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RESUMO

PEREIRA, Wagner Luiz, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, Fevereiro
de 2013. Sintese e avaliacdo das atividades fitotéxica e
antiproliferativa de isobenzofuran-1(3H)-onas C-3 funcionalizadas.
Orientador: Rébson Ricardo Teixeira. Co-Orientadores: Anténio Jacinto
Demuner e Elson Santiago Alvarenga.

O presente trabalho teve por meta a sintese e a avaliacdo da
atividade fitotoxica de uma série de isobenzofuran-1(3H)-onas (fitalidas)
tendo como estrutura-modelo o metabolito secundario conhecido como acido
crifonéctrico. A rota sintética escolhida para a sintese das fitalidas envolveu
reacoes de condensacdo, de aromatizacdo e processos de acetilagdo. Os
compostos sintetizados foram completamente caracterizados, utilizando-se a
espectroscopia no 1V, de RMN de *H e de *C (1D), técnicas bidimensionais
HMBC, HSQC, além da espectrometria de massas. A 3-(2-hidroxi-4,4-
dimetil-6-oxocicloex-1-enil)isobenzofuran-1(3H)-ona teve sua estrutura
cristalina investigada por difracdo de raios-X. As isobenzofuran-1(3H)-onas
foram avaliadas in vitro no tocante a habilidade em interferirem ou ndo no
transporte de elétrons, dirigido pela luz, da agua para o oxidante nao-
bioldgico ferricianeto de potassio. Os resultados obtidos mostraram que,
dentre 12 compostos submetidos a avaliacdo da atividade biolégica, quatro
foram completamente inativos. Quatro outros analogos reduziram a taxa de
transporte de elétrons dirigido pela luz, na concentracdo de 200 pmol L. Os
outros quatro compostos foram capazes de significativamente aumentar a
taxa de transporte de elétrons. No tocante aos efeitos inibitérios, a fitalida 2-
(3-oxo-1,3-diidroisobenzofuran-1-il)1H-indano-1,3(2H)-diona foi aquela que

apresentou o melhor resultado sendo capaz de inibir a taxa de transporte de

XV



elétrons em 56%. O aumento da taxa de transporte de elétrons observado
para quatro das isobenzofuranonas avaliadas foi relacionado ao efeito
desacoplador desses compostos. Além disso, foi realizada uma avaliacéo in
vivo do efeito fitotoxico dos compostos sintetizados sobre o crescimento
radicular e da parte aérea de plantulas de pepino (Cucumis sativus) e sorgo
(Sorghum bicolor). A substancia 3-(2,6-diidroxi-4-
isopropilfenil)isobenzofuran-1(3H)-ona proporcionou uma inibicdo superior a
70% do crescimento do caule do sorgo, na concentracdo de 1 mmol L™,
resultado que foi comparavel aos 75% de inibicdo obtido com o herbicida
comercial (glifosato), usado como controle, para essa mesma cultura.
Considerando-se a existéncia de exemplos descritos na literatura de
isobenzofuran-1(3H)-onas C-3 funcionalizadas que apresentam efeitos
citotoxicos contra diferentes linhagens de células tumorais, realizou-se uma
avaliacdo das atividades antiproliferativas das fitalidas contra as linhagens
de células tumorais K562 (leucemia mieldide) e U937 (linfoma). Duas das
isobenzofuranonas sintetizadas apresentaram valores de ICsy de suas
atividades antiproliferativas, contra a linhagem K562, inferiores ao do
farmaco comercial etoposideo (VP-16). As favoraveis propriedades fisico-
quimicas e farmacocinéticas determinadas in silico para as
isobenzofuranonas investigadas nesse trabalho apontam para a
possibilidade de utilizacdo desses compostos como prototipos que podem

ser explorados na busca por novos agentes quimioterapicos.
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ABSTRACT

PEREIRA, Wagner Luiz, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2013. Synthesis and evaluation phytotoxic and antiproliferative
activities of isobenzofuran-1(3H)-ones C-3 functionalized. Adviser:
Robson Ricardo Teixeira. Co-Advisers: Antonio Jacinto Demuner and
Elson Santiago Alvarenga.

The present investigation aimed to synthesize a series of
isobenzofuran-1(3H)-ones (phtalides) structurally similar to the secondary
metabolite cryphonectric acid. The substances were prepared Vvia
condensation, aromatization and acetylation reactions. The identity of the
synthesized compounds were confirmed based on IR, *H and **C NMR (1D),
HMBC and HSQC 2D experiments and MS analyses. The structure of 3-(2-
hydroxy-4,4-dimethyl-6-oxo-cyclohexen-1-yl)isobenzofuran-1(3H)-one  was
also investigated by X-ray analysis. The isobenzofuran-1(3H)-ones was
evaluated in vitro as the ability to interfere with light-driven reduction of
ferricyanide by isolated spinach chloroplasts. Among the twelve evaluated
compounds, four were completely inactive in interfering with photosynthetic
electron. Other four phtalides were found to inhibit the basal rate. In this
case, the most active derivative 2-(3-oxo-1,3-dihydroisobenzofuran-1-yl)-1H-
indene-1,3(2H)-dione inhibited the basal electron transport by 56%. The
other derivatives acted as uncouplers. The phtalides were also evaluated in
vivo as the ability to interfere with the radical growth of cucumber (Cucumis
sativus) and  sorghum (Sorghum  bicolor). 3-(2,6-dihydroxy-4-
isopropylphenyl)-isobenzofuran-1(3H)-one caused more than 70% inhibition

of Sorghum bicolor shoot elongation. This effect was comparable to the 75%

inhibition caused by commercial herbicide glyphosate on the same species.
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Considering the existence of examples described in the literature
isobenzofuran-1(3H)-ones C-3 functionalized showing cytotoxic effects
against different tumor cell lines, the antiproliferative activity of the twelve
isobenzofuranones were evaluated against the cell lines U937 (lymphoma)
and K562 (myeloid leukemia). Two isobenzofuranones were more effective in
inhibitting proliferation of K562 cells and presented ICs, lower than etoposide
(VP-16) used as positve control in the experiments. The in silico favorable
drug-like parameters predicted suggest that the isobenzofuranones prepared
in this work possess good physicochemical properties that qualify them as

promising candidates for future studies.
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CAPITULO 1
FARMACOS E AGROQUIMICOS A PARTIR DE METABOLITOS

SECUNDARIOS

1.1. Introducéao

Os produtos naturais ou metabdlitos secundarios sdo fantasticos
reservatorios de substancias que vém sendo explorados como fonte de novos
agentes terapéuticos (CRAGG et al, 1997; BUTLER, 2004; KOEHN e
CARTER, 2005; NEWMAN e CRAGG, 2007; NEWMAN e CRAGG, 2012).
Diversos sédo os exemplos descritos na literatura que suportam essa afirmativa,
alguns séo apresentados na Figura 1 (p.2).

O taxol é uma droga antineoplasica isolada da casca do teixo do pacifico

(Taxus brevifolia), que possui atividade contra varios tipos de cancer incluindo



melanoma, cancer de ovario, leucemia e cancer de mama (PELTIER et al.,

2006).

Vincristina

=
R = H (20(S)-camptotecina) Quinina
R = NO, (Rubicetan)
OMe
OMe
OMe

Lovastatina Reserpina

Figura 1 — Exemplos de metabdlitos secundarios que se tornaram efetivos

farmacos.



Outro quimioterapico de origem natural utilizado no tratamento do cancer
€ a vincristina, isolado da vinca résea (Catharanthus roseus), que integra o
grupo de alcaldides de origem vegetal (CASADO et al., 2007).

O 20(S)-camptotecina € um alcaldide isolado de uma arvore chinesa
(Camptotheca acuminata) que inicialmente néo teve utilidade farmacoldgica por
ser muito toxico ao homem. No entanto, uma pequena modificagdo na sua
estrutura tornou-o mais soluvel em agua, mais seguro e ativo no tratamento de
tumores. Assim surgiu o rubitecan, 9-nitro-20(S)-camptotecina (Figura 1, p.2),
uma droga prescrita no tratamento do cancer de cdlon, reto, pulmdo e ovario
(SCHOFFSKI et al., 2002).

Extraido da Cinchona L. (um género de aproximadamente 40 espécies
da familia Rubiaceae) a quinina (Figura 1, p.2) também €& um alcal6ide de
origem vegetal com atividade farmacoldgica possuindo acdo antitérmica,
antimalérica e analgésica (SANTOS, 2012).

Como dois ultimos exemplos de farmacos oriundos de produtos naturais
mencionam-se a lovastatina (Figura 1, p.2), empregada para reducéo de taxas
de colesterol no sangue e a reserpina (Figura 1, p.2), uma droga sedativa e
anti-hipertensiva.

Os metabdlitos secundarios também vém sendo explorados para a
obtencdo de novos agroquimicos. Por exemplo, o bialafos (Figura 2, p.4) é uma
fitotoxina de origem microbiana obtida da fermentacdo do Streptomyces
higroscopicus e atualmente comercializado no Japdo como um herbicida
denominado Herbiace®. O bialafos é o primeiro produto de fermentacdo que foi

utilizado na producédo de um herbicida comercial (DREW, 1977). Vale ressaltar



gue o glifosato (Figura 2, p.4), componente ativo do herbicida mais vendido no

mundo, o Roundup®, teve a sua sintese inspirada no bialafos.

.0 NW _OH HO ~]_oH
H
o O @] 0]

o

Bialafos Glifosato

Figura 2 — Bialafos e o herbicida sintético glifosato.

O aleloquimico leptospernona (Figura 3, p.5), excretado da planta
Callistemon citrinus, foi a fonte de inspiracéo para o desenvolvimento de dois
novos agroquimicos que sao amplamente utilizados para o controle de plantas
daninhas. Ensaios de avaliacdo de sua atividade fitotoxica demonstraram que
a lepstorpenona € capaz de inibir o crescimento de plantas daninhas, mas
apenas de maneira moderada. Entretanto, a estrutura dela foi modificada pela
empresa Stauffer (agora Syngenta). O que se observou foi que a substituicdo
do grupo alquila da leptospernona por um grupo arila resultou na diminui¢do da
atividade herbicida. No entanto, notou-se que a adicdo de grupos retiradores de
elétrons na posigcdo orto do anel aromatico resultou na melhoria da atividade
herbicida do composto. Por fim, verificou-se que a adicdo concomitante de
grupos retiradores de elétrons nas posicdes orto e para do grupo arila
potencializou ainda mais a atividade herbicida. Foi assim que surgiram a
sulcotriona e a mesotriona (Figura 3, p.5), componentes ativos dos herbicidas

CALLISTO® e MIKADO®, respectivamente (HUTER, 2011).



Leptospernona

Mesotriona Sulcotriona
Figura 3 — Andalogos sintéticos da leptospernona (adaptado de HUTER et al,

2011).

Outro exemplo de desenvolvimento de agroquimicos inspirado em
metabdlitos secundarios corresponde aos fungicidas pertencentes a classe das
estrobilurinas. A estrobilurina A e a estrobilurina B (Figura 4, p.6) foram
isoladas do basidiomiceto Strobilurus tenacellus (ANKE et al., 1977). Estes
compostos apresentaram significativa atividade fungicida em testes biol6gicos
laboratoriais. No entanto, ensaios biolégicos conduzidos em casa de vegetacao
com as estrobirulinas A e B mostraram que elas possuem baixa atividade
fungicida atribuida as suas foto-instabilidades (BARBOSA, 2004). Interessado
no grande potencial fungicida das estrobilurinas, a industria agroquimica
centrou esforcos em sintetizar compostos com estruturas analogas as
estrobilurinas A e B que fossem estaveis quando submetidas a presenca de
luz. Mais de 50.000 analogos foram sintetizados, principalmente em
laboratorios de industrias concorrentes, e mais de 1.000 patentes foram
registradas (HUTER, 2011). Dentre os compostos sintetizados a azoxystrobina

(Figura 4, p.6) comercializado pela Syngenta, € ativo contra um grande namero
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de fungos e apresenta baixa toxicidade para mamiferos. Essa estrobirulina, em
alguns casos, pode ser aplicada em quantidades tdo baixas quanto 100 g por

hectare (BARBOSA, 2004).

N N

XX H;CO X )\/Ik

O X OMe o o

(e} X OMe
Cl If (@) Xx_OMe
OMe OMe N
- OMe
Estrobilurina A Estrobilurina B Azoxystrobina

Figura 4 — Estrobilurinas naturais e um anéalogo sintético.

A possibilidade de obtencdo de novos produtos comerciais a partir de
metabdlitos secundéarios ndo é a Unica similaridade existente entre a pesquisa
e o desenvolvimento de farmacos e agroquimicos. De fato, as investigacdes
objetivando a descoberta de novos agroquimicos e farmacos apresentam
semelhancas em varios aspectos. As abordagens descritas para a pesquisa e
desenvolvimento por novos agroquimicos sdo similares aquelas empregadas
para os farmacos (SHORT, 2005; DELANEY et al.,, 2006; DUKE, 2010;
SWANTON et al., 2011). Os parametros fisico-quimicos utilizados para avaliar
a possibilidade de uma molécula ser um bom agroquimico ou farmaco sdo
muito similares (LIPINSKI et al., 1997; TICE, 2001). Os 20 tipos de substituintes
e cadeias laterais mais comumente encontrados nos farmacos sdo também
encontrados nos agroquimicos e com a mesma frequéncia (DELANEY et al.,
2006). Outra analogia refere-se ao fato de que os quimicos envolvidos na
descoberta de agroquimicos e farmacos adquirem reagentes dos mesmos
fornecedores, lancam mé&o de reacdes quimicas similares para a sintese de

substancias de interesse e consultam literaturas comparaveis. Além disso, os



agroquimicos e farmacos atuam sobre alvos moleculares que sao idénticos ou
bastante similares (SWANTON et al., 2011).

Devido as similaridades descritas anteriormente, ndo € surpreendente
que um agroquimico ou analogos de uma classe particular de agroquimicos
possuam propriedades de interesse para serem empregados como farmaco. E
0 caso da nitisinona (Figura 5), composto no qual o grupo -SO,CH;da
mesotriona (Figura 3) é substituido por um grupo -CF3;. Enquanto a mesotriona
possui atividade herbicida, a nitisinona € prescrita no tratamento de uma séria e
rara doenca hereditaria, a tirosinemia hepatorrenal tipo | (TH-1)
(LAROCHELLEA et al., 2012). A nitisinona também esta sendo estudada para
o tratamento do Mal de Parkinson, tendo sido inclusive patenteada para essa

finalidade (DOE et al., 2006).

/H
0 0 NO,

L

Nitisinona

F3

Figura 5 — Farmaco utilizado no tratamento da tirosinemia hepatorrenal tipo I.
Outro composto de origem natural que possui atividade herbicida e que
também possui acdo terapéutica é o 1,8-cineol (Figura 6, p.8). A elevada
volatilidade apresentada por esse monoterpeno, extraido como componente
majoritario do Oleo essencial de varias espécies de plantas, preclui o uso do
1,8-cineol diretamente como herbicida. Este problema foi contornado com a
introducdo do grupo benziloxi na estrutura basica do 1,8-cineol dando origem a
cinmetilina, um herbicida seletivo no controle de gramineas em plantacbes de

arroz (DUKE e OLIVA, 2004). O 1,8-cineol também €& comercializado como



medicamento com acdo analgésica, antitérmica, expectorante, fluidificante e
anti-séptica das diversas afeccbes do trato respiratorio, tais
como asma bronquica, bronquites, faringites, amigdalites e tratamento

sintomético das gripes e resfriados (EUCALIPTOL, 2012).

@)
ve
H

1,8-cineol Cinmetilina

Figura 6 — Estrutura do 1,8-cineol e seu derivado a cinmetilina.

1.2. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Na busca de novos compostos que possam resultar na melhoria da
qualidade de vida da sociedade, pode-se mencionar a estratégia que esta
centrada na utilizacdo de metabdlitos secundarios como estruturas modelo.
Nesse contexto, diversas isobenzofuran-1(3H)-onas (fitalidas) de origem
natural e funcionalizadas na posi¢do C-3 do anel isobenzofuranona possuem,
como sera abordado adiante (capitulo 2, se¢do 2.1.), uma variada gama de
bioatividades que as qualificam como modelos que podem ser explorados na
descoberta e desenvolvimento de novos agroquimicos e farmacos.

Considerando as similaridades existentes entre a descoberta e
desenvolvimento de farmacos e agroquimicos, pode-se dizer que a pesquisa
voltada para a busca de novos agroquimicos oferece também a oportunidade
para a descoberta de novos farmacos que podem ser uteis no tratamento de

varias patologias como, por exemplo, o cancer.



No que diz respeito aos agroquimicos é notavel a grande importancia
que os herbicidas possuem. Estes sdo indispensaveis para se elevar a
produtividade agricola a fim de suprir a continua eleva¢do da demanda mundial
por alimentos. E entre os farmacos de maior importancia em nossa sociedade,
atualmente estdo os que possuem acgédo antiproliferativa, pois hoje o cancer é
uma das principais causa de mortalidade no mundo.

Assim, descreve-se nesse trabalho a sintese, caracterizacdo e a
avaliacdo das atividades fitotoxica e antiproliferativa de um grupo
isobenzofuran-1(3H)-onas apresentando a seguinte estrutura geral

0
Ly
R

sendo R = grupos aliciclicos e aromaticos.

As substancias foram sintetizadas tendo como estrutura modelo a
fitotoxina natural conhecida como acido crifonéctrico, 5 (Capitulo 2, Figura 3,

p.15).
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CAPITULO 2

SINTESE DE ISOBENZOFURAN-1-(3H)-ONAS C-3 FUNCIONALIZADAS

2.1. INTRODUCAO

Compostos ciclicos contendo um elemento diferente de carbono séo
denominados de heterociclicos. Essas substancias desempenham papel
importante em diversas areas do conhecimento cientifico, incluindo na
pesquisa e desenvolvimento de farmacos e agroquimicos. A Figura 1 (p.14)
contém estruturas de diversos farmacos e agroquimicos comerciais possuindo

anéis heterociclicos.
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Figura 1 — Exemplos de heterociclos biologicamente ativos.

Dentre as diferentes classes de heterociclicos, as isobenzofuran-1(3H)-
onas ou fitalidas possuem como caracteristica estrutural a presenca de um anel

benzénico fundido a um anel j-lacténico (Figura 2).

Figura 2 — Estrutura basica de uma isobenzofuran-1(3H)-ona.

