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RESUMO

RODRIGUES, Dayana Alves, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2019.
Compostos fendlicos do bacupari (Garcinia gardneriana), semissintese de
novos derivados da guttiferona-A e atividade biolégica. Orientador: Marcelo
Henrique dos Santos. Coorientador: Antonio Jacinto Demuner.

O estudo da atividade bioldégica de metabdlitos secundarios presentes em plantas
tém sido uma importante ferramenta para a descoberta de novas moléculas de uso
na industria quimica. A espécie Garcinia gardneriana (bacupari) possui compostos
fendlicos, incluindo xantonas, benzofenonas e biflavondides, os quais tem
despertado o interesse em diversos estudos. Estas classes de compostos
apresentam diversas atividades bioldgicas comprovadas, agindo como antialérgicos,
antitumorais, antioxidantes, anti-inflamatoérios, analgésicos antimicrobianos,
leishmanicidas, pesticidas, dentre outras. No entanto, estudos com a G. gardneriana
carecem de maiores aprofundamentos. Esta pesquisa teve a proposta de isolar por
cromatografia em coluna, identificar e quantificar por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE-UV-vis) os compostos majoritarios extraidos das sementes desta
especie, utilizando solvente organico acetato de etila e em seguida, avaliar a
atividade bioldégica do extrato bruto e compostos isolados, em ensaios, inseticida e
fitotoxico. O ensaio inseticida sobre as lagartas Plutella xylostella e Ascia monuste
nao apresentaram atividade potencial contra as lagartas testadas. O ensaio fitotdxico
com Sorghum bicolor (sorgo) indicou que os compostos fukugetina e 7-epiclusianona
tém moderada agao sobre a matéria seca de plantas de sorgo e o extrato bruto ndo
apresentou atividade. Ja a guttiferona-A possui atividade potencial herbicida, pois
reduz a matéria seca de sorgo e causa severas intoxicagdes que podem resultar na
morte das plantas semelhante ao glifosate. De acordo com o potencial bioldgico da
benzofenona natural guttiferona-A, novos estudos foram realizados para o
desenvolvimento de quatro novos derivados etéreos sendo dois inéditos com
rendimento de 50 a 72%. Além destes derivados, a partir da estratégia de
hibridizagdo molecular entre a guttiferona-A e um nucleo 1,2,3-triazdlico via reagao
“click”, foram obtidos 11 derivados triazdlicos inéditos com rendimentos que variam
de 52 a 95%. Todos os constituintes quimicos foram identificados por meio de
técnicas espectroscopicas e espectrométricas (IV, RMN de 1H e 13C e ESI-MS). Em

seguida, a atividade citotéxica dos derivados triazdlicos foi avaliada em trés



linhagens celulares tumorais: MCF-7, A549 e HepG2. Os derivados 14-O-Propargil-
guttiferona-A, 14-O-(1-(4-bromobenzil)-1H-1,2, 3-triazol-4-il)metilguttiferona-A, 14-O-
(1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-1H-1,2, 3-triazol-4-il)metilguttiferona-A e 14-O-(1-(4-
fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metilguttiferona-A  apresentaram redugdo de
viabilidade celular relevante nas linhagens testadas. Embora os derivados
apresentaram menos ativos que a guttiferona-A, os mesmos, exibiram uma

citotoxidade menor que a molécula de partida no ensaio com células normais.

Palavras-chave: Benzofenona. 7-epiclusianona. Fukugetina. Inseticida. Herbicida.



ABSTRACT

RODRIGUES, Dayana Alves, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2019.
Phenolic compounds of bacupari (Garcinia gardneriana), semi-synthesis of
new guttiferone-A derivatives and biological activity. Adviser. Marcelo Henrique
dos Santos. Co-adviser: Anténio Jacinto Demuner.

