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RESUMO

A Amazonia se destaca por sua vasta biodiversidade vegetal, que pode ser
considerada origem da descoberta de novas substancias naturais. Nessa familia, o
estudo de triterpenos acidos vem se destacando devido a sua aplicacédo biologica
contra atividade nociva a saude humana. Nesse aspecto, o estudo teve como objetivo
isolar os constituintes quimicos polares das resinas de Burseraceae, bem como
modificar estruturalmente as substancias isoladas em seus respectivos derivados
ésteres metilicos para o isolamento dos triterpenos acidos mais polares. Para alcancar
esses objetivos, primeiro foi realizada uma ampla reandlise dos extratos em hexano e
acetato de etila por meio de técnicas classicas (CCD). Em seguida, selecionaram-se
cinco espécies sendo elas: P. strumossum; P. paniculatum var modestum; P. cf.
heptaphyllum; P. altsonii e P. hebetatum. As fracGes acidas dessas espécies foram
comparadas por meio de CCD, e realizou-se o tratamento estatistico por analise
multivariada (HCA e PCA). Essa analise permitiu fracionar os extratos de P. hebetatum
e P. altsonii e as substancias isoladas foram identificadas por EM (APCI) e RMN (1-
D/2D). Os resultados mostraram que a espécie P. altsonii levou ao isolamento do
acido 3a-hidroxitirucala-7,24-dieno-21-oico. Além disso, identificou-se em mistura os
acidos 3-oxo-tirucala-8,24-dieno-21-oico, 3B-hidroxitirucala-8,24-dieno-21-6ico e 3a-
hidroxioleanano-12-eno-23-0x0-28-0ico nhas demais fracdes dessa espécie. Ja o
estudo de P. hebetatum levou a elucidacdo estrutural da mistura do acido 3-oxo-
tirucala-8,24-dieno-21-oico (acido B-elemdlico); 3a-hidroxitirucala-8,24-dieno-21-6ico
(a-elemdlico) e 3a-hidroxitirucala-7,24-dieno-21-6ico. O desenvolvimento da
estratégia em formular derivados metilicos, a partir das fragdes acidas e dos padrdes
obtidos, foi resolvido por meio do emprego de trimetilsiildiazometano sendo
acompanha a reagdo por CCD e espectroscopia de RMN de 'H. Posteriormente, o
estudo da metodologia em aumento de escala consistiu em transformar os triterpenos
acidos em ésteres metilicos de P. strumossum utilizando catalise acida empregando
acido cloridrico em metanol que rendeu bons resultados, quando observado o
aumento do fator de retencdo das substancias em CCD. Os ésteres metilicos de P.
strumossum foram separados por cromatografia de silica flash, e submetidos a
identificacdo por EM (APCI). A andlise do espectro de massas permitiu apontar a
presenca da mistura dos derivados metilicos de 3-oxo-hidroxitirucala-8,24-dien-21-
oico, 3-hidroxitirucala-8,24-dien-21-oico (B-elemdlico) e 3-hidroxitirucala- 7,24-dien-
21-oico (a-elemdlico). Os resultados também foram sugestivos para a presenca do
derivado de 3-acet6xi do acido elemdlico, aos analogos metilados aos acidos ursolico
e oleanoico.

Palavras-chave: Burseraceae; triterpenos acidos; resina; ésteres metilicos.



ABSTRACT

The Amazon stands out for its vast plant biodiversity, which can be considered the
source of the discovery of new natural substances. In this family, the study of acid
triterpenes has been highlighted due to its biological application against harmful activity
to human health. In this regard, the study aimed to isolate the polar chemical
constituents of Burseraceae resins, as well as structurally modify the isolated
substances in their respective methyl ester derivatives for the isolation of the most
polar acid triterpenes. To achieve these goals, a broad reanalysis of hexane and ethyl
acetate extracts by classical techniques (CCD) was first performed. Then, five species
were selected: P. strumossum; P. paniculatum var modestum; P. cf. heptaphyllum; P.
altsonii and P. hebetatum. The acid fractions of these species were compared by CCD,
and the statistical treatment was performed by multivariate analysis (HCA and PCA).
This analysis allowed the fractionation of P. hebetatum and P. altsonii extracts and the
isolated substances were identified by MS (APCI) and NMR (1-D / 2D). The results
showed that P. altsonii led to the isolation of 3a-hydroxytirucala-7,24-diene-21-oic acid.
In addition, 3-oxo-tirucala-8,24-diene-21-oic acids, 3B-hydroxytirucala-8,24-diene-21-
oic acids and 3a-hydroxyoleanan-12-eno-23-oxide were identified. oxo-28-oic in the
other fractions of this species. The study of P. hebetatum led to the structural
elucidation of the mixture of 3-oxo-tirucala-8,24-diene-21-oic acid (B-elemolic acid);
3a-hydroxytirucala-8,24-diene-21-oic (a-elemolic) and 3a-hydroxytirucala-7,24-diene-
21-oic. The development of the strategy to formulate methyl derivatives from the acid
fractions and the obtained standards was solved by the use of
trimethylsilythiazomethane, followed by CCD reaction and 1H NMR spectroscopy.
Subsequently, the study of the scaling up methodology consisted of transforming the
acid triterpenes into P. strumossum methyl esters using acid catalysis employing
hydrochloric acid in methanol which yielded good results, when the increase of the
retention factor of the substances in CCD was observed. The P. strumossum methyl
esters were separated by flash silica chromatography and subjected to MS
identification (APCI). Mass spectrum analysis showed the presence of a mixture of 3-
oxohydroxytirucala-8,24-dien-21-oic, 3-hydroxytirucala-8,24-dien-21-oic methyl
derivatives (B-elemolic) and 3-hydroxytirucala-7,24-dien-21-oic (a-elemolic). The
results were also suggestive for the presence of the elemolic acid 3-acetoxy derivative
to the ursolic and oleanic acid methylated analogs.

Keywords: Burseraceae; acid triterpenes; resin; methyl esters.
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1 INTRODUCAO

Os estudos que envolvem a composicao quimica das resinas de Burseraceae
revestem-se de grande importancia. Os produtos naturais presentes nessa familia,
possuem inumeras aplicagdes em industrias farmacéuticas, biotecnolégicas e
agricolas. Além disso, a busca pelas substancias oxigenadas tem despertado
interesse por conta de sua ampla aplicacdo em atividades biolégicas (SALMON et al.,
2016).

A Associacao Vida Verde da Amazonia (AVIVE) estimou que 1,5 toneladas de
resina e 15 litros de breu séo produzidos por ano na regido de Silves, no interior do
Amazonas (UNDP, 2012). Isso demonstra que atividade extrativista ndo madeireira é
crescente com o manejo desse recurso. Além disso, o surgimento dessa atividade cria
oportunidades de mercado socio-ambiental mantendo a preservacdo da Flora
Amazonica.

De folhas alternas e compostas, e de tronco reto podendo apresentar
sapopemas. As arvores da familia Burseraceae podem ser encontradas em climas
tropicais e subtropicais (RIBEIRO e DALY, 1999). Essas arvores exudam oleorresinas
contendo susbtancias terpendides, constituindo de um liquido viscoso, amarelo
translicido e altamente inflamavel (BANDEIRA et al., 2007). Essas resinas ocorrem
em diversas espécies de Burseraceae (Canarium e Protium), e, na Amazonia, sdo
comuns o0 género Protium, também produtora de uma oleorresina conhecida como
goma-limao do Brasil (MAIA et al., 2000).

Nesse sentido, Rudiger (2007) reporta que as substancias nao-volateis
presentes nessas resinas, constituem-se de triterpenos pentaciclicos e tetraciclicos,
além disso predominam-se majoritariamente de misturas binarias de a,B3-amirina

(COSTA , 1975). Essas resinas sao acumuladoras dos esqueletos do tipo oleanano e
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usarno (KHALID et al., 1983) e suas cetonas correspondentes a,3-amirenona e ainda
aquelas oxidadas como breina (3B,16a-dihidroxi-oleana-12-eno), maniladiol (33,16a-
dihidroxi-ursa-12-eno) e taraxtan-3-oxo-20-ol e taraxtano-3-20-diol (MAIA et al., 2000).

A importancia dos estudos dos triterpenos oxigenados esta em sua aplicagao,
no que diz respeito, a saude humana. Como, por exemplo, o acido betulinico é
usualmente distribuido na natureza, e de acordo com o artigo de revisao de (BHATTI
e KHERA, 2014) apresentou inibicdo do virus de imunodeficiéncia humana
bloqueando a entrada de HIV-1 nas células. Outro fator relevante esta associado ao
impacto negativo que a obesidade causa, isso afeta a saude publica e vem sendo
acompanhada com outras doencas como a cardiovascular e diabetes do tipo 2
(CARVALHO et al., 2015).

A habilidade de introduzir grupos funcionais em regides estereoseletivas,
bem como o estudo de triterpenos &cidos, desempenha transformacfes em
terpendides podendo levar a descoberta de novas substancias, metabdlitos ainda ndo
conhecidos com estruturas diferentes das biotransformacdes ja realizadas pela
natureza.

De acordo com os pormenores descritos, a pesquisa da familia Burseraceae
busca a clareza do conhecimento em torno das substancias acidas presentes em suas

resinas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS DA FAMILIA BURSERACEAE

A Amazobnia possui uma vasta biodiversidade em sua floresta de terra firme,
mas a familia Burseraceae se destaca.

Os géneros desta angiosperma tém sido reclassificados ao longo dos ultimos
13 anos com o advento dos estudos filogenéticos. Segundo Weeks (2005) eram
descritos 18 géneros divididos em 3 tribos (Canarieae, Protieae e Bursereae). Thulin
et al. (2008) descreveu uma nova espécie para a tribo Canarieae (Ambilobea sp.) e
reclassificou o género Beiselia dentro de uma nova tribo, Beiseleae. De 2005 até 2018,
Daly e colaboradores vem apresentando estudos que incluem analises filogenéticas,
principalmente dentro da tribo Protieae, o que culminou na reclassificagdo dos
géneros Tetragastris e Crepidospermum como sec¢des dentro do género Protium (Daly
e Fine, 2018).Todas essas tribos estdo presentes na América, Africa e tropicos indo-
asiaticos, mas a diversidade é acentuada no hemisfério sul devido a Burseraceae nao
resistir em ambientes de baixas temperaturas e elevadas altitudes (Weeks et al.,
2005). Além disso, possui semelhancas com a familia Anacardiaceae (Sapindales),
mas pode ser distinguida morfologicamente pelas pétalas e resinas (WEEKS et al.,
2005).

Na Amazodnia, o género Protium se destaca com 85 espécies descritas segundo
MABBERLEY (1998) apud GUIMARAES (2007, p 68). Dados da Flora do Brasil
mostram 53 espécies presentes no Amazonas sendo 12 endémicas. Recente artigo
publicado por Daly (2017) descreve novo taxon denominado de Protium decorum,
espécie gue é restrita na Amazonia periférica encontrada nos limites definidos em

Rondbnia, Acre, Pado (Bolivia) e regides no Peru.
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A morfologia desse género compreende de foliolos com pecidlolus pulvinulados
e flexionados, exceto P. subsseratum e P. apiculatum. As folhas sao alternas e
compostas, comportam-se como arvores de pequeno porte, mas arbustos podem ser
encontrados na familia (RIBEIRO e DALY., 1999).

Seus troncos podem chegar ao dossel da floresta e exsudam um liquido
viscoso (semissadlido) diferente de oleorresinas presentes em leguminosas (RIBEIRO
e DALY, 1999).. A composi¢do quimica ndo volatil dessas resinas possui relevante
interesse em produtos naturais contra atividades que afetam a satde humana.

Resinas exsudadas dos troncos das arvores amazolnicas sdo popularmente
chamadas de breu branco (P. hebetatum Daly), amescla vermelha (P. heptaphyllum
(Aubl) Marchand), pau-de-breu (P. strumossum Daly) e breu vermelho (P. apiculatum
stuart). Recente estudo de Silva (2016) sobre a composi¢éo quimica de breu, concluiu
gue diferenciacdes entre breu preto e branco sdo mais culturais e regionais que
propriamente cientificas. Nesses mesmos moldes, elas fazem parte do extrativismo
nao madeireiro da floresta e geram renda para comunidade no interior do Estado como
a llha de Silves (SIANI et al., 2017).

Resinas de plantas sdao mencionadas erroneamente na literatura como
exsudados que incluem substancias insollveis em agua e endurecem quando
expostas ao ar. Deve ficar claro que resinas produzidas em plantas ndo devem se
confundir com latex, gomas, 6leos ou ceras. Sendo assim, a definicdo correta segundo
Langheim (2003) para resinas devem possuir em sua COMPOSICA0 quimica
substancias volateis e ndo volateis derivadas de metabdlitos secundarios como
terpenos e fendis. Aléem disso, devem ser secretadas em locais especificos e interagir

significantemente com o meio ambiente.
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Em angiospermas, as resinas localizam-se nos aparelhos secretores
constituidos por bolsas esquizogéneas que ocorrem no floema primario e xilema de
tecido de plantas jovens. Alguns fatores podem afetar a producdo de resinas nas
plantas, eles envolvem injarias mecanicas, fatores bidticos (patdbgenos e insetos) e

guimicos (PLAWDEN, 2001).