Essas substancias tém despertado o interesse de diversos grupos de
pesquisa ao redor do mundo devido, em parte, a gama de atividades biolégicas
que elas apresentam. Por exemplo, o &cido micofendlico (1), uma fitalida
natural contendo um anel aromatico altamente funcionalizado (Figura 3, p.15),
€ encontrada em varias espécies de fungo do género Penicillium spp e exibe
atividades antibacteriana (GALLAGHER et al., 1987), antifungica (ABRAHAM,
1945) e antiviral (WILLIAMS et al., 1968). Atualmente esta substancia esta

sendo muito utilizada como uma droga imunossupressora para prevenir
14



rejeicio em transplante de o6rgdos (CELLCEPT, 2012). Devido a sua
importancia, varias sinteses totais e formais foram descritas na literatura tendo
esta isobenzofuranona como alvo sintético (BIRCH e WRIGHT, 1969;
CANONICA et al., 1972; DANHEISER et al., 1986; PATTERSON, 1993; PLE et

al., 1997; ZUNGA, e LUCAS, 1998; ZUNGA et al., 2003).
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Figura 3 — Exemplos selecionados de isobenzofuran-1(3H)-onas bioativas.
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O estudo recente publicado por HUANG e colaboradores (2012)
descreve o isolamento das isobenzofuranonas 2 e 3 (Figura 3, p.15),
apresentando significativas atividades antioxidante, a partir do extrato EtOAc
obtido da fermentagéo do fungo Cephalosporium sp. ALO31.

Diversas isobenzofuran-1(3H)-onas possuem funcionalizagdo na posicao
C-3 do nucleo isobenzofuranona e também apresentam notaveis e variadas
atividades bioldgicas. A isopestacina (4) (Figura 3, p.15), isolada a partir do
fungo Pestalotiopsis microspora (STROBEL et al., 2002), possui significativa
atividade antifingica.

O estudo da composi¢cdo quimica do extrato EtOAc obtido do fungo
Cryphonectria parasitica (Murr.) cultivado em MPGA (MALT-PEPTONE-
GLUCOSE-AGAR), resultou no isolamento de varios metabdlitos secundarios
dentre eles o acido crifonéctrico (5) (Figura 3, p.15). Isolado como o
componente majoritario (mais de 20%) do extrato EtOAc (ARNONE et al.,
2002), este acido apresenta comprovada atividade fitotoxica, sendo capaz de
inibir completamente o crescimento de sementes de tomate na concentracao
de 100 zmol L™,

A formacéo de trombos arteriais, devido a ativacdo de plaquetas, pode
ser evitada com a administracio de uma classe de medicamentos
denominados antiplaquetarios. Testes realizados em ratos sugerem que a
isobenzofuranona 6 (Figura 3, p.15) tem potencial para ser utilizado como
antiplaquetario (MA et al., 2012).

A isobenzofuranona triciclica fuscinarina (7) (Figura 3, p.15) foi isolada
do fungo Oidiodendron griseum e apresenta atividade contra o virus HIV

causador da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), uma doenca que
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aflige milhdes de pessoas ao redor do mundo e que ainda ndo possui cura.
(YOGANATHAN et al., 2003).

ZAMILPA e colaboradores (2005) descreveram efeitos ansioliticos
induzidos por fitalidas contendo grupos alquilideno ligados a posicdo C-3 do
nucleo isobenzofuranona. Os compostos 8 e 9 (Figura 3, p.15) mostraram ter
potencial para o desenvolvimento de novos agentes ansioliticos®.

Como um ultimo exemplo de isobenzofuranona C-3 funcionalizada e
bioativa mencionam-se o anticonvulsivante bicuculina (10) (HUNG et al., 1981),
Figura 3, p.15.

Além de apresentarem importantes atividades bioldgicas, as
iIsobenzofuran-1(3H)-onas sao sinteticamente uteis. Na reagdo conhecida como
anelacdo de Houser, carbanions oriundos de isobenzofuranonas
funcionalizadas na posicdo C-3 reagem com compostos contendo ligacdes
multiplas polarizadas (como compostos carbonilados «,f-insaturados) ou
ativadas (como no caso do benzino) dando origem a produtos de anelacdo do
tipo naftol ou naftoquinona (MAL e PAHARI, 2007). No Esquema 1 (p.18)

encontra-se um exemplo da anelagéo de Houser.

o 0 OH O
| R> DA, THF R2
o) + — >
Rl 78 °C Rl
SO,Ph OH
(11

R = grupo alquila
R? = grupo alquila ou alcoxila

Esquema 1 — Exemplo de uma anelacdo de Hauser.

1 T ~ . ™ .. . . ~
Ansioliticos sdo farmacos utilizados para diminuir a ansiedade e a tensdo que em pequenas doses,
recomendadas pelos médicos, normalmente nao causam danos fisicos ou mentais ao paciente.
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O tratamento da isobenzofuranona 11 com LDA resulta na formacéo do
correspondente carbanion que, entdo, reage com compostos carbonilados o, -
insaturados via adicdo de Michael levando a formagéo de compostos fendlicos.
Uma proposta mecanistica para a reacdo exemplificada € mostrada no

Esquema 2 (MAL e PAHARI, 2007).

0 )
o LDA, THF o
©
SO,Ph 78°C SO,Ph
(11) 2 2
o} Q 0 o o° o
R? O 2 2
P — O — OO
© RL Rl Rl
SO,Ph SO,Ph SO,Ph
oe 0 O 0 OH O
O@ R? . R? Tautomerismo OO R?
P R? R! R!
SO,Ph 0 OH

Esquema 2 — Proposta mecanistica para a anelacdo de Hauser apresentada no

Esquema 1.

Isocromanonas sado farmacoforos presentes em um numero elevado de
produtos naturais com potencial terapéutico. EGAN e co-autores (2011)
demonstraram que a isobenzofuranona (12) ao ser reduzida com DIBAL e
tratada com PTSA em metanol gera o correspondente acetal com bom
rendimento (75% para as duas etapas). Este, por sua vez, pode ser convertido

em isocromanonas pela sequéncia de reacdes explicitadas no Esquema 3.
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a) MeLi, i-proNH
b) isobutiraldeido

OMe -CPBA
o Me cm Me OH OH
a) DIBAL-H PMe 1) 2,5 M Jones
o b) PTSA, MeOH e) NaBH,
- 0
75% 54% 0 " e}

0 12 omeo

(12)
(Isocromanonas)

Esquema 3 — Sintese de isocromanonas a partir da isobenzofuranona 12.

O espectro de propriedades bioldgicas bem como a utilidade sintética
das isobenzofuran-1(3H)-onas tém motivado o desenvolvimento de
metodologias para a preparacdo desses heterociclos. Alguns exemplos dessas
metodologias serdo descritas a seguir.

NAPOLETANO e colaboradores (2001) utilizaram a reacdo de
clorometilenacdo do acido 3-metoxibenzéico para sintetizar a 6-

metoxiisobenzofura-1(3H)-ona (13) com 46 % de rendimento (Esquema 4).

o)
~0 cooH j\ . HCl HOAC, 90 °C ~0
H™ H O
14 h, 46 %
(13)

H /7 N\
/\:O H*
H

k cr
0
0 COOH /O\CC/OOH HCI /O\QiOH
T’ cl
®u OH OH N
H H*

Esquema 4 - Proposta mecanistica da sintese da 6-metoxiisobenzofura-1(3H)-

ona (13) a partir do acido 3-metoxibenzdico.

Na metodologia descrita por COELHO e colaboradores (2006),
isobenzofuran-1(3H)-onas contendo grupos alquilideno ligados a posi¢cdo C-3,

foram preparadas a partir de adutos de Baylis-Hillman. Neste caso, os adutos
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sofrem um processo de ciclocarbonilacdo, catalisado por paladio, resultando na
formacdo das correspondentes isobenzofuranonas. No exemplo apresentado
no Esquema 5, a fitalida (14) foi obtida com 94% de rendimento apds o

processo de ciclocarbonilacdo do aduto de Baylis-Hillman.

CO,CH3 CO2CH3

PdX

o}
14
CO, 2 atm, 70-90 °C

1 mol% Pd,(dba)s
15 h, 94%

CO,CH
o 23
H OH
- (j\/ . d + NGy DABCO, rt.
o > Br Me 18 h, 89% Br
Aduto de Baylis-Hillman
|'\,1'Cy2
Me

(O Br
=y
H H O) H O')
® o > - _
CyaN O~ o o
e . o g
O Br gCsze

Br (NCy,Me
&® 2

Esquema 5 — Sintese de isobenzofuranonas via reacéo de ciclocarbonilacao de

adutos de Baylis-Hillman.

O processo de condensacado/lactonizacdo entre acido fitalaldeidico e
diferentes cetonas (aril metil cetonas e cetonas ciclicas), € uma metodologia
que fornece isobenzofuran-1(3H)-onas C-3 funcionalizadas com excelentes
rendimentos (90-98%). Essa metodologia reportada por LANDGE e
colaboradores (2008) utiliza aquecimento por micro-ondas e montmorilonita K-

10 (disponivel comercialmente) como catalisador (Esquema 6).
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0] O
O

OH + HJ\Rl MW, montmorilonita k-10 _ o)
R ) 170 °C o

| . !
(@] t-- R
Acido Fitalaldeidico !

R= H, CO(CHB)Z, (CH2)4
Ry = -CgHa, 4-Cl-CgHy, 4-F-CgHg, 4-OMe-CgH,, 4-NO,-CgHy, 4-CHg-CgHy, 4-CN-CgHy,

2,4-di-CH3-Cl-CgH,4
Esquema 6 — Sintese de isobenzofuran-1(3H)-onas segundo metodologia

descrita por LANDGE et al (2008).

No Esquema 7 (p.22) esta representada a proposta mecanistica para a
formacdo da 3-(2-oxo-2-feniletil)isobenzofuran-1(3H)-ona (15) segundo a

metodologia de LANDGE et al (2008).
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O
O

OH
Acido Fitalaldeidico

/

0 o N
(T o @i )\©
- . OH Tautomerismo
| _Tautomerismo
/O (l\_/ ©\H/
/ ,O+
K on H
Q
HOOH Condensacao
K-10
_ . _
Oy
OH Lactonizacao
o (-H20)
- - 90%
Intermediério aldol (15)
Esquema 7 - Proposta mecanistica para a formacdo da 3-(2-0x0-2-

feniletil)isobenzofuran-1(3H)-ona (15).

Enquanto a sintese de isobenzofuranonas descrita por LANDGE e co-
autores (2008) ocorre em condi¢des acidas, DI MOLA e colaboradores (2012)
reportaram a obtencdo de varias fitalidas em condi¢cdes basicas. Nesse caso,
compostos contendo grupos metilenos ativos sdo condensados com 2-formil
benzoato de metila, na presenca de K,COj3, dando origem aos correspondentes
adutos alddlicos que nédo foram isolados. Subsequente processo de
lactonizacdo resulta na formacdo de isobenzofuran-1(3H)-onas C-3

funcionalizadas (Esquema 8, p.23).
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CHj CH3

0s_0

O © OH o

CHO GRE
base R base o)
+ GRE-CHR-GRE =~ GRE >

GRE

Aduto Aldélico ERG R

GRE = Grupo retirador de elétrons

Esquema 8 — Sintese de isobenzofuran-1(3H)-onas via

condensacdao/lactonizacdo em meio basico.

Descreve-se nesse capitulo a sintese e a caracterizacdo estrutural de
uma série de isobenzofuran-1(3H)-onas contendo grupos aliciclicos e
aromaticos ligados ao atomo de carbono 3 do nucleo isobenzofuranona.
(Figura 4, p.24). Essas substancias foram preparadas com vistas a avaliacdo

de suas atividades fitotoxica e antiproliferativa.
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(I s
OAcC
AcO O

R
(16)R=H 17)R=H (18)R=H
(19) R = CH3 (20) R =CHgj; (21) R =CH3
(22) R=i-Pr (23) R=i-Pr (24) R =i-Pr

(25) (26) 27)
Figura 4 - Estruturas das substancias sintetizadas e objeto de investigagao

desse trabalho.

O estudo da avaliacéo da fitoxicidade in vivo dos compostos da Figura 4
foi motivado pelo efeito fitotoxico descrito na literatura para o acido crifonéctrico
(ARNONE et al. 2002) (Figura 3, estrutura 5, p.15).

A descricdo na literatura de efeitos citotoxicos, contra diferentes
linhagens de células tumorais (LOGRADO et al. 2010), apresentados por
isobenzofuran-1(3H)-onas contendo grupos alquila ligados ao carbono 3
motivou a avaliagéo das atividades antiproliferativas das fitalidas 16 a 27 contra
linhagens de células de linfoma e leucemia mieldide.

A literatura também descreve efeitos in vitro de isobenzofuranonas sobre

o transporte de elétrons fotossintético (DEMUNER et al., 2006; PEREIRA,
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2012). Dentro desse contexto, as substancias 16 a 27 também foram avaliadas

com respeito aos seus efeitos sobre o transporte de elétrons da fotossintese.

2.2. MATERIAIS E METODOS

2.2.1. Generalidades Metodoldgicas

Na sintese dos compostos foram utilizados reagentes de grau P.A.

As substancias diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU), cicloexano-1,3-
diona, 5-metil-cicloexano-1,3-diona, 5-isopropilcicloexano-1,3-diona, 5,5-
dimetilcicloexano-1,3-diona, 1H-indano-1,3(2H)-diona, ciclopentano-1,3-diona,
acido fitalaldeidico foram adquiridas comercialmente (Sigma Aldrich). Estes
compostos foram utilizados sem qualquer purificacdo prévia. Acetonitrila,
anidrido aceético, cloroformio, acetato de mercurio, acido acético, &acido
cloridrico, acetato de sodio, sal dissddico do acido etilenodiamino tetraacético
(EDTA), dimetil sulféxido e tiossulfato de sédio foram adquiridos da Vetec.

A secagem da acetonitrila foi feita colocando-a sob agitacdo com silica
gel e, depois de filtrado, adicionando-se hidreto de calcio ao solvente. A mistura
foi mantida sob refluxo por 5 horas. ApdGs este periodo, o solvente foi recolhido
e armazenado em um frasco Ambar contendo peneira molecular 4A (PERRIN E
AMAREGO, 1994).

A secagem do cloroférmio foi realizada adicionando-se sulfato de sodio
anidro ao solvente. A mistura foi mantida sob refluxo por 6 horas. Apés este
periodo, o solvente foi recolhido e armazenado em um frasco ambar contendo
peneira molecular 4A (PERRIN E ARMAREGO, 1994).

As analises por CCD foram realizadas empregando-se placas
cromatograficas de silica-gel impregnadas sobre aluminio (espessura de 250

um). As separacdes cromatograficas em coluna foram feitas utilizando-se
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silica-gel (70-230 mesh), como fase estacionaria. Os solventes utilizados como
eluentes foram usados sem prévia purificacao.

As placas de CCD apos eluicdo foram observadas em uma camara
contendo luz ultra-violeta.

As temperaturas de fusdo foram determinadas em aparelho MQAPF-302
e nao foram corrigidas.

Os espectros no infravermelho (IV) foram adquiridos empregando-se a
técnica reflectancia total atenuada (ATR) em equipamento Varian 660-IR com
acessorio GladiATR.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de
'H, 400, 300 e 200 MHz) e de carbono (RMN de 100, 75, 50 MHz) foram
obtidos em espectrémetros VARIAN MERCURY 300 (Departamento de Quimica
— UFV) e AVANCE DRX 400 e DPX 200 (Departamento de Quimica — UFMG).
Utilizou-se como solventes deuterados cloroformio (CDCI3) metanol (CD3OD) e
dimetilsulféxido (DMSO-dg). As constantes de acoplamento escalar (J) foram
expressas em Hertz (Hz).

Os espectros de massas foram obtidos em um espectrometro micrOTOF
— QII Brucker, sendo os compostos analisados por espectrometria de massas
de alta resolucédo/ionizacdo por eletrospray (ESI-MS). Os espectros foram
adquiridos em modo positivo, portanto os valores observados estdo na forma
de [M+H]*. As amostras foram preparadas dissolvendo-se os compostos em

acetonitrila contendo 1% de acido férmico.
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2.2.2. Procedimentos sintéticos

Sintese da 3-(2-hidroxi-6- oxocicloex-1-enil)isobenzofuran-1(3H)-ona (16)

(16)

O procedimento descrito a seguir foi baseado no trabalho publicado por
MAL et al. (2007).

A um balédo de fundo redondo (50 ml) foram adicionados cicloexano-1,3-
diona (0,891 g; 7,95 mmol) em acetonitrila (10,0 ml) e DBU (1,06 ml; 7,10
mmol) sob agitacdo magnética a temperatura ambiente. Apds 5 minutos foi
adicionado &cido fitalaldeidico (1,07 g; 7,10 mmol) a solucao que, entdo foi
mantida em agitacdo sob refluxo por um periodo de 7 horas. A reacéo foi
finalizada com adicado de HCI 10% v/v (10 ml) e acetato de etila (100 ml). A fase
organica foi separada e lavada com agua (2 x 20 ml) e solucdo aquosa
saturada de cloreto de sddio (10 ml), seca com sulfato de sédio anidro e
concentrada sob pressdo reduzida. A substancia 16 foi purificada por
recristalizacdo em acetato de etila e obtida como um sélido branco com 64% de

rendimento (1,12 g; 4,60 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: Rf = 0,20 (acetato de etila).

T = 217,5-218,0 °C (Tt jiteratura: 219-220 °C; MAL et al., 2007).
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IV (ART) V max: 3200-2000 (banda larga), 2960, 2917, 2887, 1758, 1565, 1380,
1281, 1056, 1025, 944,

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) & 1,83-1,91 (m, 2H; H-4"), 2,26-2,45 (m,
4H; H-3'H-5"), 6,59 (s, 1H; H-3), 7,30 (d, 1H, J = 7,6 Hz; H-4), 7,50 (dd, 1H,
J=17,6;7,2Hz; H-5), 7,65 (dd, 1H, J = 7,6; 7,2 Hz, H-6), 7,78 (d, 1H, J = 7,6
Hz, H-7).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-dg) & 20,1 (C-4’); 32,9 (C-3/C-5); 74,3 (C-3); 109,1
(C-1"); 121,4 (C-4); 124,2 (C-6); 126,4 (C-8); 128,0 (C-7); 133,6 (C-5); 150,7 (C-9);
170,7 (C-1).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para CisH1304:

245,0814; encontrado: 245,0840.

Sintese da 3-(2,6-diidroxifenil)isobenzofuran-1(3H)-ona (17)

(17)

O procedimento descrito a seguir foi baseado no trabalho publicado por
MAL et al. (2007).

A um baldo de fundo redondo (50 ml) foi adicionado o composto 16
(0,477 g; 1,95 mmol) em AcOH (20,0 ml) juntamente com Hg(OAc). (1,90 g;
5,93 mmol) e NaOAc (0,481 g; 5,86 mmol). ApOs agitacdo da mistura sob
refluxo por 5 horas, foi adicionada solugéo aquosa de HCI 6 mol L™ (5 ml) a

mistura que, foi entdo, agitada por mais 15 minutos. A mistura foi filtrada sobre
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uma camada de celite e ao filtrado foi adicionado acetato de etila (60 ml). A
fase organica foi separada e lavada com agua (2 x 20 ml), solucdo aquosa
saturada de cloreto de sédio (10 ml) e solucdo de EDTA 0,196 mol.L™ (2 x 15
mL), seca (Na,SO,) e concentrada sob pressdo reduzida. O residuo foi
purificado por cromatografia em coluna de silica-gel eluida com hexano-acetato
de etila (1:3 v/v). O composto 17 foi obtido como um solido branco (0,320 g;

1,32 mmol) com 68% de rendimento.

