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RESUMO

Maytenus quadrangulata € uma espécie de planta do género Maytenus comumente usada na
medicina popular para o tratamento de problemas estomacais. Em estudo fitoquimico anterior
dos galhos de M. quadrangulata foi identificado um triterpeno inédito na literatura, o acido 30-
0x0-2,3-seco-lup-20(29)-eno-2,3-dioico (1). Também foi isolado o 2,3-seco-lup-20(29)-eno-
2,3-dioico (2) relatado na literatura por apresentar expressiva atividade citotéxica contra as
linhagens de células de cancer renal (786-0) e colorretal (HT-29), Glso= 0,5 € 2,9 uM,
respectivamente. O presente trabalho teve como principal objetivo a semissintese dos
triterpenos 1 e 2, de forma a permitir mais estudos sobre suas atividades bioldgicas.
Utilizando-se lupeol como precursor sintético, a proposta consistiu em 4 etapas reacionais
tendo como base reacdes semelhantes as descritas na literatura. Foi possivel obter os
compostos-alvo do trabalho, cujas estruturas quimicas foram confirmadas pela analise de
espectros de RMN de 'H e *C. O rendimento global foi aproximadamente 31%. Foram
realizados ensaios enzimaticos de inibicdo da urease com o material de partida lupeol e com
o produto intermediario da sintese, lupenona (4), com resultados de inibicdo de 15 e 33%,
respectivamente. Os resultados mostram que a conversao do lupeol em lupenona levou a

uma melhora na atividade inibitéria do triterpeno de esqueleto lupano.
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INTRODUCAO

E considerado um produto natural (PN) toda substancia quimica produzida
e isolada de um ser vivo, desde microrganismos até plantas ou animais (Elshafie et
al., 2023). Ao longo de milhdes de anos de evolugdo, organismos terrestres e
marinhos desenvolveram novos produtos como resposta ao estresse bidtico e abidtico
aos quais foram expostos e se tornaram um grande acervo de compostos
potencialmente terapéuticos (David et al., 2015). Estima-se que mais de 95% de toda
a biodiversidade do planeta ainda n&o tenha sido estudada quanto a sua capacidade
de produzir PNs com propriedades bioativas (David et al., 2015).

Os PNs, historicamente, desempenharam papel central para a humanidade
na busca do tratamento de diferentes enfermidades. Um dos primeiros usos
conhecidos data préximo ao ano 2400 a.C, na Mesopotamia, com prescricdes em
tabuas de argila sobre a utilizacdo de determinadas plantas para o tratamento de
doencas (David et al., 2015).

Milhares de anos mais tarde, no séc. XIX, ocorreu o isolamento de
importante molécula da classe dos opioides, a morfina e, no séc. XX, houve a
descoberta do antibidtico penicilina e do antitumoral paclitaxel (Figura 1, p. 10) (David
et al., 2015). Esses trés farmacos ainda sao de grande importancia terapéutica.

Atualmente, o processo de descoberta de novos PNs em plantas se da pelo
estudo fitoquimico dos individuos de uma determinada espécie. As principais etapas
envolvidas nesses estudos sdo a selecdo da espécie em foco, identificagdo e
autenticacdo do material vegetal coletado, extracdo e isolamento dos compostos,
elucidacao estrutural das substancias puras obtidas e, por fim, avaliagdo de sua
atividade biolégica (Najmi et al., 2022).

Estudos de sintese e modificagcdes estruturais dos compostos naturais sao
igualmente importantes, especialmente quando apresentam propriedades relevantes
nos ensaios in vitro ou in vivo. A semissintese de um composto bioativo identificado,
empregando-se um precursor mais abundante, pode suprir a escassez do composto
de interesse e viabilizar a continuagdo dos ensaios de atividades biologicas. A
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semissintese também pode levar a obtencdo de novos compostos com melhores
caracteristicas farmacocinéticas e de maior atividade contra o alvo em estudo.

Compostos como a camptotecina e o paclitaxel (Figura 1) sdo exemplos de
PNs que protagonizaram estudos sintéticos por suas propriedades farmacoldgicas
(Wall; Wani, 1996). Durante a década de 1960, na Califérnia, um grupo de pesquisa
conduziu estudos acerca de duas espécies de plantas: Camptotheca acuminata e
Taxus brevifolia. Em meio as substancias encontradas, a camptotecina e o paclitaxel
receberam destaque por suas propriedades em ensaios contra células tumorais (Wall;
Wani, 1996).

No entanto, a camptotecina apresentou efeitos tdéxicos nos estudos clinicos,
além de baixa solubilidade em agua, enquanto o paclitaxel foi obtido em pequena
quantidade (0,5 g em 12 kg dos galhos e cascas de Taxus brevifolia) (Wall; Wani,
1996). Devido ao potencial farmacolégico dessas substancias, os estudos de sintese
e modificacao estrutural levaram a producéo do topotecano (Figura 1), um derivado
da camptotecina com maior solubilidade em agua e menor toxicidade. O paclitaxel foi
foco de estudos sintéticos e semissintéticos levando ao estabelecimento de
metodologias de sintese total do composto, método que, apesar de possivel, €
economicamente inviavel. Por anos, a obtengdo em larga escala do farmaco foi
realizada pela semissintese, utilizando seus precursores biossintéticos de maior
abundancia (Wall; Wani, 1996; Manz et al., 2022). Atualmente o paclitaxel € produzido

em larga escala por fermentacao de células vegetais (Manz et al., 2022).

Figura 1 — Estrutura quimica dos compostos (a) morfina, (b) penicilina, (c) paclitaxel, (d)

camptotecina, (e) topotecano.
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Lupeol (5, Esquema 1, p. 13) é um triterpeno pentaciclico (TTPC) de
esqueleto lupano que pode ser obtido a partir de plantas de diferentes espécies, como
das folhas de Stevia rebaudiana, Ficus carca e Aloe vera ou proveniente das raizes
de Verbascum thapsus e Menyeanthes trifoliata (Singha et al., 2025). Também ha
relatos do isolamento de lupeol a partir de folhas, galhos e raizes de espécies da
familia Celastraceae (Camargo et al., 2022). Estudos recentes mostram multiplas
atividades biolégicas para o lupeol, como anti-inflamatoria, antioxidante,
anticarcinogénica, além de propriedades cardio, hepato e neuroprotetoras (Singha et
al., 2025).

Dentro da familia Celastraceae, plantas da espécie Maytenus
quadrangulata destacam-se em investigacdes recentes de seus constituintes
quimicos. Foi demonstrado que o extrato acetato etilico das folhas é rico em
catequinas e exibe potente atividade antiviral e virucida contra o virus Mayaro (Nunes
et al., 2023). Ja o extrato hexanico das folhas forneceu triterpenos inéditos com
significativa citotoxicidade e seletividade superior a farmacos comerciais frente a
linhagens de leucemia (THP-1 e K562), carcinomas de ovario (TOV-21G) e mama
(MDA-MB-231), consolidando a espécie como fonte de compostos bioativos,
especialmente com potencial para o desenvolvimento de novos agentes antivirais e
antineoplasicos (De Aguilar et al., 2022).

