sinalizacdo que desempenha um papel fundamental na
patogénese da inflamacdo, sendo considerado um mediador pré-inflamatério, exercendo
sua funcdo através de multiplos mecanismos intracelulares (GUZIK; KORBUT; ADAMEK-
GUZIK, 2003; SHARMA et al., 2007). No processo inflamatério agudo, o NO é essencial
devido a duas a¢des principais, a de vasodilatacdo com aumento da permeabilidade vascular -
que tem papel fundamental em tal processo, e a sua acdo como agente citotdxico, contra
micro-organismos. O NO também interfere no processo inflamatério agudo por inibi¢do da
adesdo/agregacdo plaquetdria e a adesdo leucocitaria (GUZIK; KORBUT; ADAMEK-
GUZIK, 2003; SHARMA et al., 2007).

Apesar dos efeitos benéficos, as propriedades toxicas do Oxido nitrico sdo
fundamentais na patogénese do choque séptico. A superproducdo de NO durante a septicemia
é considerada responsavel pela hipotenséo arterial irreversivel, vasoplegia (perda de respostas
a noradrenalina), acidose lactica, necrose e apoptose (GUZIK; KORBUT; ADAMEK-
GUZIK, 2003).

Diversas situacdes apresentam necessidade de supressdo da resposta inflamatoria,
seja por uma ameaca imediata ou por uma ameaca a longo prazo, como em casos de
rejeicdo a um oOrgdo transplantado. Atualmente a terapéutica dispde de farmacos nao-
esteroidais (inibidores das ciclo-oxigenases | e 1) que atuam sobre o metabolismo do acido
araquidonico, inibindo a sintese de certos eicosanoides. Apesar de possuirem acéo analgésica,
antipirética e inibidora da agregacdo plaquetaria, esses farmacos ainda apresentam efeitos
limitados na inflamacéo e com diferentes efeitos adversos nos sistemas do organismo, em
especial, gastrointestinal e cardiovascular (BURQUE; SMYTH; FITZGERALD, 2006;
CHADWICK; GOODE, 2004).
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Como exposto, as doencas inflamatdrias sdo caracterizadas por varios fatores que
agregados a diferentes causas constituem diversos alvos para seu tratamento. Dessa
maneira, a busca continua por alternativas terapéuticas mais eficientes e com diferentes
mecanismos de acdo para seu tratamento mostra-se relevante diante das opg¢6es terapéuticas

atuais.

4.4.1.2.Avaliacao da citotoxicidade frente a células RAW?264.7.

Ao se avaliar a potencial atividade anti-inflamatéria de uma substéncia, in vitro, €
fundamental a determinacdo de sua citotoxicidade frente a linhagem de células normais
empregadas, pois uma reduzida producdo de NO pode ser consequéncia de uma baixa
viabilidade celular causada pela substancia.

Avaliado frente a linhagens de fibroblastos humanos primarios, o diterpeno AC néo
apresentou citotoxicidade na concentracdo méaxima avaliada (62,5 pM) (FONSECA et al.,
2013; SOUZA et al.,, 2011b). Ja Abrdo et al. (2015) descreveram reducdo de 50% da
viabilidade celular de fibroblastos de pulméao de hamster chinés (V79) na concentracdo de
144,6 uM quando avaliados frente a AC. No presente trabalho, dentre os diterpenos naturais
isolados de ORC, apenas AC e AAC reduziram a viabilidade celular de RAW?264.7 quando
avaliados na maior concentragdo, com redugdes de 30-40% (Figura 56).

Ja em relacdo aos analogos obtidos, VM-07 (100 puM) e VM-12 (100 pM)
apresentaram viabilidade celular de cerca de 75 e 65%, respectivamente. As substancias VM-
09 (100 pM) e VM-13 (50 e 100 puM) mostraram reducdes drasticas na viabilidade celular,
com viabilidade menor que 10% (Figura 57).
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Figura 54: Viabilidade celular de macréfagos RAW264.7 tratados com diterpenos

naturais.
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Figura 55: Viabilidade celular de macréfagos RAW264.7 tratados com diterpenos

semissintéticos.
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4.4.1.3.Avaliacdo da potencial atividade anti-inflamatoria de diterpenos naturais e

semissintéticos

O potencial das substancias em reduzir a producdo de NO foi avaliado através do
método de Griess, empregando cultura de células RAW264.7 estimulada com LPS (1pg/mL)
e IFN-y. Os resultados obtidos s&o apresentados nas figuras 58 e 59.