2.2 IMPORTANCIA QUIMICA EM RESINAS DE BURSERACEAE

Véarios estudos estdo arraigados na literatura cientifica a respeito dos
isoprenoides produzidos em plantas. Eles constituem a unidade basica de terpenos.
Sendo assim, ha no minimo duas rotas biossintéticas conhecidas: a do &cido
mevalonico e o da 1-Desoxi-D-xilulose-5-fosfato.

A rota do mavelonato é preferencialmente encontrada em seres eucariotos e
ocorre no citosol. Sesquiterpenos e triterpenos sdo sintetizados preferencialmente
nessa via. Essa rota biossintética ocorre em seis etapas e utiliza a condensacao de
Claisen a partir de duas moléculas de acetil-CoA. Ja al-Desoxi-D-xilulose-5-fosfato
(ou chamada de metileritritol fosfato) ocorre nos plastideos e € realizada em sete
etapas tendo o gliceraldeido-3-fosfato com a perda da carboxila do &acido piravico
como material de partida na biossintese. Nas plantas, os monoterpenos, clorofilas,
diterpenos e carotendides possuem essa via como preferencial (KIRBY e KEASLING,
2009).

Ambas as rotas descritas acima foram evidenciadas com o objetivo de explicar
a obtencéo de isopentenil difosfato e seu isémero dimetilalil difosfato, os quais servem
como base para a formacado de terpendides. Desse modo, as classes comuns ja
mencionadas compreendem os monoterpenos (10 carbonos), diterpenos (20
carbonos), sesterpenos (25 carbonos) e triterpenos (30 carbonos) (KIRBY e

KEASLING, 2009).
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Véarias dessas moléculas ja foram descritas como promissoras para o
tratamento de doencas que acometem a saude humana. O diterpeno paclitaxel obtido
de Taxusbrevifola é efetivo anti-cancer ministrado como droga denominado Taxol
(TABATA, 2006). Mas ha controvérsias, pois, 0 numero de espécies desmatadas pode
chegar a 3 mil para produzir apenas 1 Kg de taxol (HORWITZ, 1994; JENNEWEIN e
CROTEAU, 2001).

Em torno dos casos descritos acima, a classe de terpendides seleto diz respeito
aos triterpenos acidos. Weizanzang (2014) mencionou que células tumorais foram
induzidas a apoptose em individuos in vivo e in vitro. Nesse mesmo molde, o acido
betulinico é usualmente distribuido na natureza, e, de acordo com o artigo de reviséo
de (BHATTI e KHERA et al., 2013) apresentou inibicdo do virus de imunodeficiéncia
humana com replicacdo em células H9 de linfocitos, bloqueou a entrada de HIV-1 nas
células, e apresentou citotoxicidade contra uma variedade de células tumorais
cultivadas.

Apesar de triterpenos acidos ndo possuirem administragdo comercial
farmacéutica regulamentada como droga, eles sao obtidos sem impacto ambiental ou
qgualquer outro fator ecolégico degradante. Isso pode ser observado na extracdo de
resinas de Burseraceae que emprega injurias mecanicas no tronco de suas arvores
sob cortes transversais (ZUNIGA et al., 2017). Esse material exsudado de seu tronco
torna-se produto extrativo ndo madeireiro preservando a flora local (SIANI et al.,
2017). Dessa maneira, essas argumentacdes servem como base para a pertinéncia

do estudo voltado para a classe de triterpenos acidos nesse trabalho.

2.3 CONSTITUINTES QUIMICOS DAS RESINAS DE BURSERACEAE

Os dois tipos de esqueletos tém muito em comum. Triterpenos tetraciclicos e

pentaciclicos sdo derivados a partir de uma série de ciclizagbes via protonacdo do
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oxigénio no oxido do esqualeno. Os dois possuem suas estruturas estabilizadas
através de rearranjo de carbocéations e, além disso, ha expansao do anel C (5
membros) para o de 6 membros., conferindo desse modo, maior estabilidade para a
estrutura. Isso d4 a explicacdo para os dois tipos de cations precursores: o cétion
propoesteril que possui conformacao (cadeira-bote-cadeira-bote) e o cation damarenil

(cadeira-cadeira-cadeira-bote) (figura 1) (XU et al., 2004).

cation damarenil
H,C

- CHs

%y

(n

carion protoesteril

Figura 1. Cation damarenil (I) e cation protoesteril (Il) precursores de triterpenos
tetraciclicos e pentaciclicos.

Nesse primeiro momento, devem-se exaurir 0s principais cations precursores
conhecidos, uma vez que a reatividade e a formacéo das diversas conformacdes de
triterpenos em Burseraceae dependem da reatividade relativa de seus cations. Dito
isso, triterpenos tetraciclicos derivados do cation protoesteril (6-6-6-5) sé&o

corrigueiramente mais estudados porque séo intermediarios ciclicos na biossintese



34

de esterdis. Através dele, derivam-se outros cations como, por exemplo, o lanosteril e

cucurbitenil (figura 2) (XU et al., 2004).

carion lanosteril

deslocamento 1,2 H

w H
H3C CH,

HsC' CH,

carion lanosteril cation cucurbitenil

Figura 2. Cation protoesteril (lll) e cétion curcubitenil (IV) precursores de triterpenos
tetraciclicos. com OH em C-1.

Os tipos de esqueletos descritos acima, bem como os do tipo damarano,
hopano, cicloartano, friedelano, taraxareno também fazem parte dos constituintes

guimicos presentes em Burseraceae (SIANI et al., 1999; RUDIGER et al., 2007).

2.4 TRITERPENOS DO TIPO URSANO E OLEANANO

A composicdo quimica da familia Burseraceae € predominantemente
acumuladora de esqueletos do tipo ursano e oleanano, esses dois diferenciam-se
apenas na posicao do hidrogénio em C-29 para oleananos e a presenca do carbono
em C-29 para ursanos. As duas substancias comumente encontrada nas resinas de

breu sdo a a-amirina (ursa-12-eno-33-ol) e a B-amirina (olean-12-eno-33-ol) (figura 3)
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gue, em sua biossintese, apresenta como cétion precursor o taraxasteril e oleanil,

respectivamente.

HiC’ CHa H,C’ TCH,

Cation oleanil B-amirina

H;C

H3C

//,’I
‘.

CH3

H,C  CHj3 H,C' CHs;
Cation taraxasteril a-amirina

Figura 3. Triterpenos do tipo oleanano e ursano encontrados nas resinas de
Bursearaceae.

Além da funcao alcool presente em suas estruturas sao encontrados também
seus derivados carbonilados a,B-amirenona (carbonila na posicdo C-3 do anel A)
(Silva et al., 2012) e os hidroxilados breina (3,16a-diidroxiursa-12-eno) e maniladiol

(3B, 16a-diidroxiursa-12-eno) (RUDIGER e VEIGA JUNIOR, 2013) (figura 4).
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HyC CHj
R? Rz R¥ R4 R? R2 R3 R¢
Breina OH OH Me H Maniladiol OH OH H Me

Figura 4. Triterpenos derivados oxigenado da série ursano e oleanano presentes na
familia Burseraceae.

As substancias descritas acima possuem grupos organicos distintos em suas
estruturas que conferem, desse modo, polaridades distintas. Dessa maneira,
(FERREIRA et al., 2017) avaliou o potencial inibitério de a-amilase a partir de oxidacao
da mistura bindria de amirinas, empregando-se a oxidagdo por clorocromato de
piridinio em diclorometano levando a obteng&o das misturas binarias a,3-amirenona.
Entretanto, testes antimicrobianos em Escherichia Coli e Staphylococcus aureus de
derivados dos esqueletos oleanano e ursano (ésteres metilicos), confirmaram que a
hidroxila livre na posicdo C-3 (do anel A) apresenta importancia para atividades
biol6gicas (SILVA et al., 2012)..

Boswelliacarteri e Boswelliaserrata sado espécies pertencentes a familia
Burseraceae, podendo ser encontradas na Peninsula Arabica, Somélia e india. As
resinas destas espécies, conhecida usualmente como olibanum, foram examinadas
por (AKIHISA et al., 2006) e revelaram quinze triterpenos acidos. O isolamento do
acido Bosweélico que pertence ao esqueleto do tipo ursano (figura 5) foi importante
para a investigacdo de seu potencial farmacolégico. Apesar de sazonalidade interferir
na composicdo quimica entre as espécies, torna-se relevante mencionar 0s

constituintes quimicos identificados nesse local, uma vez encontrada similaridades
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com as espécies amazobnicas, a provavel molécula pode servir como marcador

guimico entre diferentes lugares de uma mesma familia.

R'=H:R’=H,
Figura 5. Estrutura do &cido 2-Bosweélico encontrada em Boswellia carteri e Boswellia
serrata.

Nesse mesmo seguimento, foi avaliado atividade anti-plasmodial das
oleorresinas de Bowelia serrata pelo estudo de (GREVE et al., 2017) e, mesmo ja
mencionada a presenca do acido ursdlico, oleandlico e bosweélico vale relatar os
demais tipos de triterpenos presentes na familia Burseraceae. Eles compreendem o0s
diéis como o uvaol (ursa-12-eno-3,28 diol; 442,72 m/z) e 3-epi-Neoilexanol (Ursa-12-

eno-11-ona; 440 m/z) (figura 6).

Heo v
~O0

H,C CHy » "'CH3

uvaol 3-epi-Neoilexonol

Figura 6. Triperpenos diidroxilados encontrados em oleorresinas de Bowelia serrata.

A rigida estrutura dessas substancias juntamente com o alto valor em seu ponto

de ebulicdo limita a utilizacdo de algumas técnicas analiticas. Por conta dessa baixa
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volatilidade, opta-se pela fragmentacdo dos principais ions utilizando derivados de
ésteres metilicos analisados por CG-MS (XU et al., 2018). Em geral, a presenca da
dupla ligacdo norteia a fragmentacdo dessas substancias sugerindo padrdes nos
diferentes tipos de esqueletos (BUDZIKIEWICZ et al., 1963).

Nesse contexto, os fragmentos dos triterpenos do tipo oleanano e ursano
seguem pelo mecanismo de retro-Dials-Alder partindo da dupla ligacdo presente no
anel C (figura 7). A massa do dieno pode ser modificada a depender do grupo
funcional presente na posicdo C-3, porém isso ndo é observavel no fragmento do anel

C resultando no pico base em m/z 218 (BUDZIKIEWICZ et al., 1963)..

CH3 HaC

R CH,

Figura 7. Principais fragmentos do tipo ursano e oleanano a partir do mecanismo retro
Dials-Alder.

A diferenca entre os espectros de massas dos dois esqueletos € o fragmento
observado em 203 m/z. O estudo de (KARLINER e DJERASSI, 1966) com esses
terpenos deuterados analisaram 0s possiveis mecanismos e concluiram que a
expulséo do carbono C-20 juntamente com a quebra homolitica de C-18 e C-19 resulta

no cation dienil. Em contrapartida, nos esqueletos ursanos a clivagem no carbono 28
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leva apenas a 35% de abundancia do pico em 203 m/z e, desse modo, observa-se a

intensidade menor em relacdo ao oleanano (figura 8).

203 m/z

203 m/z

Fragmentos do tipo oleanano Fragmentos do tipo ursano

Figura 8. Fragmentos do tipo ursano e oleanano para m/z 203.

Da mesma forma, todas as substancias possuem padrdes de fragmentacoes e

isso também é observavel nos esqueletos tetraciclicos do tipo tirucalano.

2.5 TRITERPENOS DO TIPO EUFANO E TIRUCALANO

Esqueletos do tipo eufano e tirucalano foram descritos em espécies de Protium
e Tratinnickia (MAIA et al.,, 2000). Em 2012, estudos de Siani e colaboradores
demonstraram a presenca de 13% desses esqueletos em Trattinnickia rhoifolia Wild
de suas resinas coletadas no Estado do Rio de Janeiro. As estruturas de seus
esqueletos provém do cation lanosteril (XU et al.,, 2004) e, foram encontradas,
também, em espécies de Protium crenatum Sandwich na Venezuela (USUBILLAGA
et al., 2004). Na regido da Africa - na RepUblica Democréatica do Congo- foi identificado
em frutos de Canarium schweinfurthii Engl (Burseraceae) substancias fenélicas como
0 pinoresinol, catecol e o &cido triterpénico 3a-hidroxiturucala-8,24-dieno-21-oico

(figura 9) (NGBOLUA et al., 2015)
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OH
R
RE\\‘ "’//
HsC CH3
Pinoresinol catecol 3a-hidroxiturucala-8,24-dieno-21-6ico

Figura 9. Substancias identificadas nos frutos de Canarium schweinfurthii Engl
(Burseraceae).

O material vegetal estudado de Bursera graveolens -conhecido como
sassafras na Coldmbia — foi avaliado através de estudos fitoquimicos e identificaram-
se trés triterpenos: 3-oxotirucala-8,24-dien-21-oico (acido 3-eleménico) com fungéo 3-
oxo no carbono em C-3 (3 218,1 ppm - 3C RMN); o &cido 3a-hidroxitirucala-8,24-dien-
21-oico (a-elemdlico) com uma hidroxila na posi¢éo C-3 (t, J= 19Hz, H-3 — 'H RMN)
e, por ultimo, o &cido 3a-hidroxitirucala-7,24-dien-21-oico que apresentou o ion
molecular em 456 m/z e um hidrogénio olefinico em & 5,31 ppm (*H -NMR)
demonstrando que a posi¢ao da dupla ligacdo encontra-se na posicao C-7 (ROBLES

et al., 2005) (figura 10).