Em um trabalho anterior, Quintdo e colaboradores isolaram dois triterpenos,
de esqueleto lupano, do tipo A-seco-2,3-dicarboxilados provenientes dos galhos da
especie Maytenus quadrangulata. Foram isolados o composto inédito, denominado
acido 30-oxo0-2,3-seco-lup-20(29)-eno-2,3-dioico (1), e o acido 2,3-seco-lup-20(29)-
eno-2,3-dioico (2, Esquema 1, p.12). A partir de 2,1 kg dos galhos secos da planta,
foram obtidos 10,0 mg e 31,9 mg dos compostos 1 e 2, respectivamente (Quintao,
2023).

O composto 2 foi reportado na literatura quanto a sua atividade citotéxica
contra as linhagens de células de carcinoma renal (786-0) e adenocarcinoma
colorretal (HT-29) e apresentou atividade relevante, nas quais as concentragdes
minimas para inibigdo de 50% do crescimento celular (Glso) foram 0,5 e 2,9 uM,
respectivamente, com indice de seletividade 107 e 18 vezes respectivamente maior

para essas linhagens. (Mirowski et al., 2022).
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A reduzida quantidade obtida desses compostos limita os estudos sobre o
mecanismo de agado nas linhagens celulares ja ensaiadas e outras ainda nao
estudadas, bem como a investigagao de novas aplicagdes bioldgicas. Nesse contexto,
a semissintese dos triterpenos 1 e 2 se mostra como uma possivel forma de se ampliar
os estudos desses compostos.

Analisando-se as estruturas dos triterpenos-alvo da semissintese, é
possivel tragar um planejamento por uma via retrossintética (Esquema 1), partindo do
triterpeno de esqueleto lupano de maior abundéncia, o lupeol (5). O triterpeno 1 pode
ser obtido a partir de 2 por meio de uma oxidagao alilica. A abertura do anel A, para a
obtencao dos seco-triterpenos pode ser realizada por uma clivagem oxidativa a partir
de uma dicetona (3), com carbonilas em C-2 e C-3. O composto 3 por sua vez, pode
ser obtido pela formagéo de um enol utilizando-se da lupenona (4) como material de
partida. Por fim, 4 € o produto obtido a partir da oxidagao da hidroxila em C-3 do lupeol
(5). Todas as transformacdes propostas integram, como metologia central, o principal

objetivo do presente trabalho.

Esquema 1: Esquema de retrossintese dos triterpenos 1 e 2.

Além disso, no presente trabalho foi realizado teste de inibigdo enzimatica
contra a urease, uma enzima cuja inibicdo € de interesse no tratamento de doencas

associadas a sua atividade excessiva. Também ha relevancia na inibicado da urease
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para fins agricolas, visando reduzir perdas de nitrogénio em fertilizantes a base de

ureia.

As ureases sdo metaloenzimas capazes de catalisar a hidrolise da ureia,
produzindo aménia e acido carbénico (Esquema 2). E uma enzima amplamente
produzida por microrganismos e plantas e tem papel crucial para o desenvolvimento
de muitas espécies de seres vivos, uma vez que é capaz de fornecer ao organismo
uma fonte de nitrogénio, que pode ser utilizado para diversas fungdes vitais como a

sintese de aminoacidos essenciais e ndo-essenciais (Viana, 2024).

0O

0]
Urease J\ + NH3
+H,O0 ————
HZNJ\NHZ 2 H,N™ "OH
)

+ Hy0

)J\ + NH;

HO™ OH

Esquema 2: Esquema de reacgao de hidrolise da ureia catalisada por urease. Fonte: (Viana,
2024).

A inibicdo da urease é uma tematica de interesse na medicina, uma vez
que diversos microrganismos patogénicos, como a bactéria Helicobacter pylori, tém
grande dependéncia da agao dessas enzimas para a sua viruléncia e sobrevivéncia
no organismo humano (Ali et al., 2021).

Ademais, a modulagao da acio das ureases também representa interesses
agrondmicos. A ureia é utilizada como fertilizante para as plantas, se apresentando
como boa fonte de nitrogénio, no entanto, o excesso da enzima no solo pode levar a
hidrolise da ureia de forma rapida e causando grandes prejuizos econémicos pela
perda de fertilizantes a base de ureia (Viana, 2024).

No presente trabalho, além da sintese dos derivados 2,3-dicarboxilados, foi
realizado ensaio enzimatico de inibigdo da urease. O triterpeno lupenona (4), primeiro
intermediario da sintese, foi avaliado e comparado com o material de partida, lupeol

(5), e com o controle positivo de inibi¢ao.
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1 OBJETIVO

O trabalho teve como principal objetivo a semissintese dos compostos 1 e 2 a
partir do lupeol (5).

Dessa forma, os objetivos especificos propostos envolvem:

e Sintese dos triterpenos 1 e 2 a partir do lupeol, bem como dos compostos
intermediarios 3 e 4.

e Caracterizagao estrutural dos compostos alvo e dos intermediarios por

meio da analise de espectros de RMN de 'H e "*C.

¢ Realizacao de estudos de atividade inibitéria contra a enzima urease.
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2 REFERENCIAIS TEORICOS

Produtos naturais podem ser divididos em dois grandes grupos, de acordo
com sua origem metabdlica. Do metabolismo primario fazem parte os carboidratos,
proteinas, lipideos e outros grupos de moléculas essenciais, que sao altamente
requisitados pelo organismo de um ser vivo (Elshafie et al., 2023). No metabolismo
secundario estdo compreendidas as substancias que, apesar de seu papel crucial
para manutencdo da vida e sobrevivéncia de um individuo, a sua auséncia nao leva
diretamente a morte daquele organismo (Elshafie et al., 2023).

Especificamente sobre as plantas, seus metabdlitos secundarios estao
compreendidos em trés grupos: terpenos, alcaloides e fenil propanoides. Dentre eles,
os terpenos se destacam por sua maior diversidade estrutural, contabilizando mais de
40 mil estruturas conhecidas (Elshafie et al., 2023).

A base estrutural de todo triterpeno se constitui de unidades de isopreno
(Figura 2) condensadas sequencialmente, de tal forma que se subdividem em classes
de acordo com o numero de unidades isoprénicas (Figura 2(a)) do qual séo
constituidos. Monoterpenos tém como precursor o difosfato de geranila (DFG, Figura
2(b)) e sao constituidos de duas unidades isoprénicas, totalizando 10 atomos de
carbono. Sesquiterpenos tém como precursor o difosfato de farnesila (DFF, Figura
2(c)) e sao constituidos de 15 atomos de carbono. O esqualeno (Figura 2(d)),
precursor dos triterpenos, € obtido pela condensagao de duas unidades de DFF,

apresentando-se com 30 atomos de carbono (Camargo et al., 2022).

)\% ™ N O/ lID\O/ ?}O_ o/ Iio/ | ?O_
O_ o) (0] (0]

(a) (b) (c)

Figura 2: Estruturas quimicas dos principais precursores dos terpenos. (a) isopreno (b)

difosfato de geranila, DFG (c) difosfato de farnesila, DFF (d) esqualeno.
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A formacéao dos triterpenos a partir do esqualeno se da pela sua oxidagao
por acao da enzima esqualeno epoxidase, que gera o 2,3-6xido-esqualeno (Figura
3(a)). Esse processo propicia uma série de reagdes intramoleculares que culminam
na formacao do cation lupenila (Figura 3(b)), precursor dos triterpenos pentaciclicos
(TTPCs) (Camargo et al., 2022).

