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RESUMO

Pristimerina apresenta um potencial significativo como agente terapéutico, destacando-se pela sua atividade
contra diversas células cancerosas humanas. Supde-se que o trimero da pristimerina potencialize a forca e a
seletividade das interagdes entre a pristimerina e 0 DNA, por meio de um efeito multivalente. Diante disso, para
sintetizar o trimero da pristimerina, foi planejado uma rota sintética com varias etapas. A primeira etapa,
envolveu a obten¢do do produto 2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etan-1-ol (R1), via reagdo SN2, com rendimento de
53%. O composto N-(terc-butoxil-carbonil)-tris-(hidroximetil)aminometano (R2), com o grupo amino
protegido com terc-butoxil carbamato foi obtido com rendimento de 87% e o trialcino, N-(terc-butoxil-
carbonil)-tris-(propargil)metil)aminometano (R3), com rendimento de 43%. Apesar do éxito nas sinteses dos
compostos R1, R2 e R3, foram empregadas diversas metodologias na transesterificacdo entre a pristimerina e
R1 para obtengao do produto pristimerinoato de 2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi (R4), incluindo a hidrolise quimica e
enzimatica da pristimerina como uma rota alternativa. No entanto, nenhuma das tentativas obteve sucesso,
evidenciando a notavel resisténcia do carbono C-29 da pristimerina a essas reagdes.

Palavras-chave: Salacia crassifolia, Celastraceae, Triterpeno Quinonametideo, Reagdo de Transesterificagdo.
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1 INTRODUCAO

Cancer ¢ um termo coletivo para um grupo de doengas caracterizadas pela perda do controle
do crescimento e divisdo celular, levando a um tumor primario que invade e destréi tecidos adjacentes
e pode gerar metéstases. E responsavel por aproximadamente 14,5% de todas as mortes no mundo,
com sua incidéncia aumentando devido ao envelhecimento da populagdo na maioria dos paises
(Avendano e Menéndez, 2015; Kubczak et al., 2021). Apesar da rapida evolucdo dos métodos de
diagnodstico e terap€uticos, as metastases € a resisténcia as drogas administradas sdo os principais
obstaculos para o sucesso do tratamento. Uma das alternativas de tratamento envolve o uso de
quimioterapia (Huang et al., 2016; Kubczak et al., 2021). Nesse contexto, substancias quimicas obtidas
de fontes naturais representam uma alternativa promissora para a obten¢cdo de novos compostos
anticancerigenos (Huang et al., 2021). Eles podem exibir potencial anticancer semelhante, geralmente
com efeitos colaterais reduzidos. Foi relatado que compostos naturais obtidos de plantas, por exemplo,
polifendis, flavonoides, estilbenos, carotenoides e acetogeninas, podem ser eficazes contra células
cancerigenas in vitro e in vivo (Huang et al., 2016; Kubczak et al., 2021). Varios resultados publicados
indicam a atividade de compostos naturais na expressao de proteinas por sua influéncia em fatores de
transcri¢cdo. Eles também podem estar envolvidos em alteragdes na resposta celular, sinalizagao celular
e modificagdes epigenéticas (Huang et al., 2016; Huang et al., 2021; Kubczak et al., 2021). Dentre os
compostos naturais atualmente em estudo, destaca-se a pristimerina.

A pristimerina € um triterpeno quinonametideo, considerado um dos marcadores taxondmicos
de espécies da familia Celastraceae, comumente isolada de suas raizes. Os quinonametideos consistem
de cinco anéis de seis membros, com um grupo carbonila no carbono C-2, um grupo hidroxila no
carbono C-3 e um sistema insaturado envolvendo os anéis A e B (Corsino et al., 2000). Além disso, o
carbono C-6 de tais compostos apresenta carater eletrofilico. Os primeiros compostos descritos para
esta classe sdo celastrol e a pristimerina (Figura 1), que foram isolados de Tripterygium wilfordii Hook,
Celastrus scandens L. e Pristimera indica (Gunatilaka, 1996). E, em 2020, Dos Santos e colaboradores
isolaram a pristimerina do extrato hexano/éter etilico obtido das raizes de Salacia crassifolia em
quantidade significativa (5 g), constituindo o principal composto desse extrato (10%) (Dos Santos et
al., 2020).

Desde seu isolamento em 1951 e elucidacdo estrutural em 1954, diferentes atividades
bioldgicas tém sido atribuidas a pristimerina (Kulkarni e Shah, 1954). Entre essas atividades estdo os
anti-inflamatoérios (Kim, Park e Kim, 2013; Zhao et al., 2020), antioxidante (Shaaban et al., 2018),
antimalérico (Figueiredo et al., 1998), antibacteriano (Lopez, de Ledn e Moujir, 2011) e antitumoral
(Yousef et al., 2016; Yousef et al., 2017; Lee et al., 2018; Cevatemre, et al., 2018; Zhao et al., 2019; Li
etal., 2019; Chen et al., 2021; Al-Tamimi et al., 2022).
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Figura 1: Estrutura quimica do celastrol e pristimerina e propriedades eletrofilicas da pristimerina.