(MR2=0 (3)

(2) R = H; R? = OH

Figura 10. Estruturas dos acidos identificados em Bursera graveolens. Legendas: (1)
acido 3-oxotirucala-8,24-dien-21-oico (acido p-elemdlico); (2) 3a-hidroxitirucala-8,24-
dien-21-oico (a-elemdlico) e (3) 3a-hidroxitirucala- 7,24-dien- 21-oico.
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A posicao da dupla ligacdo nos eufanos e nos tirucalanos é o que os diferencia.
Estudos por CG-MS do éster metilico do acido a-elemdlico, apresentou as principais
fragmentagdes em m/z 189, 159 e 133 (SIANI et al., 2012). Além disso, 0 mecanismo
de fragmentacao foi observado pela clivagem do anel em C-7 de acordo com o

sugerido por (BUDZIKIEWICZ et al., 1963) (figura 11).

Figura 11. Fragmentacéo a partir da clivagem em C-7 do acido a-elemdlico.

Trabalhos como o de (SIANI et al., 2012) analisaram fragmentacdes de ésteres
metilicos com amostras de resinas da Flora Amazénica. Com isso, 0s triterpenos
metilado 3-oxo-tirucala-8,24-dien-21-oico, de férmula Csi1Hs80s3, apresentou o ion
molecular em m/z 468 [M]* e as principais fragmentacdes observadas foram: m/z 119;
189; 393; 421 e 453 (100%). Nesse sentido, Mora e colaboradores estudaram a
interacdo molecular de triterpenos tetracilicos e, com isso, constataram que a
geometria da cadeia alifatica presente na cadeia lateral do acido a-elemalico e de seu
isbmero, desempenha papel importante na inatividade de membranas celulares, isso
assume uma posicdo anti ao carbono C-22 ao C-13 presente cadeia rigida tetraciclica

(figura 12) (MORA et al., 2001).
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Figura 12. Fragmentacdo a partir da clivagem em C-8 do &acido 3-oxo-tirucala
(BUDZIKIEWICZ et al., 1963).

Muito se fala a respeito dos triterpenos acidos, isso porque a presenca de
grupos doadores/retiradores de elétrons em suas estruturas influencia papel

importante quanto as doencas nocivas aos seres humanos.

2.6 TRITERPENOS ACIDOS E MODIFICA(;AO ESTRUTURAL

A classe de metabdlitos secundarios que vém sendo continuamente estudada
pelos pesquisadores diz respeito aos triterpenos acidos. Essas substancias ganharam
maior atencdo devido a sua agdo antimicrobiana, anti-tumoral e antioxidante (XU et
al., 2018).

Recente artigo de revisado de (ZHANG et al., 2014) mostrou que cada tipo de
esqueleto triterpénico influencia em mecanismos diferentes, porém os acidos do tipo
lupano, ursano, oleanano, lanostano possuem a semelhanca de agir contra atividade

anti-carcinogénica. Os mecanismos citados por esses autores, envolvem a inibicdo da
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proliferacédo de células tumorais, indugcéo a apoptose de células cancerigenas, inibigcéo
de fatores angiogénicos e prevencgdo de células & metastase.

Das espécies Amazonicas de Burseraceae, Rudiger (2012) isolou de Protium
bahianum as misturas do acido ursdlico e oleandlico, do extrato em acetato de etila
identificou e elucidou a estrutura dos acidos a,B-elemdlico. Ja em de Protium
picramnioides isolou o acido 3B-hidroximultiflora-7-eno-29-6ico (acido triptocéalico B)
demonstrando sua estrutura por dados espectrocépicos, e, também o acido 3-oxo-
multiflora-7-eno-29-6ico (acido 3-oxo-triptocalico B) (figura 13) do extrato em acetato
de etila. Do mesmo modo, do extrato em hexano identificou por CG-MS o esqueleto
do tipo multiflorano que em estudos anteriores de (LIMA et al., 2001) permanecia
sendo o unico dessa série quando identificado em P. altissimum (sin. Tetragastris

altissima)

HsC_  CHs
H,C
CHy CH;
CHj
HO
HyC  CHj
A B C

Figura 13. Esqueletos do tipo multiflorano encontrados em Protium picramnioides (sin.
Tetragastris panamensis) (RUDIGER, 2012). Legenda: em (A) acido 3-oxo-triptocalico
B; em (B) acido triptocélico B e em (C) Multiflora-7-eno-3-ol.

Modificacbes estruturais das substancias oriundas da natureza vém
continuamente sendo estudadas devido a sua atividade bioativa.
Andalogos derivados do éacido betulinico- triterpeno do tipo lupano- foram

avaliados ap6s a modificacao estrutural do anel A que exibiu atividade terapéutica
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importante anti-HIV, anti-protozoario (BORKOVA et al.,, 2018), anti-diabética e
antiobesidade (RIOS e MANEZ, 2018). A sintese quimica desses derivados sintéticos,
clinicamente sado promissores de uso como drogas terapéuticas (BORKOVA et al.,
2018).

Os casos de malaria assolam paises tropicais devido a disseminagdo do
protozoario Plasmodium transmitido através do mosquito Anopheles. Através desse
problema foi que (BORGATI et al., 2017) avaliou o potencial de derivados triazdlicos
(figura 14) do lupeol extraidos das cascas de Parahancornia fasciculata, e, concluiram
gue esses derivados sintéticos apresentaram maior lipofilicidade frente ao lupeol,
consequentemente, baixa solubilidade nos testes in vitro levando a baixa atividade

anti-plasmodial.

H,C CH

R
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Figura 14. Sintese quimica de derivados 1,2,3-triazélicos utilizando o lupeol como
material de partida (BORGATI et al., 2017).

Diferentemente do que foi descrito acima, os derivados 1,2,3-triazélicos foram
avaliados a partir da sintese quimica, com azida de cobre, a partir do 3-acetil-betulino
e a betulona (figura 15). A insercao dos grupos triazélicos foram direcionados para o
carbono C-28 e o derivado carbonil betulona apresentou ser promissora para a terapia

anti-cancer (BEBENEK et al., 2018).
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Figura 15. Derivado 1,2,3-triaz6licos a partir do acido betulinico.

Outro produto natural bastante mencionado na literatura diz respeito ao acido
oleandlico. Ele possui trés sitios ativos: hidroxila em C-3, insaturacdo em C-12 e C-13
além do grupo carboxilico em C-28 (BEBENEK et al., 2018). Esse triterpeno foi
mencionado como tendo atividade antioxidante dos frutos de Punitagranatum
(Punicaceae) (PATTNAIK et al., 2016), anti-inflamatéria das folhas de Rosa laevigata
(Rosaceae) (YAN et al.,, 2013), anti-microbiana das folhas de Viburbunchingii
(Asteraceae) (CHEN et al., 2011), anti-diabética das folhas de Phyllanthusamarus
(Phyllantaceae) (ALI et al., 2006) e analgésica das folhas de Viscum album
(Salantaceae) (RALI et al., 2016)..

No artigo de revisdo de (KHWAZA et al., 2018) ele menciona quais grupos
funcionais foram inseridos no &cido oleandlico e as diferentes atividades que seus
derivados apresentaram. De acordo com isso, hidrogenagéo da dupla ligagdo em C-
12 e C-13 apresentou ser 3 vezes mais eficaz que o acido oleandlico na analise da

atividade anti-HIV (ZHU et al., 2001) (figura 16).
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Figura 16. Hidrogenacdo da dupla ligacdo (derivado do &cido oleandlico) que
apresentou atividade anti-HIV.

Nesses mesmos moldes, o acido sialico foi inserido no C-28 do acido oleandlico
e inibiu a atividade do virus influenza quando liga a proteina hemaglutinina (figura 17)

(HAN et al., 2016).

Figura 17. Derivado do acido oleandlico inibidor do virus influenza.

Dados da literatura mencionam uma variedade de reagentes que promovem a
modificacdo  estrutural em triterpenos. Comercialmente  disponivel, o
trimetilsilildiazometano (TMSD) é um reagente explosivo quando utilizado em larga
escala, toxico, cancerigeno e poluidor do meio ambiente. Mesmo com essas
caracteristicas o grupo diazo possibilita uma eficiente metilagdo quando presente junto
a acidos carboxilicos. Foi nesse aspecto que (MIGOWSKA et al., 2010) descreveu em
seu trabalho sobre a derivatizacdo de drogas que s&o despejadas no meio ambiente

por meio de residuos. A derivatizacado por TMSD foi favoravel porque empregou-se
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tempo de reacao reduzido (20 minutos) e, ainda, utilizou-se o sistema em temperatura
ambiente, diferentemente do observado por métodos convencionais que empregam a
metilacdo através de acidos de Lewis.

Esteres derivados do acido betulinico foram avaliados por (SILVA et al., 2012)
através da sintese de cloretos de alcanoila. A reacdo baseou-se na insercdo dos
grupos substituintes na posicdo C-3 no anel A do triterpeno. Os pesquisadores
observaram que a reagéo prolongada (24h), empregando uma temperatura constante
de 45°C, permitiu a sintese de 12 diferentes tipos de moléculas, porém os testes
antimicrobianos por difusdo em &gar ndo apresentaram atividades contra
Staphylococcus e Escherichia coli.

Por dltimo, a alternativa que (JHAM et al., 1982) empregou para a derivatizacao
de lipideos, foi a utilizacdo da catalise acida empregando HCI/MeOH como agente de
derivatizacao. A primeira etapa da sintese consistiu na hidrdlise de lipideos (KOH 0,5
M) e, em seguida, a etapa de metilagdo por catélise acida empregando o acido
cloridrico em metanol. Os resultados avaliados demostraram que o emprego dessa
reacdo levou a resultados favoraveis frente ao método convencional de BFs/MeOH,
isso pelo baixo tempo de reacao (20 min) e a utilizacdo de reagente ndo toxicos
(MeOH; HCI e H20).

Dentre os pormenores descritos anteriormente, os metabdlitos secundarios
mencionados na familia Burseraceae, especificamente os triterpenos acidos, tomam
0 norte para a construcdo desse trabalho que, subdivide-se em cinco partes: a primeira
€ a selecao das espécies endémicas de breu Amazoénico, a segunda trata-se do pré-
fracionamento para a obtencdo dos extratos concentrados em substancias acidas. O
terceiro momento engloba o fracionamento das substéancias polares presentes nas

oleorresinas. ApOs conhecidas as substancias mais oxidadas presentes no breu, a
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guarta etapa reporta-se a sintese quimica em ésteres metilicos e, por fim, a anélise e

conhecimento das substancias dos derivados metilicos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Isolar e identificar os constituintes polares de resinas de espécies de Burseraceae
da Amazonia, e desenvolver metodologias de separagdo com aumento de escala para

a preparacao de derivados metilicos.

3.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Concentrar os constituintes polares dos extratos em acetato de etila e hexano das
resinas das espécies Burseraceae por cromatografia de troca ibnica, com silica
impregada com KOH;

- Isolar os constituintes por cromatografia por coluna de silica flash;

- ldentificar as substancias isoladas e em misturas por técnicas por técnicas
espectroscopicas e espectromeétricas;

- Realizar modificagdes estruturais nos acidos triterpénicos;
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4. METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO DO MATERIAL BIOLOGICO

A coleta das resinas foi realiza por André Luis Rudiger no periodo de obtencéo
do titulo de Mestre em Quimica. Dissertagcao intitulada “Estudo fitoquimico de
oleorresinas de espécies da familia Burseraceae” no ano de 2008. Ja os extratos
foram preparados no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais da Amazonia (Q-
BiomA) situado na Universidade Federal do Amazonas, Setor Norte.

O estudo prévio das resinas exsudadas de Burseraceae compreendeu diversas
regides do Brasil, mas a disponibilidade de material biolégico no grupo Q-BiomA
tornou como base para esta pesquisa as espécies descritas na tabela 01. Sendo
assim, os locais de coleta compreenderam: 2Reserva Florestal Adolfo Ducke (Inpa)
localizada na Rodovia AM-010/Km 26, Itacoatiara-Manaus-Brasil; PReserva Bioldgica
de Campina (INPA) localizada na Rodovia BR 174 (Manaus-Boa-Vista), Km 60
Manaus-Amazonas; ‘Fazenda Experimental da Universidade Federal do Amazonas,

rodovia BR-174,Km 38 (Manaus-Boa Vista) e “Macapa-Amapa.

Tabela 1. Descri¢do das espécies de Burseraceae estudadas, sigla, local/periodo de coleta e extrato.

Nome Cientifico Sigla Exsicata Periodo/local de coleta Extrato
Protium cf. heptaphyllum EDFB25 END 2 jun-(2006) Etanoato de Etila
Protium strumossum ECRQ25 178257 ®Julh-Nov (2009) Etanoato de Etila
Protium paniculatum var. modestum ECNC21 1413737;191303 ¢Jun- 2006 Hexano
Protium hebetatum 2 ECVC21 END ¢Jun- 2006 Hexano
Protium altisonii ECAH21 END dMacapé\ Hexano

Legenda: 191303 e 178257 - exsicata depositada no herbario do INPA; 1413737 exsicata depositada
no herbario do Jardim Boténico de Nova lorque, os quais fizeram parte projeto Flora da Reserva Ducke.
END-Exsicata Ndo Depositada.
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4.2 METODOLOGIA PARA FRACIONAMENTO E ELUCIDACAO ESTRUTURAL
4.2.1 CROMATOGRAFIA DE SILICA IMPREGNADA COM HIDROXIDO DE

POTASSIO

Cromatografia com silica impregnada com KOH permite transformacéo da fase
estacionaria em resina de troca i6nica durante o processo cromatografico devido aos
grupos silanois (Si-OH) modificados em Si-OK.