Dentre os diterpenos naturais, reducdes significativas na producdo de NO foram
observadas para AAC e AHC. Na concentracdo de 50 uM, o primeiro inibiu em cerca de
50% a producdo de NO, enquanto o segundo, resultou em uma inibicdo de aproximadamente
45% na concentragdo de 100 uM. Estudo desenvolvido por Vargas et al. (2015) avaliou a
producdo de NO por macréfagos murinos (J774) estimulado com LPS, quando tratados com
AC, AAC e AHC. Na concentragdo de 164 uM, AC reduziu em 98,5% a producdo NO,
enquanto AHC (156 pM), reduziu esta em cerca de 50%. N&o foi observada redugdo
significativa na produgdo NO para o AAC.

No presente estudo, AAC e AHC apresentaram citotoxicidade inferior a AC frente a
macrofagos RAW264.7 e significante reducdo da producdo de NO. Dessa maneira, é possivel
sugerir que a presenca de substituinte em C-3 ou de um carater mais hidrofilico nessa regido
poderia ser relevante para essa atividade.

Entre os derivados semissintéticos avaliados, trés provocaram reducéo significativa na
producdo de NO pelas células RAW264.7. VM-09 e VM-11, ambos na concentracdo de 100
UM, mostraram reducdo de cerca de 95 e 70% da producdo de NO, enquanto VM-13, nas
concentragdes de 50 e 100 uM, provocou reducéo superior a 90%. Apesar da importante acdo
sobre a producdo de NO, VM-09 e VM-13 apresentaram elevada citotoxicidade frente a
macrofagos RAW?264.7, de maneira que a potencial atividade anti-inflamatdria ndo pode ser
estimada.

Em resumo, pode-se sugerir que a presenca de substituinte ou de um carater mais
hidrofilico em C-3 e a presenca de um éster ou auséncia do acido carboxilico em C-15 possam
contribuir para a maior reducgdo da producdo de NO por macr6fagos RAW?264.7. Entretanto,
faz-se necesséria a avaliacdo de um maior nimero de derivados, com maior variedade de
modificagdes estruturais, a fim de estabelecer com maior precisdo 0s requisitos estruturais

associados a atividade.
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Figura 56: Inibicdo da produgdo de 6xido nitrico por macro6fagos RAW264.7 tratados

com diterpenos naturais.
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Figura 57: Inibigdo da producéo de dxido nitrico por macroéfagos RAW?264.7 tratados

com diterpenos semissintéticos.
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4.4.2. Atividade citotdxica

4.4.2.1.Introducao

Céncer é um termo genérico para um conjunto de mais de 100 doengas que tém em
comum o crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgdos. Dividindo-se
rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a
formacéo de tumores, que podem espalhar-se para outras regides do corpo (INCA, 2019).

O céancer é a segunda principal causa de morte em todo o mundo, a estimativa é de
aproximadamente 9,6 milhdes de 6bitos no ano de 2018 (WHO, 2019). Em especial, o cancer
de pulmdo tem sido responsavel por grande parte desses ébitos (~1,8 milhdo), sendo o
carcinoma pulmonar de células ndo pequenas responsavel por aproximadamente 80% de todas
as vitimas de cancer de pulmao, das quais o adenocarcinoma € o principal subtipo. A maioria
dos casos de adenocarcinoma pulmonar é geralmente diagnosticado como doengas localmente
avancadas ou metastaticas (FERLAY et al., 2013; XIE et al., 2019).

Para o Brasil, estimam-se 18.740 e 12.530 casos novos de cancer de pulmédo entre
homens e mulheres, respectivamente, para cada ano do biénio 2018-2019. Esses valores
correspondem a um risco estimado de 18,16 casos novos a cada 100 mil homens, sendo o
segundo tumor mais frequente; e com um risco estimado de 11,81 para cada 100 mil
mulheres, ocupando a quarta posicao (INCA, 2019).

Em relacdo a mortalidade em decorréncia de cancer de pulméo, estima-se que para 0s
homens o nimero seja de 15.514 ¢bitos e para as mulheres de 10.978. Para o sexo masculino
esse tumor é responsavel pelo maior namero de mortes, enquanto para o sexo feminino é o
segundo mais letal (INCA, 2019).