(a)
Figura 3: Estruturas quimicas dos principais precursores dos TTPCs (a) 2,3-oxido-

esqualeno (b) cation lupenila.

TTPCs podem ser classificados, de acordo com seu esqueleto carbdnico,
em quatro principais grupos: ursanos, oleananos, lupanos e friedelanos, conforme
ilustrado na Figura 4 (Xiao et al., 2018). Sao constituidos de cinco anéis de seis
membros ou de quatro anéis de seis membros e um de cinco membros, identificados
de A a E e numerados tal como ilustrado na Figura 5 (p. 18). Por fim, os seco-
triterpenos sdo aqueles que apresentam abertura em um de seus aneéis, como ocorre

nos compostos 1 € 2 (Esquema 1, p. 12) (Camargo et al., 2022).

(b)

Figura 4: Principais esqueletos carbénicos de TTPCs: (a) ursano, (b) oleanano, (c) lupano,

(d) friedelano.
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Figura 5: Identificagdo dos anéis de TTPCs e enumeracéo de seus carbonos.

Os seco-triterpenos (STs) sdo uma subclasse de triterpenoides que
apresentam caracteristicas unicas, tornando-os compostos de interesse em estudos
quanto ao seu potencial farmacologico em diversas areas. Tanto seco-triterpenos
sintéticos quanto os de origem natural, apresentam potente atividade anti-inflamatéria,
antiviral, citotoxica, neuroprotetora e capacidade inibitéria contra uma ampla gama de
enzimas. Dentre os STs isolados de plantas entre 2020 a 2023, mais de 25%
apresentam atividade citotéxica e 21% demonstraram atividade anti-inflamatéria (Wei
et al., 2024).

Entre os TTPCs do tipo ST, sdo mais comuns 0s Seco-oleananos
(representando mais de 50% das estruturas relatadas (Liu et al., 2022)), em especial
os 3,4-seco-oleananos. Desde o ano de 2020 até 2023, apenas 15 seco-lupanos
foram relatados na literatura como metabdlitos isolados de seres vivos, dos quais 12
sao do tipo 3,4-seco-lupanos e apenas uma pequena porcdo se apresenta com
estruturas 2,3-seco-lupanos (Wei et al., 2024).

Em vias sintéticas, a obtencdo de STs pode ser realizada por diferentes
estratégias. Dentre elas, as estratégias que levam a abertura dos seus anéis utilizam
reagoes de Baeyer-Villager, Beckmann, Malaprade e clivagens ozonoliticas (Galaiko;
Grishko, 2025). Além da produgado de STs, multiplas estratégias sintéticas tém sido
relatadas para a funcionalizacdo e modulacido da atividade desses compostos,
levando a formagdo de carboxilatos, amidas, nitrilas, ésteres e uma série de
compostos halogenados. Essas modificagbes tém sido amplamente estudadas e

avaliadas quanto ao seu impacto nas atividades biolégicas (Galaiko; Grishko, 2025).
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Métodos gerais

3.1.1 Cromatografia em Coluna (CC)

Para as colunas cromatograficas (CC), empregou-se como fase estacionaria
silica gel 60 com granulometria entre 230 a 400 mesh. As amostras foram purificadas
utilizando CC sendo impregnadas em silica gel ou diluidas na fase moével. Como fase

movel, foram utilizados os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol.

3.1.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As cromatoplacas foram preparadas com silica gel 60 GF254 em mistura
com agua na proporgao de 7g para 15 mL, aplicada sobre o vidro para obter uma
espessura de 0,25 mm e ativadas em estufa a 100 °C por um tempo minimo de 30
minutos.

A eluicao das amostras aplicadas nas cromatoplacas foi realizada por uma
mistura de solventes de proporcdes semelhantes aquelas utilizadas na CC e logo em
seguida foram analisadas sob luz ultravioleta de 254 nm. A revelagéo das placas foi
realizada com solugdo 1:1 (v/v) de vanilina em etanol (1:99 m/v) e acido perclérico em

agua (3:97 v/v), seguida de aquecimento em estufa a 100 °C.

3.1.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Todos os espectros de RMN foram obtidos nos espectrémetros Bruker

avance DRX-600 do Laboratério de Ressonancia Magnética de Alta resolugéo
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(LAREMAR), do Departamento de Quimica da UFMG. Tetrametilsilano (TMS) foi
utilizado como padréo de referéncia interno, e os deslocamentos quimicos (&) foram

registrados em ppm, enquanto as constantes de acoplamento registradas em Hz.

3.1.4 Preparagao do Reagente de Jones

A solucédo do reagente de Jones foi preparada a partir de 25 g de CrOs
diluidos em 75 mL de agua destilada, aos quais foram adicionados, gradualmente, 25
mL de H2SO4 em banho de gelo (Li, 2014).

3.2 Procedimentos Reacionais

Considerando-se o planejamento descrito no esquema 1 (p.13) foi proposta a
semissintese que engloba todas as etapas reacionais, partindo de 5 como precursor
sintético até a obtengdo de 1 como produto final (Esquema 3). A seguir, estéo

descritos todos os procedimentos reacionais utilizados no trabalho.

Esquema 3: Proposta de semissintese de 1 a partir de 5. (a) CrOs, H2SO4, Acetona, 0°C, 30 min (b)
O2, t-BuOK, t-BuOH, 40°C, 3h (c) H202, KOH, MeOH, 100min, refluxo (d) SeOz, EtOH, 24h, refluxo.
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3.2.1 Lupen-20(29)-3-ona (4)

Figura 6: Esquema reacional para obtengao de 4.

Procedimento geral

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se o composto 5 (1,00 g, 2,34
mmol) e acetona (100 mL). O sistema foi mantido sob agitacdo até completa
dissolugao do substrato e, em seguida, foi submetido a banho de gelo. Posteriormente,
adicionou-se o reagente de Jones (aprox. 2 mL) gota a gota até a permanéncia da
coloragao laranja caracteristica do reagente. O sistema foi mantido sob agitagédo e
banho de gelo por 30 minutos. Apds esse periodo, adicionou-se metanol (aprox. 10
mL) a mistura até mudanca de cor da solucao para verde. Apos secagem do solvente
em rota-evaporador a pressao reduzida, adicionou-se 50 mL de agua destilada a
mistura e realizaram-se trés extracbes sucessivas com 50 mL de cloroférmio,
seguidas de filtragcao em Celite e secagem com Na2SO4 anidro (Castro et al., 2018;
Urban et al., 2004). Para a purificagcdo em CC, foram empregadas as seguintes
misturas de solvente na eluigdo: Hex:CHCIsz (1:1), Hex:CHCIs (3:7), CHCls,
CHCI3:AcOEt (1:1), AcOEt e MeOH. Apdés purificagdo em CC, obteve-se o produto na

forma de um solido branco nas fragdes eluidas em Hex:CHCIs (3:7) (%rend. = 86%).

