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RESUMO

Durante a investigacdo de Lophanthera lactescens Ducke, familia
Malpighiaceae, foram isoladas varias substéncias, entre elas um limonoide que
devido a fracdo cloroférmica foi chamado de LLD-3 e como este composto é
altamente funcionalizado, foram realizadas algumas tentativas de transformacdes
guimicas.

Foram feitas duas tentativas de eliminagdo da hidroxila terciaria, usando
como reagentes desidratantes p-TsOH e DCC. Ambas as reacGes ndo deram os
resultados esperados, e assim, foram feitos estudos de modelagem molecular a
fim de averiguar os efeitos estéricos que possivelmente impediram a desidratacdo
de LLD-3.

Foi feita uma reacdo de hidrogenacdo das ligacdes duplas, mas somente a
ligacdo dupla do anel lactdnico foi hidrogenada, o que foi comprovado por andlise
de RMN de 'H e IV.

Foram também realizados testes farmacologicos que ndo mostraram
atividade antiinflamatéria até a dose de 0,5 mg/kg. A LLD-3 nas condi¢des
utilizadas nos testes é capaz de produzir efeitos tdxicos sobre o tecido hepatico e

provoca lesdo no sistema urinario.



Um isolamento de LLD-3 de uma outra amostra de madeira de
Lophanthera lactescens forneceu somente uma quantidade infima de LLD-3,
insuficiente para realizar outras transformacdes quimicas e como alternativa foram
preparados alguns derivados do lupeol que foram analisados quanto a sua
atividade anti-HIV.

Foram feitas também algumas modificacbes quimicas com o lupeol, um
triterpeno pentaciclico da série dos lupanos. A reacdo de hidrogenacdo do lupeol
foi feita com Pd-C 10% e a analise dos espectros de IV, RMN de H e 13C e DEPT
mostrou que houve reducdo da ligacdo dupla.

Foi feita epoxidacdo da ligacdo dupla do lupeol com m-CPBA e analise de
RMN de H e BC e IV comprovou a obtencdo do epdxido denominado lupeol-EP.
A partir deste produto, foi feita uma reacdo de abertura do anel oxirdnico sendo
que a analise de espectros de RMN de 'H e 13c, DEPT e IV mostrou a formacao
do monoalcool.

Os testes anti-HIV mostraram que hé inibicdo de HIV-1 na célula MT2
(similar a célula H9) em torno de 40% somente com os derivados lupeol-29-ol e
lupeol-EP. O proprio lupeol e o lupeol-H ndo foram testados porque ndo séao

soliveis no solvente utilizado nos testes (DMSO).



ABSTRACT

During the chemical investigation of Lophanthera lactescens Ducke,
family Malpighiaceae, a number of compounds were isolated, among them a new
limonoid which was named LLD-3 and since this compound is highly
functionalized, various transformations were attempted.

Two dehydration reactions were attempted using either p-TsOH or DCC but
only starting material was recovered. In order to investigate the possible influence
of steric effects, a molecular modelling study of the original compound and of its
unsaturated derivatives was also made.

Hydrogenation of LLD-3 with Pd-C 10% led to the reduction of only the C1-
C2 double bond, which was shown by NMR spectroscopy.

Farmacological tests were also carried out but did not shown antiinflamatory
activity even 0,5 mg/kg doses. LLD-3 in the conditions used in these tests is able
to induce toxic effects on the hepatic tissue and also gives rise to lesions in the

urinary sistem.



A new isolation of LLD-3 from a another sample of wood furnished only an
amount too small to be useful for further reactions and as an alternative, a few
derivatives of lupeol were prepared and tested against HIV.

Hydrogenation of lupeol with Pd-C 10% afforded the saturated compound
as proven by NMR and IR spectroscopy.

Epoxidation of the double bond of lupeol with m-CPBA led to the expected
product, confirmed by NMR and IR spectroscopy. Reaction of the epoxide with
LiAlH, led to the formation of the corresponding alcohol as shown by NMR and IR
spectroscopy.

Anti-HIV tests with lupeol-29-ol and lupeol-EP afforded around 40%
inhibition of HIV-1 in MT2 cells (similar to H9 cells). Lupeol and its saturated
derivative lupeol-H were not tested because they were not soluble in the solvent

used (DMSO).
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AIDS - Acquired Immunodeficiency Syndrome (Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida)

AZT - 3'-azido-3'-deoxitimidina
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DCC - Dicicloexilcarbodiimida
dd - Duplo dublete
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dt - Duplo triplete
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HETCOR - Heteronuclear Correlation Spectroscopy (Correlagdo de deslocamento
quimico heteronuclear)

HIV - Human Immunodeficiency Virus (Virus da Imunodeficiéncia Humana)

IC5q - Concentragdo que inibe 50% dos individuos

IV - Infravermelho
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Me - Metil

m-CPBA - Acido m-cloroperbenzéico



p-TsOH - Acido p-toluenossulfénico

PM3 - Parametric Method Number 3 (MOPAC)

g - Quarteto

RMN de H - Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
RMN de ¥C - Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13
s - Singlete

t - Triplete

THF - Tetraidrofurano

Tig - Tigloil

TMS - Tetrametilsilano
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1 - INTRODUCAO

1.1 - Limondides

Limondides sdo triterpenos modificados, com um esqueleto basico 4,4,8-
trimetil-17-furanilesterdide. Cerca de 300 substancias ja foram isoladas. Uma de
suas caracteristicas estruturais é a presenca de um anel furénico. S&o
constituintes predominantes em plantas da ordem Rutales que compreende as

familias Meliaceae, Rutaceae, Simaroubaceae e Cneoraceae.!

Devido as suas atividades biologicas variadas, a familia Meliaceae possui
0 maior nimero de limonoides isolados de suas plantas. A Carapa guianensis,
conhecida como andiroba, possui limonoides da classe gedunina e azadiradiona e
€ usada na medicina popular devido as suas propriedades como cicatrizante,
emoliente, antisséptico e antiinflamatério e o seu dleo & usado como repelente
contra insetos. O manuseio com madeiras desta familia sempre provoca reacGes

alérgicas, como dermatites de contato e problemas respirat()rios.2



A familia Rutaceae contém 150 géneros, 900 espécies divididas em 4 ou 5
subfamilias. Comercialmente, o género Citrus é 0 mais importante porque possui
plantas com propriedades laxativa, expectorante e hipertensiva. O precursor da
limonina, limondide que estd presente no tecido de frutas do género Citrus, apos
ruptura do tecido se converte em limonina (Fig. 8) que é a responsavel pelo
amargor que desenvolve gradualmente em sucos de frutas apdés sua preparacgao.
Este género contém de 12 a 15 espécies, entre elas a Citrus aurantium,
conhecida como laranja amarga, que possui limondides como limonina e

3 A calamondina (Citrus reticulata var. austera X Fortunella sp.) é um

nomilina.
hibrido dos géneros Citrus e Fortunella, e portanto os limondides contidos nesta
planta vem da mistura dos dois géneros. Sementes de Citrus contém uma enzima
que em pH 8 abre o anel D lactamico dos limondides para a producdo de sais
soliveis em agua. A familia Rutaceae é rica em metabdlitos secundarios com

potente  atividade  biodinamica.*

Os limonodides sdo classificados em 10 grupos, a saber:



Grupo 1 : Protolimonoides

Protolimondides sdo triterpenos que possuem esqueleto do tipo
tirucalano/eufano  [H-20,C-20(R);H-20,C-20(S)]. Este precursor é formado a partir
do tirucalol ou eufol : a abertura do epdxido 7,8 permite a migracdo do grupo metil
da posicdo 14 para a 8, cria insaturacdo na posicdo 14, e suporta um grupo
hidroxila em C-7, segundo o Esquema 1. A oxidacdo do anel A ou do anel D, ou
de ambos na posicdo a relativa a insaturacdo ocorre através da reacdo de
Baeyer-Villiger. A oxidacdo da cadeia lateral € um pré-requisito para a formacao

do sistema C-17 furandide, tipico dos limondides (Esquema 2).1



Esquema1 :
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Esquema 2 : Rota biossintética do anel furanico de um limonoide

Do fruto de Phellodendron chinense (Rutaceae) foram isolados varios
protolimondides tais como cneorina-NPy (1) e hispidol A (II) (Fig. 1)°, que também

podem ser encontrados em plantas das familias Cneoraceae e Meliaceae.®”

O

Figura 1 : Estrutura da cneorina-NP4 (1) e hispidot A (II)



Alguns limondides ndo sdo caracteristicos apenas de uma familia. Isso
indica a existéncia de processos de fotooxidagdo, mostrando que o0s estagios
iniciais da biossintese dos limondides também s&o semelhantes em todas as

familias.