A quimioterapia é o método mais utilizado no tratamento do cancer de pulméao seguido
de radioterapia e cirurgia (geralmente em estagios iniciais) (DATTA et al., 2017). Entre os
quimioterapicos, a cisplatina e o paclitaxel sdo os farmacos de primeira linha empregados no
tratamento do céncer de pulmédo. O paclitaxel € um inibidor mitético e agente indutor de
apoptose, enquanto a cisplatina além de induzir a apoptose por interferir na replicacdo do
DNA, também promove a morte celular autofagica (LIU et al., 2013). Docetaxel e
pemetrexedo sdo alternativas terapéuticas importantes para o tratamento de cancer de pulmao
(WANG et al., 2016).

Apesar da disponibilidade de diferentes quimioterapicos para o tratamento, 0sS

canceres de pulmao frequentemente exibem resisténcia intrinseca e adquirida aos farmacos
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(PARK et al.,, 2017). Dessa maneira, considerando a grande incidéncia e mortalidade
associadas ao cancer de pulméo e a resisténcia aos farmacos utilizados, faz-se necessario e

urgente a identificacdo de novos agentes quimioterapicos.

4.4.2.2.Avaliacdo da atividade citotoxica das substancias naturais e semissintéticas
sobre as células de adenocarcinoma de pulmdo humano (A549)

A viabilidade de células A549 na presenca de diterpenos naturais ou semissintéticos
foi avaliada em trés diferentes concentracGes, pelo método do MTT. Os resultados obtidos
estéo apresentados nas figuras 54 e 55.

Entre os diterpenos naturais observa-se reduzida atividade citotoxica frente a células
A549. Apenas AC apresentou reducdo expressiva da viabilidade celular, porém apenas na
concentragdo mais elevada (100 uM). Como discutido anteriormente, diversos estudos
descrevem fraca atividade citotoxica para AC, AAC e AHC frente a linhagens de células
tumorais (ABRAO et al., 2015; FONSECA et al, 2013; 1IZUMI et al., 2012; LIU; NAIR,
2011; SARTORELLI et al., 2010; TINCUSI et al., 2002; VARGAS et al., 2015). O melhor
resultado foi obtido para AC frente a linhagem de células tumorais HelLa, com ICso= 44,03
ug/mL (144,60 uM), inferior ao quimioterapico etoposideo (ABRAO et al, 2015).

Em relacdo aos derivados semissintéticos, apesar da reducdo de viabilidade ter sido
estatisticamente relevante para a grande maioria das substancias, foram obtidos resultados
promissores apenas para VM-13. Na concentracdo de 25 UM, a substancia provocou reducéo
de viabilidade celular na ordem de 10%; a 50 uM a viabilidade celular foi de cerca de 45% e
na concentracdo de 100 uM a viabilidade celular foi menor que 10%, ou seja, uma reducao
superior a 90%. O significativo aumento da atividade citotoxica observado para VM-13
aponta que a insercdo de um substituinte polar em C-7 possa ter forte influéncia na atividade
da molécula, abrindo caminho para novas modificagdes nessa posi¢do na busca por moléculas

mais potentes.
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Figura 58: Viabilidade celular de células A549 tratadas com diterpenos naturais.
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Figura 59: Viabilidade celular de células A549 tratadas com diterpenos

semissintéticos.

-
pry
o

| P : T
. = T e
90 T »
.
M . - bod
=
& 70
~
D 60 *
5 ®
=
= 40
& 30
orm
; 20
10 .
a B J
¢ I T X I ¥ T Y A T Y N YT YT NN YN YNYSN NN
- S ) > Nt Y A S Ay et Ay
B I N R R A R A R S AR NS
nf Y N or g W S Y RCaR SYR o S
P Fy SN S y SN VI NIy X ANV
S S N Y NN S S S SN O NSNSy
AN AD Y DD DY T AN DI A ASY

Fonte: Prépria autora.

Apesar da reduzida atividade, ao se comparar os resultados obtidos com as estruturas
quimicas dos diterpenos avaliados, pode-se inferir regides das moléculas importantes para a
atividade citotoxica. Entre os diterpenos naturais, percebe-se que a presenca de substituintes
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em C-3 reduz o potencial citotdxico, especialmente a presenca de hidroxila. Com isso pode-se
sugerir que um carater mais hidrofobico nessa regido possa ser importante para a atividade
avaliada.