R=H Celastrol
R =Me Pristimerina

Fonte: Dos Santos et al., 2024.

A atividade citotoxica observada em diversas linhagens tumorais foi relacionada ao fato da
pristimerina apresentar atividade antiproliferativa envolvendo apoptose ou morte celular programada
(L1 et al., 2019), autofagia (Cevatemre, et al., 2018), e inibigdo de vias de sinalizagdo como fator
nuclear Kappa B (NF-xB) (Tu et al., 2018), Akt (proteina quinase B, PKB) (Park e Kim, 2018),
modula¢do das vias de sinalizagio MAPK (Al-Tamimi et al., 2022), entre outras. Observou-se que o
uso de pristimerina juntamente com taxol (paclitaxel), um diterpeno tetraciclico isolado da casca de
Taxus brevifolia Nutt. (Familia Taxaceae), induz o processo de autofagia em células humanas de cancer
de mama através da regulacio ERK1/2 (Lee et al., 2018). Um sistema de nano-entrega constituido por
micela nano-herbacea modificada por acido folico foi desenvolvido para a liberagdo simultdnea de
pristimerina e paclitaxel para aumentar a quimiossensibilidade de neoplasias malignas, tais como o
cancer de pulmao de células nao pequenas (CPNPC), no qual a pristimerina poderia aumentar
sinergicamente a inibi¢ao do crescimento da célula cancerosa A549, induzida pelo paclitaxel (Chen et
al., 2022).

J& se sabe que, em geral, os quinonametideos reagem com as bases nitrogenadas do DNA por
alquilacdo. A eletrofilicidade do carbono 6 da pristimerina pode ser responsavel por sua propriedade
como antitumoral, visto que permite sua reacdo como doador do grupo alquila em reagdes de alquilagao

do DNA (Figura 1). Sabe-se que essas reagdes podem levar a depurinagdo desse acido nucleico e,
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consequentemente, a inviabilidade celular (Yang et al., 2008; Toteva e Richard, 2011). Assim, ¢
possivel que a pristimerina tenha atividade antitumoral, pois ¢ capaz de alquilar o DNA de células
tumorais.

Os agentes alquilantes podem ser definidos como compostos capazes de ligar covalentemente
um grupo alquila a uma biomolécula em condigdes fisioldgicas (Hall e Tilby, 1992). Os agentes
alquilantes do DNA interagem com as células em repouso ou em processo de proliferacdo em qualquer
fase do ciclo celular, sendo mais citotoxicos durante as fases G1 e S tardias.

Hé mais de sessenta anos, agentes alquilantes tém sido utilizados para o tratamento do cancer
e novos agentes dessa classe de medicamentos tém sido desenvolvidos (Hall e Tilby, 1992; Lossos et
al., 2019). Esses agentes atuam durante todas as fases do ciclo celular, diretamente no DNA,
geralmente alquilando os residuos de N-7-guanina, levando a ruptura dos filamentos do DNA, o que
resulta em um pareamento anormal de bases, inibi¢ao da divisao celular e morte celular (Lossos et al.,
2019).

A pristimerina ¢ um agente alquilante que se liga covalentemente ao DNA, induzindo apoptose
por diferentes vias de sinalizagdo em linhagens de células cancerosas humanas no pancreas (Deeb et
al., 2014), glia (Yan et al., 2013), prostata (Liu et al., 2015), colon/reto (Yousef et al., 2016), melanoma
(Zhang et al., 2017), mama (Xie et al., 2016; Lee et al., 2018; Zhao et al., 2019), pele (Al-Tamimi et
al., 2022), esofago (Huang et al., 2019), cavidade oral (Wu et al., 2019), pulmao (Zhang et al., 2019)
e ovario (Gao et al., 2014) (Figura 2).

Devido aos efeitos farmacologicos promissores observados, os mecanismos celulares e
moleculares de a¢do do quinonametideo pristimerina tém sido estudados na terapia do cancer (Li et
al., 2019; Chen et al., 2021). Os quinonametideos sdo aceptores de Michael, portanto, sio compostos
eletrofilicos capazes de promover alquilagdo e reticulagdo do DNA (Wang et al., 2017; Minard et al.,
2019). No entanto, o potencial mutagénico desses agentes alquilantes ainda ndo ¢ totalmente
investigado.

A formagao do aduto de quinonametideos com a base nitrogenada do DNA pode contribuir para
a elucidacdo do mecanismo de alquilagdo deste acido nucleico e serve de modelo para o
desenvolvimento de novos quinonametideos com propriedade alquilante e potencial atividade

antitumoral.
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Figura 2: Exemplos de tipos de cénceres sobre os quais a pristimerina mostrou atividade.
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Fonte: Dos Santos et al., 2024.