Caracteristica: solido branco.
CCD: Rf = 0,70 (hexano-acetato de etila 1:3 v/v).

Tf = 238,6'239,8 OC (Tf |iteratura: 239'240 OC, MAL et al, 2007)

IV (ART) Y max: 3470 (banda larga), 3296, 1712, 1614, 1469, 1011, 945, 715,
587.

RMN de 'H (400 MHz, CDCIls/DMSO-d¢) & 6,29 (d, 2H, J = 8,0 Hz, H-3'/H-
5); 6,92 (t, 1H, J = 8,0 Hz, H-4’); 7,02 (s, 1H; H-3); 7,31 (d, 1H, J = 7,2 Hz;
H-4); 7,47 (t, 1H, J = 7,6 Hz; H-5); 7,59 (t, 1H, J = 7,2 Hz; H-6); 7,81 (d, 1H,
J =7,6 Hz; H-7).

RMN de **C (100 MHz, CDCIs/DMSO-dg) & 75,6 (C-3); 106,9 (C-3/C-5"); 108,6 (C-
1’); 121,8 (C-4); 124,2 (C-7); 127,2 (C-8); 127,9 (C-6); 130,2 (C-4’); 133,3 (C-5); 151,1
(C-9); 157,5 (C-2/C-6’); 171,5 (C-1).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para CisH1104:

243,0657; encontrado: 243,0658.
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Sintese da 3-(2,6-diacetoxifenil)isobenzofuran-1(3H)-ona (18)

(18)

A um baldo de fundo redondo (25 ml) foi adicionado o composto 17
(0,109 g; 0,450 mmol) em CHCI3 (5,00 ml) juntamente com Ac,O (0,160 mi;
1,62 mmol), EtsN (1,42 ml; 1,03 mmol) e uma quantidade catalitica de DMAP
(0,005 g; 0,0450 mmol). A solucdo resultante foi mantida sob agitacao
magnética a temperatura ambiente por 12 horas. Apos este periodo, o solvente
foi removido sob pressdo reduzida. O composto 18 foi purificado por
recristalizacdo em acetato de etila, sendo obtido como um soélido branco

(0,0640 g; 0,200 mmol) com 44% de rendimento.

Caracteristica: solido branco.
CCD: Rf = 0,54 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).

T = 175,9-177,8 °C (T jiteratura: 172-173 °C; MAL et al., 2007).

IV (ART) ¥ max: 1756, 1611, 1465, 1369, 1285, 1170, 1023, 975.

RMN de 'H (200 MHz, DMSO-dg) & 2,01 (sl, 6H; CHs); 6,85 (s, 1H; H-3);
7,12 (d, 2H, J = 8,2; H-3'/H-5"); 7,25 (d, 1H, J = 8,0; H-4); 7,49-7,79 (m, 3H;
H-4'/H-5/H-6); 7,95 (d, 1H, J = 7,4 Hz; H-7).

RMN de 3C (50 MHz, DMSO-dg): & 22,0 (CH3) ; 76,0 (C-3); 122,3 (C-3/C-5'); 123,2
(C-4); 1244 (C-1); 126,6 (C-7); 127,3 (C-8); 131,1 (C-6); 132,5 (C-4"); 136,5 (C-5);
150,7 (C-9); 151,6 (C-2/C-6'); 170,5 (C-1"/C-2"); 172,5 (C-1).
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ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para CigHi50s,
327,0869; encontrado, 327,0848.

Sintese da 3-(2-hidroxi-4-metil-6-oxocicloex-1-enil)isobenzofuran-1(3H)-ona (19)

(19)

Este composto foi obtido como um sélido branco (0,305 g; 1,20 mmol)
com 68% de rendimento a partir do acido fitalaldeidico (0,274 g; 1,83 mmol),
DBU (1,80 ml; 12,4 mmol) e 5-metil-ciclohexano-1,3-diona (0,219 g; 1,74

mmol), seguindo 0 mesmo procedimento descrito para a preparacao de 16.

Caracteristica: solido branco.
CCD: Rf = 0,50 (acetato de etila).

Tt = 189,2-191,6 °C (Tt jiteratura: 119-120 °C; MAL et al., 2007).

IV (ART) ¥ max: 3100-2050 (banda larga), 2960, 2917, 2886, 1757, 1564, 1380,
1281, 1060, 944, 740.

RMN de 'H (200 MHz, CDCls) & 1,08 (d, 3H, J = 5,2; CHs); 2,10-2,58 (m,
4H; H-3'/H-4'/H5'); 6,69 (s, 1H; H-3); 7,31 (d, 1H, J = 7,6; H-4); 7,50 (t, 1H, J
= 7,4; H-5); 7,65 (t, 1H, J = 7,4; H-6); 7,81 (d, 1H, J = 7,6; H-7).

RMN de *3C (50 MHz, CDCl3) & 20,8 (CHs) ; 29,3 (C-3'/C-5'); 42,0 (C-4’); 73,6 (C-3);
110,5 (C-1); 122,4 (C-4); 125,5 (C-6); 127,9 (C-8); 129,3 (C-7); 135,0 (C-5); 152,1 (C-

9): 174, (C-1); 189,5 (C-2).
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ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para CisHi504:

259,2772; encontrado: 259,0984.

Sintese da 3-(2,6-diidroxi-4-metilfenil)isobenzofuran-1(3H)-ona (20)

(20)
Este composto foi obtido como um sélido amarelo palha (0,178 g; 0,69

mmol) com 70% de rendimento por meio da aromatizacdo de 19 (0,252 g; 0,98

mmol), seguindo 0 mesmo procedimento descrito para a preparacao de 17.

Caracteristica: solido amarelo palha.
CCD: R¢ = 0,82 (hexano-acetato de etila 1:3 v/v).

Tt = 228-231 °C (Tt iteratura: 238-239 °C; MAL et al., 2007).

IV (ART) Y max: 3579, 3201 (banda larga), 2924, 2853, 1721, 1618, 1595, 1305,
1046, 951, 733.

RMN de *H (200 MHz, CDCIl3s/DMSO-dg) & 1,94 (s, 3H; CHs); 5,94 (s, 2H; H-
3'/H-5"); 6,81 (s, 1H; H-3); 7,11 (d, 1H, J = 7,2 Hz; H-4); 7,20-7,39 (m, 2H;
H-5 e H-6); 7,62 (d, 1H, J = 7,2 Hz; H-7).

RMN de *C (50 MHz, CDCIs/DMSO-ds) & 22,5 (CHs); 77,2 (C-3); 106,9 (C-3'/C-5');
109,1 (C-1°); 123,2 (C-4); 125,4 (C-7); 128,5 (C-8); 129,0 (C-6); 134,4 (C-4’); 141,9 (C-

5); 152,6 (C-9); 158,3 (C-2//C-6'); 173,2 (C-1).
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ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para CisHi3Ou:

256,2534; encontrado: 257,0880.

Sintese da 3-(2,6-diacetoxi-4-metilfenil)isobenzofuran-1(3H)-ona (21)

(21)

Este composto foi obtido como um sélido (0,043 g; 0,13 mmol) amarelo
palha com 33% de rendimento via acetilacdo de 20 (0,100 g; 0,39 mmol),

seguindo o0 mesmo procedimento descrito para a preparacéo de 18.

Caracteristica: solido amarelo palha.
CCD: R¢ = 0,83 (hexano-acetato de etila 1:2 v/v).

T¢=171,5-172,3 °C.

IV (ART) ‘;max: 2925, 2855, 1758, 1621, 1172, 1040, 974, 892, 738.

RMN de *H (200 MHz, CDCls) & 1,99 (sl, 6H; H-2"/H-4"); 2,31 (s, 3H; CHa);
6,78 (s, 1H; H-3); 6,94 (s, 2H; H-3'/H-5’); 7,23 (d, 1H, J = 7,4 Hz; H-4); 7,58-
7,76 (m, 2H, H-5/H-6); 7,93 (d, 1H, J = 7,2 Hz; H-7).

RMN de **C (50 MHz, CDCl3) & 22,0 (C-2"/C-4”); 22,3 (CHa); 76,0 (C-3); 119,3 (C-
3/C-5'); 123,6 (C-4); 124,4 (C-1'); 126,5 (C-7); 127,3 (C-8); 131,1 (C-6); 136,4 (C-4);
142,9 (C-5); 150,8 (C-9); 151,4 (C-2'/C-6'); 170,6 (C-17/C-3"); 172,0 (C-1).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para CigH170s:

341,3347; encontrado: 341,1030.
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Sintese da 3-(2-hidroxi-4-isopropil-6-oxocicloex-1-enil)isobenzofuran-1(3H)-ona

(22)

(22)
Este composto foi obtido como um sdlido branco (1,326 g; 4,63 mmol)
com 69% de rendimento a partir do 4cido fitalaldeidico (1,002 g; 6,68 mmol),
DBU (1,06 ml; 7,2 mmol) e 5-isopropilcicloexano-1,3-diona (1,090 g; 7,07

mmol), seguindo 0 mesmo procedimento descrito para a preparacao de 16.

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢ = 0,08 (hexano-acetato de etila 1:2 v/v).

T¢=176,7-177,8 °C.

IV (ART) ¥ max: 3000-2100 (banda larga), 2961, 2874, 2360, 1757, 1555, 1466,

1370, 1342, 1253, 1210, 1063, 948, 728.

RMN de *H (300 MHz, CDsOD) & 0,94 (d, 6H, J = 6,9 Hz; -CH(CHs),); 1,57-
1,67 (M, 1H; -CH(CHs),); 1,83-1,96 (m, 1H; H-4"); 2,22-2,51 (m, 4H; H-3' e
H-5Y; 6,68 (s, 1H; H-3); 7,31 (dd, 1H, J = 7,5; J = 0,9 Hz; H-4), 7,50 (t, 1H, J
= 7,5 Hz; H-5), 7,64 (td, 1H, J = 7,5; J = 1,2 Hz, H-6), 7,80 (d, 1H, J = 7,5 Hz;

H-7).

34



RMN de *C (75 MHz, CDs0D) & 18,7 (-CH(CHs)), 31,7 (-CH(CH3)2), 36,8 (C-3//C-
5%, 39,5 (C-4), 75,3 (C-3), 109,4 (C-1, 121,4 (C-4), 124,4 (C-7), 126,8 (C-8), 128,2
(C-6), 139,9 (C-5), 151,0 (C-9), 172,9 (C-1), 189,4 (C-2).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para Ci7H1904:

287,1283; encontrado: 287,1260.

Sintese da 3-(2,6-diidroxi-4-isopropilfenil)isobenzofuran-1(3H)-ona (23)

(23)

Este composto foi obtido obtido como um dleo, extremamente viscoso,
laranja (0,220 g; 0,77 mmol) com 73% de rendimento por meio da
aromatizacdo de 22 (0,301 g; 1,05 mmol), seguindo o0 mesmo procedimento

descrito para a preparacao de 17.

Caracteristica: 6leo laranja.

CCD: R¢ = 0,44 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).

IV (ART) ¥ max: 3305 (banda larga), 2959, 2924, 2870, 2159, 1726, 1621, 1596,

1433, 1034, 732.

RMN de 'H (300 MHz, CDsOD) & 1,17 (d, 6H, J = 6,9 Hz; CHa); 2,68 (hept,

1H, J = 6,9 Hz; H-1"); 6,17 (s, 2H; H-3'/H-5'); 7,02 (s, 1H; H-3); 7,30 (dd, 1H,
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J=7,5,J=0,9 Hz; H-4); 7,49 (t, 1H, J = 7,2 Hz; H-5); 7,63 (td, 1H, J = 7,5, J
= 1,2 Hz; H-6); 7,82 (d, 1H, J = 7,5 Hz; H-7).

RMN de ¥*C (75 MHz, CDs0D) & 22,9 (CHs); 34,2 (C17); 76,8 (C-3) ; 104,6 (C-3'/C-
5); 105,8 (C-1'); 121,8 (C-4); 124,1 (C-6); 127,0 (C-8); 128,0 (C-7); 133,7 (C-5);
151,8 (C-9); 152,3 (C-4’); 157,6 (C-2/C-6); 173,3 (C-1).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para Ci7H1704:

285,1127; encontrado: 285,1116.

Sintese da 3-(2,6-diacetoxi-4-isopropilfenil)isobenzofuran-1(3H)-ona (24)

(24)

Este composto foi obtido como um sélido (0,166 g; 0,45 mmol) cristalino
com 78% de rendimento por acetilagdo de 23 (0,166 g; 0,58 mmol), seguindo o

mesmo procedimento descrito para a preparacao de 18.

Caracteristica: sélido cristalino.
CCD: Rf = 0,81 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).

T; = 157,5-158,1 °C.

IV (ART) ‘_’max: 2963, 2930, 2870, 1756, 1620, 1366, 1288, 1179, 1030, 973,

739.
RMN de 'H (200 MHz, CDs0OD) &J/Hz): 1,17 (d, 6H, J = 6,8; CHs); 1,99 (sl
6H; H-2"/H-4"); 2,83-2,96 (m, 1H, H-5"); 6,78 (s, 1H; H-3); 7,01 (s, 2H; H-
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3'/H-5); 7,26 (d, 1H, J = 7,4; H-4); 7,58—7,76 (m, 2H; H-5/H-6); 7,93 (d, 1H, J

= 7,4; H-7).

RMN de *3C (50 MHz, CD3;0D) & 22,1 (C-2"/C-4”); 25,0 (CHs); 34,8 (C-5”); 76,0 (C-
3); 119,6 (C3'/C-5"); 121,1 (C-4); 124,5 (C-1"); 126,5 (C-7); 127,3 (C-8); 131,1 (C-6);
136,4 (C-4); 150,7 (C-5); 151,5 (C-9); 153,6 (C-2'/C-6’); 170,5 (C-1"/C-3") ; 172,0 (C-
1).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para CziH»106:

369,1338; encontrado: 369,1418.

Sintese da 3-(2-hidroxi-4,4-dimetil-6-oxocicloex-1-enil)isobenzofuran-1(3H)-ona

(25)

(25)

O procedimento descrito a seguir foi baseado no trabalho publicado por

MAL et al. (2007).

A um baldo de fundo redondo (25 ml) foi adicionado 5,5-
dimetilcicloexano-1,3-diona (500 mg; 3,57 mmol) em cloroférmio (5 ml) e DBU
(0,53 ml; 3,57 mmol) sob agitacdo magnética a temperatura ambiente. Apds 5
minutos foi adicionado acido fitalaldeidico (495 mg; 3,30 mmol) a solucéo que,
entdo fora colocada em agitacdo a temperatura ambiente por um periodo de 5

horas. A reacao foi finalizada com adicdo de HCI 10% (10 ml) e diluida em de
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acetato de etila (100 ml). A fase orgéanica foi separada e lavada com agua (2 x
20 ml) e solucéo saturada (10 ml) de cloreto de sédio (NaCl), seca (Na,SO,) e
concentrada sob pressao reduzida. O produto foi purificado por recristalizacao
em acetato de etila e obtido como um sdlido branco com 95% de rendimento

(850 mg; 3,12 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: Rf = 0,10 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).

T = 212,1-213,0 °C (Tt jiteratura: 208-210 °C; MAL et al., 2007).

IV (ART) ¥ max: 3200-2400 (banda larga), 2962, 2934, 2884, 1763, 1569, 1382,
1321, 1121, 1059, 942, 738.

RMN de 'H (200 MHz, CDs0D) &J/Hz): 1,09 (sl, 6H; -CHs); 2,35 (s, 4H; H-3’
e H-5); 6,70 (s, H-3); 7,31 (d, 1H; J = 7,4 Hz; H-4); 7,50 (t, 1H; J = 7,4 Hz;
H-5); 7,66 (t, 1H, J = 7,6 Hz; H-6); 7,81 (d, 1H, J = 7,4 Hz; H-7).

RMN de C (50 MHz, CD3;OD) & 28,2 (-CHs); 32,8 (C-4'); 76,3 (C-3); 109,7 (C-1');
122,3 (C-4); 125,5 (C-6); 127,9 (C-8); 129,3 (C-7); 135,0 (C-5) ; 152,1 (C-9); 174,0 (C-
1); 188,8 (C-2)).

RMN de **C (75 MHz, CD3;0D) & 27,1 (-CHs); 31,8 (C-4’); 46,5 (C-3/C-5); 75,2 (C-
3); 108,7 (C-1'); 121,2 (C-4); 124,5 (C-6); 126,9 (C-8); 128,2 (C-7); 133,9 (C-5) ; 151,1
(C-9): 172,9 (C-1).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para CisH1704:

273,1127; encontrado: 273,1124.
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Sintese da 2-(3-oxo-1,3-diidroisobenzofuran-1-il)1H-indano-1,3(2H)-diona (26)

(26)

O procedimento descrito a seguir foi baseado no trabalho publicado por
MAL et al., (2007).

A um baldo de fundo redondo (25 ml) foi adicionado 1H-indano-1,3(2H)-
diona (0,490 g; 3,35 mmol) em cloroférmio (5 ml) e DBU (0,53 ml; 3,57 mmol)
sob agitacdo magnética a temperatura ambiente. Ap6s 5 minutos foi adicionado
acido fitalaldeidico (0,459 g; 3,06 mmol) a solucédo que, entédo fora colocada em
agitacao sob refluxo por um periodo de 5 horas. A reacao foi finalizada com
adicdo de HCI 10% (10 ml) e diluida em de acetato de etila (100 ml). A fase
organica foi separada e lavada com agua (2 x 20 ml) e solucdo saturada (10
ml) de cloreto de sédio (NaCl), seca (Na,SO,) e concentrada sob pressao
reduzida. O produto foi purificado por recristalizacdo em acetato de etila e

obitido como um sélido marron com 69% de rendimento (0,587 g; 2,11 mmol).

Caracteristica: sélido marrom.
CCD: Rf = 0,10 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).

Tf = 214,0‘215,3 OC, (Tf |iteratura: 216'217 OC), MAL et al, 2007)

IV (ART) ‘;max: 3068, 2922, 1770, 1741, 1702, 1266, 1221, 1054, 999, 939,

733.
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RMN de 'H (400 MHz, CDCls/DMSO-dg) &J/Hz): 4,12 (d, 1H, J = 2,4; H-1");
6,20 (d, 1H, J = 2,4 Hz; H-3); 7,57-8,12 (m, 8H; H-4/H-5/H-6/H-7/H-3’/H-
4'[H-5/H-6").