Tincusi et al. (2002) descrevem que AC foi inativo frente as linhagens tumorais P-388,
A-549, HT-29 e MEL-28, enquanto seu éster metilico (1) (Figura 9) apresentou atividade
antiproliferativa com valores de ICso iguais a 2,5 (7,8 uM), 5 (15,7 uM), 5 ¢ 10 pg/mL (31,4
uM), respectivamente. No presente trabalho foram sintetizados e avaliados quanto a atividade
citotoxica os ésteres metilicos de AAC (VM-09) e AC (VM-11). Ambas substancias
apresentaram atividade inferior a dos precursores, especialmente frente ao AC, com redugéo
de atividade em todas as concentragOes testadas. Outros diterpenos que ndo possuem acido
carboxilico na cadeia lateral, como COP1, VM-18 e VM-21 também apresentaram menor
influéncia na viabilidade de células A549, sugerindo que o grupamento acido na cadeia lateral
possa ser importante para a atividade citotdxica.

Em resumo, pode-se sugerir que a auséncia de substituinte em C-3, a presenca de
acido carboxilico em C-15 e especialmente a presenca de uma hidroxila em C-7, sdo padrdes
importantes para a atividade citotdxica frente a linhagem celular A549. Entretanto faz-se
necessaria a avaliagdo de um maior nimero de derivados, com maior variedade de
modificagdes estruturais, a fim de estabelecer com maior precisdo 0s requisitos estruturais

associados a atividade.

4.4.3. Atividade antibacteriana

4.4.3.1.Introducao

As bactérias sdo seres microscopicos e unicelulares, com organizacao celular simples
classificadas como seres procariéticos. Tais micro-organismos sao capazes de acarretar
inimeras doencas aos seres humanos, acometendo desde 6rgéos superficiais, como a pele, até
orgdos fundamentais, como o cérebro, podendo ainda desencadear infec¢des localizadas ou
ndo (PRESCOTT; HARLEY:; KLEIN, 2002).

Staphylococcus aureus € uma espécie bacteriana de grande importancia médica, sendo
frequentemente encontrado na pele e nas fossas nasais de pessoas saudaveis. Essa bactéria
pode provocar diversas doencas, que vao desde uma simples infecgdo (espinhas, furinculos e

celulites) até infecgdes graves (pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque
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toxico, septicemia e outras), sendo responsavel por inimeras infeccbes hospitalares adquiridas
(GIBBONS, 2008; SANTOS et al., 2007).

Outra bacteria importante € a Escherichia coli, tipicamente encontrada na microflora
intestinal normal de humanos e outros mamiferos, sendo considerada inofensiva. Entretanto
em hospedeiros imunocomprometidos ou onde as barreiras gastrointestinais normais séo
violadas, essa bactéria pode causar diversas doengas intestinais e extraintestinais - como a
peritonite (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

Bactérias cariogénicas sdo responsaveis pela carie dentaria, uma das principais
doencgas bucais que acometem a humanidade. Esta patologia se desenvolve com a formagéo
de um biofilme na superficie do dente (placa dental) que esta4 associado ao crescimento de
Streptococcus sp. (SOUZA et al., 2011a).

Os farmacos antibacterianos sdo substancias quimicas com capacidade de suprimir o
crescimento de bactérias (bacteriostaticos) podendo, eventualmente, destrui-las (bactericidas)
(MADDISON; PAGE; CHURCH, 2008). Desde a descoberta dos primeiros agentes
antibacterianos, espécies de bactérias resistentes também passaram a ser encontradas, sendo o
uso indiscriminado responséavel por espécies bacterianas multirresistentes (ABRAO et al.,
2015). Diante do exposto, a pesquisa por farmacos antibacterianos é de fundamental

importancia e urgéncia para a terapéutica.

4.4.3.2.Determinacdo da CIM de diterpenos naturais e semissintéticos

O potencial antibacteriano de diterpenos naturais e semissintéticos foi avaliado através
do ensaio de CIM, por microdiluicdo, e os resultados estdo descritos na tabela 11.

Estudos relatam importante atividade antibacteriana para AC e as substancias
relacionadas, AAC e AHC. AC e AAC apresentaram atividade contra Staphylococcus
aureus, Streptococcus salivarius, S. mutans, S. mitis e S. sanguinis, com valores de MIC
variando entre 2 - 25 pg/mL e 12 - 180 pg/mL, respectivamente. AHC ndo apresentou
atividade frente as espécies testadas e nenhum dos trés diterpenos foi ativo frente a E. coli
(ABRAO et al., 2015; FONSECA et al., 2013; SOUZA et al., 2011a; TINCUSI et al., 2002).