The study of the biological activity of secondary metabolites present in plants has
been an important tool for the discovery of new molecules of use in the chemical
industry. The species Garcinia gardneriana (bacupari) has phenolic compounds,
including xanthones, benzophenones and biflavonoids, which has aroused interest in
several studies. These classes of compounds present several proven biological
activities, acting as antiallergics, antitumor, antioxidants, anti-inflammatories,
antimicrobial analgesics, leishmanicides, pesticides, among others. However, studies
with G. gardneriana need further study. This research had the proposal to isolate by
column chromatography, to identify and to quantify by liquid chromatography (HPLC)
the major compounds extracted from the seeds of this species using organic solvent
ethyl acetate and then to evaluate the biological activity of the crude extract and
isolated, test, insecticidal and phytotoxic compounds. The insecticide test on Plutella
xylostella and Ascia monuste caterpillars showed no potential activity against the
caterpillars tested. The phytotoxic assay with Sorghum bicolor (sorghum) indicated
that the compounds fukugetin and 7-epiclusianone have moderate action on the dry
matter of sorghum plants and the crude extract showed no activity. Guttiferone-A has
herbicide potential activity, as it reduces the dry matter of sorghum and causes
severe intoxications that can result in the death of the plants. According to the
biological potential of natural benzophenone guttiferone-A, new studies have been
carried out to develop new derivatives of this compound. 6 ether derivatives of
guttiferone-A were obtained, of which 4 were unpublished. In addition to these
derivatives, from the molecular hybridization strategy between guttiferone-A
propargyl and a 1,2,3-triazole nucleus via a click reaction, 11 unpublished triazolic
derivatives were obtained. All chemical constituents were identified by spectroscopic
and spectrometric techniques (IV, RMN de 'H e *C e ESI-MS). Then, the cytotoxic
activity of the triazole derivatives was evaluated in three tumor cell lines: MCF-7,
A549 and HepG2. Derivatives 14-O-Propargyl-guttiferone-A,  14-O-(1-(4-
bromobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methylguttiferone-A, 14-O-(1-(benzo[d][1,3]dioxol-



5-ylmethyl)-1H-1,2, 3-triazol-4-yl) methylguttiferone-A and 14-O-(1-(4-fluorobenzyl)-
1H-1,2,3-triazol-4-yl)methylguttiferone-A showed reduction of relevant cell viability in
the tested strains. Although the derivatives showed less active than guttiferone-A, it

exhibited less cytotoxicity than the starting molecule in the normal cell assay.

Keywords: Benzophenone. 7-epiclusianone. Fukugetin. Insecticide. Herbicide.
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1. Revisao da literatura

Os produtos naturais sdo compostos quimicos sintetizados por um ser vivo,
podendo ser biossintetizados por fungos, bactérias, organismos marinhos, animais e
plantas. O conhecimento das estruturas quimicas e a fungdo biologica
desempenhada no proprio organismo vivo destes compostos servem como espelho
OuU guia para o quimico organico interessado no isolamento, sintese total,
semissintese ou sintese de um novo farmaco ou agroquimico. Neste texto, o foco
sera a respeito da importancia das plantas e seus metabdlitos secundarios como
ferramenta para sintese de novos farmacos, agroquimicos e outros compostos da

industria quimica que auxiliam o homem.

1.1 Importancia das plantas medicinais

As plantas medicinais possuem compostos quimicos que ajudam no alivio
de desconfortos abdominais, intestinais, mal-estar e na cura ou até mesmo na
prevencao de muitas doencas.

A busca por profissionais da saude e também pela populacédo por terapias
alternativas e complementares, como a utilizagdo de produtos naturais, no
tratamento ou cura de suas enfermidades principalmente por pacientes
diagnosticados com doengas crdnicas que, buscam qualidade de vida melhor tem
crescido consideravelmente, ndo somente pelo poder curativo, mas, também pelo
custo mais acessivel quando comparados a medicina tradicional (MENDES et al.,
2018, FIRMO et al., 2011).

O conhecimento tradicional sobre a utilizagdo e emprego dos produtos
naturais no tratamento de diversas profilaxias € universal, porém de expressao
regional, sendo a forma de utilizacdo das fontes naturais diferentes quando
comparada com as diversas organizagdes culturais espalhadas mundialmente
(POSEY 2002).

A sabedoria adquirida ao longo das geragdes dos povos indigenas ou
comunidades sobre a fauna e flora sdo fundamentais no entender, utilizar os
recursos naturais e proteger a biodiversidade natural (BOY et al., 2018).

A natureza é a maior e principal fornecedora das variadas classe de

compostos organicos conhecidos. As grandes classes de compostos, terpenos,
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flavonoides, cumarinas, xantonas, alcaloides, benzofenonas e compostos fendlicos
utilizados hoje pelo homem, sdo oriundos do metabolismo secundario das plantas.
Estas classes de compostos sao denominadas metabdlitos secundarios e sao
responsaveis pela interface quimica entre planta e meio ambiente, os quais ja foram
biossintetizados com finalidades predestinadas de forma a garantir a perpetuacgéo da
espécie no meio que esta inserida, atuando no mecanismo de defesa, planta-planta,
planta-animal, planta-meio ambiente (RODRIGUES et al., 2019).