Dados do produto obtido

Formula molecular: C3oH4s0

Massa molar (g mol): 424,71
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RMN de "H (600 MHz, CDCls): 54 4,71 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 4,59 (dq, J = 2,8, 1,4 Hz,
1H), 2,50 (ddd, J = 15,6, 9,8, 7,6 Hz, 1H), 2,45 — 2,36 (m, 2H), 1,99 — 1,87 (m, 2H),
1,71 = 1,69 (m, 5H), 1,09 (s, 3H), 1,04 (s, 3H), 0,97 (s, 3H), 0,95 (s, 3H), 0,81 (s, 3H).
RMN de **C (150 MHz, CDCl3): 5¢ 218,2; 150,9; 109,4; 54,9; 49,8; 48,2; 48,0; 47,3,
43,0; 42,9; 40,8; 40,0; 39,6; 38,2; 36,9; 35,5; 34,2; 33,6; 29,8; 27,4; 26,7; 25,2; 21,5;
21,0; 19,7; 19,3; 18,0; 16,0; 15,8; 14,5.

3.2.2 2-hidroxilupa-1,20(29)-dien-3-ona (3)

0O,, +-BuOK, +-BuOH

40°C

Figura 7: Esquema reacional para obtencao de 3.

Procedimento geral

Em um baldo de fundo redondo tritubulado foram adicionados o composto 4
(0,30 g, 0,7 mmol) e t-BuOH (33 mL). O sistema foi submetido a agitagdo e
aquecimento a 40 °C até completa solubilizagdo do substrato. Foram acoplados ao
baldo o condensador de bolas e o injetor de ar comprimido. Em seguida, adicionou-se
t-BuOK (1,96 g, 17,5 mmol) ao sistema, que foi mantido sob agitagao, inje¢cao de ar e
aquecimento constantes durante 3 h. Apds esse periodo, a solucao foi transferida para
um baldo de fundo redondo e removeu-se o solvente utilizando rota-evaporador a
pressao reduzida. Foram adicionados, em seguida, 20 mL de acetato de etila e 20 mL
de HCI 1 mol L. Dessa solugdo foram realizadas trés extragbes com 20 mL de
cloroformio e a fragcéo orgéanica obtida foi seca com sulfato de sodio anidro (Denner et
al., 2024). Apo6s a secagem de solvente do produto bruto, obteve-se um liquido laranja

viscoso, com massa de 366 mg. A analise de RMN do produto bruto levou a concluséo
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da formacao do produto esperado e em decorréncia das dificuldades encontradas
para a purificacdo desse produto, decidiu-se utilizar o produto bruto nas reacoes
posteriores. A seguir estdo dispostos os dados obtidos que indicam a presenga do

composto 3 na mistura.

Dados que levaram a identificagdo do produto obtido na mistura

Férmula molecular: C3oH460:2

Massa molar (g mol-'): 438,70

RMN de 'H (600 MHz, CDCIs): 61 6,46 (s, 1H), 4,72 (d, J = 2,5 Hz, 2H), 4,63 — 4,60
(m, 2H), 2,40 (tq, J = 12,8, 7,0 Hz, 3H), 1,70 (s, 3H), 1,22 (s, 3H), 1,15 (s, 3H), 1,13 (s,
3H), 1,12 (s, 3H), 0,96 (s, 3H), 0,82 (s, 3H).

RMN de "*C (150 MHz, CDCls): 6c 201,3; 150,7; 143,9; 129,1; 109,5; 54,0; 48,2; 47,9;
45,6; 44,0; 43,0; 41,7; 40,0; 38,1; 35,5; 33,9; 29,8; 27,3; 27,1; 25,0; 21,6; 21,2; 20,2;
19,3; 18,7; 18,0; 16,5; 14,4.

3.2.3 Acido 2,3-seco-lup-20(29)-eno-2,3-dioico (2)

I)Hzoz, KOH, MeOH
100 min, refluxo

2) H;0"

Figura 8: Esquema reacional para obtengéo de 2.

Procedimento geral
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Em um bal&o bitubulado foram adicionados o composto 3 (190 mg, aprox. 0,43
mmol) e metanol (34 mL). Apds completa dissolugéo do substrato, adicionou-se KOH
(630 mg, 11,16 mmol) e o sistema foi acoplado a um condensador de bolas e a um
funil de adi¢gdo contendo a solugéo de H202 30% (3,4 mL, 33 mmol). A adi¢do de H202
se iniciou apds o inicio da ebulicdo do meio reacional e foi realizada gradualmente ao
longo de 100 minutos, acompanhada por periddicas analises em CCD para controle
do progresso da reagao. Apds o término da reacéo, a solugao foi transferida para baléo
de fundo redondo e o solvente foi evaporado em rota-evaporador a pressao reduzida.
Posteriormente, adicionaram-se 20 mL de agua destilada fria e gotejou-se uma
solugéo de HCI 1 mol L até atingir pH 2. Em seguida, foram realizadas trés extragdes
sucessivas com 50 mL de cloroférmio e a fase orgéanica foi seca com Na2SO4 anidro
(Urban et al., 2004; Wei; Ma; Hattori, 2009). Apds secagem do solvente, o produto se
apresentou como um 6leo amarelo claro e foi purificado em CC com gradiente de
CHCIs e AcOEt (9:1 até 1:1), AcOEt e MeOH. Apds a purificagdo, obteve-se o
composto 2 puro em uma fragdo com 40 mg (CHClIs e AcOEt (7:3)), mas foi possivel
detecta-lo por RMN em outras fragdes da mesma coluna com pureza inferior,
totalizando 80 mg adicionais. Considerando a massa total obtida do composto 2 (120

mg) € a massa inicial do composto 4, o rendimento indireto da reagao foi de 36%.

Dados do produto obtido

Férmula molecular: C3oH4s04

Massa molar (g mol): 472,71

RMN de 'H (600 MHz, CDCl3): 6+ 4,72 — 4,68 (m, 1H), 4,59 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 2,61
— 2,47 (m, 3H), 2,40 (td, J = 11,3, 5,5 Hz, 1H), 1,98 — 1,88 (m, 1H), 1,27 (s, 3H), 1,20
(s, 3H), 1,05 (s, 3H), 0,97 (s, 3H), 0,94 (s, 3H), 0,81 (s, 3H).

RMN de **C (150 MHz, CDCIs): 6¢ 187,1; 178,0; 150,9; 109,5; 48,4; 48,3; 48,0; 45,8;
43,2; 43,0; 41,9; 41,1; 41,0; 40,8; 40,0; 38,0; 35,5; 33,6; 29,8; 29,7; 27,5; 25,0; 21,5;
20,6; 19,6; 19,3; 18,0; 16,0; 14,6.
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3.2.4 Acido 30-0x0-2,3-seco-lup-20(29)-eno-2,3-dioico (1)

SeO,, EtOH
24h, refluxo

Figura 9: Esquema reacional para obtengéo de 1.

Procedimento geral

Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados o composto 2 (27 mg,
0,06 mmol) e etanol (3 mL). Apéds dissolugao do substrato, adicionou-se SeO2 (16 mg,
0,15 mmol), o bal&o foi acoplado a um condensador de bolas e o sistema mantido em
refluxo e agitagao durante 24h. A reacao foi acompanhada por CCD, e apds 24h foi
identificado o total consumo do material de partida. O solvente foi evaporado em rota-
evaporador a pressao reduzida, em seguida, adicionaram-se 10 mL de agua fria e
acidificou-se a solugdo até pH 2 com gotejamento de solugdo HCI 1 mol L-'. Foram
realizadas trés extragdes sucessivas com 30 mL de cloroférmio e a fase organica foi
seca em Na2SO+ anidro (Castro et al., 2018). Apds a secagem do solvente, o produto
bruto se apresentou como um 6leo amarelo claro. Esse produto foi submetido a
purificagdo em CC com gradiente de elui¢do variando de misturas de CHCI3:AcOEt
(95:5) a (1:1), seguida de AcOEt e MeOH. Obtiveram-se ao final, 25 mg de 1 em trés
diferentes fragbes, das quais 8 mg se apresentam com maior pureza. Considerando-
se a massa total obtida (25 mg), o rendimento da reagéo é de aprox. 88%.