Grupo 2 : Limondides apo-eufol

Sdo limondides com o0 esqueleto basico 4,4,8-trimetil-17-furanilesterdide.
Chisocheton microcarpu58 e Entandrophragma delevoyig, ambas da familia
Meliaceae, sd@o exemplos de plantas que contém limondides da classe azadirona

() (Fig. 2).

Figura 2 : Estrutura da azadirona (lll)

6



4 Grupo 3 : Limonodides D-seco

Os limondides D-seco sdo formados pela oxidagdo do anel D dos
limonodides apo-eufol. A gedunina (IV) (Fig. 3) pode ser encontrada na planta

Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae).’

Figura 3 : Estrutura da gedunina (IV)



Grupo 4 e 5 : Limonodides B,D-seco

A oxidacdo de Baeyer-ViIIiger10 do anel B dos limonoides D-seco, produz os
limondides B,D-seco. A 2- hidroxi- 6- deoxiswietenina (V) é um exemplo de
limonoide isolado de Capuronianthus mahafalensis, assim como a pseudrelona
A2 (VI) que é extraida de Neobeguea mahafalensis e 2a- acetoxi- 3a- hidroxi-
3,3- dihidro- angolensato (VIlI) isolada de Quivisianthe papinae (Fig. 4),

(Meliaceae).™

OTig (V)

(6]
T,
Tig = >:<
iPr = T:H — CHs
CHj,
Me = CH3
OAc = 0OCOMe
COMe Vi) R=H, «OH

Figura 4 : Estrutura da 2- hidroxi- 6- deoxiswietenina (V), pseudrelona A,
(VI) e 2a- acetoxi- 3a- hidroxi- 3,3- dihidro- angolensato (VII)



¢ Grupo 6 : Limonosides A-seco

Sdo formados pela oxidacdo do anel A dos limondides apo-eufol. Séo
encontrados em plantas da familia Rutaceae como, por exemplo, a

Phellodendron amurense, que contém limondides do tipo kiadalactonas, como a

/
O
B Sy

kiadalactona A (VIII) (Fig. 5).%

Figura 5 : Estrutura da kiadalactona A (VIII)

¢ Grupo 7 : Limondides A,B-seco

A oxidacdo e posterior aberturado anel B dos limondides A-seco levam a
formagdo dos limonodides A,B-seco. S&o caracteristicos da familia Meaceae,
encontrados em plantas como Turraea floribunda, que possui prieurianina e
havanensina, e Trichilia rubra, originaria da bacia amazbnica, que possui

rubrinas A-E, rubralina C (IX) (Fig. 6) e hispidina A.*3%4



Figura 6 : Estrutura da rubralina C (IX)

¢ Grupo 8 : Limondides C-seco

Esses compostos sdo formados a partir da oxidacdo do anel C dos
limonoides apo-eufol. Os limondides C-seco possuem atividade biologica
proeminente e sdo encontrados somente nos géneros Azadirachta e Melia
(Meliaceae). A azadiractina (X) (Fig. 7), substancia encontrada nos dois géneros,
causa grandes distdrbios no crescimento de insetos quando usada pura ou como
ingrediente de extratos de sementes. A sua estrutura € bastante complexa,

dificultando assim a sua sintese.l
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Figura 7 : Estrutura da azadiractina (X)
Grupo 9 : Limonodides A,D-seco

S8o formados a partir da oxidacdo de Baeyer-Villiger do anel A dos
limonodides D-seco. Sado encontrados nas familias Meliaceae, Rutaceae e

Simaroubaceae.

Na familia Simaroubaceae, Harrisonia é o0 U(nico género que possui
limondides, como por exemplo Harrisonia perforata, H. abyssinica e H. brownii,
que contém perforatina e perforatinolona. A H. perforata é usada na medicina

popular para o tratamento de sarna.t>16

Na familia Meliaceae, a Carapa grandiflora possui carapolidas,

caracteristicas desta planta.’
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Encontra-se na familia Rutaceae o0 género Esenbeckia que contém
rutaevina e limonina (XI) (Fig. 8) caracteristicos das plantas Esenbeckia litoralis,
E. berlandieri e E. flava. Quando os limondides ocorrem em espécies de um
certo género todas as espécies daquele género contém limonoides, o que foi

comprovado com testes feitos com plantas do género Esenbeckia.'®

Figura 8 : Estrutura da limonina (XI)

Grupo 10 : Limondides B-seco

A oxidagdo e posterior abertura do anel B dos limonodides apo-eufol levam a
formacdo dos limonoides B-seco, mantendo-se o anel A intacto. A planta Toona
ciliata (Meliaceae) possui toonacilina (XIlI) (Fig. 9) e 6-acetoxitoonacilina, que sé&o

0s primeiros tetranortriterpenos B-seco a serem descritos com um anel A intacto.®

12
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Figura 9 : Estrutura da toonacilina (XII)

Uma das principais atividades biologicas dos limondides € a inseticida, que
€ caracteristica de plantas da familia Meliaceae. Extrato de folhas de Toona
ciliata M. J. Roem. var australis exibiu uma forte atividade anoréxica e inseticida
contra Hypsypila grandella (Lepidoptera;Pyralidae) e Epilachna varivestis Muls.
(Coleoptera;Coccinellidae), sendo que esta ultima é conhecida como uma peste

virulenta em plantacbes de soja na América.t®

Algumas plantas tais como Carapa grandiflora (Meliaceae) e
Phellodendron  amurense  (Rutaceae) possuem  atividade  antifungica,

antiinflamatoéria, antidiarréica e antitérmica entre outras. 1217

13



Limondides apo-eufol exibem atividade contra Peridroma saucia
(Lepidoptera). Melia azedarach L. (Meliaceae) contém azedaraquinas, triquilinas,
azadiractina e salanal, que s&o ativos contra Spodoptera frugiperda (Lepidoptera),

além das atividades antielmintica e antimalarial.?°

A gedunina (Fig. 3) pode ser isolada de Azadirachta indica A. Juss e de
Melia azedarach L. e ja foi testada in vitro para comprovar a sua atividade
antimalarial contra Plasmodium falciparum, causador da malaria, teve seu ICgg
equivalente ao da quinina (composto utilizado para o combate da maléria)36. A
atividade antimalarial dos limonoides requer a presenca de sitios reativos no anel
A, uma atividade interessante em relagdo as suas atividades inseticida e
anticancerigena.  Constituintes  biologicamente  ativos  encontrados em  folhas,
frutas, caules e sementes de Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae) séao
descritos pelo seu uso no combate de, no minimo, 125 espécies de pragas,
incluindo 25 espécies de besouros, 9 espécies de gafanhotos e 10 espécies de
moscas. Os extratos dessa planta contém principalmente azadiractina (Fig. 7),
cedrelona e salanina, com 0s quais o0s inseticidas/pesticidas naturais sao
formulados. Esses compostos sdo muito importantes para 0 controle de pestes

porque ndo sdo toxicos.
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Os limondides possuem uma atividade citotoxica contra a célula linfocitica
da leucemia P-388 (sistema PS) em camundongos. Testes realizados com varios
limonodides como por exemplo a amoorastatina (XIll) (anel A,D-seco) e a 14,15b-
epoxiprieurianina  (XIV) (Fig. 10), ambas presentes na planta Aphanamixus
grandifolia, familia Meliaceae, mostraram que o0s tetranortriterpenos com o0
sistema de anel A-D intacto e presenca de grupos lactol 19,28 e 14,15b,-epdxido

sdo essenciais para a inibicdo do crescimento da célula.?!