No presente trabalho, AC mostrou a melhor atividade antibacteriana entre 0s
diterpenos testados, com valores de CIM em torno de 30,45 pug/mL (100 puM). O derivado
VM-21, na maioria dos casos, apresentou CIM semelhante ao AC, enquanto as substancias
VM-03 e VM-07 apresentaram valores de CIM inferiores a 200 pg/mL. As demais

substancias, em sua maioria, mostraram valores de CIM maiores que 200 pg/mL.
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Diferentes estudos observaram que as bactérias Gram-negativas possuem baixa
sensibilidade a0 AC (ABRAO et al., 2015; FONSECA et al., 2013). No presente trabalho, ao
se analisar a tabela 11 pode-se observar que as bactérias Gram-positivas foram mais sensiveis
qguando comparadas a bactéria Gram-negativa, Escherichia coli, que se mostrou resistente até
mesmo a AC. Acredita-se que essa resisténcia se deva a diferenca da constituicdo da parede
celular, pois além da membrana plasmatica, as bactérias Gram-positivas possuem uma parede
celular rica em peptideoglicanos. Ja as bactérias Gram-negativas possuem uma membrana
externa, uma fina camada intermediaria de peptideoglicanos e uma membrana plasmatica.
Sabe-se que a membrana externa desse grupo de bactérias pode funcionar como uma barreira,
dificultando a entrada de substancias.

Apesar do baixo potencial antibacteriano observado para as substancias testadas, é
possivel apontar alguns aspectos estruturais relevantes para a atividade. A comparacao da
estrutura de AC com a dos derivados VM-09, VM-11, VM-12 e VM-13, permite sugerir que
acido carboxilico da cadeia lateral seja relevante para a atividade antibacteriana. Abréo e
colaboradores (2015) também observaram que os metabdlitos C-15 esterificados apresentaram
auséncia de atividade antibacteriana. Assim, a presenca de grupos doadores e receptores de
ligagdo de hidrogénio nessa regido se mostrou fundamental para a atividade antibacteriana e
acredita-se que estes interajam com os peptideoglicanos presentes na parede celular.

Percebe-se que houve um reducéo da atividade antibacteriana para os derivados de AC
C-17 epoxidados (VM-03 e VM-07), o que permite inferir que a dupla exociclica possa ser
importante para a atividade frente as bactérias testadas. Matos et al. (2015), observaram uma
melhor atividade do derivado C-17 epoxidado (25 pg/mL) contra Mycobacterium tuberculosis
em relacdo ao seu precursor, AC (125 pg/mL), mostrando que, para essa atividade, a dupla
exociclica parece ser menos relevante.

Por fim, comparando somente os metabdlitos isolados de ORC, observou-se uma
reducdo consideravel na atividade de AAC e AHC em relacdo a AC, sugerindo que a
presenca de grupos doadores ou receptores de ligacdo de hidrogénio na posi¢do C-3 influencie
negativamente a atividade antibacteriana. Outros estudos também obtiveram resultados
semelhantes, com reducéo ou perda de atividade antibacteriana para AHC e AAC (ABRAO
et al., 2015; SOUZA et al., 2011a), permitindo inferir que um carater mais hidrofobico nessa

regido contribua para uma melhor atividade antibacteriana.
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Tabela 11: Valores de concentracdo inibitoria minima (CIM) de diterpenos naturais e semissintéticos.

Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) - pg/mL (uM)

Micro-organismos Substéancias
AAC AHC AC VMO03 VM0O7 VM09 VM1l VM13 VM16 VM18 VM21 AP** CL***

Escherichia coli * * * 151,4 * * * * * * * 11 -
CDC 0126 (400) (3,125)
Staphylococcus aureus - * 3045 1514 1282 * * * * * * <0,07 .
CCT 2564 (100)  (400)  (400) (<0,195)
Streptococcus mutans N , 3045 1282 . . . . . ) 2,80
NCTC 10449 (100) (400) (3,125)
Streptococcus mutans . . 30,45 1514 1282 . . 133,8 . . 32,05 ] 5,6
CCT 3440 (100)  (400) (400) (400) (100) (6,25)
Streptococcus mitis . * 30,45 1514 128,22 . . . . . 32,05 ] 11,22
NCTC 12261 (100)  (400)  (400) (100) (12,5)
Streptococcus_salivarius % - 30,45 1514 1282 * * * * * 64,1 . 11,22
NCTC 8618 (100)  (400)  (400) (200) (12,5)
Streptococcus sanguinis 906 641 1521 3785 160 941 . 16,72 7855 553 32,05 ] 5,6
NCTC 7863 (25)  (200) (50)  (100) (50)  (25) (50)  (200) (200)  (100) (6,25)