Dados do produto obtido

Férmula molecular: C3oH4605

Massa molar (g mol): 486,69
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RMN de "H (600 MHz, CDCl3): 5+ 9,53 (s, 1H), 6,31 (s, 1H), 5,96 (s, 1H), 2,82 — 2,63
(m, 2H), 2,56 — 2,38 (m, 3H), 2,16 (s, 1H), 1,27 (s, 3H), 1,26 (s, 3H), 1,19 (s, 3H), 1,03
(s, 3H), 0,94 (s, 6H), 0,83 (s, 3H),

RMN de "*C (150 MHz, CDCls): 6¢ 195,2; 187,3; 178,3; 48,3; 45,8; 43,3; 43,1; 41,9;
41,0; 40,7; 39,9; 37,6; 35,3; 33,8: 29,7; 27,4; 21,9; 21,4; 20,7; 19,4; 17,8: 15,9; 14,4,

3.3 Ensaio Enzimatico

A atividade inibitoria de urease foi avaliada pelo método do indofenol, que
consiste na formagao desse composto como produto de reagdo da amonia com fenol
na presencga de um agente oxidante, catalisada por nitroprussiato de sédio. A reagao
para formacéo do indofenol € mostrada no Esquema 4. O indofenol tem coloragao azul
intensa e pode ser quantificado por sua respectiva absorbancia no comprimento de
onda de 630 nm (Weatherburn, 1967).

0® N
©’ o NaslFe(CN)sNO] g \@\ 9 o
NH; + 2 + 3CIO ' ] — ot 2H,0 + "OH + 3CI
0 0
INDOFENOL

Esquema 4: Formagao do indofenol a partir da reagao entre amdnia e fenol, na presenga de hipoclorito

de sddio, catalisada por nitroprussiato de sodio.

Os compostos 4 e 5 (Figura 10, p. 27) foram analisados em triplicata, a uma
concentracéo de 100 pM, utilizando-se o acido acetohidroxadmico (AAH, Figura 15)
como controle positivo. A inibicdo média dos compostos foi determinada para a urease
de Canavalia ensiformis (tipo Ill), a uma concentragdo de 2,5 U mL-! e na presenga de
ureia a 100 mM. Os testes foram realizados pela Dr? Luciana Pereira e graduanda Ana
Julia Batista, supervisionadas pelo Prof. Dr. Angelo de Fatima, no Grupo de Estudos
em Quimica Organica Biolégica (GEQOB) na UFMG.
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(AAH)

Figura 10: Estruturas quimicas dos compostos utilizados no ensaio de inibicao de urease.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Aspectos gerais

ApoOs a realizagao de cada reagao o produto obtido foi caracterizado por
espectroscopia no RMN. No Anexo 1 (p. 45-52) sdo apresentados os espectros de
RMN de 'H, *C e DEPT dos compostos 1 a 5.

Os procedimentos experimentais empregados foram adequados para levar
a obtencado de todos os triterpenos inicialmente planejados. De forma indireta, o
rendimento global foi calculado de acordo com a quantidade de lupeol utilizado até a
quantidade obtida do composto 1, de forma proporcional as quantidades utilizadas em

cada reagao, levando a um rendimento aproximado de 31%.

4.1.1 Lupen-20(29)-3-ona (4)

Figura 11: Estrutura quimica de lupen-20(29)-3-ona (4).

A reagao para obtencdo de 4 (Figura 11) ndo apresentou obstaculos
significativos. Aplicando-se os procedimentos descritos foi possivel obter rendimentos
de até 86%, apos purificagdo em CC.

Essa reacao se inicia com um ataque ao atomo de cromo pela hidroxila do

substrato organico, em meio acido, gerando um intermediario organocromico. Este
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intermediario, apds a abstracao do préton do carbono carbindlico, leva a formagao da
cetona do respectivo alcool e, posteriormente, a formagao de cromo (lII) de coloragéo
verde (Figura 12) (Li, 2014).

H\o+
II<)
/Cr\ .
NG e

Figura 12: Mecanismo reacional adaptado da oxidacdo de Jones (Li, 2014).

A confirmacao de formacado do produto foi feita pelas analises dos
espectros de RMN de 'H e *C e a comparacdo dos dados com os disponiveis na
literatura. Comparando-se os espectros de RMN dos compostos 5 e 4 (Figuras A1 a
A6, p. 46 a 48), é possivel encontrar mudancas significativas nos sinais presentes,
que confirmam a formacgao do produto.

Nas expansodes dos espectros de RMN de 'H dos compostos 5 e 4 (Figura
13, p. 30), destaca-se o sinal em on 3,21, atribuido a H-3, observado apenas no
material de partida. O ndo aparecimento desse sinal no espectro do composto 4
evidencia a formacdo da carbonila cetbnica nessa posicdo. Outra mudanca
significativa comparando as duas expansdes € o aparecimento de um multipleto entre
OH 2,45-2,55 (1H) no espectro de 4 e a mudanga do valor de integragdo do multipleto
entre on 2,35-2,40 de um para dois hidrogénios (Figura 13, p 30). Esses novos sinais
centrados em o1 2,41 e 2,50 sdo atribuidos aos dois hidrogénios a-carbonilicos
diastereotdpicos H-2, sendo que um dos hidrogénios H-2 ficou sobreposto ao sinal de
outro hidrogénio. O outro hidrogénio com sinal em 6+ 2,4 é atribuido a H-19 presente

em ambos os compostos.
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Figura 13: (a) Expanséo do espectro RMN de 'H de 3, (b) Expansao do espectro de RMN de 'H de 4.

Além disso, observa-se a mudanga no deslocamento dos sinais atribuidos
aos grupos -CHs dos carbonos C-23 a C-28 (Figura 14). Originalmente, podem ser
observados seis singletos distintos, com deslocamentos variando de 61 0,78 a 1,05,
que se convertem em apenas cinco singletos distintos, com deslocamentos variando
de o+ 0,81 ppm a 1,09, e esse ultimo sinal integrado para 6H. Essa mudanga ocorre
pela formacdo da cetona em C-3, tornando os hidrogénios em C-23 e C-24

praticamente idénticos, levando a sobreposi¢cao de seus sinais.

o h w wm ~ o o o Oh ao
(@) = S o o o (b) = 2= = o
|'
|| || | | | || !| | |
I (l .II ll | [ J}
[N B T e i AN, PO s
300 3.08 304 307 341 3.14 83 W e
10 1.05 100 08 059 085 080 110 105 100 095 090 08 08 075

Figura 14: (a) Expansao do espectro RMN de 'H de 3, (b) Expansao do espectro RMN de 'H de 4.