Assim, com base nos resultados encontrados por Zhou et al (2011), supde-se que a pristimerina
também forme um aduto com guanina, contribuindo para estabelecer um possivel mecanismo que

explique o alto potencial anticancerigeno da pristimerina (Figura 3).

Figura 3: Possivel aduto que se formaria entre a guanina e a pristimerina.

HO OH

Guanina-Pristimerina

Fonte: (Dos Santos et al., 2024).

Neste contexto, um trimero de pristimerina pode causar um aumento na forga e seletividade
das interacdes pristimerin-DNA através de um efeito de multivaléncia. A multivaléncia esta envolvida
em uma grande diversidade de interagdes bioldgicas, devido as multiplas interagdes existentes entre

pares de ligantes e receptores especificos. O uso de interacdes multivalentes representa uma boa
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ferramenta para a obtencao de compostos supramoleculares, o que permite a formagao de uma ligagao
covalente forte e reversivel, aumentando significativamente a seletividade da ligagdo quando
comparada as ligagdes monovalentes (Dubacheva et al., 2017; Myung et al., 2018).

Tendo em vista o exposto e a quantidade significativa de pristimerina isolada de Salacia
crassifolia G.Don., planta da familia Celastraceae (Dos Santos et al., 2020), a rota sintética mostrada
na Figura 3 foi proposta para obtencao de um trimero da pristimerina. As unidades de pristimerina com
espacador oligoetilenoglicol azidico seriam introduzidas no trialquino ramificado por meio da quimica
do clique. Posteriormente, pretendeu-se investigar a possivel formagdo do aduto com bases
nitrogenadas do DNA. Para isso, o trimero da pristimerina seria conectado a uma resina apropriada e
a capacidade de alquilagdo seria avaliada na presenca de guanina, por exemplo.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi obter um trimero da pristimerina previamente isolado
por Dos Santos et al., (2020), a fim de avaliar a formacdo de adutos com bases nitrogenadas do DNA

de células cancerosas (Figura 4).

Figura 4: Resumo da obtengdo do trimer de pristimerina a partir de raizes de Salacia crassifolia visando sua interacdo com
o DNA de células cancerigenas.
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Fonte: De autoria propria.

Para atingir esse objetivo, as seguintes etapas foram planejadas para sintetizar: a) o alcool 2-
(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etano-1-ol (R1), b) o N-(terc-butoxil-carbonil)-tris-(hidroximetil)aminometano
(R2), c) o N-(terc-butoxil-carbonil)-tris-((propargyl)methyl)-aminomethane (R3), d) o 2-(2-(2-
azidoethoxy)ethoxyethyl pristimerinoate ( R4) e e) realizar uma reacdo quimica de clique entre R3 e
R4 (Figura 5).
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Figura 5: Rota sintética proposta para obtengao do trimero pristimerina. A bola vermelha corresponde a uma conexdo com
uma resina para avaliar a possivel formagdo de adutos com bases nitrogenadas do DNA.
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Fonte: (Dos Santos et al., 2024).

2 MATERIAL E METODOS
2.1 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS GERAIS

Os processos de cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizados com silica gel 60
G (7 g/15 mL de agua) em placa de vidro de 0,25 mm de espessura previamente ativada a 100 °C. As
placas cromatograficas foram reveladas por pulverizacao de solucao (1:1) de 4cido perclorico a 3% em
agua com vanilina a 1% em etanol (Court e Iwu, 1980; Wagner e Bladt, 1996). A cromatografia em
coluna (CC) foi realizada com silica gel 60, utilizando-se um eluente apropriado. Compostos com
pureza adequada foram submetidos a espectrometria de RMN de 'H e de '*C. Os pontos de fusdo dos
compostos foram determinados utilizando-se o equipamento digital MQAPF-302 da Microquimica
Equipamentos Ltda. Os espectros no infravermelho dos compostos, a ~1% de KBr, foram registrados
em um espectrometro IR IR-408 da Shimadzu. O Os espectros de RMN de 'H e de '3C. foram
registrados em 400 e 100 MHz, respectivamente, usando um Espectrometro AVANCE Briiker DRX400
e CDCl3 ou DMSO foram usados como solvente. As atribui¢coes dos deslocamentos quimicos foram
registradas em ppm () utilizando tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna (ou = & = 0) e as

constantes de acoplamento (J) foram registrados em Hertz (Hz) (Dos Santos et al., 2024).
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2.2 PROCEDIMENTOS DE SINTESE

A sintese de 2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etan-1-ol (R1) (Figura 4) foi realizada de acordo

com Wallat ef al. (2017). Em um frasco de reagdo de 125 mL, 5,2 g de azida sodica (29,7 mmol), 15
mL de N,N-dimetilformamida (DMF) e 2-(2-(2-cloroetoxi)etoxiJetanol (862 uL, 5,9 mmol) foram
adicionados. A mistura foi mantida a 60 °C, com agitacdo magnética constante. ApoOs 48 horas, a azida
foi filtrada e 30 mL de solu¢do de dgua-diclorometano 1:1 foram adicionados a mistura. Em seguida,
a mistura foi transferida para um funil de separagao e a fase organica foi lavada (2 x 15 mL) com agua
destilada. Apos secagem com Na>SOs anidro e filtragdo, 15 mL de etanol foram adicionados, € o
solvente foi removido em evaporador rotativo. O residuo obtido foi purificado através de silica gel CC
eluida com acetato de etila. O produto R1 (555,0 mg) foi isolado com rendimento de 53 %.