Fonte: Prépria autora.
Notas: *Valores de CIM superiores a 200 pg/mL; ** ampicilina; *** clorexidina.
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5. CONCLUSOES

O presente estudo, empregando o oleorresina de C. langsdorffii, permitiu o isolamento de
4 substancias naturais: &cido copalico (AC), acido 3-acetoxi-copélico (AAC), &cido 3-
hidroxi-copalico (AHC) e o diterpeno inédito para a familia Leguminosae, acido 14,15-
dinor-13-0x0-8(17)-labden-19-6ico (COP1).

¥

; “COOH

COP1

Os diterpenos AC, AAC e AHC foram empregados como material de partida para a
obtencdo de nove (9) derivados semissintéticos utilizando-se de estratégias consolidadas
em Quimica Medicinal, como variacdo e adicdo de grupos funcionais, Os derivados
obtidos a partir de AC foram VM-07 (epoxidacdo da dupla exociclica em C-17), VM-11
(esterificagdo metilica em C-15), VM-13 (oxidacéo alilicaem C-7) e VM-21 (clivagem da
cadeia lateral em C-13). Os derivados obtidos a partir de AAC foram VM-03 (epoxidacao
da dupla exociclica em C-17), VM-09 (esterificacdo metilica em C-15), VM-12 (oxidacao
alilica em C-7) e VM-20 (desprote¢do da hidroxila em C-3). Considerando a baixa
quantidade de AHC somente foi possivel a obtengdo do derivado semissintético VM-18,
esse derivado foi obtido através da oxidacdo do alcool secundario a cetona em C-3 e
clivagem oxidativa no sistema olefinico da cadeia lateral com a formacdo de uma cetona
em C-13. Dentre os derivados semissintéticos, VM-03 ¢é considerado inédito, sendo que
até o momento nenhum dos derivados obtidos haviam sido avaliados quanto as atividades
citotoxica e anti-inflamatoria, com excecdo apenas de VM-11 frente a atividade
citotoxica.

Doze diterpenos, quatro naturais e oito semissintéticos, foram avaliados quanto a atividade
citotoxica frente a linhagem tumoral A549. Dentre as substancias naturais, o AC
apresentou o melhor resultado, com reducdo da viabilidade celular em torno de 50% na
concentragdo de 100 uM. Entretanto, o resultado mais relevante foi observado para o
derivado semissintético VM-13, com diminuicdo de aproximadamente 95% da viabilidade
celular a 100 uM. Os resultados encontrados para a substancia sdo bastante promissores e
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abrem caminho para o planejamento de novas moléculas na busca por novos farmacos

antineoplasicos.

Doze diterpenos, quatro naturais e oito semissintéticos, foram avaliados quanto a atividade
anti-inflamatoria. VM-11 e AHC foram as substancias com melhores resultados para
reducdo da producdo de NO por macréfagos RAW?264.7. Essas substancias, a 100 uM
reduziram em torno de 70 e 40% a producdo de NO, respectivamente. Os resultados
encontrados para a substdncia sdo bastante promissores e abrem caminho para o

planejamento de novas moléculas na busca por novos farmacos anti-inflamatorios.

COOCH; COOH

Onze diterpenos, trés naturais e oito semissintéticos, foram avaliados quanto atividade
antibacteriana. AC foi substancia com melhor atividade, mostrando 0s melhores
resultados frente a praticamente todas as especies bacterianas avaliadas com valores de
CIM em torno de 30,45 pg/mL (100 pM).
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COOH

Um estudo preliminar de SAR permitiu sugerir que, para a atividade citotoxica, a auséncia
de substituintes em C-3 e a presenca de uma hidroxila em C-7 possivelmente foram os
responsaveis pelos melhores resultados. Ja para atividade anti-inflamatoria, a presenca do
éster metilico em C-15 e a presenca de uma hidroxila em C-3 foram relevantes. Com
relacdo a atividade antibacteriana, possivelmente a presenca de acido carboxilico em C-15
e a auséncia de substituintes em C-3 podem ser importantes para essa atividade.