RMN de **C (100 MHz, CDCIs/DMSO-dg) & 55,0 (C-1'); 77,3 (C-3); 124,2 (C-4);
123,1 (C-3'); 123,6 (C-6'); 125,3 (C-7); 125,8 (C-6); 129,5 (C-8); 134,4 (C-4/C-5);
136,1 (C-5); 142,1 (C-8); 142,5 (C-9); 147,4 (C-9); 169,4 (C-1); 194,9 (C-2); 196,3
(C-7)).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para Ci7H1104:

279,0657; encontrado: 279,0665.

Sintese da 3-(2-hidroxi-5-oxociclopent-1-enil)isobenzofuran-1(3H)-ona (27)

(27)

Este composto foi obtido como um soélido branco (0,4475 g; 1,94 mmol)
com 53% de rendimento a partir do &acido fitalaldeidico (0,533 g; 3,55 mmol),
DBU (0,56 ml; 3,70 mmol) e ciclopentano-1,3-diona (0,357 g; 3,64 mmol),

seguindo o mesmo procedimento descrito para a preparagéo de 26.

Caracteristica: solido branco.
CCD: Rf = 0,10 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).

Tt = 203,6-205,2 °C.
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IV (ART) ¥ max: 3100-2050 (banda larga), 2987, 2930, 2366, 2339, 1763, 1648,
1557, 1368, 1281, 1048, 963, 781.

RMN de H (200 MHz, CDCIl3/DMSO-dg) &(J/Hz): 2,27 (sl, 4H; H-3'/H-4");
6,07 (s, 1H; H-3); 7,11 (d, 1H, J = 7,4; H-4); 7,23-7,44 (m, 2H; H-5/H-6);
7,62 (d, 1H, J = 7,4; H-7).

RMN de *C (100 MHz, CDCIl3/DMSO-dg) & 31,8 (C-3/C-4); 74,5 (C-3); 112,6 (C-
1"); 123,3 (C-4); 126,0 (C-6); 127,5 (C-8); 129,7 (C-7); 134,9 (C-5); 150,1 (C-9); 172,2
(C-1).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para CisH1104:

231,0657; encontrado: 231,0672.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os compostos investigados neste trabalho, 16 a 27 (Figura 4, p.24),

foram sintetizados de acordo com a sequéncia de reacdes que € mostrada no
Esquema 9 (p.42). Assim, a condensacdao do acido fitalaldeidico com diferentes
compostos 1,3-dicarbonilados disponiveis comercialmente, na presenca de
DBU, deu origem aos compostos 16, 19, 22, 25, 26 e 27 (MAL et al., 2007). Os
compostos fendlicos, 17, 20, 23, foram preparados por aromatizacdo mediada
por Hg(OAc),/NaOAc (OLIVER et al., 1990). O tratamento dos compostos 17,
20 e 23 com Ac,O/DMAP resultaram na obtencéo dos derivados acetilados 18,
21 e 24. As isobenzofuranonas obtidas foram caracterizadas via
espectroscopia no IV e de RMN, bem como espectrometria de massas de alta
resolucdo. As informacfes espectroscopicas e espectrométricas obtidas séo

apresentadas na Secéo 2.2.2. (p. 27 a 41).
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Esquema 9 — Rota sintética envolvida na prepara¢do dos compostos 16 a 27.
Condicoes de reacédo: (i) DBU, CHCIs, refluxo; (ii) DBU, CHCI3, temperatura
ambiente; (iii) DBU, CH3CN, refluxo; (iv) Hg(OAc),, NaOAc, CH3zCOOH, refluxo;

(v) DMAP, Ac,0, EtzN, CHCI3, temperatura ambiente.

O desenvolvimento do projeto de pesquisa vinculado a esta dissertacao
teve inicio com a sintese da isobenzofuran-1(3H)-ona (25). Esse composto foi
obtido com 95% de rendimento via reacdo de condensacdo, promovida por
DBU, entre a 44-dimetilcicloexano-1,3-diona (dimedona) e o &cido
fitalaldeidico.

No espectro IV de 25 (Figura 5, p.44) pode-se facilmente observar
bandas em 2962, 2934 e 2884 cm™ atribuidas aos estiramentos de ligacdo C-H
para carbonos com hibridizag&o sp®. A banda em 1763 cm™ foi atribuida ao

estiramento do grupo carbonila enquanto que aquela observada em 1569 cm™
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é devida ao estiramento C=C. A banda larga em 3200-2400 cm™ foi atribuida
ao estiramento do grupo OH. Conforme descrito por BARBOSA (2007), o
estiramento do grupo OH da forma endlica de p-dicetonas geralmente
corresponde a uma banda larga na faixa de absorcédo de 2700-2500 cm™ e cuja
posicédo depende da concentracéo da solucéo.

No espectro de RMN de *H (Figura 6, p. 45) do composto 25 pode-se
observar um simpleto em &, 1,09, integrado para 6 atomos de hidrogénio,
que foi atribuido aos grupos metila presentes na estrutura de 25. O outro
simpleto observado em &y 2,35, integrado para 4 atomos de hidrogénio foi
atribuido aos atomos H-3’ e H-5'. O simpleto em &, 6,70 (integrado para um
atomo de hidrogénio) corresponde a H-3. Com base nas atribuicbes para
esses atomos de hidrogénio e considerando as correlacdes observadas no
mapa de contornos HSQC (Figura 7, p.48) foram feitas as atribuicBes para
os atomos de carbono apresentando os seguintes deslocamentos quimicos:
& 27,1 (-CHs); & 46,5 (C-3'/C-5') e & 75,2 (C-3).

No espectro de RMN de *3C (75 MHz) néo se observa o sinal para os
atomos C-2’/C-6’ (Figura 7, p.46). A causa mais provavel para este fato esta
relacionada ao longo tempo de relaxacdo para o atomo C-2’. Tendo em vista
esta possibilidade, obteve-se outro espectro de RMN de C-13 (50 MHz,
Figura 8, p.47) para a substancia 25, porém utilizando-se um intervalo de
tempo maior entre os pulsos (parametro d2). Conforme pode ser observado
no espectro da Figura 8 (p.47), o sinal para os atomos C-2’/C-6’ é agora

observado em & 188,8.
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Considerando o espectro de RMN de *3C da Figura 8 (p.47), o sinal em
& 188,8 foi atribuido ao atomo de carbono carbonilico C-2’. E importante
destacar que o deslocamento quimico observado para os atomos de carbono
C-2’/C-6’ esta em acordo com a literatura (CLERC e SIMON, 1989) conforme

mostrado na Figura 12.

Enol Cetona

(a) 28,3 28,3

a a

> b (b) 32,8 31,0

o (g}
o O

HO o o o () 46,2 54,2
(d) 191,1  203,6
(e) 1033 57,3
Figura 12 — Deslocamentos quimicos de **C, em ppm relativo ao TMS, para a

5,5-dimetilcicloexano-1,3-diona (dimedona).

Os dados do experimento bidimensional HMBC? foram de grande
utilidade para a atribuicdo de outros sinais no espectro de RMN de **C. Por
exemplo, foi observada uma correlacdo entre o atomo H-3 (&4 6,70) e o sinal
em ¢& 110,1 que foi atribuido ao &tomo de carbono C-1’ (Figura 10, p.49). O
dupleto observado em &y 7,31 foi atribuido a H-4 uma vez que foi observada
uma correlagdo entre este hidrogénio e o atomo C-3 (& 76,6). A atribuicédo
para H-7 foi feita com base na correlacdo observada no mapa de contornos
HMBC entre o dupleto em &4 7,81 foi atribuido a H-7 e o sinal do atomo de

carbono carbonilico C-1 (Figura 10, p.49). A correlacdo entre os sinais em &y

’> 0s dados de HSQC e HMBC foram adquiridos em instrumento AVANCE DRX 400 (Departamento de
Quimica — UFMG) e os deslocamentos quimicos dos dtomos de hidrogénio e carbono, neste caso, sdo
descritos na se¢do 2.2.2 p. 38 e 39.
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7,81 e o sinal em & 128,2 levou a atribuicdo do sinal de carbono ao 4&tomo C-8.
Esta atribuicéo foi confirmada observando-se a correlacédo existente entre H-3 e
o referido sinal para C-8 (Figura 11, p.50). O tripleto em &y 7,66 correlaciona-se
no mapa de contornos HMBC com o sinal correspondente ao atomo C-8.
Assim, este tripleto foi atribuido a H-6 e, consequentemente, o tripleto em &y
7,50 foi relacionado ao atomo H-5. A correlacdo observada entre o tripleto
correspondente a H-5 e o sinal em & 128,2 permitiu a atribuicdo deste ultimo
sinal ao 4tomo C-9. De posse das atribuicbes dos sinais para H-4, H-5, H-6 e
H-7 e do mapa de contornos HSQC (Figura 9, p.48), confirmou-se as
atribuicbes para os atomos C-4 (& 1226), C-6 (oc 135,2), C-5 (129,5) e C-7
(125,8).

Cabe salientar que os dados de RMN de *H e 3C estdo em completo
acordo com aqueles descritos na literatura no tocante a estrutura de 25. Nas
Tabelas 1 e 2 (p.53) sdo apresentados os dados espectroscopicos de RMN
determinados experimentalmente neste trabalho em comparacdo com os dados
descritos na literatura por MAL e colaboradores (2007).

O ESI-MS de alta resolugdo forneceu a massa exata [M+H]" de
273,1131, compativel com a férmula molecular esperada para o composto 25

(C16H1604).
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Tabela 1 — Comparacéo entre os dados de RMN de *H (200 MHz, CD3;0D) do

composto 25 obtidos neste trabalho e os dados descritos na literatura.

5 s J J* Mult. | Mult.* Atribui¢do
1,09 0,98 --- --- sl s 2xCHj3
2,35 2,22 --- --- sl s H-3’ e H-5’
6,70 6,60 --- --- s s H-3
7,31 7,19 7,4 7,3 d d H-4
7,50 7,38 7,4 7,3 t t H-5
7,66 7,53 7,6 7,3 t t H-6
7,81 7,71 7,4 7,3 d d H-7

*Valores descritos na literatura (Mal, et al, 2007): RMN de 'H (200 MHz,

DMSO-dg+CDCly).

Tabela 2 — Comparacéo entre os dados de RMN de *3*C (50 MHz, CDs0D) do

composto 25 obtidos neste trabalho e os dados descritos na literatura.

*

6 6 Atribuigao
28,2 28,0 CH;
32,8 31,7 c-4

-—- 46,7 C-3’/C-5°
76,3 74,5 C-3
109,7 108,4 C-I’
122,3 121,2 C-4
125,5 1243 C-6
127,9 126,7 C-8
129,3 127,9 C-7
135,0 1335 C-5
152,1 150,6 C-9
174,0 171,5 C-1
188,8 185,9 C-2

*Valores descritos na literatura (Mal, et al, 2007): RMN de **C (50 MHz, DMSO-

de+CDCly).
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A estrutura da fitalida 25 também foi investigada por difracdo de raios-X.

O composto 25 cristaliza no sistema triclinico, grupo espacial P1 com duas

moléculas por unidade assimétrica (Figura 13).

Figura 13 - Representacdo ORTEP-3 do composto 25.

No cristal, ha 2 moléculas independentes por unidade assimétrica (4 por
cela unitéria). As moléculas a e b correspondem a forma endlica da substancia
25. Na molécula b ha uma deslocalizacédo de elétrons no sistema conjugado

carbonila-enol (Tabela 3).

Tabela 3- Comprimentos de ligacao do fragmento O-C-C-C-O das moléculas a
eb

Molécula a Molécula b

AOMOS 1y iancia A Distancia A
02-C2  1,338(4) 1,290(4)
C2-Cl1  1,358(5) 1,393(4)
Cl—C6  1,444(5) 1,388(4)
C6—01  1,225(4) 1,283(4)
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Os hidrogénios Hlb e H2b estdo sobre centros de inversdo e estao
ligados a dois atomos de oxigénio. Desta forma, as moléculas b formam uma
rede bidimensional através de interacdes lineares Olb-H1b...Olb e O2b-
H2b...02b, na direcdo [101], com distancias O—O de 2,505(4) A e 2,520(5) A

respectivamente (Figura 14).

Figura 14 — Empacotamento das moléculas b.

Entre as camadas das moléculas b ocorrem as interacdes ilustradas na Tabela

4 (as moléculas a se orientam em torno das b).

Tabela 4 - Interacbes entre as moléculas b, relacionadas por centros de
inversao

Interacoes D-H H..A D..A <(DHA)
D-H...A (A) (A) (A) (°)
O1b-H1b...01b" 1.25 1.25 2.505(4) 180.0
02b-H2b...02b" 1.26 1.26 2.520(5) 180.0

1=2-x, 2-y, 2-z; il = 3-X, 2-y, 3-z
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Os produtos de condensacédo entre o 4cido fitalaldeidico e os diferentes
compostos 1,3-dicarbonilados foram obtidos com bons rendimentos (53-95%).
No Esquema 10 estd apresentada uma proposta mecanistica para 0 processo
de condensacdao entre o acido fitalaldeidico e a 5-isopropilcicloexano-1,3-diona,

resultando na formacéo da isobenzofuranona 22.

(@] @ CO
@&%Q{ S (Con
Q S °

| oo

o » ™ DBU
H
O ~J_0
[ :[?O @]
OH ©

OH

o)
o)
OH O
— o)

Esquema 10 — Proposta mecanistica para a sintese do composto 22.

(22)

Ao observar o espectro no IV da fitalida 22 (Figura 15, p.58) foi possivel
observar bandas em 2960 cm™ e em 2874 cm™ referente ao estiramento das
ligacdes Cspz-H. Uma forte absor¢cdo em 1756 cm™ foi atribuida a presenca do

grupo carbonila na estrutura desta substancia. A banda 1585 cm™ foi atribuida
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ao estiramento das ligagbes C=C do anel aromatico, enquanto a banda em
1253 cm™ corresponde ao estiramento da ligacdo C-O. A banda larga em 2522
cm™ foi relacionada ao estiramento do grupo OH.

No espectro de RMN de *H (Figura 16, p.59), observou-se que os sinais
dos 4 hidrogénios arométicos estdo compreendidos entre &4 7,31-7,81 e foram
atribuidos como se segue: 7,31 (dd, 1H, J = 7,6, J = 0,6; H-4); 7,50 (t, 1H, J =
7,4; H-5); 7,65 (td, 1H, J = 7,4, J = 1,0; H-6); 7,81 (d, 1H, J = 7,6; H-7). O
simpleto em &y 6,68 foi atribuido ao atomo H-3. O multipleto em &4 2,21-2,52
corresponde ao sinal referente aos 4 atomos de hidrogénio H-3’ e H-5’. Em
on 1,80-1,99 tem-se um multipleto que foi associado ao atomo sinal H-4’.
Um segundo multipleto pode ser notado em &4 1,52-1,68 e esta relacionado
ao sinal do H-1”. Ja o dupleto integrado para 6 hidrogénios em &y 0,94, é
referente a presenca de dois grupos metilas em 22.

O sinal do grupo carbonila do anel lactbénico de 22 foi observado no
espectro de RMN de *3C (Figura 17, p.60) em & 172,4. O sinal para 0os atomos
C-2’/C-6’ foi observado em oc 188,4.

O ESI-MS de alta resolugdo forneceu a massa exata [M+H]" de
287,1260, compativel com a féormula molecular esperada para o composto 22

(C17H1804).

57



74752

a74 464
16.495

727554

47 .77e
1025.66
—1063.37

208.71
125283

342.02
137066

—1 75701

2359.87

292243

2873.98

2960.69

1004

80+

T T
= =
wm] P

(%) elouelnwsuel]

B0+

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

NGmero de onda (cm™)

Figura 15 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 22.

58



— T T T T T T T T T T T T T

80 79 78 77 76 75 74 73 7.2 T T T T T T

2.5 2.0 1.5

o
I
n <
Igid j
T % T — T3 T
2 o o — =] S
— O o o o < — — ©o
T T T T T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Figura 16 — Espectro de RMN de *H (200 MHz, CD30D) do composto 22.

59



9T'8T —

81'1E —

£€°9¢ —
66'8€ —

SDED

SLYL—

68°80T —

8021 —
T6°€2T ~_
£E°92T ~_
e —

8E°EET —

€5°0ST —

8EUT —

SE'88T —

Wl

PO

€D ——
J0 ——
b0 ——
9D ___
8D |
Yo J—
G0 —
60 —
-0 -—3

ol =

T

180

Figura 17 — Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDs0D) do composto 22.

T

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

170

190

60



Os derivados fendlicos 17, 20 e 23 (Esquema 9, p.42) foram
sintetizados, respectivamente, a partir dos compostos 16, 19 e 22 por meio do
processo de aromatizacdo mediado por Hg(OAc), e NaOAc. No Esquema 11
tem-se uma proposta mecanistica para a sintese do composto 23, que foi

obtido com 73% de rendimento ap0s aromatizacdo de 22 com acetato de

mercurio.

o)
Hg(OAC), ® 0 o
NaOAc W NN
AcOH OH OAc
0
o on
H la)
OH
Qe o
HO Hg\
Hgo OH QOAC

(23)

Esquema 11 — Proposta mecanistica da obtencdo do composto 23 por

aromatizacao de 22.

No espectro de IV composto 23 (Figura 18, p.63), observa-se uma banda
larga em 3305 cm™ referente ao estiramento do grupo O-H fendlico. Essa
constatacdo ja fornece uma evidencia experimental de que a reagdo de
aromatizacdo foi bem sucedida, pois essa € a diferenca mais marcante entre o
espectro no IV do composto 23 e 22 (que ndo possui bandas de estiramento O-

H fendlico, Figura 15, p.58). As bandas em 2959, 2924 e 2870 cm™ sdo
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devidas ao estiramento das ligacdes Csp3-H. A banda forte e intensa em 1726
cm™ é devida ao estiramento do grupo carbonila do anel lacténico.

Em relacdo ao seu precursor 22, o composto 23 possui dois hidrogénios
aromaticos adicionais, H-3' e H-5', que no espectro de *H-RMN (Figura 19,
p.64) foram observados como um simpleto (integrado para dois hidrogénios)
em &y 6,17. O sinal dos hidrogénios do grupo metila aparece no espectro
como um dupleto, integrado para 6 &atomos, em &y 1,17. J&4 o sinal do
hidrogénio metinio do grupo isopropila foi observado como um hepteto em &4
2,68. O simpleto em ¢4 7,02 se deve ao sinal de H-3. J& os sinais
compreendidos entre o4 7,30 e 7,82, com atribui¢cdo 7,30 (dd, 1H, J=7,5, J
=0,9; H-4); 7,49 (t, 1H, J = 7,2; H-5); 7,63 (td, 1H, J = 7,5, J = 1,2; H-6); 7,82
(d, 1H, J = 7,5; H-7), sao referentes aos 4 hidrogénios aromaticos presentes
na estrutura de 23.