A biossintese dos metabdlitos secundarios € afetada pelas condigbes
edafoclimaticas, a presenga de microrganismo e insetos predadores ou né&o
(THAKUR et al., 2019). Outros fatores externos também podem afetar na
identificacdo e concentragao dos metabdlitos presentes da planta, como o momento
da coleta do material a ser estudado e a estagao do ano (PASSARI et al., 2014).

Os recursos naturais sdo empregados de diversas maneiras com diferentes
finalidades, sendo os mais utilizados: in natura através de preparacbes caseiras,
onde o cha é a forma mais consumida; sob a forma pulverizada ou extrato bruto
seco, comercializados geralmente em capsulas ou tinturas, podendo conter mais de
uma espécie vegetal (VEIGA JUNIOR et al., 2005; RATES 2001).

A importancia dos estudos dos constituintes quimicos e farmacoldgicos
extraidos de diferentes espécies naturais, como plantas, organismos marinhos,
microrganismos ou fungos, é incessantemente relatada por diversos autores e, sdo
promissores no desenvolvimento de novas drogas (YUNES et al., 2001;
MONTANARI E BOLZANI, 2001).

Os produtos naturais caracterizam-se como importantes blocos construtores
que, sao utilizados na sintese de novos farmacos e agroquimicos em razdo de
apresentarem uma gama de atividades biologicas, tais como, anticancerigenos,
antiofidicos, anestésicos, sedativos, anti-inflamatérios, antibacteriano, antifungico
(HOSSARY et al., 2017; BROWN et al., 2014; CECHINEL FILHO e YUNES 1998).

O isolamento in natura mostra-se como alternativa viavel para obtencao de
moléculas organicas com finalidade farmacoldégica, uma vez que, a sintese de
algumas moléculas organicas naturais em laboratérios é inviavel economicamente
devido a complexidade em suas estruturas quimicas em relagdo ao tamanho e
presenca de centros quirais. Como por exemplo, os alcaloides morfinano (morfina e
codeina) e o diterpeno taxol (Figura 1) (GERARDY e ZENK 1993).
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Figura 1: Estrutura quimica de trés compostos naturais.

H Codeina H Morfina

A motivagao por novas descobertas de compostos farmacologicamente ativos
pode ser atribuida ao alto faturamento das industrias com a venda de medicamentos
de origem natural, aumentando a visibilidade e o interesse dos pesquisadores na
exploracao dos produtos naturais (KATO 2001).

As pesquisas com produtos naturais tém dois enfoques principais: a
etnofarmacologia e a toxicologia, sendo a primeira uma estratégia eficiente, pois
dinamiza os trabalhos de investigacdo cientifica, por indicar espécies a serem
estudadas e os testes bioldgicos a serem realizados, ainda que, inumeras vezes sao
descobertas atividades nao relatadas pela medicina tradicional para determinada
espécie vegetal (TULP e BOHLIN 2004).

O Brasil, apesar de ser um pais dotado de uma rica flora representando 20%
de todas as espécies de plantas conhecidas mundialmente, somente 5% destas tém
sido estudadas fitoquimicamente. Quando se considera o numero de plantas
submetidas a ensaios biologicos esse percentual € ainda menor (CECHINEL FILHO
& YUNES, 1998). Entretanto, a comunidade cientifica ja tem demonstrado interesse
em validar as plantas utilizadas na medicina popular, principalmente quando se
refere ao desenvolvimento de novos fitoterapicos e fitofarmacos, os quais
beneficiaram as industrias brasileiras e a populagdo (CECHINEL FILHO & YUNES
1998, YUNES et al., 2001).