Os dados desse trabalho, apesar de bastante preliminares, mostram que os diterpenos
labdanos &cidos, em especial acido copalico e suas substancias correlacionadas,
apresentam um potencial para o desenvolvimento de novos agentes antineoplasicos, anti-
inflamatorios e antibacterianos. Esses dados também apontam para a necessidade de
novos estudos, como a obtencdo de derivados semissintéticos com maiores modificacdes
em C-7, alem da adicdo de grupamentos hidrofébicos no anel A e na cadeia lateral para

avaliacdo das potenciais atividades biologicas.
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APENDICE 1 - ESTRUTURAS QUIMICAS DE DITERPENOS NATURAIS
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APENDICE 3 - ESPECTROS INFRAVERMELHO

Espectro no infravermelho (KBr) de AAC.
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Espectro no infravermelho (KBr) de COP1.
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Espectro no infravermelho (KBr) de VM-07.

— VMO07

100
90-
80—-
70-
60:

% T

50

40 4

30 e

- T 2 T T T T T - T T T x T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

numero de onda (cm™)

Espectro no infravermelho (KBr) de VM-09.
100 -

" A

|_ v
X 80 B
C-H™
70 - ¢=0
» | . I i I v | r I » | . I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
numero de onda (cm™)
Espectro no infravermelho (KBr) de VM-11.
1 —— VM11
100
95
90
85—-
= 804
==
75
70
65-— C=0
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

ntimero de onda (cm™)



80~

%

Espectro no infravermelho (KBr) de VM-12

/
C-H /

132

—VM12

60 O-H
C=0
50 T 4 T * T € T L) T T L T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
numero de onda (cm™)
Espectro no infravermelho (KBr) de VM-13.
—_— ——VM13
'_
R
50 - / / //
40 ) c-0 b
| C-H c=0 " c-0
30 T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
numero de onda (cm™)
Espectro no infravermelho (KBr) de VM-18
100 -

50

C-H c=0

—VM18

4000

T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500

numero de onda (cm™)

T T
1000 500



133

Espectro no infravermelho (KBr) de VM-21
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APENDICE 4 - ESPECTROS DE RMN DE 'H E 13C

Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CDCIs) de AC.

@ N ) — o

< ™ < ~N n Ol MTVOSNTTLANLINOGO N
— < 9} < O MY NANeNT ™MW LINMY
N © < — =] B NSARBMAT — =BT
I I I I I N TS AN

L N .

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Espectro de RMN de H (300 MHz, CDCls) de AC.

5.67
—4.85
—4.49

2.17

—0.87

~0.80

~0.68

M g i ot L\NL

> @« « Qi © o QROMNMQ
— S S [NEu RN [ -] "ol 3o WeoWsa Wse)
T T

T T T T T T T T T T T T T T T
58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 ffi(() 2.)8 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08 0.6 04 0.2 0.0
ppm



135

Espectros de RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) de AAC.
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Espectros de RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) de AHC.
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Espectros de RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) de COPL1.
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Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls3) de VM-03, com destaque para H-17 e H-
3.
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Espectros de RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) de VM-07.
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Espectros de RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) de VM-009.
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Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) de VM-09.
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Espectros de RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) de VM-11.
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Espectros de RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) de VM-12.

Mm <] [s2) (<2 <

o N < [} o~ o~ o ~ [ =N} TOMND O MO N
5 ~ ~ (o) o) ) LMOGCT—MT ANOWNO

— N o [ee] n o - - - I I TR e S

~N O O < — — o [ oo~ AONWOWOT —=—=00W0OmM

— o~ — — — - «© ~ i < < MmO M ANANNN A A

[ \ \ (. NC [ NN NN A

T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90
f1 (ppm)

Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCIs) de VM-12, com destaque para H-17, H-3
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Espectros de RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) de VM-13.
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Espectro de RMN de H (300 MHz, CDCl3) de VM-13.
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Espectros de RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) de VM-18.
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Espectro de RMN de H (300 MHz, CDCl3) de VM-20.
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Espectros de RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) de VM-21.
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APENDICE 5 - ESPECTROS BIDIMENSIONAIS