A metodologia foi descrita de acordo com (Pinto et al., 2000), e reproduzidas
em triplicatas para cada espécie descrita nesse trabalho, tendo como objetivo a
obtencéo de maior rendimento das fracdes acidas . Com isso, para o preparo da silica
foram adicionados 100 mL de solucdo aguosa de KOH a 10% em 100 g de silica de
fase normal (Mesh 70-230). Em seguida, deixou-se secar em estufa durante 24h a
90°C.

A cromatografia foi realizada em coluna aberta com diametro interno variavel e
altura da silica superior a 12 cm. O sistema de elui¢cdo consistiu em trés eluentes: a
primeira fracdo em hexano para eluicdo da fracdo apolar das resinas de breu, a
segunda permitiu a eluicdo da fracdo ndo acida com diclorometano e, a terceira, a
fracdo salina em metanol. Em seguida, as fracdes foram concentradas em evaporador
rotatério da Buchi (Waterbath B-480, Switzerland) sob pressao reduzida. Apés, foi
realizada a particdo liquido-liquido da fracdo salina em metanol. Para isso, foram
adicionados 100 mL de H20 destilada e 20 mL de diclorometano a fracdo metandlica
previamente concentrada em um funil de separacdo. O sistema foi agitado
cuidadosamente de modo a prevenir a formacéo de emulsdo. O experimento seguiu
acidificando o sistema com HCl a 1M até atingir o pH 2, 3 e 4. Por fim, foram realizadas

sucessivas extracdes com diclorometano.
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5. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

5.1 PRE-DERIVATIZACAO CROMATOGRAFICA

As placas cromatograficas foram dispostas em uma camara e as zonas de
aplicacao foram vedadas por uma tira de vidro. Logo em seguida, colocou-se 1 mL de
solucdo 1% de iodo em cloroférmio em um vidro de relégio a distancia de 1,2 cm das
placas. O sistema foi condicionado em uma camara escura durante 10 minutos. Apos
o término, as placas foram expostas ao jato de ar quente para remover 0 excesso de

iodo (SWIEBODA et al., 2014)..

5.1.2 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DE ALTA EFICIENCIA

A analise dos perfis por cromatografia em camada delgada foi realizada com o
auxilio do TLC visualizer CAMAG (numero de série: 210607; camera do tipo: DXA252,
série 712721314;) com aplicador automatico LINOMAT 5 (numero de série 170602).

As placas cromatogréaficas foram de silica gel 60F2ss (Merck, Darmstadt,
Germany, Lote N. 0345548) com tamanho de particula de 8 uM e espessura de 200
HUM; com larguras variaveis de acordo com o nimero de amostras. A primeira posicao
de aplicacdo consistiu de 15 mm e o0 espaco entre as amostras de 17,5 mm. As
amostras foram aplicadas com concentracédo de 1mg/mL, volume de 5 pL utilizando a
seringa de 100 pL (CAMAG) com presséo de 6 Kgf/cm? de nitrogénio.

Em seguida, as placas foram dispostas na posicdo vertical em uma cuba
saturada com hexano, diclorometano, metil-etil-cetona ou etanoato de etila em
diferentes proporc¢des, a eluicdo ocorreu com a fase mével na distancia de 7 ou 4 cm.
Em seguida, as placas foram secas na capela de exaustédo e, logo apés, borrifou-se
etanol (10% H2SO04 v/v) ou vanilina sulfdrica. Transcorridos 5 minutos, submeteu-se

imediatamente ao jato de ar quente a 100°C por 3 minutos. A documentacgao foi
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realizada a 366 nm e editada utilizando o programa winCATS (Planar Cromatography

Manager) versao 1.4.9.2001.

5.2 CROMATOGRAFIA POR COLUNA flash (CF)

As fases acidas, das resinas (item 4.2.1) foram submetidas a cromatografia de
coluna flash de acordo com os parametros descrito por (Still et al., 1978). Para isso,
foi utilizada silica F60 da Silicycle Parc-Tecnologique BLVD (Quebec, Canadd) com
granulometria de 40-63 puM (230-400 Mesh).

Para a eluicdo da fase mavel, utilizou-se como auxilio uma bomba a vacuo TE-
0581 (TECNAL), sob pressdo constante de 5 Ibf/pol?, ligada a coluna por uma

mangueira de silicone e uma junta de vidro esmerilhada (24/40).

6. ANALISES INSTRUMETAIS

6.1 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os experimentos de ressonancia magnética nuclear foram obtidos na Central
Analitica — Centro Académico Multidisciplinar (CAM-NMRLAB) - da Universidade
Federal do Amazonas, e também, na Central Analitica do Laboratorio Teméatico de
Quimica de Produtos Naturais (CA-LTQPN/INPA).

Para o preparo das amostras, essas foram solubilizadas em cloroférmio
deuterado em tubos vials, em seguida foram centrifugadas por 3 minutos a 10.000
rom. Apos, ressuspenderam-se as amostras com o auxilio de pipeta pasteur e
adicionou-se trimetilsilano. Os espectros foram realizados utilizando o espectrémetro
da Bruker Avance Il HD, com campo magnético de 11,75 Tesla e freqiéncia de
aquisicdo dos nucleos de *H e 3C a 500,13 e 125,76 MHz, respectivamente, equipado
com uma sonda multinuclear de 5 mm (BBFO Plus SmartProbe ™) com gradiente de

campo na direcédo Z (dados equipamento CAM-NMRLAB). Ja os dados referentes ao
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equipamento do CA-LTQPN, consistem do RMN da marca Bruker Biospin (modelo
Fourrier 300) de 7,0 Tesla, equipado com sonda para nucleos de '3C/*H, bobina de
gradiente e canal de lock de deutério. Também foram obtidos dados de correlagéo
espectroscopia homonuclear (COSY), de correlacdo heteronuclear multiplo quéantica
(HSQC), de coeréncia heteronuclear através de multiplas ligacdes (HMBC) e
intensificacéo da distor¢ao por transferéncia de polarizagao (DEPT 135°).

Para a referéncia dos deslocamentos quimicos (8), a escala foi ajustada de
acordo com o sinal do TMS e os espectros foram editados utilizando o programa

TopSpin (Versao Académica 4.0.4 - Ano 2018) da Bruker.

6.2 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

As andlises por espectrometria de massas foram realizadas no laboratorio
LABCEM (Central Analitica UFAM/Setor norte), utilizando o espectrometro da Thermo
Scientific LCQ Fleet com fonte de ionizacdo por APCI no modo negativo (dados da
fonte: temperatura do vaporizador: 350°C; taxa de fluxo de gas: 35 Arb; taxa de fluxo
do géas auxiliar 10 Arb; fluxo de varredura do gas: O; descarga de corrente: 5 PA;
Temperatura do capilar: 250°C; Voltagem do capilar: 35 V; Lente do tubo: 110 V e
voltagem da descarga: 3,21 kV).

Para o preparo das amostras, essas foram solubilizadas em MeOH (grau
HPLC) na concentracao final de 10 ppm e, em seguida, foram colocadas no banho
ultrassénico por 2 minutos. As amostras foram injetadas no espectrometro
manualmente (10 pL) e os espectros de massas foram editados utilizando o programa

Xcalibur (verséo 2.0.7).
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7. MODIFICACAO ESTRUTURAL DAS FASES ACIDAS E SUBSTANCIAS

ISOLADAS.

As substancias isoladas, bem como as fases acidas, obtidas de resinas de
Burseraceae, foram submetidas a modificacdo estrutural de acordo com o descrito por
(MIGOWSKA et al., 2010). Para isso, foi utilizado 2 M de trimetilsilildiazometano em
hexano (TMSD) (da Sigma Aldrich; Lot # SHBF5862V) e uma solucdo de 10% de
metanol em acetona. O preparo da reagao consistiu ha adicdo de 220 uL dessa ultima
solucdo com 30 puL de TMSD em tubos vials. Seguindo, o0 meio reacional foi deixado
em temperatura ambiente durante 20 minutos.

Por fim, para a confirmac&do da modificacdo estrutural, foram realizados testes
em Cromatografia em Camada Delgada e Espectroscopia de Ressonancia Magnética

Nuclear de H.

7.1 METODO DE ESTERIFICACAO DE CATALISE ACIDA EMPREGANDO ACIDO
CLORIDRICO EM METANOL.

Para a derivatizacao dos acidos triterpénicos com aumento de escala, tomou-
se como ponto de partida a metodologia descrita por (JHAM et al., 1982). Para isso,
solubilizaram-se 30 mg da fase &cida em 30 mL de KOH a 0,5 M, essa solucao foi
transferida para um baldo de fundo redondo de 100mL e, aquecida em banho de 6leo
a 100°C por 5 minutos. O sistema foi mantido sob refluxo utilizando um condensador
e agitacdo magnética constante. Apdés, resfriou-se em temperatura ambiente e
adicionaram-se 12,4mL de HCl e MeOH (grau HPLC) (4:1 v/v). A mistura foi
novamente aquecida em banho a 100°C por 15 minutos. A solucao foi resfriada
novamente e foram adicionados 62 mL de H20 deionizada, logo em seguida, a mistura

reacional foi mantida sob agitacdo magnética por 10 minutos a 280 rpm.
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Posteriormente, os ésteres metilicos foram extraidos adicionando-se ao baldo 93 mL
de éter de petréleo e submetidos a banho ultrassénico durante 30 minutos. O
sobrenadante foi coletado e utilizou-se 0 mesmo procedimento de extragdo para o
solvente ciclohexano. As etapas de extracao foram realizadas em triplicatas para cada
solvente. Por fim, as amostras obtidas foram analisadas por Cromatografia em

Camada Delgada.

7.2 METODO DE ESTERIFICACAO DE CATALISE ACIDA EMPREGANDO
TRICLORETO DE ALUMINIO EM METANOL

Para a derivatizacdo, a sintese foi realizada a partir de 1 mg dos acidos
empregando AICls/MeOH. Adicionaram-se 250 pL de uma solugéo de 14 % de AICl3
em MeOH e foi aquecida em uma chapa aquecedora utilizando banho de 6leo a 63°C
durante 30 min. O sistema foi realizado em um vail. Logo apés, a mistura reacional foi
resfriada em temperatura ambiente e, adicionaram-se 250 pL de n-hexano. Em
seguida, a solucédo foi submetida ao Vortex durante 5 minutos. A fase superior

contendo o n-hexano foi coletada e analisada por Cromatografia em Camada Delgada.
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8. RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho intitulado: “Estudo fitoquimico dos constituintes polares de resinas
de Burseraceae” consistiu em seis partes. A primeira delas teve o objetivo de
selecionar os extratos polares entre os extratos das resinas presentes no laboratorio
Q-BiomA para o estudo fitoquimico das substancias polares. Tendo como base a
andlise dos cromatogramas presentes na dissertacao de Rudiger (2007), foi realizada
uma ampla reanalise, buscando definir as similaridades dos extratos, suas diferencas
e complexidades, de forma a escolher aqueles extratos mais diferentes, que poderiam
render novos acidos triterpénicos ou outas substancias mais polares. Selecionou-se
0s extratos de resinas de Burseraceae pertencentes as espécies: P. strumossum; P.
paniculatum var modestum; P. cf. heptaphyllum; P. altsonii e P. hebetatum.

A segunda etapa consistiu em concentrar os acidos triterpénicos utilizando
cromatografia de silica impregnada com KOH das espécies selecionadas. Em
seguida, o perfil cromatogréafico das fracBes acidas dessas espécies foi comparado
por CCD e, realizou-se o tratamento estatistico por HCA e PCA. Essa anadlise
multivariada foi produzida qualitativamente observando-se as manchas de mesmo Rf
em placa CCD, isso permitiu relacionar semelhancas quanto a composi¢cao quimica
entre as fases acidas. Por conta disso, a analise da distancia euclidiana do
dendrograma e o agrupamento dos eixos principais de P. altsonii e P. hebetatum,
mostraram-se distintas, o que levou a selecdo dessas duas espécies ao
fracionamento.

Na terceira etapa foram realizados os fracionamentos das fracOes acidas
dessas duas espécies, com o0 objetivo de isolar as substancias quimicas mais polares.
Para isso, os experimentos sucederam-se com o estudo do sistema de solventes para

0 extrato das duas espécies selecionadas. O fracionamento de P. altsonii levou ao
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isolamento do acido 3a-hidroxitirucala-7,24-dieno-21-oico, que teve sua estrutura
elucidada por dados espectroscopicos de RMN 1-D/2-D e seu ion molecular obtido
por EM-APCI. Além disso, identificou-se em mistura os acidos 3-oxo-tirucala-8,24-
dieno-21-oico, 3B-hidroxitirucala-8,24-dieno-21-oico e 3a-hidroxioleanano-12-eno-23-
0X0-28-0ico nas demais fracdes dessa espécie. Ja o estudo de P. hebetatum levou a
elucidacéo estrutural da mistura de trés substancias em uma mesma fragdo. Sendo
assim, foram denominados de acido 3-oxo-tirucala-8,24-dieno-21-oico (acido [-
elemdlico); 3a-hidroxitirucala-8,24-dieno-21-oico (a-elemdlico) e 3a-hidroxitirucala-
7,24-dieno-21-oico por RMN 1-D;2-D e identificagcdo do ion molecular por EM-APCI.