Nos espectros de RMN de '*C, destaca-se como mudanc¢a mais evidente,
o sinal do carbono C-3, que originalmente tem deslocamento em éc 79,0 para o
composto 5, caracteristico de carbono carbindlico, e passa a ter deslocamento de &c
218,2 para o composto 4, caracteristico de carbono carbonilico de cetona. A Tabela
1, apresenta os dados de RMN de '3C obtidos para 4 e a comparagdo com os da
literatura (Xu et al., 2018).
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Tabela 1: Dados de RMN de **C (150 MHz, CDCls) de 4 e comparacdo com dados da literatura (25
MHz, CDCIs) (Xu et al., 2018)

N° | Tipo | 6 (ppm) | Xu etal. 6 (ppm) | N° | Tipo | 6 (ppm) | Xu et al. & (ppm)
1 | CH2 39,6 39,6 16 | CH2 35,5 35,5
2 | CH2 34,2 34,1 17| C 43,0 42,9
3 |C=0| 2182 218,2 18| CH 48,0 47,9
4| C 47,3 47,2 19| CH 48,2 48,2
5| CH 54,9 54,9 200 C 150,9 150,8
6 | CH2 19,7 19,6 21| CH2 29,8 29,8
7 | CH2 33,6 33,5 22| CH2 40,0 39,9
8| C 40,8 40,7 23 | CHs 26,7 26,6
9| CH 49,8 49,8 24 | CHs 21,0 20,9
10| C 36,9 36,8 25| CHs 15,8 15,7
11| CH2 21,5 21,4 26 | CHs 16,0 15,9
12| CH2 25,2 251 27 | CHs 14,5 14,4
13| CH 38,2 38,1 28 | CHs 18,0 17,9
14| C 429 42,8 29| CH2 | 1094 109,5
15| CH2 27,4 27,4 30 | CHs 19,3 19,2

4.1.2 2-hidroxilup-1,20(29)-dien-3-ona (3)

Figura 15: Estrutura quimica de 2-hidroxilup-1,20(29)-dien-3-ona (3).
A obtencao de 3 (Figura 15) foi a etapa que apresentou os maiores desafios.

Considerando-se a montagem do sistema e os reagentes empregados, esta reagao

destacou-se como a mais complexa de se realizar. Além disso, fatores externos como
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a temperatura ambiente e umidade relativa do ar também afetam diretamente os
resultados.

A segunda etapa reacional consiste na formacédo de uma dicetona ciclica,
cujo mecanismo proposto € ilustrado na Figura 16. Esse mecanismo envolve a
formacgao de um intermediario a-ceto-hidroperdxido, auxiliado pela presenca do anion
terc-butdxido, que promove a desprotonagao do carbono a. A decomposi¢cao desse

intermediario leva a formacéo do diosfenol como produto (Rao et al., 1979).

>L.C.): K* O,H 7KO'I-‘

P HO* H

& S m
Bete m

Figura 16: Mecanismo adaptado da auto-oxidacéo de cetonas ciclicas para formacgéo de
diosfenois (Rao et al., 1979).

Apesar das diversas tentativas de purificagao por cromatografia em coluna,
o produto ndo pbde ser isolado eficientemente do produto bruto da reagdo. Em alguns
casos, as fracbes obtidas da coluna apresentavam multiplas manchas nas
cromatoplacas, as quais nao foram observadas nas CCDs do material antes de ser
submetido a CC, indicando possivel degradacédo do produto em contato com a silica.
Em outras tentativas, o produto bruto apresentava muitas manchas na cromatoplaca
antes da purificagao, dificultando a identificagdo da formacao do produto desejado.

De acordo com a literatura, esta reacdo pode levar a formacédo de
subprodutos dependendo de fatores como a concentracao de Oz e tempo de reacao
(Urban et al., 2004; Wei; Ma; Hattori, 2009). Considerando-se que empregou-se ar
atmosférico como fonte de oxigénio, fatores como a umidade relativa e impurezas

podem ter impactado negativamente nos resultados obtidos. Assim, visando maior
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rendimento em etapas posteriores, o produto bruto foi analisado por RMN de 'H e *C
e, apos confirmada a sua presenga na amostra, foi utilizado como substrato da reagéo
seguinte. Comparando-se os espectros de RMN dos compostos 3 e 4 (Figuras A4 a
A9, p. 46 a 49), é possivel encontrar mudangas significativas nos sinais presentes,
que confirmam a formacgao do produto.

No espectro de RMN de 'H (Figura A7, p. 49), destaca-se o aparecimento
de um singleto em 6n 6,46, atribuido ao hidrogénio em C-1, referente ao hidrogénio
do grupo enol (Figura 17). Além disso, os sinais atribuidos aos hidrogénios dos
carbonos metilicos (C-23 a C-28), sofrem mudangca em seus respectivos
deslocamentos. Em decorréncia da deslocalizagao eletrébnica no grupo enol
envolvendo os carbonos C-1a C-3, os carbonos C-23 a C-26 tém blindagem eletrénica
menor, aumentando os deslocamentos de seus respectivos hidrogénios (Figura 18, p.
34). Os sinais entre on 4,5 e 4,8 (Figura 17 e A7, p. 49), referentes os hidrogénios
olefinicos H-29, indicam a presenca de mais de um triterpeno de esqueleto lupanico,

sendo associados as duas formas possiveis do equilibrio ceto-endlico de 3 (dicetona

B (d)
‘,‘ fl.i

e o diosfenol).

C(m)
4.61

A (s)

— —— — = =
6.5 6.4 4.8 4,7 4.6
f1 (ppm)

Figura 17: Expansao do espectro RMN de 'H de 3.
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Figura 18: (a)Expansao do espectro RMN de 'H de 4, (b) Expansao do espectro RMN de 'H de 3.

Nos espectros de RMN de '3C e DEPT135 de 3 (Figura A8 e A9, p. 49 e 50)

€ possivel observar a presencga dos sinais em 6c 144,1 e oc 129, atribuidos a C-1 e

C-2, que indicam a formacédo do enol do composto 3. Ocorreu a mudanga do

deslocamento de C-3 de 6c 218 em 4 para 6c 201,3 em 3. Essa diminuicdo do

deslocamento esta relacionada a formacao de uma dupla ligagdo em conjugagao com

a carbonila originalmente presente na estrutura. Na Tabela 2 consta a comparagéao

dos sinais do espectro de RMN de "*C obtido (Figura A8, p. 47) com dados da

literatura (Kacharov et al., 2013).

Tabela 2: Dados de RMN de "*C (150 MHz, CDCls) de 3 e comparacdo com dados da literatura (75
MHz, CDCls) (Kacharov et al., 2013)

Kacharov et al.

Kacharov et al.

o H o H
N° | Tipo | 6 (ppm) 5 (ppm) N Tipo o (ppm) 5 (ppm)
1| CH 129,1 129,23 16 CH2 35,5 35,75
2 |[C-OH| 1439 144,10 17 C 44,0 44,20
3 | C=0] 201,3 201,48 18 CH 48,2 48,40
4 C 45,6 45,85 19 CH 47,9 48,17
5| CH 54,0 54,21 20 C 150,7 150,92
6 | CHz 21,2 21,41 21 CH> 29,8 30,03
7 | CH2 33,9 34,16 22 CH2 40,0 40,21
8 C 43,0 43,25 23 CHs 27,4 27,58
9 | CH 48,2 48,16 24 CHs 20,2 20,41
10| C 41,7 41,92 25 CHs 18,8 18,99
11| CH2 21,6 21,85 26 CHs 16,5 16,72
12| CH2 25,0 25,23 27 CHs 14,4 14,68
13| CH 38,1 38,88 28 CHs 18,0 18,29
14| C 43,0 43,41 29 CHz 109,6 109,78
15| CH2 271 27,35 30 CHs 19,3 19,53
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4.1.3 Acido 2,3-seco-lup-20(29)-eno-2,3-dioico (2)

Figura 19: Estrutura quimica de acido 2,3-seco-lup-20(29)-eno-2,3-dioico (2).