N

Espectro de HSQC-dept e de HMBC de AC
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Espectro de HSQC-dept e de HMBC de AAC
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Espectro de HSQC-dept e de HMBC de AHC
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Espectro de HSQC-dept e de HMBC de COP1
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Espectro de HSQC-dept e de HMBC de VM-07
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Espectro de HSQC-dept e de HMBC de VM-09
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Espectro de HSQC-dept e de HMBC de VM-12
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Espectro de HSQC-dept e de HMBC de VM-13
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Espectro de HSQC-dept e de HMBC de VM-18
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Espectro de HSQC-dept e de HMBC de VM-21
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APENDICE 6 - ESPECTROS DE MASSAS

Espectro de massas de VM-03
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Intens.-| +MS, 0.1-0.2min #5-14
x10° 401.2289
[M+Na]*
o
o
N [M+NH.]* [M-H+2Na]*
[M+H]+ 396.2726 J
o l L A L. | "
3%0 SéO 350 460 4:;.0 4é0 m/z
Meas. lon m/z err mSigma rdb e Conf N-rule
m/z Formula [ppm]
379.2456  CH3sOs  379.2479 6.0 25.6 55 even ok
396.2726  C22H3sNOs  396.2744 4.8 194 4.5 even ok
401.2289 C22H34NaOs 401.2298 2.3 1.5 55 even ok
423.2103 C2H3sNa0s 423.2118 3.4 6.4 55 even ok
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Espectro de massass de VM-07

Intens. | +MS, 1.5-1.6min #90-98
x105 359.2179
o
o
[M+Na]*
343.2233
[M-H+2Na]*
27 365.2054
ot— ' ' ' ' w
335 340 345 350 355 360 365 370 m/z
Meas. lon Formula m/z err mSigma  rdb e N-rule
m/z [ppm] Conf
343.2233  CaoH32NaOs  343.2244 3.2 8.7 4.5 even ok
359.2179  CxHs2NaOs  359.2193 3.9 1.1 4.5 even ok
365.2054  CyoHz1Na;O3  365.2063 2.4 8.6 45 even ok

Espectro de massass de VM-09

Intens. | +MS, 0.9-1.2min #54-72
x105 | 399.2510

47 [M+NH,]* [M+Na]*

394.2954

.
3 A \ Jl - M

T T T T T T T
375 380 385 390 395 400 405 m/z

Meas. lon Formula m/z err mSigma  rdb e N-rule

m/z [ppm] Conf
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394.2954  CasHaNOs  394.2952 -0.4 28.5 4.5 Even ok
399.2510  CazsHzsNaOs  399.2506 -1.1 24.9 5.5 Even ok

Espectro de massass de VM-12

In)t(irc;se.i 410,296 +MS, 0.6-0.8min #38-49
] [M+NH,]*
201 [M+Na]*
] 415.2453
1.5j
1.0
1 [M+H]*
057 393.2627
001 ' ' _L_A_VA ' ' : VKJLA_A'—A_V_L
385 390 395 400 405 410 415 420 425 m/z
Meas. lon Formula m/z err mSigma rdb e N-rule
m/z [ppm] Conf
393.2627 Ca3H370s5 393.2636 2.2 9.4 55 even ok
410.2926 C23H40NOs5 410.2901 -6.2 50.6 4.5 even ok
415.2453  Cz3H3sNaOs  415.2455 0.5 5.1 55 even ok

Espectro de massass de VM-13

Intens. +MS, 3.4-3.6min #202-214
X106‘ 357.2416
[M+Na]*
1.5
1.0
054 [M+H]*
i +
335.2581 [M+NH4]
352.2846
~—A_L_A_A_A_A_J 373.2290|
0.0 « L o

330 335 340 345 350 355 360 365 370 m/z



Meas.
m/z
335.2581
352.2846
357.2416

lon Formula

C21H3503
C21H3sNO3
C21H34NaO3

m/z

335.2581
352.2846
357.2400

160

err mSigma e N-rule
[ppm] Conf

-0.0 3.1 even ok

0.1 42.5 even ok

-4.4 17.5 even ok

Espectro de massass de VM-18

Intens.
x105A

>4
1 275.1955
L T

[M+H]*

277.2153

285.1799

L

+MS, 0.2-1.1min #9-66

299.1986

[M+Na]*

293.2053

275

280

285

290

295

Meas. lon Formula m/z err mSigma
m/z [ppm]
277.2153 C1gH2002 277.2162 3.4 13.5
299.1986  CigHxsNaO2  299.1982  -1.6 13.7

307.1845
T T T

300 305 m/z

rdb e N-rule
Conf

4.5 even ok

4.5 even ok