R1 (2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etano-1-ol): Formula molecular: CsH13N303, massa molar: 175,1
g mol!. Aparéncia: 6leo amarelo. RMN de 'H (400 MHz, CDCls, 8 (ppm), multiplicidade, integragio,
J (Hz), atribui¢do: 2,0 (s, 1H, H-6); 2,53 (s, 1H, H-6), 3,41 (t, 2 H, J=5,1 Hz, H-5), 3,62 (dd, 2 H, /=54
e 4,5 Hz, H-2), 3,68 (s, 4H, H-3 ¢ H-4) € 3,74 (t, 2 H, J= 4,5 Hz, H-1). RMN 3C (100 MHz, CDCl5):
dc (ppm): 50,71 (CHa, C-6), 61,74 (CH>, C-1), 70,03 (CH2, C-4), 70,39 (CHz, C-2), 70,69 (CHa, C-5)
e 72,60 (CHz, C-3) (Dos Santos et al., 2024).

A sintese de N-(terc-butoxil-carbonil)-tris-(hydroximetil)-aminometano (R2) (Figura 4)

foi realizada de acordo com Segura ef al., (2001). Em um frasco de reagdo de 50 mL, 1g de

tris(hidroximetil)-aminometano foi adicionado a uma mistura de MeOH:#-BuOH (1:1). Uma solugdo
de dicarbonato de terc-butoxila, dissolvido em -BuOH, foi entdo gotejado na mistura. Até o término
da adicdo desta solucdo, a mistura reacional foi mantida em baixa temperatura, utilizando-se banho de
gelo. Apos 20 horas de reagdo, o solvente foi removido em evaporador rotativo. Ao residuo obtido foi
adicionado acetato de etila resfriado, que induziu a formacao de um so6lido branco, que foi filtrado a
vacuo levando a obtencao do R2 (1,58 g) com rendimento de 87 %.

R2  (N-(terc-butoxil-carbonil)-tris-(hidroximetil)aminometano): =~ Formula  molecular:
CoH19NOs. Massa molar: 221,25 g mol ™. Aparéncia: Sélido branco. RMN de 'H (400 MHz, DMSO,
ou (ppm), multiplicidade, integracdo, J (Hz), atribui¢do: 1,37 (s, 9H, CHs, H-1); 3,52 (s, 6H, CH», H-
5) e 5,77 (s, 1H, NH). RMN de '*C (100 MHz, DMSO): 8C (ppm): 28,23 (CH3, C-1), 60,25 (CH, C-
5), 60,42 (C), 77,84 (C-2) e 155,03 (C-3) (Dos Santos et al., 2024).

A sintese de N-(terc-butoxil-carbonil)-tris-((propargil)-metil)aminometano (R3)

(Figura 4) foi realizada de acordo com Segura et al., (2001). Num baldo de fundo redondo de 100 ml,
resfriado em banho de gelo, 0,5 g de R2 dissolvido em 6 mL de DMF e 1,46 mL de brometo de
propargila (80 % em tolueno). KOH p6 (951 mg) foi adicionado em pequenas porgdes durante 15

\/
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minutos. A reacao foi mantida sob atmosfera inerte de argdnio a 35 °C por 24 horas. Apds esse tempo,
foram adicionados 10 mL de acetato de etila (AcOEt). A mistura foi transferida para um funil de
separagdo, extraida com 40 mL de AcOEt e lavada com agua destilada (3 x 30 mL). A fase organica
foi seca com Na>SOy anidro, filtrado e o solvente foi removido em evaporador rotativo. O residuo foi
purificado por silica gel CC usando uma mistura de hexano-AcOEt (9:1) como eluente. O composto
R3 (315,0 mg) foi isolado com rendimento de 42 %.

R3  (N-(terc-butoxil-carbonil)-tris-((propargil)metil)-aminometano): Formula molecular:
C1sH25NOs. Massa molar: 335,40 g mol™!. Aparéncia: 6leo amarelado. RMN de 'H (400 MHz, CDCls,
ou (ppm), multiplicidade, integracado, J (Hz), atribui¢do: 1,43 (s, 9H, H-1), 2,42 (t, 3H, J= 2,4 Hz, H-
8), 3,79 (s, 6H, H-5), 4,16 (d, 6H, J= 2,4 Hz, H-6) € 4,93 (s, IH). RMN de '*C (100 MHz, CDCl;):
oC (ppm): 28,35 (CHs, C-1), 58,09 (CH, C-6), 58,67 (C, C-2), 68,93 (CH2, C-5), 74,56 (CH, C-8),
79,63 (C, C-7) e 154,79 (C, C-3) (Dos Santos et al., 2024).