(X (XIv)

Figura 10 : Estrutura da amoorastatina (XIll) e 14,15b-epoxiprieurianina (XIV)

Do extrato etanolico do caule da Melia azedarach L., que exibiu atividade
citotoxica contra células P388 in vitro, foram isolados 3 limondides analogos
sendanina e 2 andlogos a azadiractina. Todos os compostos foram testados

contra as células P388 in vivo, em altas doses, mas 0s resultados mostraram que

todos foram inativos.22

O interesse pelo estudo de compostos analogos a azadiractina é devido

sua atividade inibidora de ecdise de insetos.
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Durante o estudo da planta Lophanthera lactescens Ducke
(Malpighiaceae), vulgarmente chamada de lanterneira, foram extraidas varias
substancias, tais como um triglicerideo (isolado da semente), estigmasterol,
estigmast-4-en-3-ona, 24-metil-colest-4-en-3-ona, 24-metil-colest-5-en-3-ol, todos
da classe dos esterbides, b-amirona e um tetranortriterpeno, considerado o

produto majoritario, isolado da madeira. Este nortriterpeno, devido a sua fragdo

original, foi chamado de LLD-3 (XV) (Fig. 11).23

Figura 11 : Estrutura da LLD-3 (XV)

Sendo a LLD-3 um tetranortriterpeno, seu esqueleto se assemelha ao
esqueleto dos limonoides. Para que a LLD-3 seja classificada como um limondide,

deve ser incluida no grupo 9, limonoides do tipo A-seco, que sofreram oxidagéo

no anel A.
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A Lophanthera lactescens Ducke é usada pelos nativos da regido
Amazonica para o combate da malaria, através da ingestdo de cascas e folhas em
infusdo. Essa espécie € originaria da Amazdnia brasileira, na regiao do estado do
Para, e pode também ser encontrada no campus da Universidade Federal Rural

do Rio de Janeiro-Seropédica-RJ-Brasil.??



1.2 - Triterpenos pentaciclicos

Os triterpenos pentaciclicos podem ser isolados de plantas de varios
géneros e familias diferentes. Podem ser encontrados na forma de alcoois,
acetatos, cetonas, e outros. De acordo com o0s esqueletos o0s triterpenos

pentaciclicos sdo divididos por séries, descritas abaixo:

Série Oleanano

Esta série contém triterpenos pentaciclicos como b-amirina (XVI) e acido

oleandlico (XVII) (Fig. 12), entre outros, que podem ser encontrados em plantas

das familias Euphorbiaceae e Hamameliodaceae.?®

COOH

HO HO

(XVI) (XVII)

Figura 12 : Estrutura da b-amirina (XVI) e é&cido oleandlico (XVII)
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Série Ursano

Esta série contém triterpenos como a-amirina (XVIII) e &cido ursolico (XIX)

(Fig. 13), entre outros, que podem ser encontrados em plantas das familias

Euphorbiaceae e Buceraceae.?®

COOH

(XVII) (XIX)

Figura 13 : Estruturas da a-amirina (XVIII) e acido ursolico (XIX)

Série Lupano

Esta série compreende triterpenos como lupeol (XX), betulina (XXI) e &acido
betulinico (XXIl) (Fig. 14), que podem ser encontrados em plantas de familias

como Leguminosae, Compositae e Hamameliodaceae.?®
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R

XX = CH3
XX = CH,OH
XXli = COOH

Figura 14 : Estrutura do lupeol (XX), betulina (XXI) e acido betulinico (XXII)

A biossintese do lupeol ocorre a partir do esqualeno (Esquema 3).

HO

LUPEOL

Esquema 3 : Biossintese do Lupeol
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Parahancornia amapa (Huber) Ducke, familia Apocynaceae, € um
exemplo de planta que possui lupeol. Essa planta ocorre no Estado do Amapa -

Brasil na regido da Amazonia Brasileira e € usado pelos nativos como ténico e

anti-sifilis.2’

Na planta Dendropanax cf. querceti (Araliaceae), que ocorre na regido de
Monteverde em Costa Rica, também foi encontrado lupeol. Testes de atividade
citotoxica foram feitos com o extrato bruto da planta e com o composto ativo, que
identificaram ser o lupeol2s. O extrato e o0 lupeol apresentaram atividade inibitéria
contra a topoisomerase Il (enzima que promove o relaxamento da estrutura super-
helicoitizada do DNA). Em contraste, a betulina (derivado do lupeol) ndo mostrou
inibicho de topoisomerase Il. Esse €& o primeiro relato de inibicdo de
topoisomerase Il por um triterpeno. O lupeol apresentou atividade citotdxica menor
que a do extrato bruto, que significa que pode haver um efeito sinergistico com
algum outro componente que aumentou a atividade do extrato. O lupeol foi

comparado com a vinblastina, um importante produto natural citotdxico.

Isolado também de Crataeva nurvala Buch. Ham (Capparidaceae), planta
que ocorre na India, o lupeol foi testado contra a urolitiase (doenga que ocorre
como uma consequéncia de deposicdo de varios constituintes formadores de
calculos renais). O lupeol tem efeito diurético que facilita a excrecdo regular do
oxalato durante o tratamento. Essa observacdo foi corroborada por varios relatos

sobre a atividade diurética de alguns triterpencides.?®
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Da planta Syzigium claviflorum (Roxb.) WALL (Myrtaceae), foram isolados
os acidos betulinico (XXII) e platanico (XXIII), derivados do lupeol. Foram feitos
alguns derivados do acido betulinico para teste anti-HIV. A Figura 15 mostra as

estruturas destes compostos e a Tabela 1 mostra os dados do teste anti-HIV.*

J. J.

COCH

(XXIV) XX

R, R,

XXII H COOH
XXila H CH,OH
XXIlb H COOCH,COOCH,
XXllc Ac COOH
XXIld COC,H, COOH
XXHle  COCH=CHCH, COOH
XXNf SO,K COOH
XXllg COCH,CH,COOH COOH

Figura 15 : Estrutura do acido betulinico (XXIl) e seus derivados,
acido platanico (XXII) e acido dihidrobetulinico (XXIV)
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Tabela 1 : Dados do teste anti-HIV feito com
acido platanico, acido betulinico e derivados.

Composto| ECg(uM) | IG5 (uM)
XX 1.4 13
XXl 6.5 90
XXIV 0.9 13
XXlla 23 45
XXllb 17 26
XXillc 25 20
XXlid 15 15
XXlle 19 48
XXI1If 20 35
XXllg 4 16
AZT 0.04 2,000




Os compostos XXII e XXl s&o os dois primeiros triterpenos com um

esqueleto lupano a demonstrar atividade anti-HIV.

Uma comparacdo das atividades anti-HIV dos compostos XXII, XXIII e
XXIV sugere que os substituintes em C-19 sdo um requisito importante para a
atvidade anti-HIV. O grupo COOH fornece uma atividade maior do que 0 grupo
CH,OH de XXlla e o éster de XXllb, parecendo ser essencial para o efeito
inibitério do HIV. A esterificacdo da hidroxila C-3 diminui a atividade anti-HIV.
Esses resultados mostram que a hidroxila livre em C-3 € essencial para a

atividade anti-HIV.
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2 - OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho séo:

1- Realizar transformac¢des quimicas na LLD-3, segundo os Esquemas 4 e 5
utilizando técnicas de RMN e IV para andlise dos produtos, para testes

farmacoldgicos.