Sob este aspecto, dentre as iniUmeras espécies ja estudadas, foi selecionado
para este trabalho a espécie Garcinia gardneriana, detentora de um arsenal quimico
(metabdlitos secundarios) valioso e com propriedades farmacoldgicas contra varias
doengas (CASTARDO et al., 2008; DELLE MONACHE et al., 1988 e 1983; CORREA
et al., 1984; BRAZ-FILHO et al., 1970).
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1.2. Garcinia gardneriana

A G. gardneriana é conhecida popularmente como bacupari, bacuri, poroco e
bacuripari pertencente a familia Clusiaceae ou Guttiferae. A familia Guttiferae é
composta por arvore, arbusto, erva de interesse econémico, madeiras nobres e
importantes derivados quimicos de interesse industrial e farmacolégico (FERREIRA
et al., 2012). Entre as principais classes quimicas presentes nesta familia, destaca-
se a ocorréncia de xantonas, benzofenonas e compostos fendlicos. Tal espécie faz
parte de uma familia de 47 géneros, entre eles, Buchanani, Vismia, Terpnophylla,
Garcinia, Clusia, Cratoxylum, Harungana, Mesua, Hypericum, Kielmeyera e mais de
mil espécies que estao agrupadas em seis subfamilias, amplamente espalhadas por
todo territério brasileiro (DEROGIS et al., 2008).

A Garcinia gardneriana € uma arvore frutifera de pequeno porte, com até 5
metros de altura, folhas opostas, pecioladas e coriaceas. Possuem botdes florais,
frutos (baga amarelo) com comprimento variando de 1,5 a 2,5 cm, largura de 1,5 a
2,0 cm, contendo polpa branca mucilaginosa, adocicada e comestivel, envolvendo a
semente (Figura 2), cultivada em diferentes partes do territorio brasileiro, em
destaque os estados do Rio Grande do Sul, Ceara e Minas Gerias (COELHO et al.,
2008).

Figura 2: Partes aéreas da espécie Garcinia gardneriana: a) folhas e fruto, b)
semente, c) fruto.
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1.3. Importancia da espécie G. gardneriana

A G. gardneriana, além da presenca dos compostos fendlicos, cumarinas,
biflavonoides, xantonas e benzofenonas caracteristicos da familia Guttiferae, esta
planta € muito conhecida pela presenca de latex (DEROGIS et al., 2007) e
fornecimento de madeira de pequenas dimensdes para a construgao civil (CORREA
1984).

Estudos fitoquimicos realizados com folhas e casca do tronco da espécie G.
gadneriana orientado para o isolamento de substancias com efeitos analgésicos
possibilitou obtengcdo de 4 biflavondides (Figura 3), identificados como
volkensiflavona (1), GB-2a (2), fukugetina (ou morelloflavone) (3) e fukugesida (4)
(CECHINEL-FILHO et al., 2000).

Figura 3: Biflavonoides isolados da espécie G. gardneriana.

Esses compostos, especialmente a volkensiflavona, apresentaram
consideravel efeito analgésico. Os flavondides (volkensiflavona, GB50-2a, GB-1a,
fukugetina, fukugesida) encontrados no extrato bruto hidroalcodlico das folhas de G.
gardneriana apresentaram agao analgésica nos processos de inflamagao, assim

como atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas
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(VERDI et al., 2004). Estudos realizados por CASTARDO et al., (2008) comprovaram
a acao anti-inflamatéria do extrato alcodlico das folhas da espécie G. gardneriana
atribuido aos biflavonoides fukugetina e GB-2a.

Outros estudos realizados com o extrato etandlico da casca da espécie
Garcinia brasiliensis da mesma familia que a espécie G. gardneriana, o extrato
continha a benzofenona 7-epiclusianona e o biflavonoide morfoflavona, apresentou
atividade anti-obesidade em ratos obesos (MOREIRA et al., 2017).

Além dos biflavonoides, também foram isolados importantes benzofenonas,
como: guttiferona-A, garciniafenona e 7-epiclusianona (CRUZ et al., 2006; ALVES et
al., 1999). Estas benzofenonas s&o substancias fenodlicas apolares que exibem
aumento na hidrofobicidade a medida que aumenta o numero de grupo funcional
prenila ligado ao composto (SANTA-CECILIA et al., 2012).

1.4. Benzofenonas

O interesse dos pesquisadores pelas benzofenonas esta relacionado as
inumeras atividades farmacoldgicas ja comprovadas, bactericida, antialérgico, anti-
infamatério, antihiperglicémico, antitumoral, antipirético, antihelmintico, antisecretor,
antiulcerogénico, agente contra filariose, depressor e estimulante do sistema
nervoso central, shistosomicida, musculo-relaxante, agente antiparkinsonismo
(HONGTHONG et al.,, 2016; DONGMO et al., 2007; TCHAMADEU et al., 2010;
KUETE et al., 2007; SILVA et al., 2013; NGUEMFO et al ., 2007).