Para sintetizar o derivado R4 (2-(2-azidoetoxi)pristimerinoato de etoxietila) (Figura 5) através
da transesterificagdo, inicialmente seguimos o método descrito por Koval et al (2008), e posteriormente
adotamos a abordagem descrita por Chavan et al (2004).

Para a primeira tentativa de transesterificagdo, inspirada no método de Koval et al (2008), foi
empregado um aparelho de Soxhlet preenchido com peneira molecular 4A e tolueno anidro. Em um
baldo de fundo redondo de duas bocas, de 100 mL, foram adicionados 100 mg de pristimerina com 20
mL de tolueno anidro. Nesta solu¢do, uma mistura pré-preparada contendo 15 mg de NaH, 10 mL de
tolueno anidro e 49 mg de R1 foi adicionada lentamente. A reagao foi mantida a 100 °C e apds 24 horas
foi processada. A reacdo foi monitorada por CCD e o composto desejado ndo foi obtido.

Posteriormente, tentou-se a transesterificagao seguindo o procedimento descrito por Chavan et
al (2004). Em um frasco de fundo redondo de 50 mL acoplado a um condensador de refluxo, foram
adicionados pristimerina (100 mg), R1 (44 mg), iodo (8 mg) e 10 mL de tolueno. A reacdo foi mantida
a 115-120 °C em banho de glicerina, por 4 horas. Apos esse periodo, observou-se por CCD que o
material de partida ainda estava no meio reacional. A condicao de reag¢do foi entdo mantida por mais 4
horas, mas ainda assim nenhuma mudanca significativa foi observada. Apos o resfriamento, a mistura
foi lavada com uma solugdo de Na>S,03 e, em seguida, com uma solucdo saturada de NaCl. A fase
organica foi seca com Na>SOg anidro, filtrada e o solvente removido em evaporador rotativo. A CCD
foi realizada e observou-se que nenhum produto foi formado.

Portanto, uma alternativa para obtencdo de R4 foi tentar a hidrdlise da pristimerina para
obtencao de celastrol (Figura 1) e posterior esterificacdo deste composto com R1. A reagdo de hidrdlise
utilizada para obter celastrol a partir de pristimerina foi realizada utilizando o método relatado por
Camelio, Johnson e Siegel, (2015). Em um baldo de fundo redondo de 100 mL, foram adicionados

200 mg de pristimerina, 75 mL de 1,4-dioxano:agua (1:1) e 450 mg de KOH. A reagao foi mantida a
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100 °C por 4 horas em banho de 6leo. Apos resfriamento lento até atingir a temperatura ambiente, o
meio reacional foi entdo acidificado com tampao fosfato (pH 2). Apos a adi¢do de 100 mL de AcOEt,
a mistura foi transferida para um funil de separacdo, e 150 mL de tampao fosfato (pH 2) foram
adicionados. A fase organica foi seca com Na>SOs anidro, filtrada e o solvente removido em
evaporador rotativo. Foi realizada a CCD e observou-se que ndo houve formagao do celastrol esperado.

Outra tentativa de obten¢do de celastrol foi realizada utilizando métodos de hidrdlise
enzimatica adaptados daquele descrito por Ciuffreda, Casati e Santaniello (2000). As enzimas testadas
foram: Lipases A e B de Candida antarctica (CAL-A e CAL-B, respectivamente), lipase de
Burkholderia cepacea (PCL), lipase de Rhizomucor miehei (RMIM) e protease alfa-quimotripsina.
Todas as lipases foram utilizadas como biocatalisadores comerciais imobilizados, enquanto a alfa-
quimotripsina foi utilizada como extrato bruto. Os métodos de A a E foram testados.

Método A: Em um baldo de fundo redondo de 10 mL, foram adicionados 50 mg de pristimerina,
3,60 mL de éter terc-butil-metilico, 120 uL de 4agua destilada e 5 mg de lipase imobilizada (PCL,
RMIM, CAL-A ou CAL-B). A reacdo foi realizada a temperatura ambiente sob suave agitacdo
magnética. A reacao foi monitorada por CCD e nenhum produto foi observado dentro de 72 horas ap6s
o inicio da reagdo. Novas tentativas foram conduzidas em condigdes anilogas, com variagdes
introduzidas na escolha do solvente. Utilizando 3,0 mL de éter terc-butil-metilico e 600 puL de agua
destilada, ndo houve formacgao do produto celastrol. Para a enzima CAL-B, o procedimento também
foi realizado com tolueno em vez de éter terc-butil-metilico. Nenhuma formacgao de celastrol foi
observada dentro de 3 horas ap6s o inicio da reacao.