2- Realizar transformag¢bes quimicas no lupeol, segundo os Esquemas 6 e 7,

como base para um estudo de atividade anti-HIV relacionada com o0s seus

derivados acido betulinico e betulina.
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p-TsOH CH.0Ac CH,0OAc
e

DCC/CuBr

LLD-3A I.LD-3B

CH,OAG

LLD-3 LLD-3H

Esquema 4 : Modificagdes estruturais na LLD-3



LLD-3 LLD-3C

TI(OAG),

-
-

z OAc

LLD-3D

Esquema 5 : Reagdo de hidrolise do acetato

primario da LLD-3 e ciclizagdo da LLD-3C
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m-CPBA

lupeol-EP

A

10% Pd-C
—>

lupeol lupeol-H

Esquema 6 : Modificagbes estruturais no lupeol
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LiAIH,

lupeol-EP lupeol-29-ol

Esquema 7 : Abertura do anel oxiranico do lupeol-EP
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3 - RESULTADOS & DISCUSSAO

3.1 - Reacdo de desidratacdo da LLD-3

Para eliminacdo da hidroxila ligada ao carbono 18, e formacdo de uma
ligacdo dupla, foram feitas duas reacfes de desidratacao.

Na primeira tentativa foi utilizado como agente desidratante o DCC, e
Cu,Br, como catalisador, sendo que essa reagdo apresenta bons resultados na

31 Através da analise dos espectros de RMN de 'H e IV concluiu-se que

literatura
ndo houve reacdo.
Foi feita a segunda reacdo utilizando-se p-TsOH como agente desidratante.
A analise dos espectros de RMN de 'H e IV mostrou que essa reacado também
ndo ocorreu, observando-se apenas a presenca do material de partida.
Normalmente, a eliminagdo de uma hidroxila terciaria € facil de ocorrer e
neste caso, a dificuldade parece estar associada a um efeito estérico ou ligacdo

hidrogénio. A fim de investigar a possivel influéncia deste efeito, foi feito um

estudo de modelagem molecular.
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3.2- Resultados da modelagem molecular

A reacdo de eliminagado pode fornecer dois produtos, Esquema 8 :

CH,OAC

OAc
CH,0AC CH,0AC

LLD-3A LLD-3B

Esquema 8 : Produtos da reagao de eliminagdo da hidroxila da LLD-3
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O estudo de Modelagem Molecular foi realizado com um programa

Hamiltoniano PM3 versdo 6.00, que forneceu 0s seguintes resultados:

LLD-3 - CyoH5,045

Calor de formacdo: - 524.322217 kcal/mol

Peso molecular: 788.841

LLD-3A - CyoH50015

Calor de formacdo: - 475.280951 kcal/mol

Peso molecular 770.826

LLD-3B -  CyoHgo045

Calor de formacdo: - 465.355830 kcal/mol

Peso molecular: 770.826
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De acordo com os valores obtidos para os calores de formacdo das
substancias LLD-3A e LLD-3B verifica-se que estas sdo razoavelmente mais
instaveis do que o &lcool original, possivelmente porque 0s anéis que contém as
duplas ligagBes ficam tensionados. Além disso, ha o impedimento estérico das
metilas C-26 e C-28 que dificulta a aproximacdo dos reagentes. O derivado B tem
uma energia mais alta devido ao fato de que o anel de 6 membros fica tensionado
com as duas ligacGes duplas conjugadas.

A Figura 16 mostra a LLD-3 tridimensional.

A Figura 17 mostra a LLD-3A tridimensional.

A Figura 18 mostra a LLD-3B tridimensional.
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Figura 16 : Estrutura da LLD-3 em 3D

Lo I )



Figura 17 : Estrutura da LLD-3A em 3D
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Figura 18 : Estrutura da LLD-3B em 3D
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3.3 - Reacdo de hidrogenagdo da LLD-3

Para a reacdo de hidrogenacdo da LLD-3 foi utilizado 10% de Pd-C como

catalisador (Esquema 9).

COMe

OAc 0
Pd-C 10%

CHOAC  CHOAc

LLD-3 LLD-3H

Esquema 9: Reacdo de hidrogenacdo da LLD-3
O espectro de IV da LLD-3 (Figura 19) apresenta bandas de absor¢cdo em
1657 e 1628 cm' que caracterizam as duas ligacbes duplas da molécula,

enquanto o espectro de IV da LLD-3H (Figura 20) ndo apresenta banda de

absor¢cdo caracteristica de insaturagao.
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No espectro de RMN de 'H da LLD-3 (Figura 21) os hidrogénios vinilicos
encontram-se em d 6.3 e 6.1 ppm (H-1 e H-2) e d 5.53 e 5.23 ppm (H-28a e H-
28e) como mostra a Tabela 2 enquanto que o espectro de RMN de 'H da LLD-3H
(Figura 22,) mostra que somente a ligacdo dupla entre C-1 e C-2 foi hidrogenada,
mantendo intacta a insaturacdo entre C-20 e C-28. Este resultado esta de acordo
com os dados obtidos através de calculos tedricos que mostram uma maior
densidade eletrbnica sobre os carbonos da ligacdo C1-C2 e portanto sua
hidrogenacdo ocorreria preferencialmente. Pode-se justificar a baixa reatividade
da ligacdo C20-C28 através de um efeito estérico que dificultaria a aproximacgéo
da molécula de LLD-3 da superficie do catalisador de um modo adequado. Os

deslocamentos quimicos dos hidrogénios da LLD-3H estdo na Tabela 3.

38



H 8y
1 6.32
2 6.06
4 5.42
6 5.59
7 5.69
8 1.69
10 2.38
11a 1.05
11e 1.54
12a e 12e 1.68a1.78
13 1.33
15 4.74
16 5.72
19a 2.13
19¢ 2.27
21 4.02
23 1.23
24a 4.44
24e 412
25 1.08
26 1.46
27 1.30
28a 553
28e 523
COOCH;, 3.91
OAc 1.81
OAc 1.98
OAc 2.08
OAc 2.01
OAc 2.09

Tabela 2 : Deslocamentos quimicos
dos hidrogénios da LLD-3
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H Sy
1 2.39
2 2.21
4 535
6 5.60
7 5.66
8 1.69
10 2.36
11a 1.03
1Me 1.54
12a e 12¢ 1.68a1.76
13 1.32
15 4.74
16 5.70
19a 2.14
19e 2.25
21 4.01
23 1.25
24a 4.39
24e 4.10
25 1.07
26 1.45
27 1.30
28a 5.53
28e 5.23
COOCH, 3.91
OAcC 1.80
OAc 1.99
OAc 2.06
OAc 2.01
OAc 2.10

Tabela 3 : Deslocamentos quimicos
dos hidrogénios da LLD-3H



3.4 - Reacdo de hidrolise do acetato primario da LLD-3

Originalmente, uma das transformagbes a serem investigadas era a
obtencdo de um alcool primario na posicdo 24 que em seguida seria ciclizado com
TI(OAc), para fornecer o composto LLD-3D (vide Esquema 5). Para a reagdo de

hidrélise do acetato primario da LLD-3 foi utilizado Li,CO3 (Esquema 10).

Esquema 10: Reacdo de hidrolise do acetato primario da LLD-3

A reagcdo de Li,CO3 com LLD-3 sob diferentes condigbes, como por
exemplo a mudanca de temperatura e tempo de reacdo, forneceu somente

material de partida o que foi comprovado pela analise de espectros de IV e RMN.
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3.5 - Reagdo de hidrogenacdo do lupeol

Para a reducdo da ligacdo dupla do grupo isopropenil ligado ao C-19
(Esquema 11) foi utilizado 10% de Pd-C como catalisador. A anélise dos

espectros de RMN de 14 e 13c, DEPT e IV mostrou que houve formagédo do

produto hidrogenado (lupeol-H).

Pd-C 10%
_.__.__—___>

lupeol lupeol-H
Esquema 11: Reacdo de hidrogenacdo do lupeol
O espectro de IV do lupeol (Figura 23) apresenta banda de absorcdo em

1641 cm™ que caracteriza a ligagdo dupla do grupo isopropenil, enquanto o

espectro de IV do lupeol-H (Figura 24) ndo apresenta banda de absorcéo

caracteristica de absorcéo.
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A Tabela 4 mostra os deslocamentos quimicos dos hidrogénios contidos
em um espectro de RMN do lupeol (Fig. 25) (e expansdo do espectro - Fig. 25a)
que foram atribuidos em comparacdo com dados da literatura®®>. A Tabela 5
mostra os deslocamentos quimicos dos hidrogénios do lupeol-H correspondentes
a seu espectro de RMN (Fig. 26) e expansdo do espectro (Fig. 26a).