As benzofenonas sado cetonas aromaticas (Figura 4) de origem sintética ou

natural (Figura 4).

Figura 4: Estrutura quimica geral das benzofenonas.
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A diversidade estrutural das benzofenonas é devido a diferentes substituicdes
por grupos prenil, geranil e a presenga ou ndo de hidroxila no anel B, permitindo
diferentes rearranjos para formar novos esqueletos (WU et al., 2014).

As benzofenonas podem ser agrupadas em dois grandes grupos. O primeiro
refere-se aquele que possui o esqueleto basico da benzofenona, tendo o anel
benzénico A e B completos.

O outro grupo é representado pelas benzofenonas em que o anel B é
substituido por grupos prenila, geranila e, portanto, no anel B pode haver diferentes
possibilidades de formagdes de anéis bi, tri ou tetraciclicos, além de epdxidos
(BAGETT et al., 2005).

A familia Guttiferae destaca-se pela presenca de benzofenonas com estrutura
[3.3.1]nonano-2,4,9-triona ligado a um anel fenilico substituido 13,14-dihidoxilado.

BAGETT et al. (2005) em seus estudos sobre possiveis rotas biossintéticas
das benzofenonas utilizando C e °H, concluiu que o anel A é derivado do
aminoacido fenilalanina da rota do chiquimato e a por¢céo B é derivado da rota mista
acetato/malonato obtido a partir da condensacao de trés acetatos, catalisado pela
enzima benzofenona sintase (BPS), formando assim o esqueleto C13 caracteristico
da benzofenona (Figura 5). Na formacao dos derivados hidroxilados e prenilados, o
esqueleto é modificado havendo uma grande diversidade estrutural (LIU et al,
2003).

Figura 5: Biossintese da estrutura basica da benzofenona.
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De um modo geral, as benzofenonas polipreniladas sao caracterizadas por
um nucleo biciclo[3.3.1Jnonano-2,4,9-triona ou biciclo[3.2.1]octano-2,4,8-triona

oxigenado e substituido ao qual estdo ligados grupos benzoila, em C-1 ou C-3, e
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cadeias laterais CsHg ou C1oH17 (prenila, geranila, etc.) (BEERHUES et al., 2009). As
benzofenonas do tipo sampsonionas sao consideradas mais raras e complexas
estruturalmente, possuem um esqueleto ftriciclo (Figura 6) (FREDERICO et al., 2004
e LIU et al., 2003).

Figura 6: Algumas benzofenonas naturais preniladas.

(¢}
fe) HO

Cariferona-A (simples)

7-epiclusianona-A Gutiferona-A
poliprenilada poliprenilada

Sampsonionas

A guttiferona-A e a 7-epiclusianona (figura 6) s&o benzofenonas
polipreniladas de grande interesse farmacologico, devido as varias atividades
relacionadas a este metabdlito.

Estudos realizados por alguns autores determinaram varias atividades
associadas ao metabdlito guttiferona-A como, atividade anti-HIV (GUSTAFSON et
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al., 1992), atividade anticancer (ANDREU et al., 2011), anticolinesterasica e
leishmanicida (LENTA 2007), inibidor da tripsina, papaina e catepsina B e G
(MARTINS et al., 2009), plasmodicida (MARTINS et al., 2009; PEREIRA et al.,
2010), antibacteriana (NALDONI et al., 2009), tripanomicida (ABE et al., 2004).

Uma série de éteres e ésteres derivados da guttiferona-A foram sintetizados
e em seguida avaliadas as suas atividades, antiplasmodiais, tripanocidas e
antileishamania. Alguns destes derivados apresentaram promissoras atividades
antiparasitaria, contra o Plasmodium falciparum, Trypanossoma brucei e Leishmania
(FROMENTIN et al., 2013).

Em outros estudos, DIAS et al. (2012) sintetizaram seis diferentes derivados
ésteres, benzilicos e alquilicos da guttiferona-A e avaliaram sua atividade
antimicrobiana em fungos patogénicos do género Candida, antibacteriano, em
bactérias gram-negativas e gram-positivas patogénicas do género Staphylococcus
sp., entre outros géneros de bactérias. Os autores comprovaram que os derivados
da guttiferona-A além de serem mais potentes que a molécula original, também
foram mais potentes que as drogas comerciais utilizadas na terapéutica.