Dentre os principais desafios relativos a obtengdo do composto 2 (Figura
19), destaca-se a sua purificagdo. Ainda assim, foi possivel detectar o completo
consumo do material de partida e a formagdo do produto desejado, por meio de
analise em CCD comparado ao produto obtido pelo extrato natural.

A clivagem do anel A para a formagdo do composto 2, é realizada com
peréxido de hidrogénio em meio basico (hidréxido de potassio). Pelo equilibrio ceto-
endlico, o substrato (3) pode também se apresentar na forma de uma dicetona, cujas
carbonilas se tornam disponiveis para um ataque nucleofilico do anion hidroperdxido
formado no meio. Logo em seguida, a estrutura sofre um rearranjo e forma um
intermediario anidridico ciclico, de 7 membros. Esse intermediario passa por uma
hidrélise, em decorréncia dos ions hidroxido, levando a formacao do triterpeno
dicarboxilado 2 (Figura 20, p. 35) (Yaremenko et al., 2016).
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Figura 20: Mecanismo adaptado de clivagem do anel A do triterpeno 3 (Yaremenko et al.,
2016).

As dificuldades encontradas para a purificagdo do produto foram em
decorréncia de impurezas da etapa anterior. Foram isoladas trés diferentes fracoes,
com massa total de 120 mg. Dessas frag¢des, foi possivel isolar 40 mg em estado de
consideravel pureza, de acordo com os dados espectroscépicos de RMN de 'H e **C.

Nos espectros de RMN de 'H (Figura A10, p. 50), a auséncia do singleto
em OH 6,5 se destaca como principal evidéncia do consumo de 5 como reagente. Além
disso, o multipleto com deslocamento centrado em éx 2,52 (H-1) aponta a mudancga
das ligagdes sofridas pelo carbono C-1 (Figura 21). Observa-se também a mudancga
nos deslocamentos dos carbonos metilicos (Figura 22, p.36), em que é possivel
observar seis singletos, dos quais dois tém deslocamentos em ou 1,20 e 1,27,
atribuidos aos hidrogénios H-23 e H-24, que ficaram mais desblindados por sofrerem

efeito indutivo retirador de elétrons em decorréncia da carboxila em C-3.

1(tq) {b) | ke (m) J (td)

2.40 2.52 2.40

(a)

A (s)

6.46

2.24 1.00

T T T A v ' . ' . T T T T T T T
6.5 [,I_-'] 2.6 2.5 2.4 J0 265 260 255 250 245 240 235 230
f1 (ppm) Il {(ppm)

Figura 21: (a) Expansao do espectro RMN de 'H de 3 (b) Expanséao do espectro de RMN de 'H de 2
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Figura 23: (a) Expanséo do espectro RMN de 'H de 3 (b) Expansao do espectro de RMN de 'H de 2.

Analogamente, a principal evidéncia da formagdo do composto 2 nos
espectros de RMN de "*C e DEPT-135 (Figura A11 e A12, p. 51) € a mudancga dos
deslocamentos dos sinais atribuidos aos carbonos C-1 a C-3. Observa-se a auséncia
da detecgao dos sinais em oc 129,3 e 143,9 relativos ao enol, e o surgimento de sinais
em oc 187,1 e 178,0 dos carbonos C-2 e C-3, caracteristico de acidos carboxilicos. A
similaridade dos dados de RMN de "*C obtidos com os dados disponiveis na literatura

(Camargo et al., 2022) confirmam a obteng¢ao do composto 2 (Tabela 3).

Tabela 3: Dados de RMN de **C (150 MHz, CDCl3) de 2 e comparacao com dados da literatura (CDCls)
(Camargo et al., 2022)

ol = Camargo etal. | ., . Camargo et al.
N°| Tipo | 6 (ppm) 5 (ppm) N Tipo o (ppm) 5 (ppm)
1| CH2 41,0 40,9 16| CH: 35,5 35,5
2 | COH| 178,0 178,5 17 C 43,2 43,2
3| COH| 187,1 187,5 18 CH 48,4 48,4
4 C 45,8 45,6 19 CH 48,0 48,0
5| CH 48,3 48,2 20 C 150,9 150,9
6 | CH2 21,5 21,3 21 CH: 29,8 29,8
7 | CH2 33,5 33,7 22| CHq 40,0 39,9
8 C 41,9 41,8 23| CHs 29,7 29,8
9| CH 41,2 41,7 24| CHs 21,5 21,3
10| C 40,7 40,7 25| CHs 20,6 20,8
11| CH:2 19,6 19,2 26| CHs 16,0 15,9
12| CH:2 25,1 24.9 27| CHs 14,6 14,6
13| CH 38,0 37,9 28| CHs 18,0 18,0
14| C 43,0 43,2 29| CHq 109,5 109,4
15| CH:2 27,5 27,5 30| CHs 19,3 19,2
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4.1.4 Acido 30-0x0-2,3-seco-lup-20(29)-eno-2,3-dioico (1)

Figura 24: Estrutura quimica do acido 30-oxo0-2,3-seco-lup-20(29)-eno-2,3-dioico (1).

A ultima etapa reacional, apds purificacdo, permitiu obtencdo de uma massa
total de 25 mg do produto 1 (Figura 24). Os dados obtidos dos espectros de RMN de
'He "C (Figura A13 a A15, p. 52 e 53), em comparagao com os resultados de Quintao
e colaboradores (Quintédo, 2023), confirmam a formag¢ao do produto desejado, como
mostrado na Tabela 5.

A Ultima reagao da semissintese ocorre pelo ataque do par de elétrons
da dupla ligagao ao atomo de selénio. Simultaneamente, um dos oxigénios abstrai um
hidrogénio do carbono -CHs alilico. Essa etapa permite a mudancga de localizagéo da
dupla ligagéo. Por um ataque intramolecular, o intermediario sofre novo rearranjo em
sua estrutura, no qual o oxigénio se liga ao carbono =CH2 terminal e reestabelece-se
a dupla ligagao do alceno original da estrutura. Apds esse processo, 0 composto sofre
uma segunda desprotonagéo que leva a formagao do aldeido como produto final € a
formacdo de agua e selénio elementar como subprodutos da reacédo (Figura 25)
(Nakamura; Nakada, 2013).

0=86=C; HO\ _0: . @e@

% W B

J
W W Y

-H,0

\:)kH

Figura 25: Mecanismo de oxidacéo alilica na presencga de SeO:
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De acordo com o espectro de RMN de 'H (Figura A13, p. 52) da amostra
observam-se evidéncias que indicam a formacéao de 1. Destacam-se como sinais mais
relevantes, os singletos em ox 9,53, 6,31 e 5,96, atribuidos aos hidrogénios ligados
aos carbonos do aldeido (Cso) e da dupla (C29), respectivamente (Figura 26). Além
disso, a auséncia de um singleto em o1 1,7, relativo a metila C-30 do composto 2, é

uma confirmagao da formagao do produto esperado.