A quarta etapa compreendeu em transformar os acidos triterpénicos em seus
respectivos derivados ésteres metilicos para o isolamento dos triterpenos acidos mais
polares. Realizou-se a derivatizagao utilizando trimetilsiliidiazometano (TMSD) nas
fracBes acidas de P. strumossum; P. paniculatum Var modestum; P. cf. heptaphyllum;
P. altsonii e P. hebetatum acompanhando a reagcdo em Cromatografia em Camada
Delgada. Os padrfes acidos anteriormente isolados também foram submetidos a
derivatizacdo por TMSD acompanhando por Cromatografia em Camada Delgada e
RMN de 'H. Ao final dessa etapa, empregou-se o estudo de metodologia para
derivatizacdo em escala de bancada diferente do TMSD.

A quinta parte dessa pesquisa consistiu em transformar os triterpenos acidos
em ésteres metilicos de P. strumossum utilizando aumento de escala pela
metodologia de bancada. No decurso dessa etapa, os acidos de P. strumossum foram
submetidos a derivatizacdo em ésteres metilicos utilizando metodologia de bancada
acompanhando por CCD.

Por fim, a sexta etapa teve como principal atividade fracionar os ésteres

metilicos obtidos a partir da derivatizacéo da fracdo de acidos de P. strumossum. Com
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isso, realizou-se fracionamento por cromatografia de silica flash e a identificacdo do

ion molecular por EM-APCI dos derivados metilicos. A figura 18 demonstra o

delineamento experimental do trabalho desenvolvido.

(" Estudo fitoquimico )
de resinas
Burseraceae )
T

Y
/

Levantamento das
espécies no
|_laboratdrio Q-BiomA )

)

(" Analise dos extratos
por CCD
|

'
[ Selegao das ]
espécies

Concentragdo dos
acidos por coluna de
KOH
\

Analise estatistica
das fragOes acidas

|

1 v
p
Selegéo de P. Selegdo de P
altsonii e hebetaum strumossum

-

vy

¥

.

s

altsonii e hebetatum
\

Fracionamento de P.

g . . =
Derivatizagéo por
metodologia de

v

bancada

ey

(

x

padrdes acidos por

Y
Derivatizacéo dos
TMSD

|

Fracionamento dos
ésteres metilicos

~

|

Derivatiz'agéo das
fragdes acidas por

TMSD
\

L

|

Analise dos ésteres
metilicos por CCD

Figura 18. Fluxograma experimental das atividades desenvolvidas na dissertacao.

8.1 SELECOES DOS EXTRATOS DE RESINAS DE BURSERACEAE

Os extratos das resinas constituem parte dos projetos desenvolvidos no

laboratoério de Pds-Graduagdo em Quimica de Produtos Naturais (Q-BiomA). Sendo

assim, na dissertagao de Rudiger (2007) intitulada “Estudo fitoquimico de oleorresina

exsudado de espécies de Burseraceae”, realizou-se previamente as andlises dos

cromatogramas realizados por CG-DIC pelo autor comparando os resultados em placa
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CCD de sua dissertagdo. Com isso, foi possivel indicar a massa de extrato disponivel
para o desenvolvimento da pesquisa. Essa andlise prévia permitiu apontar as
amostras que possuiam maior teor de substancias acidas, indicativas de maior
polaridade.

O perfil cromatogréfico de diferentes extratos das espécies de Burseraceae foi
estudado com o intuito de observar em CCD as espécies que possuiam maiores
teores de substancias polares. Em meio a tais observacgdes, a figura 19 mostra a CCD
dos extratos de Protium cf. rubrum (PRU) obtida em metanol (1) e em acetato de etila
(2), seguida de Protium aracouchini (PAR), Protium elegans (PEL), Protium
grandifolium (PGR) obtido em hexano (5), acetato de etila (6) e metanol (7). O extrato
de Protium. opacum var. opaccum (POO) foi obtido em hexano (8), metanol (9) e
acetato de etila (10). Ja Protium cf. paniculatum (PPA) foi realizado em metanol (11)
e hexano (12) como solvente de extracdo e, por ultimo, Protium paniculatum var.
riedelianum (PPR) em metanol (13) e em acetato de etila (14).

O perfil cromatogréfico de PEL (4) presente na figura 24 apresentou Rf 0,25
em hexano indicando substancia de menor polaridade e, ainda assim, apresentou Rf
0,45 na revelacao por UV-254 nm. A amostra PAR obtida em metanol apresentou Rf
0,62 e em hexano foi observado Rf em 0,25, 0,33 e 0,45 indicando manchas de baixa
polaridade e, quando submetidas a luz UV-254 nm revelaram Rf em 0,33 e 0,45
podendo indicar a presenca de cromoéforos nessas duas manchas.

Ja as amostras de PGR apresentaram duas manchas em comum de cor roxa
de Rf 0,25, e os extratos em hexano (5) e acetato de etila (6) possuiram massa de
4,52 g e 1,09 g, respectivamente. Dentre as amostras de POO analisadas, apenas 0
extrato em acetato de etila apresentou massa de 1,27 g, e o levantamento dessas

amostras mostrou Rf em 0,16 revelada tanto em sulfato cérico quanto em UV-254 nm.
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Por fim, as amostras PPA e PPR apresentam uma mancha de menor polaridade de
Rf 0,18, mas apenas os extratos em hexano de PPA (12) apresentaram massa de

1,27 g e PPR (acetato de etila) de 9,44 g.

Eluente: HEX/DCM/AcOEt (6:2:2)
Revelador: Vanilina Sulfarica

Figura 19. Cromatograma por CCD para os extratos em hexano, acetato de etila e
metanol de resina das espécies Protium cf rubrum (PRU), Protium aracouchini (PAR),
Protium elegans (PEL), Protium grandifolium (PGR), Protium opacum var. opaccum
(POO), Protium cf. paniculatum (PPA) e Protium paniculatum var. riedelianum (PPR).

Na figura 20 foram repetidas as analises dos extratos de Protium grandifolium
(PGR), Protium paniculatum var. riedelianum (PPR), ambas obtidas em acetato de
etila, Protium opacum var. opaccum (POOQO) e Protium cf. paniculatum (PPA) extraidas
em metanol. Os cromatogramas foram dispostos de acordo com o aumento da
polaridade de 30% em A, 35% em B e 37,5% em C. Pode-se apontar que em todas
as espécies observaram-se manchas de cor roxa presentes no Rf 0,56, que pode ser
indicativo da presenca de a,B-amirina ocorréncia comum no material de Burseraceae.
Além disso, as placas cromatograficas B e C (figura 20) apresentaram similaridade
das manchas presentes no Rf 0,30 de todas as espécies, porém uma mancha verde

em POO de Rf 0.19 foi observada apenas na placa B, sugerindo que esse eluente
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permitiu maior separacdo das substancias presentes em Protium opacum var.
opaccum.

Seguindo, PPR e PPA apresentaram uma mancha de baixa polaridade no Rf
0,1 e, em contrapartida, apenas a espécie POO apresentou uma mancha de Rf 0,21
na placa B. A espécie Protium grandifolium (PGR) mostrou-se com perfil
cromatografico distinto no aumento de polaridade, porém na placa C foi identificado

uma mancha roxa de Rf 0,17.
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Figura 20. CCD dos extratos obtidos em acetato de etila e metanol de resina das
espécies Protium grandifolium (PGR), Protium paniculatum var. riedelianum (PPR),
Protium opacum var. opaccum (POOQO) e Protium cf. paniculatum (PPA).

Ja na figura 21 foram analisadas amostras de resina de Protium
polybotryum ssp blackii (PPB;1), Protium nitidifolium (PNI;2) extraidas em acetato de
etila, hexano (2.1) e metanol (2.2), Protium sp2 (BRC-2) obtidas em metanol (3) e

hexano (3,1) e, por ultimo Dracyodes hopkinsii (DHO) em extrato metandlico (4).
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Figura 21. CCD para os extratos obtidos em hexano, acetato de etila e metanol de
Protium polybotryum ssp blackii (PPB), Protium nitidifolium (PNI), Protium sp2 (BRC-
2) e Dracyodes hopkinsii (DHO).

Os cromatogramas da figura acima foram dispostos de acordo com a
polaridade: na placa A (20 %), 37,5% em B e 30% na placa C. Dentre essas amostras,
Protium nitidifolium (PNI)- obtida em acetato de etila- apresentou massa disponivel de
0,56 mg e Protium sp2 (BRC-2) com 24,8 g. O extrato hexanico de PPB e de BRC-2
apresentaram Rf em 0,16 e 0,26, mas no cromatograma abaixo, observa-se apenas
manchas de Rf 0,22 e 0,25 para BRC-2 e para PPB manchas polares de Rf em 0,11
e 0,17.Contudo, tanto as espécies DHO quanto BRC-2 apresentaram manchas em Rf
0,37, mas apenas as amostras 1 e 3 apresentaram manchas em 0,33 indicativo de
breina e maniladiol. Ja na analise revelada por UV-254 nm, apenas PNI apresentou
Rf em 0,67 e PPB Rf em 0,33, 0,37 € 0,48.

O perfil cromatografico apresentado de Trattinnickia glaziovii (TGL) em acetato
de etila (5), Trattinnickia peruviana (TPE) em hexano (6), Crepidospermum rhoifolium

(CRH;7) e Tetragastris panamensis (TPA;8) em acetato de etila, metanol (8,1) e

hexano (8,2) esta disposto na figura 22.
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Figura 22. Cromatograma por CCD para os extratos obtidos em hexano, acetato de
etila e metanol de Trattinnickia glaziovii (TGL), Trattinnickia peruviana (TPE),
Crepidospermum rhoifolium (CRH) e Tetragastris panamensis (TPA).

A figura 22 permite discutir que a CCD das espécies de Burseraceae revela
manchas no Rf 0,17 em todas as amostras, mas a mancha de Rf 0,2 ndo foi observada
em TPA (8 e 8,1) e CRH. Em meio a essas observacdes, Ridiger (2008) descreveu
gue foi possivel identificar a ocorréncia de triterpenos diidroxilados em Trattinnickia
glaziovii (TGL). O perfil do fracionamento avaliado por ele em CCD apresentou
manchas em Rf 0,33 e experimentos como a CG-EM revelaram que ambas as
substancias apresentaram o mesmo ion molecular de 442 m/z [M]* e hidroxila na
posicdo 16, sugerindo que esse extrato possui a presenca de breina e maniladiol.
Seguindo, os extratos das espécies foram repetidos e revelados em sulfato cérico e
vanilina sulfirica. Observou-se que apenas Trattinnickia glaziovii apresentou a
mancha em Rf 0,33 em ambos os reveladores, isso corrobora a reprodutibilidade do
experimento apontado a presenca dos triterpenos diidroxilados. Em contrapartida,
outras manchas de Rf de baixa polaridade em Trattinnickia peruviana foram
identificadas em 0,27; 0,2 e 0,17. O levantamento das quantidade de material vegetal

foi de 0,438 g de TGL (5), assim como TPE (6) com 4,63 g de extrato, 0 extrato em
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hexano de TPE (6) possuiu 3,11 g, TPA (8,2) com 0,9 g de amostra e TPA (8) com 2,5
g de extrato em acetato de etila.

A figura 23 representa o perfil dos extratos de resinas de Tetragastris
panamensis (TPA;8) em acetato de etila, Protium tenuifolium (PTE) em hexano (9) e
acetato de etila (9,1), Protium apiculatum (PAP-1) em metanol (7), hexano (10,1) e em
acetato de etila (10,2 e 10,3) e, por ultimo, Protium cf. apiculatum (PAP-2;11) em
acetato de etila. Dentre estas, apenas PAP-1 (10) possuiu massa de 48,09 g e PAP-
1 (10,3) possui 35,58 g de amostra disponivel. De acordo com o cromatograma,
observaram-se manchas de Rf 0,22 em todas as amostras exceto em PAP-1 (10).
Nesse mesmo sentido, apenas PAP-1 (10,2 e 10,3) apresentaram Rf em 0,12. Ja as
manchas de menor polaridade foi observada em 0,57 (regido de a,3- amrinas) e 0,75
para todas as amostras, exceto PAP-1 (10), PTE (9,1) e TPA. Observa-se que em
todas os extratos de resinas apresentaram rastro em placa, isso permite apontar a

presenca de substancias acidas.
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Figura 23. Cromatograma por CCD dos extratos obtidos em hexano, acetato de etila
e metanol de oleorresina de Tetragastris panamensis (TPA), Protium tenuifolium
(PTE), Protium apiculatum (PAP-1) e Protium cf. apiculatum (PAP-2). As amostras
foram eluidas em Hex//DCM/AcOEt (6:2:2) e reveladas em vanilina sulftrica

Seguindo o levantamento das espécies, as amostras evidenciadas no

cromatograma 24, mostram Protium cf. apiculatum (PAP-2;1) em acetato de etila,
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Protium bahianum (PBA) em hexano (2) e acetato de etila (3 e 4), Protium sp.1 (BRC-
1) em hexano (5) e acetato de etila (6) e, por ultimo, Protium cf. kleinii (PKL) em hexano
(7) e acetato de etila (8) foram dispostas na figura 29. Dentre estas, apenas PBA (2)
apresentou 14,64 g de amostra, assim como, PBA (3) com 1,48 g de extrato, PBA em
(4) com 0,817 g, BRC-1 em (5) com 60,10 g, BRC-1 em (6) com 37,40 g, PKL em (7)
com 33,37 g e, finalmente, PKL em (8) com 6,80 g. Observou-se a mancha de Rf 0,1
apenas em PAP-2 (1), ja o Rf de 0,15 foi observado em PBA (3 e 4) e PKL (7). No Rf
0,3 caracteristicos de breina e maniladiol apresentou manchas nessa regido apenas
nas espécies BRC-1 (5;6) e PKL (7;8). Entretanto, as manchas caracteristicas de a.[3-
amirinas foi possivel observar em todas as amostras. Em comparagdo com as analises
descritas por Rudiger (2007), PGA apresentou Rf em 0,15, 0,25 e 0,49 quando
reveladas em UV-254nm. Ja PFE foi a Unica que apresentou mancha de Rf em 0,40

e, também, em PBA foi observado apenas duas manchas de Rf em 0,35 e 0,55.
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Eluentes: Hex//DCM/AcOEt (6:2:2)
Revelador: vanilina sulfurica.