No lupeol-H somente os hidrogénios ligados aos carbonos 19, 20, 21, 29 e

30 (Fig. 27) tiveram seus deslocamentos quimicos alterados.

29 29

Pr P

0 -2 0 2
1 22 18 “ 22
lupeol lupeol-H

Figura 27: Carbonos 18,19,20,21,22,
29 e 30 do lupeol e do lupeol-H

O hidrogénio H-19 do lupeol tem 8 2,39 ppm (caracteristico de hidrogénio
alilico) e o mesmo hidrogénio do lupeol-H encontra-se em d 1,62 ppm.
O espectro de RMN de *H mostra uma nova absorcdo em d 1.85 ppm que

foi atribuida ao hidrogénio H-20.
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Os hidrogénios H-21 (CH,) do lupeol que estdo em posicdo b a ligagao
dupla tem deslocamentos quimicos de 1,32 e 1,94 ppm (hidrogénios axial e
equatorial) enquanto que no lupeol-H estes deslocamentos diminuem (d 1,48 e
1,26 ppm).

Os hidrogénios H-22 (CH,) do lupeol que estdo em posicdo d a ligacdo
dupla tem 8 1,44 e 1,22 ppm (hidrogénios axial e equatorial) e que no lupeol-H
pelo mesmo motivo exposto acima estdo mais blindados e seus sinais
encontram-se em d 0,94 e 1,24 ppm.

Os hidrogénios H-29 do lupeol sdo vinilicos terminais e portanto seus sinais
encontram-se em campo baixo caracteristico de ligacdo dupla (dublete em d 4.53
e 4.66 ppm). No lupeol-H, coma hidrogenacdo da ligacdo dupla, o deslocamento
quimico de H-29 é 0,98 ppm e seu sinal também é um dublete.

Um singlete em d 1.59 ppm ¢é atribuido aos H-30 do lupeol e com a
hidrogenacdo da ligacdo dupla seu sinal cai para d 0.74 ppm (dublete em virtude

do acoplamento com H-20).
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H Sy
1a 091 ()
1e 1.64 (d)
2a 1,59 (d)
2e 1.56 (q)
3 3,19 (dd)
5 0,67 (d)
6a 1,40 (m)
6e 1,52 (d)
7 1,42 (m)
9 1,28 (d)
1a 1,25 (q)
11e 1.47 (d)
12a 1,10 (q)
12e 1,64 (d)
13 1,57 (1)
15a 1,03 (d)
15e 1,64 (1)
16a 1,38 (1)
16e 1.38 (1)
18 1.35 (1)
19 2,39 (m)
21a 1,32 (m)
21e 1,94 (m)
22a 1,22 (m)
22e 1,44 (m)
23 0,99 (s)
24 0,72 (s)
25 0,85 (s)
26 1,06 (s)
27 0,93 (s)
28 0,79 (s)
29a 4,53 (d)
2% 4,66 (d)
30 1,59 (s)

Tabela 4 : Deslocamentos quimicos
dos hidrogéniois do lupeoal



H 3y
1a 0,89 (t)
1e 1,64 (d)
2a 1,57 (q)
2e 1,59 (d)
3 3,17 (dd)
5 0,63 (s)
6a 1,45 (q)
6e 1,56 (d)
7 1,41 (m)
9 1,28 (d)
11a 1,25 (q)
1e 1,38 (d)
12a 1,06 (q)
12e 1,56 (q)
13 1,64 (1)
15a 0,94 (d)
15e 1,64 (1)
16a 1,36 (1)
16e 1,46 (d)
18 1,00 (t)
19 1,62 (m)
20 1,85 (m)
21a 1,26 (m)
21e 1,48 (m)
22a 0,94 (m)
22e 1,24 (m)
23 0,98 (s)
24 0,70 (s)
25 0,82 (s)
26 1,00 (s)
27 0,94 (s)
28 0,80 (s)
29 0,74 (d)
30 1,00 (d)

Tabela 5 : Deslocamentos quimicos
dos hidrogénios do lupeol-H



O espectro de RMN de 13¢ do lupeol (Fig. 28) foi comparado com o
espectro de RMN de 13¢ do lupeol-H (Fig. 29), ver Tabela 6. As atribuicbes dos
sinais dos carbonos do lupeol foram comparadas com as da literatura®2,

Os deslocamentos quimicos dos carbonos do lupeol-H sdo muito parecidos
com os do lupeol. Somente os carbonos 19, 20, 21, 29 e 30 do lupeol-H (Fig. 27)
mostraram alteracGes significantes em seus deslocamentos.

O C-19 do lupeol tem deslocamento quimico de 47,91 ppm, por estar
ligado a um grupo isopropenil e encontra-se em campo mais baixo do que o do
lupeol-H com deslocamento quimico de 44,63 ppm (vizinho a um grupo isopropil).

O C-21 do lupeol estd em posicdo B a ligacdo dupla e tem & 29,77 ppm, e
com a hidrogenacdo seu deslocamento é de 21,88 ppm ndo sofrendo mais o
efeito da ligacdo dupla.

Reducdo dos carbonos 20 e 29 faz com que os sinais desloquem-se para
campo alto C-20 do lupeol em d 150.83 ppm e 8 29.34 ppm no lupeol-H e C-29
do lupeol em d 109.32 ppm passando para d 22.99 ppm no lupeol-H).

O C-30 ligado ao C-20 apresentou uma pequena mudanca pois no lupeol
seu deslocamento quimico € de 19.26 ppm enquanto no lupeol-H passa a ser d

16.02 ppm.
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O espectro de DEPT do lupeol-H (g=135°) (Fig. 31) mostra um sinal de CH
em d 29,34 ppm que caracteriza o C-20. O sinal & 22,99 ppm (g=90°) (Figura 31a)
é assinalado a um CH; que caracteriza o C-29. Em comparagdo com 0O espectro
de DEPT do lupeol (Fig. 30) (g= 135° CH, em fase oposta) e (Figura 30a)
(g=90°), nota-se a auséncia dos sinais em o 109,32 ppm que caracteriza o C-29
(CH,) e em d 150,83 ppm que caracteriza o carbono quaternario da ligacdo dupla
(C-20). Os deslocamentos quimicos do espectro de DEPT do lupeol estdo na
Tabela 7 e do lupeol-H na Tabela 8.

Através dos espectros de HETCOR do lupeol (Fig. 32) e do lupeol-H (Fig.

33) pode-se confirmar as atribuicbes dos hidrogénios e dos respectivos carbonos.
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C | &c do lupeol | 5. do lupeol-H
1 38,64 38,64
2 27,34 27,31
3 78,88 78,95
4 38,79 40,79
5 55,22 55,19
6 18,26 18,29
7 34,21 34,30
8 40,73 40,79
9 50,34 50,02
10 37,08 37,06
11 20,86 20,87
12 25,04 26,76
13 37,97 37,74
14 42,74 43,09
15 27,34 27,31
16 35,52 35,48
17 42,92 43,09
18 48,21 47,55
19 47,91 44,63
20 150,83 29,34
21 29,77 21,88
22 39,94 40,36
23 27,94 27,96
24 15,35 15,13
25 16,08 16,02
26 15,92 15,38
27 14,50 14,38
28 17,96 18,03
29 109,32 22,99
30 19,26 16,02

Tabela 6 : Deslocamentos quimicos dos

carbonos do lupeol e do lupeol-H




C CH CH, CH,
37,08 37,97 18,26 14,50
38,79 47,91 20,86 15,35
40,73 48,21 25,04 15,92
42,74 50,34 27,34 16,08
42,92 55,22 29,77 17,96
150,83 78,88 34,21 19,26

35,52 27,94
38,64
39,94
109,32

Tabela 7 : Deslocamentos quimicos do DEPT do lupeol
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C CH CH, CH,
37,06 20,34 18,29 14,38
40,79 37,74 20,87 15,13
43,09 44,63 21,88 15,38

47,55 26,76 16,02
50,02 27,31 18,03
95,19 34,30 22,99
78,95 35,48 27,96
38,64
40,36

Tabela 8 : deslocamentos quimicos do DEPT do lupeol-H
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3.6 - Reacdo de epoxidacdo do lupeol

Para a reacdo de epoxidacdo do lupeol (Esquema 12), foi utilizado &cido m-
cloroperbenzéico (m-CPBA). A andlise dos espectros de RMN de 'H e 13¢, DEPT

e IV mostrou a formagdo do produto esperado (lupeol-EP).