Método B: Em um frasco de fundo redondo de 10 mL contendo 50 mg de pristimerina, 1,4 mL
de éter terc-butil-metilico, 3,6 mL de solugdo tampao fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,2) e 4 mg de CAL-
B foram adicionados. A reagdo foi mantida a 30 °C, sob agitagdo constante em mesa de agitacdo orbital
(300 rpm) por 72 horas. Em seguida, HCI foi adicionado até atingir pH 3-4, e a mistura foi submetida
a extracdo com acetato de etila (2 x 5 mL). A anélise por CCD de ambas as fases ndo revelou formacao
de celastrol.

Método C: Em um baldo de fundo redondo de 10 mL, foram adicionados 50 mg de
pristimerina, 2,3 mL de THF e 0,1 mL de tampao fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,2) e 12,5 mg de alfa-
quimotripsina. A mistura foi mantida a 38 °C sob agitagdo (300 rpm) por 72 horas. Em seguida, a fase
aquosa foi tratada com HCI até pH 3-4 e extraida com acetato de etila (2 x 4,0 mL). Nao houve
formacgao do esperado celastrol.

Método D: Em um baldo de fundo redondo de 10 mL, foram adicionados 50 mg de
pristimerina, 2,3 mL de tolueno, 0,1 mL de agua e 9 mg de CAL-B. A rea¢do foi mantida a 70 °C sob

agitacdo magnética por 72 horas. A extracdo foi realizada com acetato de etila (2 x 4,0 mL). E a fase
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aquosa foi acidificada até pH 3-4, em seguida foi extraida com acetato de etila (2 x 4,0 mL). A anélise
por CCD indicou que ndo houve formacgao do celastrol.

Método E: Em um frasco de fundo redondo de 10 mL, foram adicionados 50 mg de
pristimerina, 5,0 mL de tampao fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,5) e 12,5 mg de quimotripsina. A reagao
foi mantida a 38 °C sob agitacao (300 rpm). Apos 72 horas, a reagao foi extraida com acetato de etila
(2 x 4,0 mL) e a fase aquosa foi acidificada em pH 3-4. Em seguida, foi extraido com acetato de etila

(2 x 4,0 mL). Pela CCD observou-se que nao houve formacgao do celastrol.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A pristimerina é o principal metabdlito isolado do extrato hexanico/éter etilico das raizes de
Salacia crassifolia, sendo obtido 5 g, equivalente a 10% do extrato bruto (Dos Santos et al., 2020).
Devido a esta disponibilidade, o objetivo deste trabalho foi obter um trimero da pristimerina, a partir
da rota de sintese apresentada na Figura 3, utilizando os derivados R1 a R4, e comprovar que este
trimero formaria adutos com bases nitrogenadas do DNA por alquilacéo.

O composto 2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etano-1-ol (R1) foi obtido por meio da reagdo de
substitui¢do nucleofilica bimolecular (SN2). A reacdo foi monitorada por CCD e, apos 48 horas,
observou-se que o material de partida j& havia sido consumido. Apos elaboragado e purificacdo por CC
obteve-se o 2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etano-1-ol (R1) com rendimento de 53 %, na forma de o6leo
amarelo claro soliivel em cloroformio e com Rf menor que o material de partida. A estrutura de R1 foi
confirmada através de dados espectrais de IV e RMN. No espectro de IV (KBr, cm™) de R1, a banda
de absor¢do a 2110 cm™! ¢ caracteristica de estiramento do grupo azida e a banda larga a 3423 cm! foi
atribuida ao estiramento O-H do grupo hidroxila alcodlica. No espectro de RMN de 'H (400 MHz,
CDCl), dois tripletos foram observados em 6u 3,41 (t, 2H, J=5,1 Hz, H-5) e em ou 3,74 (t, 2H, J=4,5
Hz, H-1). Dois singletos largos foram observados em oy 2,00 (sl, 1H, H-6) € 2,53 (sl, 1H, H-6) e foram
atribuidos aos adtomos de hidrogénio mais blindados, que estdo ligados ao 4tomo de carbono que
contém o grupo azida. Nos espectros de RMN de '*C e DEPT-135 (100 MHz, CDCl;), seis sinais
atribuidos aos carbonos de metileno foram observados em oc 50,71 (C-6), 61,74 (C-1), 70,03 (C-5),
70,39 (C-4), 70,69 (C-2) e 72,60 (C-3), confirmando a estrutura R1 (Dos Santos et al., 2024).