No espectro de RMN de *3C (Figura 20, p.65) observa-se apenas um
sinal de carbono carbonilico para o composto 23, a do anel lactdnico, em &
173,3. Esse fato corresponde a mais uma evidencia experimental de que a
aromatizacdo de 22 foi bem sucedida.

O ESI-MS de alta resolugdo forneceu a massa exata [M+H]" de
285,1116, compativel com a férmula molecular esperada para o composto 23

(C17H1604).
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Apoés a reacdo de acetilacdo do composto 23 (proposta mecanistica no
Esquema 12; COSTA et al., 2003) com anidrido acético (Ac,0) e quantidade
catalitica de DMAP foi feita aquisicdo de um espectro no IV do material obtido.
No espectro IV (Figura 21, p.68) € notavel a auséncia da banda caracteristica
de estiramento O-H de hidroxila que foi observada no espectro IV do composto
23 (Figura 18, p.63). Tal fato jA € uma forte evidencia de que a reacdo se
processou com sucesso formando o composto 24. As bandas em 2963, 2930 e
2870 cm™ foram atribuidas ao estiramento de ligacdes C-H de carbono sp*. A
banda forte e intensa em 1726 cm™ é devida ao estiramento de carbonila e a

banda em 1179 cm™ pode ser atribuida ao estiramento C-O.
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Esquema 12 — Proposta mecanistica para a sintese do composto 24.
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No espectro de RMN de *H (Figura 22, p.69) do composto 24 observa-se
um dupleto em &4 1,17, integrado para 6 hidrogénios, referente as metilas do
grupo isopropila. O simpleto largo em o4 1,99, integrado para 6 hidrogénios
(H-2"/H-4""), é referente as duas metilas dos grupos acetilas. Em &, 2,83—
2,96 tem-se um multipleto devido ao sinal de H-5", enquanto que o simpleto
em &y 6,68 esta relacionado ao atomo H-3. J4 os sinais apresentando
deslocamento quimico variando de &y 7,01 a 7,93 sdo devidos aos 6
hidrogénios aromaticos presentes no composto 24 sendo atribuidos como se
segue: 7,01 (s, 2H; H-3'/H-5’); 7,26 (d, 1H, J = 7,4; H-4); 7,67 (m, 2H; H-5/H-
6); 7,93 (d, 1H, J = 7,4; H-7).

Além de evidenciados, como j& mencionado, no espectro no IV, a
presenca dos grupos carbonilas péde ser confirmada pela inspe¢ao do
espectro de RMN de *3C (Figura 23, p.70). As carbonilas do grupo acetila
foram observadas em & 170,5, enquanto que a carbonila do anel lactbnico
forneceu um sinal em oc 172,0.

O ESI-MS de alta resolucdo confirma o sucesso da sintese de 24, visto
que a férmula molecular esperada (C,1H20056) € compativel com a massa exata

[M+H]" de 369,1418 encontrada.
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2.4. CONCLUSOES

Descreveram-se neste capitulo as etapas envolvidas na preparacao de
doze isobenzofuran-1(3H)-onas contendo grupos aliciclicos e aromaticos
ligados a posi¢do C-3 do nucleo isobenzofuranona. Quatro dessas substancias
(22, 23, 24 e 27) ndo haviam sido previamente descritas na literatura. Os
compostos foram preparados empregando-se reagfes de condensacao,
aromatizacdo e acetilacdo que, de maneira geral, levaram a formacdo dos
produtos esperados com rendimentos satisfatorios.

As doze isobenzofuran-1(3H)-onas sintetizadas foram completamente
caracterizadas via espectroscopia no IV e de RMN, bem como espectrometria
de massas. Técnicas bidimensionais (HMBC e HSQC) auxiliaram na atribuicdo
de sinais dos espectros de RMN de hidrogénio e de carbono.

A investigacdo da estrutura cristalina de 25 mostrou caracteristicas
estruturas bem interessantes como a presenca de dois tipos de moléculas
independentes por unidade assimétrica. Em uma dessas moléculas, ha uma

deslocalizacdo eletrdnica no anel alifatico da fitalida 25.

2.5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABRAHAM, E.P. The effect of mycophenolic acid on the growth of
Staphylococcus aureus in heart broth. Biochemical Journal, v. 39, n. 5, p.

398-408, 1945.

ARNONE, A.; ASSANTE, G.; NASINI, G.; STRADA, S.; VERCESI, A.
Cryphonectric acid and other minor metabolites from a hypovirulent strain of

Cryphonectria parasitica. Journal of Natural Products, v. 65, p. 48-50, 2002.

71



BARBOSA, L. C. A. Espectroscopia no infravermelho na caracterizacao de

compostos organicos. Vicosa: Editora UFV, 2007, p. 81.

BIRCH, A.J.; WRIGHT, J.J. A total synthesis of mycophenolic acid. J. Chem.

Soc., Chem. Commun, v. 22, p. 2635-2644, 1969.

CANONICA, L.; RINDONE, B.; SANTANIELLO, E.; SCOLASTICO, C. A total
synthesis of mycophenolic acid, some analogues and some biogenetic

intermediates. Tetrahedron, v. 28, n. 15, p. 4395-4404, 1972.

CELLCEPT. Bula disponivel em: <
http://www.bulas.med.br/bula/4943/cellcept.htm>. Acesso em: novembro de

2012.

CLERC, P.; SIMON, S. Tables of Spectral Data for Structure Determination of

Organic Compounds. 2nd ed. Berlin and New York: Springer-Verlag, 1989.

COELHO, F.; VERONESE, D.; PAVAM, C.H.; PAULA, V.l.; BUFFONB, R;
Palladium-catalyzed carbonylative cyclization of Baylis—Hillman adducts. An
efficient approach for the stereoselective synthesis of 3-alkenyl phthalides.

Tetrahedron, v. 62, p. 4563-4572, 2006.

COSTA, P.; PILLI, R.; PINHEIRO, S.; VASCONSELLOS, M. Substancias

Carboniladas e Derivados. Editora Bookman, 2003. 412 p.

DANHEISER, R.L.; GEE, S.K.; PEREZ, J.J. Total synthesis of mycophenolic

acid. J. Am. Chem. Soc., v. 108, n. 4, p. 806-810, 1986.

DEMUNER, A. J.; BARBOSA, L. C. A.; VEIGA, T. A. M.; BARRETO, R. W,

KING-DIAZ, B.; LOTINA-HENNSEN, B. Phytotoxic constituents from Nimbya

72



alternantherae. Biochemical Systematics and Ecology, v. 34, p. 790-795,

2006.

DI MOLA, A.; GROCE, G.; MORE, V.; De CAPRARIIS, P.; FILOSA, R,
MASSA, A. Active methylene compounds in a very effective approach to 3-
substituted isobenzofuranones through tandem aldol/lactonization reactions.

Tetrahedron, v. 68, p. 6146-6151, 2012.

GALLAGHER, J.A.; QUINN, C.M.; WHITTAKER, P.A. The action of
mycophenolic acid on Candida albicans. Biochemical Society Transaction, v.

15, n. 2, p. 290, 1987.

HUANG, X.Z.; ZHU, Y.; GUAN, X.L. TIAN, K.; GUO, J.M.;WANG, H.B.; FU,
G.M. A Novel Antioxidant Isobenzofuranone Derivative from Fungus

Cephalosporium sp.AL031. Molecules, n. 17, p. 4219-4224, 2012.

HUNG, T.V.; MOONEY, B.A.; PRAGER, R.H.; TIPPETT, J.M. Central nervous
system active compounds. VII. Phthalide synthesis by lithiation of

alkoxyaromatics. Aust. J. Chem., v. 34, p. 383-386, 1981.

LANDGE, S.; BERRYMAN, M.; TOROK, B. Microwave-assisted solid acid-
catalyzed one-pot synthesis of isobenzofuran-1(3H)-ones. Tetrahedron

Letters, v. 49, p. 4505-4508, 2008.

LOGRADO, L. P. L.; SANTOS, C. O.; ROMEIRO, L. A. S.; COSTA, A. M,
FERREIRA, J. R. O.; CAVALCANTI, B. C.; DE MORAES, M. O.; COSTA-
LOTUFO, L. V., PESSOA, C.; DOS SANTOS, M. L. Synthesis and

cytotoxicity screening of substituted isobenzofuranones designed from

73



anacardic acids. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 45, p. 3480-

3489, 2010.

MA, M.; GAO, Y.; QIAO, H.; HU, X.; CHANG, J. Antiplatelet activity of 3-butyl-6-
bromo-1(3H)-isobenzofuranone on rat platelet aggregation. J. Thromb

Thrombolysis, v. 33, p. 64-73, 2012.

MAL, D.; PAHARI, P. Recent Advances in the Hause Annulation. Chemical

Reviews, v. 107, p. 1892-1918, 2007.

MAL, D.; PAHARI, P.; DE, S. R. Regiospecific synthesis of 3-(2,6-
dihydroxyphenyl)phtalides: Application to the synthesis of isopestacin and

cryphonectric acid. Tetrahedron, v. 63, p. 11781-11792, 2007.

NAPOLETANO, M.; NORCINI, G.; PELLACINI, F. PELLACINI, F.; MARCHINI,
F.; MORAZZONI, G.; FERLENGAB, P.; PRADELLA, L. Phthalazine PDE4
Inhibitors. Part 2: The Synthesis and Biological Evaluation of 6-Methoxy-1,4-
disubstituted Derivatives. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, n. 11, p.

33-37, 2001.

OLIVER, J. E.; WILZER, K. R.; WATERS, R. M. Synthesis of 1-(2,6-
Dihydroxyphenyl)-1-alkanones and Benzophenone by Aromatization of 2-
Acyl-3-hydroxy-2-cyclohexene-1-ones with Mercuric Acetate. Synthesis, p.

1117-1119, 1990.

PATTERSON, J.W. Total synthesis of mycophenolic acid. Tetrahedron, v.49, n.

48, p. 4789-4798, 1993.

74



PEREIRA, J.L. Sintese e Avaliacado do Efeito Inibitério Sobre o Transporte de
Elétrons da Fotossintese de Derivados de Isobenzofuran-1(3H)-onas.

DISSERTACAO, Mestrado, Universidade Federal de Vigosa, 2012.

PERRIN, D. D.; ARMAREGO, W. L. F. Purification of Laboratory Chemicals,

Oxford: Pergamon Press, 1998.

PLE, P.A.; HAMON, A.; JONES, G. A convergent synthesis of Mycophenolic

acid. Tetrahedron, v. 53, n. 9, p. 3395-3400, 1997.

STROBEL, G.; FORD, E.; WORAPONG, J.; HARPER, J.K.; ARIF, A. M
GRANT, D. M.; FUNG, P. C. W.; CHAU, R. M. W. Isopestacin, an
isobenzofuranone from Pestalotiosis microspora, possessing antifungal and

antioxidant activities. Phytochemistry, v. 60, p. 170-183, 2002.

WILLIAMS, R.H.; LIVELY, D.H.; DELONG, D.C.; CLINE, J.C.; SWEENEY, M.J,;
POORE, G.A.; LARSEN, S.H. Mycophenolic acid: antiviral and antitumor

properties. J. Antibiot, v. 21, p. 463-464, 1968.

YOGANATHAN, K.; ROSSANT, C.; NG, S.; HUANG, Y.; BUTLER, M. S,
BUSS, A. D. 10-methoxydihydrofuscin, fuscinarin, and fuscin, novel
antagonists of the human CCR5 receptor from Oidiodendron griseum.

Journal of Natural Products, v. 66, p. 1116-1117, 2003.

ZAMILPA, A.; RUIZ, M.H.; OLMO, E.; PEREZ, J.L.L.; TORTORIELLO, J.;
FELICIANO, A.S. Anxiolytic effects of benzalphthalides. Bioorganic &

Medicinal Chemistry Letters, v. 15, n. 15, p. 3483-3486, 2005.

ZUNGA, A.C.; LUCAS, A.G. A total synthesis of mycophenolic acid.

Tetrahedron Letters, v. 59, n.19, p. 2881-2882, 1998.

75



ZUNGA, A.C.; LUCAS, A.G., DOMINGUES, M.M. Total synthesis of

mycophenolic acid. Tetrahedron, v. 59, n. 11, p.1989-1994, 2003.

76



CAPITULO 3
AVALIACAO DA ATIVIDADE FITOTOXICA DAS ISOBENZOFURANONAS C-

3 FUNCIONALIZADAS

3.1. Introducéao

No século XVIIl, Thomas Malthus alertava para o descompasso entre
crescimento populacional e a producdo de alimentos. Segundo Malthus, a
populacdo crescia em progressao geométrica enquanto que a producdo de
alimentos em progressao aritmética o que, inevitavelmente, levaria a uma
escassez de alimentos (DUPAQUIER, 2001). Ao longo dos anos, para suprir a
crescente demanda por alimentos decorrente do aumento da populacdo
mundial, varias técnicas agricolas vém sendo desenvolvidas e aprimoradas.

Dentro desse contexto, merece destagque a utilizacdo de agroquimicos
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(também chamados de agrotdxicos), que pode ser apontada como um dos

fatores responsaveis pelo aumento substancial na producgéo de alimentos.
“‘Popularmente chamados de defensivos agricolas ou
pesticidas, o0s agrotoxicos visam controlar seres vivos
considerados indesejaveis em funcdo da conservagcédo de
outros seres vivos, produtos ou do meio ambiente. Os
agrotoxicos possuem em sua composicdo substancias
guimicas tdxicas, denominadas ingredientes ativos, que
interferem na atividade biol6gica normal dos seres vivos
alvos de controle. O ingrediente ativo € 0 agente quimico,

fisico ou biolégico que confere eficacia aos agrotoxicos e
afins” (IBAMA, 2010).

No Brasil, os herbicidas correspondem a classe de agroquimicos mais
consumida (ANVISA, 2012). Tendo como finalidade controlar plantas daninhas,
nas ultimas duas décadas a utlizacdo dos herbicidas vem crescendo
continuamente na agricultura. Além do glifosato (Capitulo 1, Figura 2, p.4),
outros exemplos representativos de herbicidas sdo o paraquat, o 2,4-
diclorofenoxiacético também conhecido como (2,4-D), o acido 2-metil-4-

clorofenoxiacético (MCPA), a atrazina e o diuron (Figura 1).

— — HO HO H NP
° = \ﬂ/\ o} CIN NN 77707 TNH
H3C—NC/>—<\:/\N_CH3 0 cl ll/\ \N'( \
) o 7
cl cl cl

Cl Cl
Paraquat 2,4-D MCPA Atrazina Diuron

Figura 1- Estruturas de alguns herbicidas.

Os nudmeros evidenciam a importancia dos herbicidas no setor
agroquimico do Brasil. Segundo dados da ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria), em 2010/2011 a venda de herbicidas representou 45%

dos agroquimicos comercializados em nosso pais (Figura 2). A utilizacdo dessa
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classe de agroquimicos pode ser justificada pelo fato de que, se ndo mantidas
sob controle, as plantas daninhas competem com as culturas por nutrientes,
agua e luz culminando em perda significativa da produtividade. Deve ser
salientado que o emprego de herbicidas na agricultura apresenta como aspecto

positivo a diminui¢cdo dos custos de producao.

Vendas de Produtos Formulados por Classe de Uso (kg) - Brasil
(2° semestre de 2010 e 1° semestre de 2011)

Outros
27%._
Herbicidas
45%
. . 1 B
Acaricidas_.__—

2% \

!
Fungicidas

14%

Inseticidas
12%

Figura 2- Distribuicdo percentual de vendas de agroquimicos no Brasil por

classe. Fonte: Anvisa (2012).

Apesar do grande niumero de compostos disponiveis no mercado para o
controle das mais diversas espécies de plantas consideradas daninhas, existe
uma demanda crescente por novos herbicidas que sejam mais especificos;
possam ser usados em doses tdo baixas quanto possivel, com reduzida ou
nenhuma toxicidade de modo a minimizar os riscos de exposicdo para o

homem e para os animais silvestres e domésticos; baixos impactos ambientais
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e pouca persisténcia no ambiente (ambientalmente benignos). Outro aspecto
que merece destaque é que novos produtos sdo requeridos para combater a
resisténcia desenvolvida por plantas daninhas. A resisténcia pode ser
entendida considerando-se a existéncia de um genotipo resistente em uma
cultura, que inicialmente esta com baixa frequéncia numa populacdo. Este
genotipo torna-se de ocorréncia cada vez mais generalizada por um processo
de selecdo natural, o que faz com que os individuos sejam cada vez menos
sensiveis aos agroquimicos. Os primeiros casos de resisténcia de plantas
daninhas foram descritos na década de 1960. Estima-se que, hoje, existam 396
bidtipos resistentes e 210 espécies (123 dicotiledobneas e 87
monocotileddneas) de plantas daninhas que apresentem resisténcia a um ou
mais herbicidas (DEVINE e SHUKLA, 2000; BECKIE, 2006; SILVA et al., 2007;
HEAP, 2013). Outro aspecto importante a considerar é a descoberta de novas
plantas daninhas, havendo assim a necessidade do desenvolvimento de novos
produtos para controla-las.

Conforme descrito no Capitulo 1, metabdlitos secundarios vém sendo
explorados para pesquisa e desenvolvimento de novos agroquimicos, sendo
descritos na literatura exemplos que atestam a viabilidade desta abordagem.
Esse tipo de estratégia pode ser considerado atrativo por varias razées. Muitos
produtos naturais biologicamente ativos sdo parcialmente sollveis na agua e
como uma consequéncia do processo de selecdo natural, podem apresentar
bioatividade em concentracbes muito baixas. Além disso, o mecanismo de
acao destes metabolitos sobre plantas daninhas €, muitas vezes, diferente dos
herbicidas sintéticos. Estudos tém demonstrado a existéncia de casos em que

0s sitios moleculares de atuacdo de herbicidas naturais diferem
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significativamente dos conhecidos sitios moleculares de atuag&o dos herbicidas
sintéticos (DUKE et al., 2000; DUKE et al., 2005). A investigacdo desses novos
mecanismos de acdo de herbicidas naturais sobre as plantas daninhas é
importante porque poderia resultar no planejamento racional de novas classes
de herbicidas. Além do mais, herbicidas com novos sitios de acdo sédo
desejaveis para combater o rapido crescimento de plantas daninhas resistentes
a herbicidas. Outra razdo que poderia ser apontada em favor do uso de
metabdlitos secundarios na busca por novos herbicidas é a possibilidade de
obtencdo de compostos que sejam ambientalmente benignos. Este udltimo
argumento se soma as constantes preocupacdes ligadas a preservacdo do
meio ambiente.