M
L
a

6,31
—5,96

I
'..!lt ' g '.-'ll'a_'_L

100 0.2 0.98

T T = # T T T T
06 95 94 64 63 62 61 60 59

Figura 26: Expansao do espectro RMN de 'H de 1.

Quanto aos espectros de RMN de 3C e DEPT-135, destacam-se os sinais em
oc 195,3, 187,3 e 178,3 sendo associados a C-30, C-3 e C-2, respectivamente. Apesar
da auséncia de alguns dos sinais esperados para a substancia as evidéncias
observadas nos espectros de RMN de **C e de "H confirmam a formagao do composto
1.
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Tabela 4: Dados de RMN de "*C (150 MHz, CDCI3) de 1 em comparagado com dados da literatura
(CDCIs) (Quintao, 2023).

Quintao et al. 6 Quintao etal. &

o 1 o H
N°| Tipo | & (ppm) (ppm) N° | Tipo | & (ppm) (ppm)
1| CH2 41,0 41,1 16 | CH2 35,3 35,4
2 |CO2H| 178,3 178,0 17| C 43,3 43,3
3 |CO2H| 187,3 187,0 18| CH 48,4 48,3
4 C 45,8 45,9 19| CH 48,4 48,3
5| CH 48,4 48,0 20| C - 166,7
6 | CH2 21,4 21,5 21| CHz 33,9 33,7
7 | CH2 33,9 33,8 22 | CHz 39,9 39,9
8 C 41,9 41,9 23 | CHs 29,7 28,8
9| CH 41,9 41,8 24 | CHs 21,9 221
10| C 40,7 40,7 25| CHs 19,4 20,5
11| CH2 20,7 21,5 26 | CHs 15,9 15,9
12| CH2 - 22,7 27 | CHs 14,4 14,4
13| CH 37,6 37,6 28 | CHs 17,8 17,8
14| C 43,1 43,1 29 | CHz - 133,6
15| CH2 27 4 27,3 30 | CHO | 195,2 195,3

4.2 Ensaio de Inibicao da Urease

O ensaio de inibicdo da urease foi conduzido com o objetivo de avaliar o
potencial de triterpenos na modulagdo da atividade enzimatica. Neste trabalho, foi
possivel realizar os testes com os compostos 4, 5 e o controle positivo (Figura 10, p.
27). Os demais derivados, devido ao tempo necessario para sua obtengao, ainda néo
foram avaliados, mas seréo submetidos aos ensaios futuramente.

Os dois compostos testados apresentaram porcentagem de inibicao de 15,0%
para lupeol e 33,1% para lupenona, enquanto o controle positivo, AAH, apresentou
valor igual a 36,0% (Tabela 5). Observa-se que a modificagao estrutural do lupeol (5)
para lupenona (4), levou a significativo aumento da atividade inibitéria. Isso demonstra
resultados promissores para a lupenona (4) e reforcam a importéncia de realizar os

ensaios para os demais derivados obtidos nas etapas de modificagbes seguintes,
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tornando a continuagcdo do estudo necessaria para o aprofundamento da

compreensao da atividade de triterpenos como inibidores de urease.

Tabela 5: Porcentagem da média de inibicdo de urease dos compostos AAH, 4 e 5

Composto % média de inibicao Desvio padrao
AAH 36,0 +3,4
5 15,0 +3,6
4 33,1 16,3
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5 CONCLUSAO

Nesse trabalho, foram sintetizados dois triterpenos pentaciclicos A-seco
dicarboxilados, identificados como acido 30-ox0-2,3-seco-lup-20(29)-eno-2,3-dioico (1)
e acido 2,3-seco-lup-20(29)-eno-2,3-dioico (2), atingindo-se assim, o objetivo principal
do estudo. A sintese desses compostos foi possivel a partir da metodologia proposta
e confirmada pela analise dos espectros RMN de 'H e *C, demonstrando a sua
viabilidade e se apresentando como via promissora para o aprofundamento de
estudos de atividade biolégica desses compostos.

A metodologia ainda precisa passar por revisbes e melhorias, com o
objetivo de se contornar os problemas enfrentados em cada etapa, de forma a obter
melhores rendimentos e fracbes de pureza elevada, requisito essencial para estudos
de bioatividade. Ainda assim, foi possivel obter rendimento global aproximado de 31%,
mostrando sua relevancia e pertinéncia na sintese dos compostos em questéao.

Os ensaios enzimaticos realizados para inibicdo de urease mostram que a
modificagao estrutural do lupeol pode levar a estruturas de maior atividade inibitoria e
abre espaco para exploracdo de outras modificacbes na busca de triterpenos com

maior afinidade para esse grupo de enzimas de interesse medicinal e agricola.
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Figura A1: Espectro de RMN de "H do composto 5 (CDCls, 600 MHz)
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Figura A5: Espectro de RMN de "*C do composto 4 (CDCls, 150 MHz)
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Figura A6: Espectro DEPT-135 do composto 4 (CDCls, 150 MHz)
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Figura A7: Espectro de RMN de 'H do composto 3 (CDCls, 600 MHz)
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Figura A8: Espectro de RMN de "*C do composto 3 (CDCls, 150 MHz)
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Figura A9: Espectro DEPT-135 do composto 3 (CDCls, 150 MHz)
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Figura A10: Espectro de RMN de '"H do composto 2 (CDCls, 600 MHz)
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Figura A11: Espectro de RMN de "*C do composto 2 (CDCls, 150 MHz)
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Figura A12: Espectro DEPT-135 do composto 2 (CDCls, 150 MHz)

190

51



@ mo& RBERESIFERR28IS
a - . 1 e e e e e s R =N =]
| B
A =1 &
o © u
I
A ._.|1 o
L0 n.52 086
v T A T T T !
U6 95 U4 64 63 62 61 60 50 ”2-5
1 (ppm) (ppm)
l|5'|-:
.53
00 95 90 RS 80 75 70 65 G0 55 S50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 -0
f1 (ppm)
Figura A13: Espectro de RMN de '"H do composto 1 (CDCls, 600 MHz)
-
E:Q AERt8RBBERAERRETERRER
%E;E 3#???_$ﬂﬁﬂﬂl$ﬁﬂﬁﬁﬂﬁﬂ$
Mm@ D@ M@ . RTOMANGT
PYPeTIERR AT AR AAgangs
P N S - KbiE N e

0 5
1 {ppm)

50

a0

B0

30 220 20 00 120 g W

1 (ppm)

Figura A14: Espectro de RMN de "*C do composto 1 (CDCls, 150 MHz)

150 190 180 170 160 150 140 130

52



—195.22
36
B4
98
1}
57
2

I-33.85

{307
37
41
&7
£}
80
o3
43

——y
3o 2x2p 210

T hd T - v T - T hd T v T B T v T v T T ag T v T v T ad T r T T T ad T T T T - T
00 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8) O 60 S0 40 30 X @ O
f1 {ppm)

Figura A15: Espectro DEPT-135 do composto 1 (CDCls, 150 MHz)
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