A protecdo do grupo amino de R1 com carbamato de terc-butoxila (Boc) levou ao composto
N-(terc-butoxil-carbonil)-tris-(hidroximetil)-aminometano (R2) como sélido branco, com rendimento
de 87 % e ponto de fusdo de 144-149 °C. O espectro de IV (KBr,cm™) de R2 mostrou uma banda de
absorcdo em 3306 cm™, caracteristica de estiramentos hidroxila e também em 1679 cm
correspondente ao estiramento da ligagdo C=0 do carbamato carbonila. O espectro de RMN de 'H
(400 MHz, DMSO) de R2 mostrou um singleto em 6n 1,37 (s, 9H, CHs, H-1) atribuido aos atomos de
hidrogénio do grupo terc-butoxila de Boc. O singleto em 6n 3,52 (6H) foi atribuido a atomos de
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hidrogénio de carbono metilénico (H-5). O sinal amplo observado em on 5,77 foi atribuido ao
hidrogénio de N-H. O sinal em &¢c 28,23 no espectro de RMN de 3C (100 MHz, DMSO) de R2 foi
atribuido ao carbono metilico (C-1). Os sinais de carbono em d¢c 60,25 € d¢c 60,42 foram atribuidos aos
trés atomos de carbono metilénico (C-5) e os sinais em 6c 77,84 (C-2) e em 6¢ 155,03 (C-3) foram
atribuidos a atomos de carbono ndo hidrogenados (Dos Santos et al., 2024).

O composto N-(terc-butoxil-carbonil)-tris-((propargil)metil)-aminometano (R3) foi obtido por
meio da reacdo SN entre R2 e brometo de propargila. A rea¢ao foi monitorada por CCD, na qual uma
coloragao bem definida foi observada apds revelacao com solugcdo de KMnO4 indicando a presenga do
grupo alquino. Apo6s purificagdo, utilizando-se CC de silica gel, obteve-se o produto R3 na forma de
6leo amarelo com rendimento de 42%. O espectro de IV (KBr, cm™) de R3 apresentou bandas de
absor¢do em 1715 cm™, correspondendo a estiramento carbonilico, em 2118 cm™ caracteristico de
estiramento da ligagdo C=C e em 3294 cm atribuido ao estiramento C-H do alquino terminal. O
espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) de R3 mostrou um tripleto em 8y 2,40 (t, 3H, J=2,4 Hz)
associado ao atomo de hidrogénio de alcino terminal (H-8) e um dupleto em on 4,16 (d, 6H, J=2,4 Hz)
atribuido aos atomos de hidrogénio metilénico (H-6) da cadeia propargilica. Os espectros de RMN de
13C e DEPT-135 (100 MHz, CDCI3) permitiram atribuir os sinais em 8¢ 74,56 (CH) ao carbono C-8 e
os sinais em dc 79,63 (C-7) e dc 154,79 (C-3) ao carbono nao hidrogenado. O sinal em dc 58,09 (C-6)
foi atribuido aos atomos de carbono metilénico da cadeia propargilica (Dos Santos et al., 2024).

Em relacio a transesterificagdo da pristimerina visando a obtencdao do 2-(2-(2-
azidoetoxi)etoxietil pristimerinoato (R4), foram realizadas duas tentativas de reacdo. A primeira
tentativa foi uma adaptagdo do método de transesterificacio descrito por Koval et al., (2008). A reagdo
foi realizada a 100 °C sob agitagdo e monitorada por CCD. No entanto, o material de partida ndo havia
sido consumido apds 24 h. Com base no espectro de RMN de 'H (Figura 6) do material obtido apds o
processo de elaboracdo da reacdo, concluiu-se que ndo houve formagao do produto desejado.

O singleto a dn 3,55 (Figura 6) correspondente aos 4tomos de hidrogénio do éster metilico
indicou que a pristimerina permaneceu sem reagao nas condig¢des de reagdo adotadas. Por esta razao,
uma segunda tentativa foi realizada para obter o composto R4 usando o método de transesterificagao
descrito por Chavan et al., (2004), em que o iodo ¢ utilizado como catalisador. A reacdo foi
cuidadosamente monitorada por CCD, mas o produto desejado ndo foi obtido.

Dada a incapacidade de obter diretamente o composto R4 através da transesterificagdo, uma
abordagem alternativa foi considerada, envolvendo a hidrdlise da pristimerina para produzir celastrol,
seguida de esterificacdo. Vale ressaltar que o celastrol ndo foi isolado de S. crassifolia. Existem véarios
relatos de modificagdes no carbono C-29 do celastrol (Shan et al., 2017; Xu et al., 2019). A primeira

tentativa de obtencdo de celastrol a partir de pristimerina seguiu a metodologia descrita por Camelio,
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Johnson e Siegel, (2015), empregando KOH seguido de tampao fosfato (pH 2) para acidificar o meio

reacional. A reag¢do foi monitorada por CCD e nao foi observada formagao de produtos ap6s 4 horas.