Figura 24. Cromatograma das amostras de resina de Protium cf. apiculatum (PAP-2),
Protium bahianum (PBA) Protium sp.1 (BRC-1) em hexano (5) e Protium cf. kleinii
(PKL).
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Outrossim, € possivel observar manchas evidentes no Rf 0,55 de Protium
bahianum. Isso também foi discutido por Ridiger (2008) que apos o fracionamento do
extrato em acetato de etila desta espécie, identificou-se uma mancha no Rf 0,54
utilizando cloroférmio e acetato de etila (7:3). Com isso, foi possivel isolar a mancha
obtida neste Rf a partir de sucessivos fracionamentos em coluna e, apés, identificadas
por espectrometria de massas e RMN de '3C demonstrou que as fracGes de PBA

tratava-se de uma mistura de acido ursolico e oleandlico (figura 25).

Acido Ursolico Acido Oleanolico

Figura 25. Esqueleto dos &cidos ursolico e oleandlico de Protium bahianum isoladas
e identificadas por RNM 1-D/2-D Rudiger (2007).

Na figura 26, analisou-se os extratos obtidos em hexano (1 e 2) e acetato de
etila (3, 4 e 5) de resinas obtidas de Protium cf. heptaphyllum (PHP-1) e Protium
strumossum (PSP;5). Observou-se manchas polares no Rf de 0,1 apenas em PHP-1
(1). Mas o Rfde 0,15 e 0,32 apareceu em todas as amostras, este Ultimo caracteristico
de regides de breina e maniladiol. Manchas polares de Rf 0,22 foi observada em todas
as espécies exceto PHP-1 em (3). Identificou-se também manchas de menor
polaridade em 0,7, 0,6 e 0,5 (regides de a,B-amirinas). Sendo assim, Protium cf.
heptaphyllum (PHP-1) apresentou massa disponivel de 27,10 g em extrato hexano, ja

0 extrato em acetato de etila da mesma espécie possuiu 8,14 g de amostra, (3) possui
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53,239, em (4) 21,67 g e, finalmente em (5) contém 14,19 g de amostra. Nenhuma

delas apresentou manchas na regiao do UV-254 nm.

PHP-1 PHP-1 PHP-1PHP-1 PSP
L 7 35 a5 tf

Eluentes: Hex/DCM/AcOEt (6:2:2)
Revelador: vanilina sulfurica

Figura 26. Analise por CCD das amostras de resinas de Protium cf. heptaphyllum
(PHP-1) obtidas em hexano (1 e 2) e acetato de etila (3,4) e, amostras de Protium
strumossum (PSP) extraidas em acetato de etila (5).

Por dltimo, na figura 27 foram analisadas as amostras de resinas de
Protium decandrum (PDE;1) em acetato de etila, Protium paniculatum var. modestum
(PPN;2 e 3) em hexano, Protium hebetatum forma A (PHB-1) em acetato de etila (4),
Protium hebetatum (PHB-2) forma B em hexano (5), Protium altsonii (PAL;6) e Protium

cf. laxiflorum (PLA;7) ambas em hexano.
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Figura 27. Analise por CCD das amostras de Oleorresina de Protium decandrum
(PDE;1), Protium paniculatum var. modestum (PPN;2 e 3), Protium hebetatum forma
A (PHB-1;4), Protium hebetatum (PHB-2;5), Protium altsonii (PAL;6) e Protium cf.
laxiflorum (PLA;7).

O perfil cromatografico apresentado na figura 27, amostra que todas as
amostras apresentaram Rf 0,2; 0,27; 0,37 (provavel regido de breina e maniladiol) e,
também, em Rf de maior polaridade, como por exemplo, 0,57 (regido das amirinas),
Rf em 0,65 e 0,72 podem indicar substancias como lupeol, acetato de a,3-amirina e
amirenona. Com isso, as analises realizadas por Rudiger (2007) mostraram que,
quando revelada em UV-254 nm, apenas PDE apresentou Rf em 0,28; 0,30 e 0,33.
Das amostras descritas, apenas (PPN) apresentou massa de 8,89 g, assim como,
PHB-1 continha 37,85 g, PHB-2 apenas 16,67 g e PAL com 15,69 g.

As analises dos perfis cromatograficos permitiram visualizar as manchas de
menor Rf presentes nas resinas das espécies de Burseraceae. Sendo assim, Protium
strumossum, Protium altsonii, Protium paniculatum var. modestum, Protium
hebetatum e Protium cf. heptaphyllum apresentaram teor de substancias de maior
polaridade, bem como aparente quantidade de material disponivel, demonstrando

potencial indicativo para o isolamento e caracterizagéo de triterpenos oxidados.
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8.2 CONCENTRACAO DOS ACIDOS POR CROMATOGRAFIA DE RESINA DE
TROCA IONICA

Os acidos triterpénicos de P. strumossum, P. paniculatum var modestum, P. cf
heptaphyllum, P. altsonii e P. hebetatum foram concentrados através da coluna de

silica impregnada com hidroxido de potéssio.

8.2.1 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE SILICA IMPREGNADA COM KOH DE
Protium cf. heptaphyllum

O extrato de acetato de etila de Protium cf. heptaphyllum (EDFB25) foi
submetido a coluna de silica impregnada com KOH (@inter= 2,2 cm; Asiica= 15,8 cm;
Msiica= 47,36 g; aplicacdo da amostra: 2,0039 g em pastilha) com o objetivo de separar
as substancias em trés grupos: a primeira hexanica (EDFB25h), seguida de
diclorometano (EDFB25n) e, por ultimo a salina (EDFB25s) em metanol. Logo apos,
as amostras foram concentradas em evaporador rotatorio sob pressao reduzida, e
sem seguida, foi realizada particao liquido-liquido até o pH 3. A emulséo foi quebrada
utilizando NaCl a 1M. Em seguida, realizou-se 8 extracées com adi¢cdo de 20 mL de
DCM e foram obtidas 400 mg (19,96%) da fase acida denominada EDFB25pH3 (figura

28).
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EDFB25
2,0039 g

Coluna de KOH

Fase estacionaria: SiO,/KOH (47,369)
Coluna: @ipe= 2,2 cm; Asjica = 15,8 cm
Eluentes:

Volume morto: 60 mL

Fragcdo em hexano: 540 mL

Fragdo ndo-acidos: 540 mL DCM

Fracdo salina: 360 mL de MeOH

Solugédo salina

EDFB25h EDFB25n EDFB25s

Acidificacao e extracao
Adicdo de 100 mL de H,O destilada
Acidificagdo com HCI 1 M até o pH3

8 extragdes com 20 mL de DCM

EDFB25pH3
400 mg

Figura 28. Fluxograma do fracionamento do extrato em acetato de etila de Protium cf.
heptaphyllum.

A guantidade de hexano utilizada para a remocéao das amirinas, foi estabelecida
apos a visualizacdo da reatividade da amostra com a vanilina sulfurica analisada em
placa. Desse modo, a observacéao do rapido aparecimento da mancha de cor roxa no
Rf 0,7, demonstrava que a quantidade da mistura binaria presente no extrato vegetal
era majoritaria, necessitando do aumento do volume de solvente para a remocao
dessas moléculas. Com isso, o pré-fracionamento de Protium cf. heptaphyllum através

da resina de troca ibnica foi analisada em placa como mostrado na figura 29.
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Hex/DCM/AcOEt (5:3:4,5) Hex/DCM/ACOE (5:3:4,5)
Revelador: vanilina sulfarica Revelador: EtOH sulfiirico.366 nm

Figura 29. Perfil cromatografico do fracionamento de P cf. heptaphyllum (EDFB25)
por cromatografia de silica impregnada com KOH. Legenda: (1) -a,B-amirina (2)
extrato bruto de EDFB25b, (3) fragdo hexanica (EDFB25h), (4) fracdo dos ndo-acidos
(EDFB25n), (5) fase acida (EDFB25pH3).

O perfil cromatografico apresentado na figura 29 permite discutir que o padrao
de amirina inserida na placa apresentou mancha de cor roxa no Rf 0,7 quando
revelada em vanilina sulfarica (figura 29; amostra 1). Porém, isso ndo foi observado
na fragdo concentrada de acidos (figura 29; amostra 5), mostrando a eficiéncia do
método na remocdo dessas substancias como interferentes. Ainda assim, todas as
fracBes apresentam uma mancha de cor amarela quando revelada em etanol sulfurico
exposta a luz ultravioleta (366 nm), exceto na fracdo de &cidos. Por ultimo, o perfil em
placa da fragdo acida mostrou rastro em indicativo da concentragdo de substancias

gue podem apresentar grupos carboxilicos em suas estruturas.
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8.2.2 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE SILICA IMPREGNADA COM KOH DE

Protium strumossum.

O extrato em acetato de etila Protium strumossum (ECRQ25) foi submetido a

coluna de silica impregnada com KOH (@inter= 2,8 cm,; hsiica= 16,3 cm; msilica= 60,43 g;

aplicacdo da amostra: 2,0113 g em pastilha) para separar as substancias em trés

grupos: a primeira hexanica (ECRQ25h), seguida de diclorometano (ECRQ25n) e, por

ultimo a salina (ECRQ25s) em metanol. Em seguida, as amostras foram concentradas

em evaporador rotatério sob pressado reduzida e realizada particao liquido-liquido até

0 pH 3, com a adicao de HCI 1M. Apdés, realizaram-se sete extracdes com adicao de

20 mL de DCM e foram obtidos 611 mg de acidos denominados de ECRQ25pH3

(figura 30).

Coluna de KOH

Fase estacionaria: SiO,/KOH (60,43g)
Coluna: @i~ 2,8 cm; Agjca = 16,7 cm
Eluentes:

Volume morto: 80 mL

Fragdo em hexano: 960 L

Fragdo nao-acidos: 320 mL DCM

Fracdo salina: 160 mL de MeOH

Figura 30. Fluxograma do fracionamento da resina de Protium strumossum.

Acidificagao e extragao
Adigédo de 100 mL de H,O destilada
Acidificagdo com HCI 1 M até o pH3

7 extragbes com 20 mL de DCM

ECRQ25
25213 g
ECRQ25h ECRQ25n Solugdo salina
1,435g 282 mg ECRQ25s
ECRQ25pH3
611 mg




74

As fracdes foram analisadas por CCD e disposta na figura 31, pode-se observar

o resultado do pré-fracionamento da fase acida de ECRQ25pH3.

Hex/DCM/AcOEt (6:2:2) Hex/DCM/AcOEt (6:2:2)
Revelador: Vanilina Sulfurica Revelador: EtOH sulfarico. 366 nm

Figura 31. CCD do fracionamento de P. strumossum (ECRQ25) por cromatografia de
silica impregnada com KOH. Legenda: (1) a,B-amirina (2) extrato bruto de ECRQ25Db,
(3) fracdo hexanica (ECRQ25h), (4) fracdo dos ndo-acidos (ECRQ25n), (5) fase acida
(ECRQ25pH3).

Observa-se no perfil cromatografico da figura acima, que o emprego do
solvente n-hexano como primeiro eluente foi suficiente para a retirada da mistura
binaria de a,B-amirina. Isso é observavel na reducédo da intensidade da mancha de
cor roxa presente no Rf 0.5 quando revelada em vanilina sulfurica (figura 31; amostra
4), e seu nitido desaparecimento na amostra na amostra 5 quando revelada em etanol
sulfarico. A andlise qualitativa em placa desse pré-fracionamento permite sugerir a
auséncia dessas substancias que podem servir como contaminantes para as

moléculas presentes na fracdo metandlica.

8.2.3 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE SILICA IMPREGNADA COM KOH DE
Protium Paniculatum var. modestum.
O extrato hexanico de Protium paniculatum var. modestum (ECNC21) foi

direcionado a coluna de silica impregnada com KOH (@inter= 2,2 cm; hsiica= 14,5 cm;
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Msilica= 36,06 g; aplicacdo da amostra: 1,5809 g em pastilha) obtendo, dessa maneira
trés fragbes: a primeira hexanica (ECNC21h), seguida de diclorometano (ECNC21n)
e, por ultimo a salina (ECNC21s) em metanol.

Em seguida, as amostras foram concentradas em evaporador rotatdrio sob
presséo reduzida e realizada particéo liquido-liquido até o pH 2, com a adi¢cao de HCI
1M. Apds, realizaram-se 5 extragfes com adi¢éo de 20 mL de DCM e obtida uma fase

denominada ECNC21pH2 (figura 32).