Tendo em vista as muitas atividades biolégicas oriundas de produtos
naturais e o grande potencial de compostos presentes na espécie G. gardneriana,
neste trabalho objetivou-se o isolamento das benzofenonas, guttiferona-A e 7-
epiclusianona e o biflavonoide, fukugetina presentes nas sementes da espécie G.
gardneriana e sintese de novos derivados do metabdlito guttiferona-A a fim torna-lo

mais potente e em seguida avaliagdo da atividade biolégica destes compostos.
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2. JUSTIFICATIVA

Os metabdlitos secundarios de plantas sdao uma importante
alternativa para a industria quimica na busca por novos prototipos
bioativos, podendo ser uma estratégia bem-sucedida na descoberta de
novos farmacos e agroquimicos, dado comprovado pela maioria das
inovacoes produzidas pelas grandes industrias. Tal afirmacao pode estar
relacionada a biossintese in natura que, ja possui uma finalidade biolégica
importante, ao contrario de moléculas organicas puramente sintéticas.

No cenario atual, varios setores carecem da descoberta de novos
compostos, por exemplo, na agricultura, a resisténcia das plantas
daninhas, dos microrganismos (fungos, bactéria, acaros) e outros seres
vivos (nematoides, insetos, etc.) vém aumentando ano apos ano e
causando grandes prejuizos as lavouras. Tal fato deve-se a perda da
seletividade ou resisténcia adquirida aos antibidticos e agroquimicos
anteriormente utilizados, resultado da exposigdo excessiva do mesmo
composto a praga alvo. Sendo assim, € imediata a necessidade de
introdugdo no mercado de novas moléculas organicas promissoras neste
cenario, a fim de aumentar a rotacdo de moléculas e assim reduzir a
pressao de selecado. Outro setor com a mesma necessidade é a industria
de farmacos, que busca alternativas para o rodizio de medicamentos e a
introducado de compostos mais eficientes para as mais diversas doencgas.

As espécies do género Garcinia possuem classe de compostos
promissores em atividades biolégicas como: fendlicos, benzofenonas,
biflavondides e xantonas. Este género tem sido objeto de estudo por
muitos pesquisadores, dos quais ja se estudaram a relevancia biolégica
das sementes, frutos, folhnas e cascas. As benzofenonas e compostos
fendlicos, por exemplo, possuem um amplo espectro de atividades
biolégicas, destacando as atividades, anticancer, leishmanicida,
antibacteriano e fungicida. A espécie G. gardneriana € uma das mais
promissoras do género e das que mais carecem de estudos sobre a

atividade biolégica de seus metabdlitos secundarios. Sendo assim, este
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estudo se justifica por propor o isolamento dos constituintes majoritarios
da G. gardneriana e produgdo de novos derivados do metabdlito
guttiferona-A a fim de torna-los mais potente e em seguida avaliagdo da
atividade bioloégica destes compostos, tanto na agdo agroquimica quanto

farmacoldgica.



38

3. Material e métodos

Os solventes utilizados para extragao e isolamento dos compostos
fendlicos foram de grau PA adquiridos do Sigma Aldrich. E os solventes
utilizados na cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram grau
CLAE adquiridos do Sigma Aldrich.

3.1 Equipamentos cromatograficos

Para a caracterizacao do perfil quimico do extrato, e verificagéo
da pureza dos compostos isolados descritas neste trabalho, foram
utilizadas as seguintes técnicas cromatograficas: cromatografia em
camada delgada (CCD), cromatografia em coluna (CC), cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de UV-Vis (CLAE-UV).

3.1.2 Cromatografia em coluna

Inicialmente o extrato em acetato de etila das sementes (EAE) foi
submetido a cromatografia liquida em coluna a fim de isolar e purificar os
compostos majoritarios presentes nas sementes da espécie G.
gardneriana. Foi utilizado silica-gel (70-230 mesh) como fase estacionaria
e como fase moével um gradiente entre hexano e acetato de etila

acidificada com 0,5% de acido acético.