)’ /Do

m-CPBA

jupeol lupeol-EP

Esquema 12: Reacdo de epoxidacdo do lupeol

O espectro de IV do lupeol-EP (Fig. 34) ndo apresenta a banda de

1

absorcdo em 1641 cm™ caracteristica da ligacdo dupla do lupeol (Fig. 23) porém,

1

apresenta uma banda de absor¢do em 1282 cm™ caracteristica de C-O de

epoxido.
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O espectro de RMN de 'H do lupeol-EP (Fig. 35 e expansdo do espectro -
Fig. 35a) foi comparado com o do lupeol (Fig. 25) mostrando as alteragdes
esperadas. Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios encontram-se na Tabela
9.

Somente o0s hidrogénios ligados aos carbonos 19, 29 e 30 (Figura 36)

mostraram alteracdes significantes em seus deslocamentos quimicos.

lupeol lupeol-EP

O hidrogénio H-19 do lupeol tem deslocamento quimico de 2,39 ppm e o
do lupeol-EP acha-se em d 2,48 ppm. Houve uma pequena mudanga devido a
epoxidacdo da ligacdo dupla, sendo que o hidrogénio H-19 sofre efeito eletronico

indutivo do oxigénio.
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Os hidrogénios H-29 do lupeol (CH, terminal) apresentam-se como dois
dubletes em d 4,66 e 4,53 ppm, enquanto no lupeol-EP estes apresentam-se
como um singlete em d 2.59 ppm.

Um singlete em d 1.59 ppm é atribuido aos hidrogénios H-30 do lupeol ao
passo que no lupeol-EP estes hidrogénios acham-se em d 1.41 ppm mantendo

sua multiplicidade.
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29

H 8y

1a 0,91 (1)
1e 1,77 {d)
2a 1,64 (d)
2e 1,54 (q)
3 3,17 (dd)
5 0,67 (d)
6a 1,41 (d)
6e 1,54 (q)
7 1,41 (m)
9 1,23 (d)
1a 1,23 (q)
11e 1,47 (d)
12a 1,10 (q)
12e 1,64 (d)
13 1,58 (t)
15a 1,05 (d)
15e 1,64 ()
16a 1,47 (d)
16e 1,41 (t)
18 1,33 (t)
19 2,48 (m)
21a 1,82 (m)
21e 1,33 (m)
22a 1,41 (M)
22e 1,18 (m)
23 0,96 (s)
24 0,70 (s)
25 0,88 (s)
26 1,05 (s)
27 0,91 (s)
28 0,78 (s)
29 2,59 (s)
30 1,41 (s)

Tabela 9 : Deslocamentos quimicos
dos hidrogénios do lupeol-EP



No espectro de RMN de 13¢ do lupeol-EP (Fig. 37), é possivel na
expansdo do espectro (Fig. 42a) observar que somente os carbonos 19, 20, 21,
29 e 30 tiveram alteracdes significantes em seus deslocamentos quimicos em
comparagdo com os do lupeol (Fig. 28). A Tabela 10 mostra os deslocamentos
quimicos dos atomos de carbono do lupeol-EP e do lupeol.

O C-19 do lupeol tem d 47,91 ppm e no lupeol-EP este possui d 46,25 ppm.

O C-20 do Ilupeol tem deslocamento quimico de 150,83 ppm que
caracteriza um carbono quaternario da ligacdo dupla, enquanto que no lupeol-EP
este encontra-se em d 60,41 ppm, valor caracteristico de atomo de carbono ligado
a oxigénio.

O deslocamento quimico do C-21 do lupeol em posicdo a a ligacdo dupla é
de d 29,77 ppm enquanto que no lupeol-EP cai para d 26,75 ppm pois nado sofre
mais a influéncia da ligagdo dupla.

O C-29 (CH, terminal) do lupeol tem deslocamento quimico de 109,32 ppm
e no lupeol-EP o0 seu deslocamento quimico cai para campo mais alto (d 57,42
ppm) pois estd ligado ao oxigénio do epdxido. O sinal do C-30 do lupeol possui d
19.26 ppm engquanto que este encontra-se em d 18.06 ppm no lupeol-EP.

O espectro de DEPT do lupeol-EP (Fig. 38) mostra um sinal de CH, do C-
29 (g=135°) em d 57,42 ppm, em regido diferente da do sinal do C-29 do lupeol. O
carbono quaternario C-20 do lupeol-EP em d 60,41 ppm encontra-se em campo

mais alto do que o C-20 do lupeol (d 150,83 ppm) (Tabela 11).
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C | 5; do lupeol-EP | §. do lupeol
1 38,61 38,64
2 27,18 27,34
3 78,79 78,88
4 38,73 38,79
5 95,14 95,22
6 18,20 18,26
7 34,14 34,21
8 40,67 40,73
9 50,11 50,34
10 38,73 37,08
11 20,89 20,86
12 25,81 25,04
13 37,06 37,97
14 42,71 42,74
15 27,02 27,34
16 35,34 35,52
17 43,25 42,92
18 49,34 48,21
19 46,25 47,91
20 60,41 150,83
21 26,75 29,77
22 39,61 39,94
23 27,90 27,94
24 15,32 15,35
25 15,84 15,92
26 16,00 16,08
27 14,30 14,50
28 17,81 17,96
29 57,42 109,32
30 18,06 19,26

Tabela 10 : Comparagédo dos deslocamentos quimicos

dos carbonos do lupeol e do lupeol-EP
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29

38,73 37,06

39,01 46,25
40,67 49,34
42,71 50,11
43,25 55,14
60,41 78,79

18,20
20,89
25,81
26,75
27,02
27,18
34,14
35,34
38,61
39,61
57,42

14,30
15,32
15,84
16,00
17,81
18,06
27,90

Tabela 11 : Deslocamentos quimicos

do DEPT do lupeol-EP
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3.7 - Reacao de abertura do epoxido do lupeol-EP

Para reacdo de abertura do epoxido (Esquema 13) foi utilizado LiAIH4. A

analise dos espectros de RMN de 14 e 13¢c e IV mostrou que houve formacgdo do

monoalcool (lupeol-29-ol).

LiAIH,

lupeol-EP lupeol-29-ol
Esquema 13: Reacdo de abertura do epdxido do lupeol-EP
O espectro de IV do lupeol-29-ol (Fig. 39) apresenta uma banda de

absor¢cdo em 1039 cm™ caracteristica de C-O de hidroxila primaria enguanto que o

espectro do lupeol-EP (Fig. 34) ndo apresenta esta banda de absorcao.
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O espectro de RMN de 1H do lupeol-29-ol (Fig. 40) foi comparado com o do

lupeol-EP (Fig. 35) mostrando as alteracbes esperadas. Os deslocamentos

quimicos dos hidrogénios encontram-se na Tabela 12.

Somente os hidrogénios ligados aos carbonos 19, 29 e 30 (Figura 41)

mostraram alteracdes significantes em seus deslocamentos quimicos.