ECNC21
1,5809 g
Coluna de KOH
Fase estacionaria: SiO,/KOH (36,06 g)
Coluna: @iner= 2,2 cm; Agjlica = 14,5 cm
Eluentes:
Volume morto: 60 mL
Fragdo em hexano: 900 mL
Fragao nao-acidos: 120 mL DCM
Fracdo salina: 120 mL de MeOH
ECNC21h Solugdo salina
1,2389 g E(Z:gcmzm Echms

Acidificagao e extracio
Adicédo de 100 mL de H,O destilada
Acidificagdo com HCI 1 M até o pH2

5 extragées com 20 mL de DCM

ECNC21pH2
175 mg

Figura 32. Fluxograma do fracionamento da resina de Protium paniculatum var
modestum.

Os resultados do pré-fracionamento de P. paniculatum var. modestum,
mostraram que o extrato em hexano possuiu apenas 11,06% de teor de acidos. Dados
da literatura mencionam que triterpenos acidos sdo comumente encontrados em
extratos empregando acetato de etila como solvente, isso pode explicar a baixa

porcentagem de acidos obtidos para essa espécie.
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A avaliacdo do perfil cromatogréfico do pré-fracionamento foi disposta em placa
CCD de acordo com a figura 33. As amostras foram dispostas em ordem crescente

de polaridade e reveladas em vanilina e etanol sulfarico.

Hex/DCM/AcOEt (6:2:2) Hex/DCM/AcOEt (6:2:2)
Revelador: Vanilina Sulfurica Revelador: EtOH sulfurico. 366 nm

Figura 33. Perfil cromatogréfico do fracionamento de Protium paniculatum var
modestum (ECNC21) por silica impregnada com KOH. Legenda: (1) - a,B-amirina; (2)
extrato bruto de ECNC21b, (3) fracdo hexanica (ECNC21h); (4) fracdo dos ndo-acidos
(ECNC21n), (4) fase acida (ECNC21pH13).

A placa CCD mostra manchas presentes no Rf 0,8, 0,85 e 0,7 no extrato bruto
e em hexano, que podem ser indicativo de substancias apolares como: a,B-amirona,
B-amiradienol, lupeol e fridelano-3-ol. Essas manchas nao foram observadas na fase
concentrada de acidos. Nesse interim, a figura mostra que o padrédo relativo a mistura
binaria de a,B-amirina- presente no Rf 0,65 (figura 33; amostra 1)- foi também
identificada com menor intensidade na fracdo concentrada de &cidos. Isso sugere que
a quantidade de hexano empregado para a retirada dessas moléculas como
interferentes nao foi suficiente. Desse modo, empregou-se como alternativa de
eliminar essas moléculas da fase acida a precipitacdo seletiva utilizando a mistura de
metanol em agua. Os resultados mostraram-se insatisfatérios pois o rendimento de

acidos apos a precipitacao foi inferior a 1%.
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8.2.4 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE SILICA IMPREGNADA COM KOH DE
Protium hebetatum.

O extrato de Protium hebetatum (ECVC21) foi submetido a coluna de silica
impregnada com KOH (@inter= 2,2 cm; hsiica= 17,9 cm; msiica= 43,5 g; aplicagdo da
amostra: 1,7818 g em pastilha) com o intuito de separar as substancias em trés
grupos: a primeira hexanica (ECVC21h), seguida de diclorometano (ECVC21n) e, por
ultimo a salina (ECVC21s) em metanol.

Em seguida, as amostras foram concentradas em evaporador rotatorio sob
presséo reduzida e realizada particao liquido-liquido até o pH 4, com a adi¢cao de HCI
1M. Apoés, realizaram-se 10 extracBes com adi¢cdo de 20 mL de DCM e, com isso, foi

obtido 539 mg de acidos que foram denominados de ECVC21pH4 (figura 34).

ECVC21
1,7839 g
Coluna de KOH
Fase estacionaria: SiO,/KOH (43,5 g)
Coluna: @ie= 2,2 cm; Agjica = 17,9 cm
Eluentes:
Volume morto: 60 mL
Fracédo em hexano: 1L
Fracdo nao-acidos: 260 mL DCM
Fracdo salina: 200 mL de MeOH
ECVC21h ECVC21n Solugao salina
923 mg 253 mg ECVC21s

Acidificagao e extragao
Adicao de 100 mL de H,O destilada
Acidificagao com HCI 1 M ate o pH4

10 extrages com 20 mL de DCM

ECVC21pH4
539 mg

Figura 34. Fluxograma do fracionamento da resina de Protium hebetatum.
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A figura 35 representa o resultado do pré-fracionamento de P. hebetatum, as
amostras foram dispostas em ordem crescente de polaridade com o objetivo de

observar a retirada das substancias apolares do extrato em hexano.

Hex/DCM/ACOEL (6:2:2) Hex/DCM/ACOET (6:2:2)
Revelador: EtOH sulfurico. 366 nm Revelador: Vanilina sulfurica

Figura 35. Perfil cromatografico do fracionamento de Protium hebetatum (ECVC21)
por silica impregnada com KOH. Legenda: (1) - a,B-amirina; (2) extrato bruto de
ECVC21b, (3) fracdo hexanica (ECVC21h); (4) fracdo dos ndo-acidos (ECVC21n), (4)
fase acida (ECVC21pH4)

O resultado do pré-fracionamento de P. hebetatum revelou de 30,21% de teor
de &cidos foram obtidos. Mesmo utilizando-se hexano como solvente para a retirada
de substancias apolares, observou-se a presenca de uma mancha verde no Rf 0,6
guando analisado em placa CCD (figura 35; amostra 5). Porém, a mancha relativa as

amirinas no Rf 0,5 ndo foi observada quando revelada em etanol e vanilina sulfarica.

8.2.5 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE SILICA IMPREGNADA COM KOH DE

Protium altsonii.

O extrato de Protium altsonii (ECAH21) foi submetido a coluna de silica
impregnada com KOH (@inter= 3,5 cm; hsilica= 12,2 cm; msiica= 114,4602 g; aplicagéo da
amostra: 3,6065 g) obtendo a primeira fracdo hexanica (ECAH21h), seguida de

diclorometano (ECAH21n) e, por ultimo a salina (ECAH21s) em metanol .Em seguida,
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as amostras foram concentradas em evaporador rotatério sob presséo reduzida e
realizada particdo liquido-liquido até o pH 4, com a adicdo de HCI 1M. Apos,
realizaram-se 5 extracdes com adi¢cdo de 20 mL de DCM e foi obtido 1g de acidos,

essa fracdo foi denominada de ECAH21pH4 (figura 36).

ECAH21
3,6065 g
Coluna de KOH
Fase estacionaria: SiO,/KOH (114,4 g)
Coluna: @ipe= 3,5 cm; Agjica = 12,2 cm
Eluentes:
Volume morto: 150 mL
Fragdo em hexano: 1,5L
Fracdo ndo-acidos: 150 mL DCM
Fracdo salina: 300 mL de MeOH
ECAH21h ECAH21n Solugéo salina
229 246 mg ECAH21s

Acidificagdo e extragao
Adi¢do de 100 mL de H,O destilada
Acidificagdo com HCI 1 M até o pH3

10 extragdes com 20 mL de DCM

ECAH21pH4
19

Figura 36. Fluxograma do fracionamento do extrato em hexano de Protium. altsonii.

O pré-fracionamento por coluna de silica impregnada com hidréxido de
potassio, tem como obijetivo de nesse trabalho em separar as substancias por grupos.
Esses compreendem os acidos e as substancias neutras (terpenos que possuem
apenas uma hidroxila na sua estrutura). Com isso, comumente € empregado o
diclorometano (préton aceptor) que tem a funcionalidade de eluir os hidrocarbonetos
ndo-acidos e, o metanol que possui for¢a eluotrdpica para a retirada dos acidos retidos
na coluna cromatografica. Embora esse seja o usual quando se utiliza a coluna

impregnada com base, a metodologia descrita por (PINTO et al., 2000) foi modificada
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porque a literatura cientifica relata que as resinas de Burseraceae contém, como
substancias majoritarias, predominantemente misturas binarias de a,B-amirina
(RUDIGER et al., 2007).

Por conta disso, o padrdo da mistura de a,B-amirina utilizada no perfil
cromatografico presente na figura 37, assim como nos demais cromatogramas
apresentados nesse trabalho, serviu como guia para demonstrar a retirada dessas
moléculas com o0 uso do n-hexano. Entretanto, a mancha de Rf 0,5 foi observada com
presente em menor intensidade na fragdo de acidos, isso indica que a quantidade de

solvente utilizada nao foi suficiente para a retirada das amirinas.

HexbeM/ACQ*E’f('&?i??‘ o Hex/DCM/ACOEt (6:2:2)
Revelador: Vanilina Sulfrica Revelador: Etanol sulfurico. 366 nm

Figura 37. Perfil cromatografico do fracionamento de P. altsonii (ECAH21) por
cromatografia de silica impregnada com KOH. Legenda: (1) a,B-amirina (2) extrato

bruto de ECAH21b, (3) fracdo hexanica (ECAH21h), (4) fracdo dos n&o-acidos
(ECAH21n), (5) fase acida (ECAH21).

No perfil quimico demonstrado na figura 37, pode-se identificar uma mancha de
cor amarela evidente em todas as fracdes quando revelada em etanol sulfarico (UV-
366nm) e, em menor intensidade na fase acida (figura 37; amostra 5). Ainda assim,
identifica-se manchas no Rf 0,7 e 0,8 indicativo de substancias apolares. As

substancias acidas presentes na espécie em estudo, apresentaram Rf 0,25 de cor
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roxa quando revelada em etanol sulfarico. JA& as manchas de Rf 0,15 e 0,1
apresentaram cor lilds. A tabela 02, retune as informacgdes acerca dos rendimentos

obtidos nessa etapa.

Tabela 2. Rendimento das fases acidas obtidas apés fracionamento por cromatografia de silica
impregnada com KOH.

Massa fase acida

Espécies Sigla Extrato Massa Extrato PH2 PH3 PH4 % éacidos
Protium cf. heptaphyllum EDFB25 AcOEt 6,3209 g 413 mg 400 mg 12.86
Protium strumossum ECRQ25 AcOEt 2,5213¢ 611 mg 24.23
Paniculatum Var. Modestum ECNC21 Hexano 1,5809¢g 121 mg 54 mg 11.06
Protium hebebatum ECVC21 Hexano 1,7839¢g 539mg 30.21
Protium altsonii ECAH21 Hexano 3,6065 g 1g 27.72

Portanto, pode-se inferir que as espécies P. altsonii e P. hebetatum revelaram o
maior teor de acidos entre as espécies a partir do pré-fracionamento por coluna de
KOH.

Apdbs a concentragdo dos acidos por cromatografia de resina de troca idnica,
as fases acidas foram reanalisadas buscando a similaridade entre os extratos e suas
diferencas, possibilitando a busca por substancias que possam indicar novos acidos
para a quimica de substancias mais oxidadas de Burseraceae.

As amostras da figura 43 foram dispostas a dois diferentes sistemas de elui¢éo:
o primeiro deles foi empregado 40% de polaridade em acetato de etila e teve como
objetivo de apontar aquelas substancias de menor polaridade entre as fases &cidas.
J& a segunda, aumentou-se a polaridade do sistema para 60% a fim de visualizar
aguelas substancias presentes na base da placa e, com isso, comparar seus fatores
de retencéo.

Os resultados apresentados na figura 38, permitem visualizar que o sistema de
solvente empregado na separacdo dos acidos nas cinco espécies foi eficiente, isso
porque a nitida visualizacdo das manchas dispostas na placa fornece dados
suficientes podendo agrupa-las, de modo que, suas similaridades e diferencas

possam ser discutidas.
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Hex/DCM/AcOEt (6:2:4) Hex/DCM/AcOEt (6:2:10)
Pré-derivatizada em iodo Pré-derivatizada em iodo
Revelador: EtOH (10 % H,S0,). 366 nm Revelador: EtOH (10 % H,S0O,). 366 nm

Figura 38. Perfil quimico por cromatografia em camada delgada das fases acidas
obtidas através da coluna de KOH. Legenda: em (1) P. cf. heptaphyllum
(EDFB25pH3); (2) P. strumossum (ECRQ25pH3); (3) P. paniculatum var. modestum
(ECNC21pH2); (4) P. hebetatum 2 (pH4); (5) Protium altsonii (pH5).

A figura acima mostra que o extrato em hexano de P. hebetatum apresentou
perfil quimico distinto de todas as espécies, isso porque uma mancha de cor laranja
foi observada no Rf 0,49 quando revelada em etanol sulfarico. Além disso, uma
mancha de cor amarela presente no Rf 0,16 e azul de Rf 0,14 apontam para as
substancias mais polares. Do mesmo modo, nas espécies Protium paniculatum var
modestum e P. altsonii foram observadas manchas de cor lilas no Rf 0,29 e 0,38,
assim como uma mancha de cor azul pertencente ao Rf 0,45. Isso pode indicar a
similaridade entre essas duas espécies. Ja as fracdes acidas de P. altsonii e P. cf.
heptaphyllum apresentaram manchas de cor azul de baixa intensidade observadas no
Rf 0,39 e 0,29.