Descreve-se neste capitulo os resultados referentes a avaliacdo da
atividade fitotoxica das isobenzofuran-1(3H)-onas 16-27 (Capitulo 2, Figura 4,
p.24). Conforme descrito anteriormente, esse estudo foi motivado pelo efeito
fitotéxico descrito na literatura para o acido crifonéctrico (Capitulo 2, Figura 3,
estrutura 5, p.15). O &cido crifonéctrico foi a estrutura modelo que serviu de
inspiracdo para a sintese das substancias 16-27. De fato, varios dos compostos
avaliados apresentam uma similaridade estrutural com esta fitotoxina natural. Os
compostos foram sintetizados introduzindo-se diferentes grupos aliciclicos e
aromaticos para que fosse possivel uma avaliacdo do impacto da diversidade

estrutural na atividade biologica.
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3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Avaliacdo da atividade fitotoxica das isobenzofuranonas 16, 17, 19,
20, 22, 23, 25, 26 e 27 sobre o crescimento radicular das espécies

Cucumis sativus e Sorghum bicolor

Solugbes-estoque das isobenzofuranonas C-3  funcionalizadas
sintetizadas nesse trabalho (Figura 4, Capitulo 2, p.24, exceto as substancias
18, 21 e 24) nas concentraces de 0,125; 0,250; 0,500; 1,00; mmol L™ foram
preparadas dissolvendo-se, em baldo volumétrico, uma quantidade adequada
destas substancias em dimetil sulféxido (DMSO) 0,5% v/v. O volume do baldo
foi entdo aferido com solugdo do tampdo MES (4cido 2-
morfolinoetanosulfénico; 0,02 mol L™, pH ~ 6,0), contendo 0,5% v/v de DMSO,
também usado nas diluigbes. Para cada uma das concentracdes, foram
preparadas trés placas de Petri recobertas com papel de germinagdo. Em
seguida, 20 sementes de pepino (C. sativus) foram espalhadas uniformemente
sobre cada placa de Petri, para entdo serem umidecidas uniformemente com 5
mL de solucdo. As placas foram seladas com fita crepe, envolvidas com papel
aluminio e incubadas em camara de germinacgéo a 25 °C por 7 dias. Decorrido
este periodo, o crescimento radicular foi avaliado por medicdo das radiculas
(caule e raiz) com régua graduada em milimetros e os resultados expressos em
percentagem de crescimento comparado ao controle sendo considerada a
média das medidas para cada unidade experimental (placa de Petri).

Para comparagdo, um herbicida comercial, o glifosato, foi utilizado no
ensaio (controle positivo). Para tal, o produto comercial (Glifosato Plus Pikapau
480 g/l) foi diluido com o tamp&o MES de forma a obter a mesma concentragéo

dos compostos avaliados e do DMSO. A preparacao das placas de Petri e 0
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tempo de germinacdo foram andlogos ao descrito para 0s compostos
avaliados.

Como controle negativo, foi utilizado uma solugéo aquosa contendo MES
e DMSO, mas isenta do composto avaliado. As percentagens de inibicdo (ou
estimulacdo) foram calculadas em comparacéo com esse controle.

Experimentos de avaliagao de fitotoxicidade dos compostos sintetizados
nesse trabalho (Figura 4, Capitulo 2. p.24, com excecao das substancias 18, 21
e 24), também foram realizados utilizando-se as espécies S. bicolor (sorgo)

empregando-se a metodologia descrita anteriormente para a espécie C. sativus

(pepino).

3.2.2. Avaliacdo do efeito dos compostos 16-27 sobre o transporte de

elétrons da fotossintese

3.2.2.1. Isolamento de cloroplastos

Cloroplastos fotossinteticamente ativos foram extraidos de folhas de
espinafre (Spinacea oleracea L.), obtidas em supermercados ou feiras livres.
Para o processo de extracdo, folhas livres da nervura central e das
extremidades basal e apical foram misturadas com uma solucdo-tampéo
20 mmol L™ de N-tris(hidroximetil)metilglicina(tricina)-NaOH (pH = 8,0; 5 mL de
solucdo/g de material vegetal), previamente resfriada em banho de gelo e
contendo 10 mmol L™ de NaCl, 5 mmol L™ de MgCl, e 0,4 mol L™ de sacarose.
Esse material foi homogeneizado em um liquidificador doméstico por 30
segundos. O material macerado foi filtrado através de gaze cirlrgica, e o
filtrado, centrifugado a 4 °C (1 minuto, 500 g). O sobrenadante foi submetido a
nova centrifugacdo (10 minutos, 1.500 g). Os cloroplastos, contidos no

precipitado, foram entdo ressuspendidos em uma solugdo ndo-tamponada de
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sacarose. A suspensao foi imediatamente diluida (proporcdo de 1:1) com uma
solugdo tamponada de sacarose. A nova suspensao assim obtida foi mantida
em banho de gelo e abrigada da luz, sendo utilizada logo apds sua preparagao.
Para determinacdo do teor de clorofila, aliquotas dessa suspensao foram
pipetadas e convenientemente diluidas com acetona 80% (v/v). Apos diluicéo,
medidas de absorbancia foram feitas nos comprimento de onda de 645 e 663
nm. O conteudo de clorofila foi calculado com base na férmula de Arnon (HALL,
1980):

Clorofila (ng mL™) = 20,2 (Aess) + 8,02 (Asss)

3.2.2.2. Avaliacdo do efeito dos compostos 16-27 sobre o transporte de

elétrons basal da fotossintese

Aliguotas da suspensao de cloroplastos com 20 xg de clorofila foram
incubadas a 24 °C em cubetas de 1 mL contendo solucdo tamponada de
tricina-NaOH (pH = 8,0), 10 mmol L™ de NaCl, 5 mmol L™ de MgCl,, 0,2 mol L™
de sacarose e 1 mmol L™ de K3[Fe(CN)g]. A avaliacéo foi efetuada expondo-se
a cubeta a uma luz saturante (800 umol m? s?). A taxa de reducdo do
ferricianeto foi medida a 420 nm a cada 30 segundos durante 10 minutos e
contra um branco. Atividade foi calculada sobre a porcéo linear da curva, a
partir de coeficiente de extingdo molar de 1.000 M*cm™.

As substancias 16 a 27 foram dissolvidas em DMSO e diluidas com
agua, de modo a obter solugdes cujos valores de concentragdo foram de 50,
100 e 200 mmol L™ A avaliacdo do efeito desses compostos, nas
concentracbes mencionadas sobre a reacao de Hill, foi conduzida via adi¢céo

desses compostos as suspensdes de cloroplastos preparadas como descrito
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no item 3.2.2.1 (p.83). Para cada valor de concentracdo utlizado, os
experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos

como porcentagem dos controles ndo-tratados.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1. Avaliacao da atividade fitotéxica sobre sorgo e pepino

Tendo assegurado a obtencdo dos compostos 16-27 conforme discutido
no Capitulo 2, procedeu-se a avaliacdo de seus efeitos fitotoxicos. Uma das
formas de se realizar uma andlise preliminar da fitoxicidade de substancias
consiste em avaliar seus efeitos sobre o crescimento radicular de espécies
mais sensiveis. Nesses ensaios normalmente sdo utilizadas plantas que, em
curto espacgo de tempo apresentam respostas eficazes, mesmo na presenca de
baixa concentracdo do composto estudado. Dentre essas plantas destacam-se
a Latuca sativa (alface), Zea mais (milho), Sorghum bicolor (sorgo) e Cucumis
sativus (pepino) como sendo as mais utilizadas (BARUAH et al., 1994).

Assim, optou-se por utilizar as espécies Sorghum bicolor (sorgo) e
Cucumis sativus (pepino) para realizacdo dos ensaios de avaliagcdo da
fitotoxidade das substancias sintetizadas. A escolha dessas espécies se deveu:
i) a facilidade de aquisicdo de suas sementes; ii) ao fato de propiciarem uma
avaliacdo da seletividade dos compostos testados sobre espécies de plantas
monocotileddnea e dicotiledbnea, representadas nos ensaios por sorgo e
pepino respectivamente.

As isobenzofuran-1(3H)-onas 16, 17, 19, 20, 22, 23, 25, 26 e 27 foram
avaliadas no tocante aos seus efeitos sobre o crescimento do sistema radicular
(caule e raiz) da espécie dicotiliedbnea C. sativus (pepino) e da

monocotiledénea S. bicolor. As substancias foram avaliadas em quatro
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diferentes concentracdes (0,125; 0,250; 0,500; 1,00 mmol L™) e os resultados
sdo apresentados nas Tabelas 1 (p.87) e 2 (p.90). Os resultados mais
significativos estdo ainda apresentados na forma de graficos nos quais o0s
valores negativos indicam inibicdo do crecimento radicular e os positivos
estimulacdo do crescimento. Para efeito de comparacao, é apresentado ainda
o efeito do herbicida comercial glifosato sobre as espécies testadas (controle
positivo). As isobenzofuranonas 18, 21 e 24 n&o tiveram seu potencial fitotoxico
avaliado contra C. sativus e S. bicolor por nédo terem sido solUveis na
formulacéo adotada para os ensaios.

Ao analisar as informagfes apresentadas na Tabela 1 (p.87) referentes
ao efeito dos compostos 16, 17, 19, 20, 22, 23, 25, 26 e 27 sobre o crescimento
radicular de pepino, percebe-se que ndo ha inibicdes tdo significativas do
crescimento radicular quanto as inibicdes obtidas com o herbicida comercial
glifosato.

Na maior concentracdo, o glifosato proporcionou uma inibicdo de
aproximadamente 30% no crescimento do caule e 76% de inibicdo do
crescimento da raiz no ensaio de germinagdo com o pepino (Figura 3, p.88).
Considerando o todo, caule e raiz, o melhor resultado obtido com os compostos
foram os da substancia 22 e 23. Com respeito ao composto 22, observou-se
uma inibicdo maxima de aproximadamente 41% para o caule na concentracao
de 0,5 mol L™ e de 28% para a raiz na maior concentracéo. Ja para a fitalida 23
na maior concentracdo encontrou-se uma inibicdo aproximadamente 25%
enquanto que o crescimento da raiz foi inibido em 24% na concentragéo de
0,125 mol L. Na Figura 3 (p.88) os resultados estdo apresentados na forma de

graficos.
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Tabela 1 — Efeito das substancias 16, 17, 19, 20, 22, 23, 25, 26 e 27 sobre o crescimento radicular de pepino

% de Crescimento*

Caule Raiz

Composto 1 molL* 0,5molL* 0,25molL? 0,125 mol L™ 1molL? 0,5molL? 0,25molL? 0,125 molL*
16 2239  -11,64 5,84 -5,75 21,51 24,06 25,64 5,02
17 -2,36 -8,45 8,20 59,27 -10,11  -7,04 -15,48 -1,40
19 2735  -5,12 -9,27 0,95 11,73 16,73 36,66 25,69
20 -1,87 5,37 -5,5 -2,07 8,21 -23,58 21,38 4,89
22 17,88  -40,68 2,56 -7,79 -27,88  -13,19 6,85 -3,43
23 25,47  -7,99 -15,76 7.4 -15,12  -13,24 -13,24 -24,22
25 22,08 10,41 -4,16 -10,55 4,39 13,4 6,41 9,95
26 17,38 3,43 8,67 6,14 -2,37 11,77 -0,85 -1,27
27 5,94 -3,87 6,61 1,05 16 7,2 0,98 10,68
Glifosato -28,99  -23,13 -32,92 -19,47 -76,13  -66,33 -52,70 -37,85

* As percentagem de crescimento s&o relativas ao controle.
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Cabe salientar que as inibicbes do crescimento radicular observadas
para o glifosato se mostraram decrescentes a medida que a concentragcdo
diminuiu, fato consistente com o esperado uma vez que a medida que a
concentragdo do principio ativo de um herbicida diminui decresce também a
sua atividade. Isso indica que os experimentos foram conduzidos de maneira

satisfatoria e sob condi¢cdes bem controladas.

W Caule W Caule

M Raiz M Raiz

% de Inibicao

Composto 22 Composto 23

M Caule

M Raiz

% de Inibigdo

Glifosato

Figura 3 - Efeito das substancias 22, 23 e do herbicida comercial (glifosato)
sobre o crescimento radicular de pepino (C. sativus). Os niumeros 1, 2, 3 e 4
referem-lse, respectivamente, as concentra¢gbes 1,00; 0,500; 0,250 e 0,125
mmol L.
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A andlise dos dados da Tabela 2 (p.90) revela que as porcentagens de
inibicdo para o crescimento radicular de sorgo foram mais significativas em
relacdo aquelas observadas para o pepino (Tabela 1, p.87). De forma geral os
compostos analisados mostraram uma maior tendéncia a inibir em detrimento
ao estimulo do crescimento radicular da cultura de sorgo.

Considerando efeitos inibitérios, o efeito mais pronunciado foi observado
para o composto 23 que inibiu o0 crecimento, respectivamente, do caule em
44% e da raiz em 70% (Figura 4, p.91) na concentracdo mais elevada. Esses
resultados se aproximam daqueles encontrados para o herbicida comercial
glifosato (aproximadamente 68% de inibicdo para o caule e 75% para a raiz).
Outras substancias que merecem ser destacadas sdo o composto 22 que
proporcionou uma inibicdo na maior concentracdo de aproximadamente 31%
para o caule e 51% para a raiz, e a isobenzofuranona 26, com inibicdo maxima

em torno de 53% para o caule e 60% para a raiz do sorgo.
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Tabela 2 - Efeito das substancias 16, 17, 19, 20, 22, 23, 25, 26 e 27 sobre o crescimento radicular de sorgo

% de crescimento’

Caule Raiz

Composto 1 mmolL? 0,5mmolL? 0,25 mmolL? 0,225mmolL* 1mmolL* 05mmolL? 0,25 mmolL? 0,125 mmol L*
16 -8,45 -1,07 -6,94 -12,88 55,70 15,86 -0,71 35,61
17 -4,04 -5,62 6,29 16,67 -21,53 -33,76 3,66 -15,26
19 -10,17 -0,69 -15,47 -6,42 -63,68 -50,20 -55,01 -13,29
20 30,72 18,14 36,74 91,42 -4,17 -37,27 -17,81 2,92
22 -28,98 -30,90 -11,59 9,27 -50,61 10,84 -12,39 25,28
23 -44,03 -45,11 -37,27 -30,26 -70,34 -65,47 -63,09 -47,87
25 -34,35 -14,53 -22,36 -18,78 -54,48 41,44 46,41 -66,00
26 -53,24 -44,13 -43,17 -29,73 -59,62 -26,56 -29,41 -3,93
27 -18,18 -21,79 -13,72 -16,82 -24,67 -14,05 -23,74 -19,56
Glifosato -67,53 -45,77 -6,91 -12,65 -75,47 -61,61 -34,63 -18,61

* As percentagem de crescimento séo relativas ao controle.
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Figura 4 - Efeito das substancias 22, 23, 26 e do herbicida comercial (Glifosato)
sobre o crescimento radicular de sorgo (S. bicolor). Os nimeros 1, 2, 3 e 4
referem-lse, respectivamente, as concentragbes 1,00, 0,500, 0,250 e 0,125
mmol L.

3.3.2. Avaliacéo da atividade fitotoxica sobre o transporte de elétrons

Outra forma de se mensurar a fitotoxicidade de uma substancia é avaliar
a sua capacidade de inibir o transporte de elétrons no processo fotossintético.
Segundo a Encyclopedia Britanica do Brasil (122 Edicdo, 1990) a fotossintese

pode ser definida como o processo de
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“formacao de carboidratos, a partir do diéxido de carbono e
agua, nas células clorofiladas de plantas verdes, sob a
influéncia da luz, com desprendimento fotoquimico de
oxigénio.”

A fotossintese é um processo muito mais complexo comparado a
definicdo supracitada, devendo-se, portanto consultar a literatura especializada
para maiores detalhes. Entretanto, alguns aspectos historicos interessantes
referentes ao estudo e entendimento da fotossintese s&@o relevantes ao
presente trabalho e serdo abordados a seguir.

No século XVIII, o médico holandés Jan Ingenhousz propds a primeira

equacao para o processo fotossintético, como representado pela equacédo as

seguir (NICOLAS, 2011).
C02 + Hzo + Energia —_— (CHzo) + 02

Contudo, Jan Ingenhousz, ainda que tenha dado uma importante
contribuicdo no estudo da fotossintese, errou ao afirmar que o oxigénio
provinha da molécula de diéxido de carbono e ndo da agua.

Ja no século XX, ao observar que as bactérias sulfurosas nao produziam
oxigénio, Van Niel questionou a respeito da origem do oxigénio no processo
fotossintético. Essas bactérias produzem carboidratos a partir do dioxido de

carbono liberando enxofre (NICOLAS, 2011).

Luz
C02 + 2H28 . (CHzo) + H20 + 28

Assim, Van Niel por analogia prop6s que na fotossintese era a molécula de
agua que dava origem ao oxigénio e ndo a molécula de CO, como proposto por
Jan Ingenhousz. Tal fato ficou devidamente comprovado em 1937 por meio

experimentos conduzidos por Robert Hill. Ao isolar cloroplastos e irradia-los
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com luz na presenca de agua, Hill obteve oxigénio na auséncia de gas
carbonico (NELSON e COX, 2002) conforme mostrado pela seguinte equacéo,

conhecida como equacéo de Hill

Luz
2H,0 +2A >  2AH,+0,
Cloroplastos

onde A é um receptor ndo natural de elétrons como por exemplo ions férricos,
benzoquinona e corantes como o 2,6-diclorofenolindofenol (DCFIF).

Assim, em 1941, em experimentos conduzidos com elementos marcados
radioativamente, uma equacdo genérica correta para a fotossintese foi

proposta (NICOLAS, 2011).

Luz
6C02 + 12H20 —_— C6H1206 + 6H20 + 602

Um aspecto importante advindo dos estudos a respeito do processo
fotossintético é que geralmente as substancias que inibem a reacao de Hill
inibem a fotossintese em plantas e podem ser consideradas como estruturas-
modelo para o desenvolvimento de novos compostos para o controle de
plantas daninhas (HANSCH e LEO, 1995).

No capitulo | mencionou-se que dentre varias atividades bioldgicas
relacionadas as isobenzofuran-1(3H)-onas esta a habilidade de interferir com o
transporte de elétrons fotossintético (DEMUNER et al., 2006; PEREIRA, 2013).
Considerando esse fato, avaliou-se in vitro o efeito das isobenzofuran-1(3H)-
onas 16 a 27 (Capitulo 2, Figura 4, p.24) sobre o transporte de elétrons

fotossintético. Os resultados sao apresentados na Tabela 3 (p.94).
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Tabela 3 — Avaliacédo in vitro do efeito de isobenzofuran-1(3H)-onas 16-27
sobre a reducdo do ferricianeto de potassio na presenca de cloroplastos

isolados de folhas de Spinacia oleracea®

Composto 50 ymol L™ 100 ymol L* 200 umol L*
16 99,2+1,6 114,1+1,5 104,7+1,3
17 90,2+0,1 92,4+1,3 55,7+3,0
18 218,3+4,0 225+1,1 189,9+0,9
19 102,7+0,3 96,5+2,0 93,8+3,2
20 133,542,0 125,6+0,8 116,1+4,5
21 201,9+3,7 192,4+5,9 161,1+6,5
22 93,240,5 92,0+2,8 97,5+2,8
23 185,7+2,4 156,7+4,9 87,1+2,5
24 92,0+1,5 83,1+1,3 75,9+1,6
25 108,6+0,5 105,0+3,4 78,244,3
26 86,1+0,0 68,0+1,4 44,2+0,2
27 107,5+2,2 102,6+7,7 103,2+1,3
Acido fitalaldeidico 114,3+2,9 108,4+1,5 100,2+0,7

@ Atividade determinada conforme metodologia descrita na Secéo 3.2.2 (Material e Métodos, p.84).

Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram que, dentre os 13
compostos submetidos a avaliacdo da atividade fitotdxica, 4 substancias (17,
24, 25 e 26) reduziram a taxa de transporte de elétrons basal, dirigida pela luz,
na concentracéo de 200 pmol L. Os compostos mais ativos 17 e 26 reduziram
o transporte de elétrons em, respectivamente, 44 e 56%.

Considerando os compostos sintetizados, as substancias 16, 19, 22 e 27
nao interferem no transporte de elétrons fotossintético. O mesmo é verdadeiro
para o acido fitaladeidico, disponivel comercialmente e que foi o precursor dos
derivados sintéticos 16-27.

Ainda com relacdo a Tabela 3 (p.94) € importante observar que 0s

compostos 18, 20, 21 e 23 aumentaram a taxa de transporte de elétrons
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dirigida da agua, na presenca de luz, para o aceptor ndo biologico ferricianeto
de potassio. Esse efeito foi muito mais pronunciado para os derivados 18, 21 e
23. Substancias que aumentam a taxa de transporte de elétrons da
fotossintese atuam como desacopladores (KROGMANN et al., 1958).

A fotossintese € um processo no qual a energia luminosa é convertida
em energia quimica. A maneira pela qual essa transformacao ocorre pode ser
entendida analisando-se o Esquema Z da fotossintese (Figura 5). Este
esquema tornou-se a base para o entendimento do processo fotossintético nos
organismos que produzem oxigénio. Durante a fotossintese, elétrons oriundos
da agua sdo capturados pelo NADP" que é convertido em NADPH. Nesse
processo, fotossistemas | e Il operam conjuntamente e sdo ligados por uma
cadeia transportadora de elétrons; toda essa maquinaria biolégica €
impulsionada pela luz. Salienta-se que nos organismos fotossintetizantes

produtores de oxigénio a fotossintese ocorre nos cloroplastos.
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Fonte: TAIZ e ZEIGER (2006).

Figura 5 — Esquema Z da fotossintese.
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Conforme descrito anteriormente, a energia luminosa € utilizada para
producdo de NADPH durante a fotossintese. Contudo, parte da energia
luminosa capturada também €& convertida em ATP. Como essa conversao é
efetuada?

Atualmente € amplamente aceito que a producdo de ATP ocorre via

mecanismo quimiosmatico.

“O principio basico da quimiosmose é que as diferengas
na concentracdo de ions e as diferencas no potencial
elétrico através das membranas sdo uma fonte de energia
livre que pode ser utilizada pela célula. As diferencas no
potencial quimico de qualquer espécie molecular cujas
concentracfes ndo sao as mesmas em lados opostos de
uma membrana fornecem tal fonte de energia” (TAIZ e
ZEIGER, 2006).

A Figura 6 mostra que o transporte de elétrons que ocorre durante a
fotossintese aumenta a concentragdo de H* no interior dos tilacdides dos
cloroplastos. Assim, existe uma diferenca de concentracdo de ions H* e, por
consequéncia no potencial elétrico entre o interior dos tilacoides (chamado de
lume) e o estroma. Esse gradiente eletroquimico é utilizado pela enzima ATP

sintase para producéo de ATP (Figura 6, p.97).
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Fonte: TAIZ e ZEIGER (2006).

Figura 6 — A estrutura da ATP sintase e a sintese de ATP.

‘Essa enzima consiste de duas partes: uma hidrofdbica
ligada a membrana, chamada CF,, e uma porcéo que sai
da membrana para dentro do estroma, chamada CF;. A
CFo parece formar um canal através da membrana, pelo
qgual os protons podem passar. A CF; € formada por
varios peptideos, incluindo trés copias de cada um dos
peptideos « e f arranjados alternadamente de forma
similar aos gomos de uma laranja. Enquanto os sitios
cataliticos estdo localizados primariamente nos f-
polipeptideos, acredita-se que muitos outros peptideos
tenham uma funcéo primeiramente de regulacdo. A CF; é
a porgao do complexo onde o ATP é “sintetizado™ (TAIZ e
ZEIGER, 2006).

A producdo de ATP, como discutida anteriormente, € chamada de

fotofosforilacdo aciclica. Entretanto, sabe-se que h& outro tipo de fluxo de

elétrons induzido pela luz durante o processo de fotossintese, que €

denominado de fotofosforilagéo ciclica. Nesse caso, o fluxo de elétrons envolve

apenas o fotossistema | (seta pontilhada, Figura 5, p.95), que € denominado

ciclico porque o elétron ejetado do fotossistema | ndo é utilizado para reducéo

do NADP®. Ao contrario, conforme mostrado na Figura 5 (p.95) pela seta

pontilhada, esse elétron retorna a vacancia eletronica do fotossistema |. Essa
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via alternativa do fluxo de elétrons nédo leva a formag¢éo de NADPH ou oxigénio,
mas € acompanhada de formacdo de fons H* a partir do complexo citocromo
bef. Sabe-se, porém, que o transporte ciclico de elétrons é acompanhado da
sintese de ATP. A formacédo de ATP pela fotofosforilagéo ciclica parece ocorrer
quando a célula vegetal ja estd completamente suprida de NADPH e ainda
requer ATP. Contudo, pouco é conhecido sobre a regulacdo dessa via ciclica
(LENINGHER, 1991).

Como discutido anteriormente, a producdo de ATP esta acoplada ao
transporte de elétrons da fotossintese. Os desacopladores aumentam a taxa de
transporte de elétrons da fotossintese e inibem a sintese de ATP. Um dos
mecanismos pelo qual os desacopladores inibem a sintese de ATP esta
relacionado a dissipacdo do gradiente de protons, que € a forca motriz
responsavel pela sintese de ATP, através da membrana durante a fotossintese.
Cloreto de aménio, alguns &cidos organicos e fenodis atuam desta maneira
inibindo a sintese de ATP. Para tentar compensar a dissipacao do gradiente de
prétons, hd um aumento na taxa de transporte de elétrons fotossintético. O
fluxo de elétrons basal ndo € interrompido na presenca de desacopladores.
Alternativamente, os desacopladores podem interagir com porcdo CF,-CF; da
ATP sintase (Figura 6, p.97) inibindo atividade dessa enzima o que reflete
também na inibicdo da sintese de ATP. Independente do mecanismo de
atuacao, conforme apresentando na Tabela 3, os compostos 18, 20, 21 e 23,
atuam como desacopladores e estimulam o fluxo de elétrons basal. Para

demonstrar este efeito, determinou-se a influéncia do composto 18 sobre a taxa
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de transporte de elétrons fotossintético na presenca do desacoplador cloreto de

amonio®.
250
O
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Figura 7 — Influéncia da isobenzofuranona 18 sobre o transporte de elétrons

basal e desacoplado.

Conforme pode ser percebido na Figura 7, o composto 18 interfere com
o fluxo de elétrons basal (curva em azul) mas o mesmo ndo afeta a taxa de

transporte de elétrons desacoplada (linha vermelha).

3 . . N . ,

Os experimentos envolvendo influéncia do composto 18 sobre o fluxo de elétrons desacoplado foram
realizados empregando-se as condi¢des descritas nos itens 3.2.2.1 e 3.2.2.2 mas na presenca de cloreto
de amonio.
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3.4. CONCLUSOES

A avaliacao in vitro do efeito dos compostos 16-27 sobre o transporte de
elétrons fotossintético mostrou que quatro das treze substéncias avaliadas é
capaz de inibir o transporte de elétrons basal da fotossintese, sendo que este
efeito € mais pronunciado em concentracées acima de 50 pmol L™. Na maior
concentracéo avaliada (200 pmol L™) o fluxo de elétrons foi diminuido em cerca
de 50% para os compostos de maior atividade.

Outro grupo de isobenzofuranonas mostrou ser capaz de aumentar a
taxa de transporte de elétrons, indicando que esses compostos atuam como
desacopladores. Nenhum efeito foi observado sobre a taxa de transporte de
elétrons quando os compostos foram avaliados em condicbes desacopladas.
Do total de compostos sintetizados neste trabalho, quatro deles néo
apresentaram nenhum efeito sobre a fotossintese in vitro. E interessante
observar que, para 0os compostos ativos, pequenas variagdes na estrutura
levaram a diferentes mecanismos de acdo, conforme pode ser observado
comparando-se as estruturas dos compostos 17 e 18.

No tocante aos ensaios de avaliacdo de fitoxicidade contra as espécies
pepino e sorgo, um dos aspectos mais relevantes relaciona-se a seletividade
observada. Observou-se que os efeitos inibitérios foram mais pronunciados
sobre a espécie dicotiledénea (sorgo) quando comparado a espécie
monocotileddénea (pepino). Seletividade é um dos aspectos mais importantes
na pesquisa e desenvolvimento de novos agroquimicos.

E possivel dizer que as substancias sintetizadas e avaliadas nesse
trabalho podem corresponder a estruturas-modelo que podem ser exploradas

na busca por novos agentes de controle de plantas daninhas.
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CAPITULO 4
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DAS

ISOBENZOFURANONAS C-3 FUNCIONALIZADAS

4.1. Introducao

Segundo o MINISTERIO DA SAUDE (2011)

‘cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100
doencas que tém em comum o crescimento desordenado
(maligno) de células que invadem os tecidos e 0rgaos,
podendo espalhar-se (metastase) para outras regifes do
corpo”.

No ano de 2008, estima-se que 7,6 milhdes de pessoas ao redor do
mundo morreram vitimas de cancer. De acordo com projecdes da Organizacao

Mundial da Saude (OMS), no periodo compreendido entre 2005 e 2015, 84
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milhdes de pessoas morrerdo em decorréncia desta doenca (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2007). O cancer é a principal causa de mortes em paises
desenvolvidos e a segunda causa de mortes em paises subdesenvolvidos.

No Brasil, estimativas para o ano de 2012 (MINISTERIO DA SAUDE,
2011) apontavam para o surgimento de 518.510 novos casos de cancer.
Estima-se que o cancer de pele ndo-melanoma (134 mil casos) seria 0 mais
incidente na populacdo brasileira, seguido pelo cancer de prostata (60 mil

casos) e cancer de mama feminino (52 mil casos), Figura 1.

N de Casos
160000
140000
120000
100000
80000
60000 -
40000 -
20000 -
0 .
> 2 0 0 o o N < > . e N ) R R
‘ ‘;(8‘ & ‘\5’@} L Qg‘} 5o o@ ,\\Q"o Q}‘% ’6@% & e,é\b & @ (\0@ (\o‘{\
EE TP EF YT E O FEE
2 0 o7 %« O P L ¥ N
,b@ Q,O 0\0 O Q’b (\b Q,Q/ (}bo
N AN W &
°© OEINY e
N ? >
> & <
o &
<@

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE (2011). Estimativa 2012: Incidéncia de cancer no Brasil.

Figura 1 — Tipos de cancer mais incidentes, projetados para 2012, na

populacao brasileira.
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Os trés principais tipos de tratamento do cancer sdo a radioterapia, a
cirurgia e a quimioterapia. No que tange a quimioterapia, sdo utilizados
farmacos com o objetivo primario de destruir as células neoplasicas (células
cancerigenas), preservando-se as células normais. Varios quimioterapicos ja
foram descobertos, citando-se como exemplos a cisplatina (comercialmente
Platinil® ou Platinol®), a mitoxantrona (Novantrone®), o mitotano (Lysodren®), o
etoposideo (VP-16), a doxorrubicina (e seus congéneres), a procarbazina
(Natulanar®) e o taxol®, Figura 2. A busca por compostos cada vez mais

eficientes no combate ao cancer € uma area de intensa pesquisa.
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Figura 2 — cont.

Taxol

Figura 2 — Estrutura de alguns guimioterapicos empregados no tratamento do

cancer.

Conforme salientado anteriormente, as isobenzofuran-1(3H)-onas
possuem diversas atividades biolégicas. Na busca por novos farmacos que
possam evitar o crescimento desordenado de células, ensaios de avaliacao de
atividade antiproliferativa vém sendo realizados com isobenzofuranonas
funcionalizadas na posicdo C-3. LOGRADO e colaboradores (2010)
sintetizaram as isobenzofuranonas da Figura 3 (p.108) a partir de acidos
anacéardicos. As isobenzofuranonas 28 e 29 apresentaram significativa
atividade antiproliferativa sobre trés linhagens celulares de cancer humano. Em
especial, 28 mostrou efeito antiproliferativo significativo contra células HL-60

(leucemia, 1Cs0 3,24 1g mL?') e atividlade moderada contra as linhagens
celulares SF-295 (glioblastoma, 1Cs10,09 g mL?%) e MDA-MB-435

(melanoma, 1Cs,8,70 1 g mL™).
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Figura 3 — Estrutura das isobenzofuranonas 28 e 29 sintetizadas a partir de

acidos anacardicos de diferentes grupos substituintes R.

As substancias da Figura 4 foram avaliadas por GE e colaboradores
(2008) contra quatro linhagens de células tumorais SW1116 (cancer de célon,

ICs0 54,2 ng mL™ para 30 e 1C5060,1 g mL* para 31), K562 (leucemia
miel6ide, 1Cso21,1 pg mL™* para 30 e 1C5 54,0 xg mL? para 31), KB
(carcinoma epitelial da boca, 1Cs0 29,6 ng mL™ para 30 e ICs0 46,5 g mL™
para 31) e HELA (carcinoma cervical, 1Cso 35,1 g mL™ para 30 e ICs 41,5

1 g mL™ para 31).
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Figura 4 — Estruturas de isobenzofuranonas testadas contra algumas linhagens

celulares tumorais.
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Assim, considerando-se as  atividades  antiproliferativas  de
isobenzofuranonas C-3 funcionalizadas previamente descritas na literatura,
realizou-se uma investigacdo do efeito antiproliferativo do acido fitalaldeidico e
das isobenzofuranonas sintetizadas neste trabalho (Figura 4, Capitulo 2, p.24),
contra as linhagens celulares U937 (linfoma) e K562 (leucemia mieldide). Neste
capitulo séo descritos os resultados desse estudo.

4.2. MATERIAIS E METODOS
4.2.1. Avaliacado da atividade antiproliferativa

As linhagens de células humanas U937 (linfoma) e K562 (leucemia
mieldide) foram adquiridas da ATCC (Rockville, MD, EUA). Elas foram
cultivadas em meio RPMI 1640 (Sigma Aldrich, St, Louis, EUA), suplementado
com 10% soro fetal bovino (LGC, Campinas, Brasil), estreptomicina 100 ug/ml
e 100 U/mL de penicilina, a 37 °C sob 5,0% de atmosfera de CO,. Para avaliar
a atividade antiproliferativa dos compostos 16 a 27, as células U937 e K562
foram cultivadas em placas de 96 pocos (TPP, Trasadingen, Sui¢ca) com uma
densidade de 2,0 x 10* células por poco em diferentes concentracées (0-100
umol L™ dos compostos 16 a 27, do acido fitalaldeidico e do etoposideo (VP-
16, Figura 2, p.107). A viabilidade celular foi determinada por colorimetria pelo
método modificado do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
(MTT) ensaio (Sigma Aldrich, St, Louis, EUA). Apds 24 e/ou 48 h, MTT (0,5
mg/mL) foi adicionado aos pocgos (2 h, 37 °C), seguindo-se a remog¢éo de uma
solucdo de MTT e adi¢do de 100 pL/poco de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma

Aldrich, St, Louis, EUA), para solubilizar os cristais de formazan. As
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absorvancias foram medidas a 540 nm e cada analise foi realizada em

quadruplicata.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1. Descricdo dos resultados dos ensaios de avaliacdo da atividade
antiproliferativa

A atividade antiproliferativa das isobenzofuran-1(3H)-onas 16 a 27 e do
acido fitalaldeidico foi avaliada segundo o método MTT (MOSMAN, 1983) em
colaboracdo com grupo de pesquisa do professor Gustavo Costa Bressan do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de
Vicosa. O ensaio consiste em uma analise colorimétrica baseada na converséo
do sal amarelo brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT)
para o produto de cor azul formazan, pela atividade da enzima succinil-
desidrogenase presente na mitocéndria da célula viavel, permitindo dessa
maneira quantificar a porcentagem de células vivas.

As isobenzofuranonas 16 a 27 e o acido fitalaldeidico foram avaliadas
em concentracdes de 1, 50 e 100 zmol L™, em quadruplicata. Nesse caso, 0s
experimentos foram analisados segundo suas médias de inibicdo. Os
compostos 16 a 27 e o acido fitalaldeidico foram biologicamente avaliados em
relacdo a linhagens de célula U937 (linfoma) e K562 (leucemia mieldide), em
comparacdo com DMSO (1%) e etoposideo (VP-16, Figura 2, p.107). Os

resultados encontrados séo apresentados nas Tabelas 1 e 2.
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sobre a viabilidade de células K562 (média + SD; n = 4)

Tabela 1 - Efeitos inibitérios® (%) dos compostos 16 a 27 e do acido fitalaldeidico

Compostos 1 pmol L™ 50 pmol L™ 100 pmol L™
Acido fitaladeidico 44,16 + 3,59 41,71 +1,01 26,71 + 3,91
16 49,69 + 0,68 45,85 + 3,07 36,18 = 1,00
17 37,71 £ 2,20 49,33 £ 4,70 56,82 + 1,36
18 26,77 £ 0,99 56,10 * 3,58 63,70+ 0,21
19 31,42 +1,18 38,38 + 3,04 38,54 + 4,24
20 40,59 + 2,47 44,32 + 1,08 43,64 + 3,85
21 37,88 £ 3,86 69,63 £ 0,92 80,05+ 0,28
22 32,87 £ 3,20 23,93 £ 3,04 31,64 £ 2,93
23 20,33+1,13 65,61 + 2,42 77,73+2,01
24 12,48 £ 3,57 54,56 + 2,97 71,76 £ 3,73
25 39,87 £ 4,43 43,86 + 1,92 49,38 + 2,50
26 46,11 £ 4,1 45,9 + 3,39 37,61 0,38
27 20,64 +191 18,60 £ 2,65 21,84 = 3,39

% Inibic&o (%) apds 48h de tratamento continuo (n = 4), normalizado contra células K562
tratadas com 1% DMSO (n = 4),
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Tabela 2 - Efeitos inibitérios® (%) dos compostos 16 a 27 e do acido fitalaldeidico

sobre a viabilidade de células U937 (média + SD; n = 4)

Compostos 1 pmol L™ 50 pmol L™ 100 pmol L™
Acido fitaladeidico 28,00 + 2,75 30,73+2,12 28,81 + 2,05
16 32,34+ 1,93 28,58 + 1,62 29,43 £ 2,76
17 25,57 £ 2,50 31,10 £ 3,53 29,86 + 1,70
18 33,87 £ 0,92 61,33+1,98 83,91 + 0,92
19 20,38 + 3,04 27,01 = 3,68 24,72 + 1,48
20 35,03+ 2,05 27,03+0,61 22,37 1,13
21 36,63 £ 1,98 67,68+ 1,77 90,78 £ 0,21
22 26,75+ 2,12 4531 +1,91 39,10+ 0,92
23 11,64 £ 0,28 58,86 + 2,62 90,82+ 0,43
24 23,14 + 3,19 25,46 = 3,13 23,12 + 3,43
25 24,33 £ 0,47 30,98 +1,04 34,14 + 0,49
26 27,63 0,92 31,85+ 0,99 33,58+ 2,71
27 572 +1,27 21,17 1,48 29,29 + 2,02

% Inibic&o (%) apds 48h de tratamento continuo (n = 4), normalizado contra células U937
tratadas com 1% DMSO (n = 4).