OH

29 29 5

20 200

0 A 30 - 21
1184% 22 18 22
lupeol-29-ol lupeol-EP

Figura 41: Carbonos 18, 19, 20, 21,22,
29 e 30 do lupeol-EP e do lupeol-20-ol

O hidrogénio H-19 do lupeol-29-ol tem deslocamento quimico de 1.39 ppm

e 0 do lupeol-EP acha-se em d 2.13 ppm.
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Os hidrogénios H-29 (CH,) do lupeol-EP apresentam-se como um singlete
em d 2.59 ppm enquanto que no lupeol-29-ol eles estdo ligados a hidroxila (d 2.09
ppm).

Um singlete em d 1.41 ppm ¢é atribuido aos hidrogénios H-30 do lupeol-EP

ao passo que no lupeol-29-ol estes hidrogénios acham-se em d 1.37 ppm.
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H S
1a 0.92 {t)
1e 1.79 (d)
2a 1.65 (d)
2e 1.56 (q)
3 3.19 (dd)
5 0.65 (d)
6a 1.41 (d)
6e 1.54 (m)
7 1.42 (m)
9 1.22 (d)
11a 1.25(q)
11e 1.47 (d)
12a 1.09 (q)
12e 1.64 (t)
13 1.57 (t)
15a 1.03 (d)
15e 1.64 (1)
16a 1.45 (d)
16e 1.42 ()
18 1.33 (t)
19 1.39 (m)
21a 1.80 (m)
21e 1.33 (m)
22a 1.41 (m)
22e 1.20 (m)
23 0.97 (s)
24 0.69 (s)
25 0.84 (s)
26 1.02 (s)
27 0.92 (s)
28 0.77 (s)
29 2.29 (d)
30 1.37 (d)

Tabela 12 : Deslocamentos quimicos
dos hidrogénios do lupeol-29-ol



No espectro de RMN de 3C do lupeol-29-0l (Fig. 42), é possivel observar
que somente os carbonos 19, 20, 21, 29 e 30 tiveram alteracbes em seus
deslocamentos quimicos em comparagdo com os carbonos do lupeol-EP (Fig. 37).
A Tabela 13 mostra os deslocamentos quimicos dos atomos de carbono do
lupeol-29-ol.

O C-19 do lupeol-EP tem d 46.25 ppm e no lupeol-29-ol este possui d 48.27
ppm.

O C-20 do lupeol-EP tem deslocamento quimico de 60.41 ppm que
caracteriza um carbono quaternério ligado a oxigénio, enquanto que no lupeol-29-
ol este encontra-se em d 29.34 ppm (em posicdo b a hidroxila).

O C-29 (CH, terminal) do lupeol-EP tem deslocamento quimico de 57.42
ppm e no lupeol-29-ol o seu deslocamento quimico cai para campo mais baixo (d
64.85 ppm). O sinal do C-30 do lupeol-EP possui d 18.06 ppm enquanto que este
encontra-se em d 18.01 ppm para o lupeol-29-ol.

O espectro de DEPT (q =90°) do lupeol-29-ol (Fig. 43) mostra o sinal do C-

20 (CH) e o sinal de do C-29 (CH,) no DEPT (g =135°).
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c e

1 39.00
2 27.64
3 79.10
4 38.94
5 55.67
6 18.27
7 34.35
8 40.86
9 50.29
10 37.21
11 21.03
12 26.22
13 37.21
14 42 .81
15 27.64
16 35.42
17 42.98
18 49.79
19 48.27
20 29.34
21 27.02
22 40.01
23 28.12
24 15.78
25 - 16.20
26 16.22
27 14.55
28 18.02
29 64.85
30 18.01

Tabela 13 : Deslocamentos quimicos
dos carbonos do lupeol-29-ol



C CH CH: CHs
38.94 79.10 39.00 28.12
40.86 55.67 27.64 15.78
37.21 50.29 18.27 16.20
42.81 37.21 34.35 16.22
42.98 49.79 21.03 14.55

48.27 26.22 18.02
20.34 27.64 18.01
35.42
27.02
40.01
64.85

Tabela 14 : Deslocamentos quimicos do DEPT do lupeol-29-ol
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3.8 - Resultados dos testes farmacologicos da LLD-3

Testes farmacolégicos foram feitos com a LLD-3 para testar atividade
antiinflamatéria, para determinacdo da DLgy, oral (método de Spearman e Karber)
de 24 h. Foram utilizados ratos Wistar e camundongos albinos da linhagem SW-
55 para a determinagdo de DLsq intraperitoneal. A droga foi solubilizada em DMSO
a 80% em solucdo salina fisioldgica. Foram feitos 5 tratamentos para intoxicacao,
com 4 doses de 0,5 mg/kg durante 7 dias para os camundongos e 0,3mg/kg para
os ratos. A DLgy de 24 horas por via intraperitoneal € de 1,4 mg/kg e a DLgy de 24

horas por via oral é de 8,57 mg/kg.

Apés a ultima dose, os animais foram sacrificados e seu sangue colhido
para avaliacdo sérica. Figados e rins foram destinados ao isolamento de
mitocondrias e avaliagdo histopatolégica na intoxicagdo sub-aguda dos
camundongos. Induziu-se edema de orelha com o6leo de croton, e em seguida, o
tratamento por via tépica com dose de 0,5 mg/kg na concentracdo de 50 pg de
LLD-3/30 pl solubilizado em metanol. A atividade da Desidrogenase succinica,
marcadora da funcdo mitocondrial, foi acompanhada como parametro indicador de
possivel toxicidade celular, estando sua atividade aumentada no figado e
inalterada nos rins. As enzimas séricas Transaminase Glutamica Oxalacética e

Transaminase Glutamica Pirdvica se mantiveram inalteradas. A atividade
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enzimatica da fosfatase alcalina ndo sofreu alteracdo apOs intoxicacdo sub-aguda
em ratos, entretanto, a concentracdo de uréia sérica mostrou-se aumentada apos
tal intoxicagdo. Os exames de histopatologia mostraram a moderada tumefacéo
difusa de hepatdcitos, hepatite sub-aguda, éareas de hialinizagdo e tumefacdo

moderada acompanhada de eosinofilia da cortex renal.?42°

Os testes farmacolégicos ndo mostraram atividade antiinflamatoria na dose

de 0,5 mg/kg. A LLD-3 nas condi¢cBes utilizadas nos testes é capaz de produzir

efeitos téxicos sobre o tecido hepético e provoca lesdo no sistema urinario.
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3.9 - Resultados do teste anti-HIV com os derivados do lupeol

Foi feito um teste anti-HIV para testar o grau de inibicdo da
replicacdo/infectividade de HIV-1, sendo utilizadas células MT2 (similares as
células H-9, bastante utilizadas em artigos para testes anti-HIV).

Os derivados utilizados foram o lupeol-EP e o lupeol-29-ol, sendo que o
lupeol e o lupeol-H ndo puderam ser testados porque ndo sdo soluveis em DMSO
(solvente utilizado no teste).

Os compostos foram solubilizados em DMSO (0.05 M) e colocados a 37°C
para encubacdo juntamente com as células MT2 e o HIV-1 MN.

Foram utlizadas concentracdes 0.3, 1.5, 3.0, 15 e 30 pM (1:3) de cada
derivado, sendo que a cada dia a concentracdo do derivado era aumentada.

Ap6s 12 dias, foi feita a contagem e as porcentagens de inibicdo da

replicagdo/infectividade de HIV-1 encontram-se na Tabela 15.

68



10 UM S5uM 1uM 0.5uM | 01 uM

lupeol-29-0l | 26.4/35.1 | 29.9/40.6 | 31.3/22.2 | 17.1/29.3 0/0
lupeol-EP 39.5/3.8 25.3/10.2 | 30.9/32.1 | 47.8/32.1 0/0

Tabela 15 : Dados do teste anti-HIV feito com o lupeol-29-ol e o lupeol-EP

As drogas aparentemente ndo afetaram a viabilidade celular, nem a
deteccdo do antigeno p-24 de HIV-1.