Figura 6: Espectros de RMN de 1H (400 MHz, CDCIl3) dos espectros de R1 (400 MHz, CDCI3) de R1 (Em cima),

pristimerina (meio) e do produto da reagdo (abaixo).
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Outras tentativas de hidrolisar a pristimerina usando biocatalisadores também foram realizadas.
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Quatro diferentes lipases imobilizadas, incluindo a lipase B imobilizada de Candida antarctica, bem

como a protease alfa-quimotripsina, foram empregadas em condic¢des variadas, tais como diferentes

solventes, temperaturas e tempos de reagdo. No entanto, todas as tentativas de converter pristimerina

em celastrol ndo tiveram sucesso (Dos Santos et al., 2024).

Efeitos estéricos podem explicar a estabilidade da pristimerina em direcdo a transesterificagdo

e hidrolise alcalina comum aqui descrita. De fato, a taxa de hidrdlise do éster em sistemas aliciclicos

de seis membros tem sido relatada como sendo menor quando a carbonila ocupa uma posi¢ao axial em

comparagdo com a posicao equatorial, possivelmente devido ao grande obstaculo estérico imposto pelo

estado de transigdo tetraédrico intermediario associado ao resultado da reagdo (Burden et al., 1980;

Bekkum et al., 2010). A taxa de reacdo ¢ menor quando uma conformagdo axial ¢ favorecida, por

exemplo, pela presenca de um substituinte adicional sobre o carbono que contém a porcao carbonila,
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e ainda menor em sistemas rigidos com conformacao "travada", como arcabougos policiclicos
semelhantes a decalinas (Spencer et al., 1968; Burden et al., 1980). Um exemplo marcante ¢ o éster
metilico do dcido podocarpico, no qual o grupo carbometoxi axial mostrou ser estdvel sob condi¢des
catalisadas por bases e outros processos hidroliticos (Wenkert e Jackson, 1958).

Embora a hidrdlise de ésteres estericamente impedidos possa ser obtida sob condig¢des adversas,
os métodos adequados para hidrolise de pristimerina sdo limitados devido a presenca de grupos
funcionais labeis (Spencer et al., 1968; Wenkert e Jackson, 1958; Bekkum et al., 2010; Krief e Kremer,
2010; Camelio, Johnson e Siegel, 2015;).

Hidrolise catalisada por lipases conhecidas por apresentarem ampla abrangéncia, como a CAL-
B (Bornscheuer e Kazlauskas, 2006)., também foi tentada. O uso de enzimas geralmente permite
catalise sob condicdes leves e reacdes seletivas. Infelizmente, a pristimerina mostrou ser um substrato
particularmente desafiador para as enzimas selecionadas, provavelmente devido ao volume e ao fato
de que o grupo carbometoxi esta ligado a um centro quaternario.

Apesar da rapida evolu¢do dos métodos diagndsticos e terapéuticos, as metastases ¢ a
resisténcia aos medicamentos administrados representam obstaculos para a efetividade e o sucesso do
tratamento. Além do desafio do diagndstico precoce e de estratégias terapéuticas adequadas para
aumentar as chances de o paciente responder positivamente ao tratamento e aumentar sua expectativa
de vida, ha a questdo dos efeitos colaterais da quimioterapia (Kubczak et al., 2021).

Devido a sua grande diversidade quimica, os produtos naturais continuam a ser extensivamente
investigados como potenciais compostos anticancerigenos. Os esforcos dos pesquisadores em
fitoquimica, farmacologia e outras areas da ciéncia tém proporcionado avancos substanciais,
fornecendo compostos para uso clinico e abrindo novas oportunidades terapéuticas. No entanto, muitos
desafios em oncologia ainda permanecem pela frente (Huang et al., 2021). Neste cendrio, a realizagdo
de novas tentativas de sintese do trimero da pristimerina utilizando técnicas e equipamentos mais

avancados, visando a sua interacdo com o DNA de células cancerosas ¢ considerada promissora.

4 CONCLUSAO

A rota sintética utilizada para a obtencdo do trimero da pristimerina levou a obtengdo de trés
intermediarios. A primeira etapa da rota, relacionada a obtencdo do produto R1, via reagdo SN, foi
realizada com rendimento de 53%. O produto com o grupo amina protegido com Boc, composto R2,
foi obtido com rendimento de 87%, e o trialquino R3 foi obtido com rendimento de 43%. Varias
metodologias foram empregadas na tentativa de transesterificar a pristimerina com R1 para obtengado
do produto desejado R4. Estas abordagens incluiram hidrolise quimica e enzimatica da pristimerina,
seguida de esterificagdo como uma rota alternativa. No entanto, nenhum desses métodos se mostrou

bem-sucedido, ressaltando a notavel resisténcia do carbono C-29 em pristimerina a reagdes de hidrolise
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e transesterificagdo, provavelmente devido ao impedimento estérico. A obtencao do trimero da
pristimerina para sua intera¢cdo com o DNA de células cancerosas ¢ importante e sugere-se que outros

métodos e condigdes de reagdo continuem a ser investigados.
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