Conforme pode ser percebido, apés 48 horas de tratamento, 0s
compostos 18, 21 e 23 foram os mais eficazes na reducao da viabilidade de
ambas as linhagens de células testadas (Tabelas 1 e 2). O composto 24

também inibiou a proliferagdo, embora apenas individualmente, contra a
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linhagem K562. Embora os valores de ICs obtidos para os compostos 18, 21 e
23 sugerem um efeito moderado em células U937, uma forte atividade inibitoria
foi observada para os compostos 21 e 23 contra células K562 (ICsp 1,71 e 2,79
umol L?, respectivamente, Tabela 3 e Figura 5, p.114). Além disso, estas
atividades inibitérias foram ainda superiores aquelas observadas para o
etoposideo (VP-16, Figura 2, p.107) (ICso 7,82 umol L™), uma droga
antineoplasica utilizada em varios tratamentos quimioterapicos, inclusive contra
a leucemia.

Tabela 3 - Valores de ICs, (umol L™)? obtidos para as linhagens de células K562 e

U937 tratadas com os compostos 18, 21 e 23 e controle positivo etoposideo (VP-16)

C to 18 C to 21 C to 23 Etoposideo
i omposto omposto omposto
Linhagem Y p p (VP16)
de célula

24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
K562 89,38 66,81 10,35 1,71 5,54 2,79 0,13 7,82
U937 67,93 71,39 59,8 46,63 64,22 62,97 1,31 0,60

?1Cso: concentracio dos compostos requerida para inibir 50% da viabilidade celular,

determinada apés 48h de tratamento continuo (n = 4).
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Figura 5 - Perfil de dose-resposta dos compostos 23 (A), 18 (B), 21 (C) e controle
positivo VP16 (D) na viabilidade de células K562 e U937. Linhagens de célula K562 e
U937 foram tratados por 48h com quantidades crescentes das substancias indicadas.

Todos os ensaios foram realizados em quadruplicata.

4.3.2. Relacdo estrutura-atividade e célculos in silico de propriedades
fisico-quimicas das substancias 16 a 27 e do acido fitalaldeidico
Considerando-se 0s bons resultados observados nos ensaios de
avaliacao de atividade antiproliferativa das isobenzofuranonas estudadas nesse
trabalho e o potencial terapéutico dos compostos do tipo isobenzofuran-1(3H)-
onas, calculos computacionais foram realizados para determinacdo de
parametros fisico-quimicos dos compostos 16 a 27 e do &cido fitalaldeidico.
Esses parametros influenciam as propriedades farmacocinéticas, tais como

absorcédo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME). A triagem foi
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realizada para avaliar se as substancias podem apresentar caracteristicas de
candidatos a farmacos com base na regra dos cinco de Lipinski (LIPINSKI et
al., 1997) e outros critérios relacionados descritos por Veber e colaboradores
(VEBER et al., 2002). Estas caracteristicas, teoricamente, determinam se um
composto apresenta boa absorcdo na membrana e permeabilidade através da
mesma, umas das propriedades necessarias para tornar um medicamento ativo
por via oral em seres humanos.

Os parametros moleculares analisados foram coeficiente de particdo n-
octanol/agua (LogP < 5), o numero de doadores de ligagao de hidrogénio (HBD
< 5), o numero de receptores de ligagdo de hidrogénio (HBA < 10), a massa
molecular dos compostos (MM < 500), numero de ligagcdes capazes de
sofrerem rotacdo (nRotb <10) e a area de superficie polar (PSA <140 A?). Os
valores entre parénteses representam os valores ideais de acordo com Lipinski
(LIPINSKI et al., 1997) e Veber (Veber et al., 2002). Os parametros fisico-
quimicos foram calculados usando os softwares Osiris Property Explorer
(Tetko, 2005) e Molinspiration (MOLINSPIRATION CHENMINFORMATICS,
2012), ferramentas computacionais de uso livre que auxiliam na determinacédo
de propriedades farmacocinéticas de candidatos a farmacos e vém sendo
utilizadas por diversos grupos de pesquisa (ALAFEEFY et al., 2012; ALl et al.,
2012; MAHAJAN et al., 2012; CHOHAN et al., 2010).

O software Osiris Property Explorer permite a avaliacdo de dados
qguimicos e fisico-quimicos que influenciam as propriedades farmacocinéticas

de uma substancia. Os célculos de toxicidade das substancias e drug-likeness
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realizados pelo software Osiris sdo baseados no método de fragmentos. O
software pode calcular lipofilicidade, inferida a partir do valor de LogP,
solubilidade em agua, expresso como LogS, massa molecular, indices de drug-
likeness e drug-scores. Elevada hidrofilicidade e, portanto, valores elevados de
LogP, podem dificultar a absorcéo ou a penetracdo da substancia. Além disso,
o software Osiris calcula varios parametros das substancias, como os riscos de
toxicidade (mutagénico, irritante, carcinogénico e efeitos reprodutivos), drug-
likeness e drug-scores (LIPINSKI, 2004; PROUDFOOT, 2012). Calculos de
LogP e massa molecular, bem como a area de superficie total polar (TPSA),
namero de ligacGes que podem sofrer rotacdo (nRotB), nimero de doadores de
ligacdo de hidrogénio (HBD), niumero de receptores de ligacdo de hidrogénio
(HBA) e pontuacBes de bioatividade (JARRAHPOUR, 2012) podem também
ser determinadas pelo software Molinspiration. As Tabelas 4 (p.117) e 5 (p.121)

mostram os resultados dos célculos baseados nestes pacotes computacionais.
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Tabela 4 - Propriedades drug-likeness previstas e riscos de toxicidade dos compostos 16 a 27, do acido fitalaldeidico e do

etoposideo calculados pelo software Osiris

Biodisponibilidade e Drug-Score TEEE%Sagga
Composto  cLogP LogS MM  HBD HBA ﬁ'&gﬂéss ‘S’L“o%é géogggfas M T IR
de Lipinski
AC 0,64 -1,68 150,0 1 3 -4,65 0,49 0 - - - -
16 1,78 -2,71 2440 1 4 -6,63 0,46 0 - - - -
17 2,55 -2,66 2420 2 4 -4,26 0,46 0 - - - -
18 3,10 -3,54 326,0 2 6 -6,34 0,40 0 - - - -
19 1,98 -2,87 258,0 1 4 -3,61 0,46 0 - - - -
20 2,87 -3,01 256,0 2 4 -5,25 0,44 0 - - - -
21 3,41 -3,88 340,0 2 6 -7,52 0,38 0 - - - -
22 2,78 -3,30 286,0 1 4 -4,20 0,43 0 - = - -
23 3,65 -3,63 2840 2 4 -6,33 039 0 - - - -
24 4,19 -4,41 368,0 2 6 -8,59 032 0 - - - -
25 2,25 -3,056 2720 1 4 -3,58 0,45 0 - - - -
26 2,32 -4,04 2780 O 4 -4,12 0,41 0 - - - -
27 1,29 -242 230,0 O 4 -3,95 0,48 0 - - - -
Etoposideo 0,53 -3,95 588,0 3 13 -0,28 0,39 2 - = - -

AC, acido fitalaldeidico; cLogP, lipofilicidade calculada; logS, logaritmo da solubilidade aquosa medida em mol,L™; MM, massa molecular; HBD,

namero de doadores de ligagbes de hidrogénio; HBA, nimero de receptores de ligacdes de hidrogénio; M, efeito mutagénico; T, efeito

teratogénico; |, efeito irritante; R, efeito reprodutivo, ®Classificados de acordo com: (-), nenhum efeito negativo; (%), efeito negativo médio; (+),

efeito negativo
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Um parametro utilizado para avaliar se uma substancia podera
apresentar uma adequada absorcdo em sistemas biolégicos é o valor de
cLogP. Como indicativo de uma boa absorcéo, o valor de cLogP nao deve ser
superior a 5,0. Os valores de cLogP das isobenzofuranonas 16 a 27 e do acido
fitalaldeidico s&@o maiores do que o valor do etoposideo (VP-16), o que sugere
que a hidrofobicidade dos derivados isobenzofuranonas € maior do que a do
composto usado como controle positivo nos ensaios bioldgicos. Normalmente,
as drogas que interagem com enzimas no interior do corpo humano possuem
valores de LogP compreendidos entre 2 e 5 (TAMBUNAN, 2011). Nesse
sentido, os compostos estudados apresentam valores dentro desta faixa
(Tabelas 4 e 5).

Alertas de risco de toxicidade sdo uma indicacdo de que a estrutura de
um composto pode ser prejudicial. A andlise tedrica dos riscos de toxicidade
para estas séries usando o software Osiris revelou que todos os compostos
examinados apresentaram potencial para nao serem mutagénicos,
carcinogénicos e irritantes, além de apresentarem potencial para nao interferir
na reproducdo de mamiferos (Tabela 4). Estes compostos também foram
avaliados como potenciais drogas através dos calculos drug-likeness,
mostrando valores negativos (entre -8,59 e -3,58, Tabela 4), indicando que os
compostos 16 a 27 e do acido fitalaldeidico ndo contém fragmentos que estao
frequentemente presentes em medicamentos comerciais (LIPINSKI, 2004;

PROUDFOOT, 2012).
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A solubilidade em agua de um composto afeta significativamente a sua
absorcdo bem como suas caracteristicas de distribuicdo. Em geral, é desejavel
a obtencdo de compostos que sejam sollveis no meio biolégico. Um parametro
para avaliar a solubilidade é LogS. Mais de 80% dos farmacos disponiveis no
mercado possuem valores estimados de LogS superiores a -4 (ALAFEET et al.,
2012). No caso dos compostos 24 e 26, os valores de LogS (-4,41 e -4,04,
respectivamente) sdo mais baixos, em comparagcdo com 0S outros na seérie
(Tabela 4).

Valores de drug-score podem ser utilizados para avaliar o potencial
global do composto que o qualifica como uma potencial droga. Os valores sao
a combinacgao de drug-likeness, o risco de toxicidade, e de alguns parametros
fisico-quimicos, tais como o cLogP, solubilidade e de massa molecular
(LIPINSKI, 2004; PROUDFOOT, 2012). Estes valores seriam utilizados para
avaliar o potencial de um candidato a farmaco. Conforme pode ser observado
na Tabela 4, os valores de drug-score dos compostos 16 a 27 e do &cido
fitalaldeidico sdo comparaveis ou superiores em relacdo a droga comercial
Etoposideo (VP-16).

O numero de aceptores de ligacdo de hidrogénio (HBA) foi estimado
considerando o niumero de atomos de nitrogénio e de oxigénio na estrutura
quimica. O numero de receptores de ligacdo de hidrogénio (HBD)
correspondeu a soma dos atomos de hidrogénio ligados aos atomos de
oxigénio e nitrogénio (LIPINSKI, 2004). Os valores destes parametros para 0s

compostos 16 a 27 e do acido fitalaldeidico estdo dentro do limite estabelecido

119



pelas regras de Lipinski. Esta regra sugere que duas ou mais violacdes para
um composto podem representar problemas de biodisponibilidade (LIPINSKI et
al., 2001). Todos os compostos da Tabela 5 apresentam auséncia de violacao
da regra de Lipinski, ao contrario do Epotosideo (VP-16), que possui duas

violagOes da regra.
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Tabela 5 - Calculos de drug-likeness dos compostos 16 a 27, do &cido fitalaldeidico e do etoposideo usando o software

Molinspiration

Célculos pelo Molinspiration Célculos da Pontuacéo de Bioatividade®
Composto
cLogp  TPSA° NONI° Volume pRotB GPCRL ICM KI NRL PI El
AC 0,895 46,533 1 126,015 0 -0,59 -0,04 -1,12 -0,62 -0,95 0,14
16 1,741 63,604 1 211,979 1 -0,60 -030 -1,40 -042 -0,68 -0,11
17 3,016 66,761 2 205,442 1 -0,29 -042 -0,31 -0,20 -0,56 -0,17
18 2,183 100,903 2 243,409 3 -0,01 -034 -0,18 -0,01 -0,25 -0,08
19 1,982 63,604 1 228,566 1 -0,58 -041 -135 -0,32 -0,60 -0,14
20 3,416 66,761 2 222,003 1 -0,29 -049 -0,30 -0,17 -056 -0,21
21 2,584 100,903 2 259,970 3 -0,04 -041 -0,21 -0,01 -0,27 -0,14
22 3,483 63,604 1 261,955 2 -0,39 -029 -1,15 -0,14 -0,35 -0,08
23 4,48 66,761 2 255,392 2 -0,13 -0,37 -0,20 0,03 -0,37 -0,11
24 3,647 100,903 2 293,359 4 0,03 -0,32 -0,19 0,08 -0,17  -0,07
25 2,394 63,604 1 244,803 1 -0,50 -039 -1,31 -0,27 -0,66 -0,20
26 2,394 60,447 0 233,259 1 -0,12 -035 -054 -0,05 -045 0,09
27 0,652 60,447 0 195,554 1 -0,26 -020 -0,85 -0,27 -0,49 0,04
dE'[op 0,698 160,861 3 493,508 5 0,18 -048 -0,38 -0,33 0,12 0,30

AC, 4cido fitalaldeidico; * GPCRL: Ligante GPCR; ICM: Canal Modulador 16nico; KI: Inibidor de Quinase; NRL: Ligante de Receptor Nuclear; PI:
Inibidor de Protease; El: Inibidor de Enzima,” TPSA: Area de Superficie Polar Total, © NONI: nimero de interagcdes OH-NH, d Etop: Etoposideo
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Além de LogP, a area total de superficie polar (TPSA) € um descritor
importante para a previsao das propriedades de transporte de uma substancia,
incluindo a absorcéo intestinal, permeabilidade da monocamada das células
Caco-2, e penetracdo na barreira sangue-cérebro (CLARK, 1999; ERTL et al.,
2000). Este parametro foi calculado utilizando o software Molinspiration com
base na soma das superficies pertencente a atomos polares (geralmente
oxigénio, nitrogénio e hidrogénio) (JARRAHPOUR, 2012). Compostos com
TPSA = 140 A? tendem a apresentar baixa biodisponibilidade oral e TPSA < 61
A? tendem para uma boa biodisponibilidade (CLARK, 1999). Considerando os
valores de TPSA, espera-se que 0s compostos 16 a 27 e do &cido fitalaldeidico
(Tabela 5) apresentem adequada biodisponibilidade, com base na faixa
aceitavel. No entanto, deve ser mencionado que TPSA < 140 A% é um critério
necessario, mas nao suficiente para que uma substancia possua apropriada
biodisponibilidade.

O numero de ligacdes capazes de sofrer rotacdo € um parametro
topolégico simples associado a flexibilidade molecular. Tem-se observado que
este é um importante descritor quando se leva em conta a biodisponibilidade
oral de drogas (VEBER et al., 2002). Os compostos 18, 21 e 24 apresentam
uma maior flexibilidade entre os compostos testados com nRotB = 3, 3, e 4,
respectivamente, ao passo que a droga comercial Etoposideo (VP-16)
apresentou um valor igual a 5 (Tabela 5).

A bioatividade de todos os 13 compostos e do Etoposideo (VP-16) foram
analisados sob diferentes receptores normais do corpo humano, com seis
critérios de atividade de drogas sendo observadas: atividade do ligante de

GPCR, modulacdo de canais ionicos, inibicdo da atividade da quinase,
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atividade de ligante de receptor nuclear, inibicdo da atividade de protease, e a
atividade de inibicdo da enzima. Quanto maior o valor da atribuicAo numérica,
melhor a probabilidade de uma molécula ser ativa. Os resultados destes
parametros sdo apresentados (Tabela 5). Como o etoposideo, todos o0s
compostos estudados apresentam valores numéricos negativos para
modulador de canal i6nico e inibidor da quinase. Nas outras categorias, 0s

valores para algumas isobenzofuranonas foram positivos.

4.4. CONCLUSOES

Os ensaios de avaliagcdo das atividades antiproliferativas das
isobenzofuranonas 16 a 27 e do &cido fitalaldeidico contra duas linhagens de
célulares, leucemia miel6ide e linfoma, mostraram que duas substancias (21 e
23) apresentaram valores de ICsp de suas atividades inferiores ao do farmaco
comercial etoposideo (VP-16) para as células K562 (leucemia mieloide).
Considerando a significativa atividade antiproliferativa apresentada por estas
substancias bem como as favoraveis propriedades fisico-quimicas
determinadas in silico, pode-se dizer que as isobenzofuranonas investigadas
correspondem a protétipos que podem ser explorados na busca por novos
agentes quimioterapicos. Este aspecto é de relevancia considerando que 0s
quimioterapicos atualmente utilizados no tratamento do céncer sao,
frequentemente, citotoxicos e ndo especificos.

Embora nenhuma correlagéo direta foi encontrada entre as propriedades
fisico-quimicas dos derivados isobenzofuranona e a atividade antiproliferativa,
algumas generalizacdes podem ser feitas. Por exemplo, a presenca do grupo
acetila ligado ao anel benzénico dos compostos 17, 18, 20, 21, 23, e 24 parece

aumentar a atividade biologica. Como tendéncia geral, a ligagdo de grupos
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aliciclicos ao nucleo isobenzofuranona produziu compostos com baixa ou
moderada atividade antiproliferativa na concentragdo mais elevada (100 pmol
L™Y). HA uma aparente correlacéo entre os valores de cLogP com a atividade
antiproliferativa destes compostos, uma vez que 0S compostos mais ativos
possuem valores cLogP na faixa de 3,1-4,19. Os outros compostos apresentam

valores inferiores de lipofilicidade.
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