Aparentemente ambas as drogas inibem pouco a replicacdo/infectividade
viral. Existe uma falta de linearidade de dose/inibicdo, deveria-se testar 0.01 puM o
que poderia indicar que as drogas sdo mais potentes do que o &cido betulinico,
acido platanico e acido diidrobetulinico (derivados usados como padrdo), mas
como ndo chegaram a inibir 50% de replicacdo/infectividade do HIV-1 MN pode-se
dizer que o poder inibitorio dos derivados do lupeol € mais baixo.

Os derivados do lupeol (lupeol-29-ol e lupeol-EP) que ndo possuem 0 grupo
COOH na posicdo 28 mostraram inibicdo mais baixa do que os derivados do &cido

al30

betulinico, o que estd de acordo com Fujioka et. que sugere que este grupo

pode ser indispensavel para a potencialidade das estruturas contra o virus HIV.
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4 - PARTE EXPERIMENTAL

4.1 - Materiais e Meétodos

4.1.1 - Aparelhos

- Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrometro da marca Bruker AC

200 (CPGQO-UFRRJ), 200 MHz para hidrogénio e 50,3 MHz para carbono-13. As
amostras para analise foram dissolvidas em CDCIl; contendo TMS como referéncia

interna.

- Os espectros de IV foram obtidos em espectrofotbmetro da marca Perkin-Elmer,

modelo 1600 FT (CPGQO-UFRRJ), utilizando filme de KBr e NacCl.

- Os Pontos de Fuséo foram feitos em um aparelho Buchi e ndo estdo corrigidos.
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4.1.2 - Solventes

- Para a extragdo da LLD-3 foi utilizado cloroférmio destilado
Na reacdo de desidratacdo da LLD-3 com DCC foi utilizado éter etilico destilado.

Na reacdo de desidratagdo da LLD-3 com p-TsOH, foi empregado benzeno

destilado.

O THF utilizado na reacdo de abertura do epoxido do lupeol-EP foi seco com

sodio e benzofenona.

4.1.3 - Coleta da planta

A planta Lophanthera lactescens Ducke foi coletada na floresta da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro no municipio de Seropédica - RJ -

Brasil e seca a temperatura ambiente.
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4.1.4 - Extracdo do material

A madeira da planta Lophanthera lactescens Ducke, sem casca, foi
moida e o material (3 kg) foi submetido a extracdo exaustiva com cloroférmio, em
um extrator do tipo Soxhlet. A extracdo foi feita num total de 7 dias, ap6s, sendo o
solvente evaporado sob vacuo e o residuo recristalizado com metanol, fornecendo

puramente 1g de LLD-3. P.F. 258 °C.
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4.2 - Modificagbes quimicas

4.2.1 - Reagdo de desidratagédo da LLD-3 com DCC®"

DCC, CuBr
Eter anidro
Refluxo, 24 h

CH,0Ac  CHj0Ac

LLD-3A LLD-3B

Esquema 14 : Reacao de desidratacdo da LLD-3 com DCC

LLD-3 (50 mg) e DCC (30 mg) foram dissolvidos em 15 mL de éter anidro e
a mistura posta em refluxo por 24 horas em presenga de 8 mg de Cu,Br, como
catalisador. A mistura foi filtrada em florisil para eliminar o catalisador. Apos
evaporagao do solvente, obteve-se 10 mg de um residuo que por analise de RMN

de 'H e IV mostrou ser o material de partida.
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4.2.2 - Reagdo de desidratacdo da LLD-3 com p-TsOH®¥

CH,0Ac  CH.0Ac

LLD-3A LLD-3B

Esquema 15 : Reagao de desidratagédo da LLD-3 com p-TsOH

Uma solugdo de LLD-3 (50 mg) e p-TsOH (40 mg) em benzeno (15 mL) foi
aquecida em refluxo por 2 h. A mistura foi resfriada a temperatura ambiente e
lavada duas vezes (50 mL) com agua. A fase orgénica foi seca, filtrada e o
solvente eliminado sob vacuo. A analise através de IV e de RMN de "H mostrou

ndo ter ocorrido reagao.
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4.2.3 - Reagao de hidrogenagdo da LLD-3

COMe
Pd-C 10%

o) OAc

OAc

OAc
CH,OAc

LLD-3 LLD-3H

Esquema 16 : Reagdo de hidrogenagéo da LLD-3 com 10% Pd-C

LLD-3 (30 mg) e 10% Pd-C (10 mg) foram dissolvidos em 7 mL de acetato
de etila e esta solugdo sob hidrogénio ficou sob agitagdo magnética por 24 h.
Apos este periodo, filtrou-se a solugdo em papel de filtro para retirar o Pd-C e o
solvente foi eliminado sob vacuo, fornerceu cristais brancos, 55% de rendimento.
Andlise por RMN de 'H e IV confirmou a redugdo da dupla ligagdo do anel

lacténico.

75




4.2.4 - Reagao de hidrélise do acetato primario da LLD-3

CH,OH

LLD-3 LLD-3C

Esquema 17 : Reagao de hidrodlise do acetato primario da LLD-3 com Li,CO,

Uma mistura de LLD-3 (150 mg) e Li,CO, (80 mg) em 10 mL de THF anidro
foi posta sob agitagdo por 2 horas. A fase orgéanica foi seca, filtrada e o solvente
eliminado sob vacuo, forneceu cristais brancos. A analise atraves de IV e de RMN

de "H mostrou néo ter ocorrido reacéo.
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4.2.5 - Reagéao de hidrogenagao do lupeol

.

10% Pd-C
EE——

HO

LUPEOL LUPEOL-H

Esquema 18 : Reagdo de hidrogenagao do lupeol com 10% Pd-C

Uma mistura de lupeol (120 mg) e 10% Pd-C {10 mg) em 8 mL de CHCI,
com baldo de hidrogénio ficou sob agitagdo magnética por 17 h. Apds este
periodo, filtrou-se a solugdo em papel de filtro para retirar o Pd-C e o solvente foi
eliminado sob vacuo. Forneceu cristais brancos, 75 % de rendimento. Analise dos
espectros de RMN de 'H e "*C, DEPT e IV do residuo confirmou a redugéo da

ligagéo dupla .
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4.2.6 - Reagao de epoxidagao do lupeol

m-CPBA
NaHC03

LUPEOL LUPEOL-EP

Esquema 19 : Reagdo de epoxidagéo do lupeol com m-CPBA

Uma mistura de lupeol (300 mg), NaHCO, (100 mg) e m-CPBA (150 mg)
em 16 mL de acetona/CHCI, (1:1) ficou sob agitagdo magnética por 25 h. A
mistura foi lavada com solugdo de NaHCO, saturada e solu¢do de NaCl saturada.
A fase organica foi seca, filtrada e o solvente eliminado sob vacuo. Obteve-se 250
mg de cristais brancos, 80 % de rendimento, que através da andlise dos espectros

de RMN de 'H e "C, DEPT e IV mostrou ser o epdxido desejado.
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4.2.7 - Reagao de abertura do epéxido do lupeol-EP

OH
/DO )/

LiAlH,

LUPEOL-EP LUPEOL-29-OL

Esquema 20 : Reagdo de abertura do epoxido do lupeol-EP com LiAIH,

Uma solugéo de lupeol-EP (250 mg) em THF anidro (3 mL) foi adicionada a
uma suspensao de LiAIH, (270 mg) em THF anidro (4 mL) e a mistura reacional foi
agitada por 2 h a temperatura ambiente. Apés esse periodo, a reagédo foi
neutralizada com agua (0,5 mL) e NaOH 10% (0,4 mL). O solvente foi filtrado,
seco e eliminado sob vacuo, obtendo-se 220 mg de produto impuro. A purificagéo
do produto em coluna de silica-gel (1 g) usando-se CHCI, como eluente forneceu
150 mg de lupeol-29-ol, cristais brancos, 72 % de rendimento, confirmado pela

analise dos espectros de RMN de 'H e “C e IV.
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Figura 21 : Espectro de RMN de 'H (200 MHz) da LLD-3.
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Figura 22 : Espectro de RMN de "H (200 MHz) do lupeol-H.
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