Ja a placa obtida com o0 aumento de polaridade, permite identificar manchas de
menor fator retencdo em todos os extratos, porém uma mancha de cor amarela no Rf
0,13 e azul no Rf 0,12 identificadas como presentes em P. strumossum ndo foram
visualizadas nas demais espécies. Destaca-se também a mancha de cor verde de Rf

0,05 e 0,08 presentes tanto em P. paniculatum var. modestum quanto em P. altsonii.
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E variada a diversidade de substancias &cidas presentes em resinas de
Burseraceae. No entanto, estudos acerca da detec¢do de triterpenos através de pré-
derivatizacao das placas cromatogréaficas vém sendo destacados (ANANDJIWALA et
al., 2006).

A classe secundaria de metabdlitos investigada compreende os triterpenos acidos.
Essas substancias possuem dupla ligagdo em sua rigida estrutura, um grupo
carboxilico e a auséncia de croméforos (WOZNIAK et al., 2017). Por conta desse
problema, a pré-derivatizacdo com iodo e, a revelacdo por etanol sulftrico,
promoveram a répida e simples deteccdo dos triterpenos acidos na placa
cromatografica, substituindo métodos de custo elevado como silica impregnada com
fase estacionaria quiral (WOJCIAK-KOSIOR, 2007; SWIEBODA et al., 2014).

O estudo do perfil cromatogréfico dos acidos em placa, permitiu indicar as espécies
mostrando suas semelhancas e complexidades. Para isso, a analise prévia das
manchas identificadas em cada espécie, foram dispostas a um tratamento estatistico.

A fim de verificar a semelhanca entre os perfis quimicos dos &cidos resinosos
gue, por sua vez, correspondem as semelhancas na composicao quimica, utilizou-se
a andlise por agrupamento hierarquico (HCA) e andlises de componentes principais
(PCA). Esses dados visam examinar a auséncia e presenca de substancias de mesmo
Rf entre as fases acidas e direcionar a selecao das espécies para o fracionamento
buscando isolar e identificar as substancias mais oxidadas.

A avaliacdo de agrupamentos no dendograma exposta na figura 39, mostra a
similaridade de P. strumossum e P. cf. heptaphyllum, assim como a semelhanca de
Rfs entre as espécies P. paniculatum Var. modestum e P. altsonii, ao passo que P.

hebetatum foi a Unica espécie que se apresentou diferente das demais.
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EDFB25

ECRQ25

ECVC21

Amostras

ECNC21

ECAH21

T T T T T T 1

Distancia Euclidiana

Figura 39. Dendograma obtido para as fases &cidas de resinas de Burseraceae a
partir da analise de auséncia e presenca de Rf.

O gréfico da figura 40 apresenta no seu eixo as duas componentes principais,
representando graficamente 67,1 % da informacdo multivariada a partir dos dados
analiticos. O posicionamento de P. strumossum (ECRQ25) e P. cf. heptaphyllum
(EDFB25) no mesmo quadrante mostra a similaridade entre as caracteristicas
guimicas pelos Rfs encontrados em 0,56; 0,49; 0,45; 0,39 e 0,29. Ja a aproximidade
entre P. altsonii e P. paniculatum var. modestum mostraram as mesmas substancias
presentes no Rf 0,56; 0,38; 0,24; 0,05 e, em contra “partida P. hebetatum diferenciou-

se pelas manchas de Rf observadas em 0,67; 0,71; 0,41 e 0,53.
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Figura 40. Distribuicdo de cinco espécies por analises de componentes principais
utilizando como variaveis os fatores de retencao.

Os resultados através da comparacao entre as similaridades das fases acidas
-de resinas de Burseraceae- e 0 tratamento estatistico apresentado anteriormente,
tornam-se de guia para o planejamento em busca das substancias polares presentes
nos extratos de breu. Desse modo, o pré-fracionamento e isolamento de P. hebetatum
€ descrito nas proximas secoes, além das espécies P. altsonii e P. strumossum que
podem sugerir as mesmas substancias presentes em P. paniculatum var modestum e

P. cf. hepetaphyllum, respectivamente.

8.3 ISOLAMENTO E ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE RESINAS DE
BURSERACEAE

As fases &acidas de P. altsonii e P. hebetatum foram fracionadas por
cromatografia de silica flash, buscando o isolamento e a identificacdo de novos

triterpenos acidos ou outras substancias mais oxidadas.
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O fracionamento de P. altsonii levou ao isolamento do acido 3a-hidroxitirucala-
7,24-dien-21-oico obtido da fracdo PA4. Além disso, identificou-se em mistura os
acidos 3-oxo-tirucala-8,24-dien-21-oico e 3[B-hidroxitirucala-8,24-dien-21-oico da
fracdo PA2. Do mesmo modo, na fragdo PA1 identificou-se em mistura os isdmeros
de posic¢ao 3a-hidroxitirucala-7,24-dien-21-oico e o acido 3a-hidroxitirucala-8,24-dien-
21-oico. E, por fim, na fracdo PA1 sugeriu-se a presenga do acido 3a-hidroxioleanano-
12-eno0-23-0x0-28-0ico.

Tratando-se do fracionamento da espécie P. hebetatum, a fracdo denominada
de PH13 levou a identificacdo em mistura dos seguintes acidos: 3-oxo-tirucala-8,24-
dien-21-oico (acido B-elemdlico); 3a-hidroxitirucala-8,24-dien-21-oico (a-elemalico) e
3a-hidroxitirucala-7,24-dien-21-oico. Os pormenores da elucidagao estrutural de todas
as substancias foram discutidos através de dados de RMN unidimensionais e
bidimensionais e, o ion molecular por espectrometria de massas utilizando a fonte
APCI. Deve-se deixar claro que os acidos de esqueleto do tipo tirucalol e eufol foram
identificados em todas as fra¢des, por conta disso a elucidagéo estrutural foi detalhada
apenas nas amostras PA2, PA4 e PH13, evitando a repeticdo de informacdes

experimentais nas demais fragoes.

8.3.1 FRACIONAMENTO DE Protium altsonii

Tratando-se da estratégia de isolamento de triterpenos acidos, uma quantidade
de 100 mg da fracéo acida de P. altsonii foi submetida a cromatografia por coluna de
silica flash. O sistema de eluente consistiu na mistura fixa de hexano e diclorometano
(6:2), variando-se a proporcao do terceiro solvente (metil-etil-cetona) de 10 a 80%.
Desse modo, apos a retirada do volume morto, coletaram-se 3 fracdes de 15 mL por
eluente e, ao final, utilizou-se MeOH 100% para a limpeza da coluna. O delineamento

experimental esta disposto na figura 41.



ECAH21
100 mg

CCF
@interno: 1 cm
Presséao: 4 |bf/Pol?
Volume morto: 15 mL
Altura silica: 18,6 cm
Eluentes:
1Hex/DCM/MEC(10%);2Hex/DCM/MEC(15%);

3Hex/DCM/MEC(20%); 4Hex/DCM/MEC(25%);
5Hex/DCM/IMEC(40%); 6Hex/DCM/MEC(60%);

7Hex/DCM/MEC(80%);8MEC(100%); 9MeOH
(100%)
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Figura 41. Fluxograma do fracionamento da fase acida de P. altsonii.

- Fragio E - Fragio | - - N . N N N
Fragio A-D 173 mg Fragio F-H 2,8mg Fragdo J-M | Fragio N-P | Fragdo Q-S | FragioT-V Fragio X Fragio Z
PAl PA3
-EM (APCI) -EM (APCI)
-RMN 'H; 13C

A coluna de fracionamento de P. altsonii foi avaliada por cromatografia em

camada delgada a qual estd disposta na figura 42. Contudo, observou-se que as

substancias foram separadas com o aumento de polaridade do sistema de eluente.

Ainda assim, a placa mostra a mistura de substancias nas fragcdes mais apolares e,

algumas manchas puras como nas fracdes | e E. Sendo assim, apenas uma mancha

de cor roxa na fragédo E de Rf 0,62 e, uma mancha azul intensa na fragéao | (Rf 0,57)

foram observadas quando reveladas em etanol sulfarico. Por conta disso, essas

Y

amostras foram denominadas de PAl e PA3 e submetidas a analise por RMN

unidimensional (*H/*3C) e Espectrometria de Massas (APCI; [M - H]) para a

determinacao do ion molecular.
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m N fo fP fa

Eluentes: Hex’DCM/MEC (6:2:5,5)
Revelador: EtOH Sulfurico. 366nm

Figura 42. Perfil cromatogréafico do fracionamento dos acidos de P. altsonii.

O meétodo estratégico de fracionamento disposto na figura acima, apresentou-
se suficiente para separacdo das substancias de diferentes polaridades. Porém, a
guantidade de solvente empregado e o tempo de realizacdo da coluna mostraram-se
dispendiosas. Com o intuito de aumentar a eficiéncia da coluna, reduzindo a
guantidade de solvente, um novo fracionamento dos acidos foi submetido a coluna
filtrante. Para isso, uma quantidade de 107,5 mg de ECAH21pH4 foi utilizado para a
realizacdo da cromatografia por coluna flash. Tratando-se do sistema eluotrépico,
utilizou-se mistura fixa de hexano e diclorometano (6:2) e, variou-se a proporcédo do
terceiro solvente que consistiu em metil-etil-cetona a 7, 20 e 40%, respectivamente.
Desse modo, apods a retirada do volume morto, coletaram-se 4 fracdes de 16 mL por
eluente e, ao final, utilizou-se metanol para a limpeza da coluna. Os resultados do
fracionamento contendo as massas das fracdes, estdo dispostos no fluxograma da

figura 43.



ECAH21pH4
107,5 mg

CCF

@interno: 1 cm
Pressao: 4,5 Ibf/pol?
Volume morto: 16 mL
Massa silica: 5,007 g
Altura silica: 23,5cm
Eluentes: 1Hex'DCM/MEC(7%);
2Hex/DCM/MEC(20%);
3Hex/DCM/MEC(40%);

4 MeOH(100%);

F1.1
1,7 mg

fl2
7.1 mg

Recristalizacao
em MeOH 100%

fl3
21mg

fla
22 mg

£2.1 £3.1 f4
53,8 mg 7mg 8,1mg
2.2 £3.2
4,7 mg 1,9mg
f2.3 f3.3
2,9mg 1,9 mg
f2.4 3.4
58mg 1,4 mg

PA2
- RMN
-EM

Figura 43. Fluxograma da coluna de fracionamento dos acidos de P. altsonii.

CCF
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Na avaliacao do perfil por CCD (figura 44; placa A), observou-se a eficacia na

separacao a partir da seletividade do sistema de solvente empregado. Quando revelada

em vanilina sulfarica, identificou-se uma Unica mancha de cor verde presente no Rf 0,75

(figura 44; placa A). Outras manchas puras podem ser visualizadas de cor azul no Rf 0,2

nas fracbes mais polares. Por outro lado, uma mistura de substancias pode ser indicada

como presente nas fracdes 2.4 e 3.1, ainda assim observa-se a presenca de rastro em

placa indicativo de substancias oxidadas.

Buscando avaliar o grau de pureza das substancias obtidas, as fracdes de f1 a

f.4 foram avaliadas por CCD (figura 44 — placa B) reduzindo-se a polaridade do sistema

para a investigacdo de manchas presentes em cada fracéo.
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HEX/DCM/MEC (6:2:5,5 viviv) Hex/DCM/MEC (6:2:2)
Revelador: vanilina sulftrica EtOH sulfurico. 366 nm
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Figura 44. Perfil cromatografico da coluna de fracionamento da fase acida de P.
altsonii em (A) e, em (B), analise por CCD das fracdes de f1.1 & f1.4.

Apés a avaliacdo em placa, observou-se uma unica mancha no Rf 0,45 da
fracdo f1.3 (figura 44 - B). Nesse molde, a amostra foi selecionada para recristalizacao
utilizando MeOH a 100%. Os cristais apresentaram-se como em formato de agulha
(figura 45) e foram submetidos a andlise de identificacédo estrutural por RMN (*H, 3C,

DEPT 135°, COSY, HSQC e HMBC) e Espectrometria de Massas (APCI; [M - H]).

Figura 45. Cristais obtidos da fracdo 1.3 de P. altsonii apds recristalizacao por MeOH.

Seguindo o fracionamento de P. altsonii, uma quantidade de 53,8 miligramas
da fracdo 2.1, obtida através da coluna filtrante de ECAH21pH4 (figura 46), foi

submetida a um novo fracionamento por cromatografia de silica flash. Com isso, ap6s
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a retirada de 13,5 mL do volume morto, foram coletadas 20 fragcdes de 5 mL
totalizando 100 mL de eluente (modo isocratico de Hex/DCM/MEC (6:2:2 viviv))
(STILL et al., 1978).. E para a limpeza do material retido na coluna foi utilizado 100

mL de MeOH a 100%. Os resultados foram dispostos no fluxograma da figura 46.

CCF (f2.1)
53,8 mg

[

@interno: 1 cm

Pressao: 5 Ibf/pol?

Volume morto: 13,5 mL

Massa silica: 3,0752 g

Altura silica: 15,4 cm

Eluente: Hex/DCM/MEC (6:2:2) no
modo isocratico. Coletadas 20 fragbes

de 5mL
f1 f2 f3 (f3 af5) f4 5 (f7-f11) | 6 (f12-16) | f7 (f17-20) f8
9,8 mg 5mg 4,3 mg 0,2 mg 26,4 mg 2mg 0,1 mg 6,1 mg
|
PA4
- RMN
- EM

Figura 46. Fluxograma do fracionamento de P. altsonii, no modo isocratico, da
amostra f2.1 po