3.1.3 Cromatografia em camada delgada

O extrato foi analisado e o isolamento foi monitorado usando placa
para cromatografia de camada delgada (CCD) com base de aluminio
(Macherey-Nagel DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SiL (G/UV 254). Apos
eluigdo a placa de CCD foi observada sob luz UV (A = 254 nm) e revelada

com solugao de vanilina.
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3.1.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV-Vis (CLAE-
uv)

Para a obtencdo dos perfis cromatograficos do extrato bruto e
quantificacdo dos compostos isolados empregou-se um cromatografo
liguido de alta eficiéncia (modelo Shimadzu, bomba LC 20AT) com
detecgéo por espectroscopia UV-Vis, injetor automatico modelo SIL-10% e
forno Shimadzu (CTO 10 ASVP).

A analise cromatografica foi realizada em coluna de fase reversa
utilizando uma coluna analitica C18 Shimadzu VP-ODS (150 mm
comprimento e 4,6 mm de didmetro interno). As amostras foram filtradas
em filtro 0,45 ym antes da injecao (20 uL).

Inicialmente foi realizada a injegdo (20 pL) dos compostos
(fukugetina, guttiferona-A e 7-epiclusianona) isolados da planta e
dissolvidos em acetonitrila, apos a obtengao dos tempos de retencédo de
cada padrao foi realizado a injecdo (20 pyL) do EAE e identificado os
tempos de retencdo dos padrdes no extrato bruto nas mesmas condigdes.
Apods identificacdo dos tempos de retencdo dos padrées no extrato foi
realizado a otimizag&o cromatografica.

A otimizacao cromatografica foi realizada priorizando a separagao
dos compostos majoritarios (guttiferona-A, 7-epiclusianona e fukugetina)
presentes no EAE, visando um menor tempo de corrida e melhor simetria
dos picos referente a cada composto. As variaveis empregadas foram,
fluxo 1,0 mL min-1, temperatura do forno de 30 °C, fase movel foi
empregada no modo isocratico, 80:20 acetonitrila/agua acidificada com
0,5 % de acido ortofosférico, comprimento de onda 254 nm.

Para a quantificagdo dos compostos maijoritarios presentes no
EAE da espécie Garcinia gardneriana, foi construida uma curva analitica
para cada composto isolado. Foi preparada separadamente uma solugao
estoque de 5,0 mg/ mL em acetonitrila grau HPLC para os padrdes e
dessa solucao estoque foram preparados todos os pontos da curva. A
faixa de concentracdo empregada para a preparagcao da curva analitica
para cada padrao foi, 2,0; 1,8; 1,7; 1,5; 1,3; 1,0; 0,7 € 0,5 mg mL™" para a
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guttiferona-A, 2,0; 1,8; 1,5; 1,3; 1,0; 0,7; 0,5; 0,25 mg mL™" para a 7-
epiclusianona e 1,00; 0,70; 0,50; 0,40; 0,25; 0,12; 0,06 e 0,01 mg mL""
para a fukugetina. O EAE (5,0 mg) foram dissolvidos em 1,0 mL de

acetonitrila grau HPLC.

3.2. Espectroscopia no infravermelho (IV)

Os espectros de IV foram registrados num espectrofotdmetro
VARIAN 660-IR (Varian, Palo Alto, CA, USA) equipado com GladiATR
scanning de 4000 para 500 cm™.

3.3. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear.

Os espectros de RMN de 1H (300 MHz) e de 13C (75 MHz) foram
obtidos em um espectrémetro VARIAN MERCURY 300 (Varian, Palo Alto,
CA, USA). Foi utilizado como padrdo de referéncia interna o TMS
(tetrametisilano), cloroférmio (CDCI3) e dimetilsufoxido (DMSO-d6)
deuterados como solventes. Os dados do RMN de "H foram apresentados
como: deslocamento quimico (6) ppm, multiplicidade, o numero de
hidrogénios e valores de J em Hertz (Hz). A multiplicidade séao
apresentadas com as seguintes abreviaturas: s (simpleto), d (dupleto), d d

(duplo dupleto), t (tripleto), m (multipleto).
3.4. Espectrometria de massas de alta resolugédo (HRMS)

A analise de espectrometria de massas de alta resolugao foi
realizada na Universidade Estadual de Maringa em parceria com
professor Eduardo Pilau. Foi utilizado para as analises um
espectrofotometro Quattro micro APl Waters (Milford, MA, EUA) com fonte
de eletrospray. O software de aquisi¢ao utilizado foi o manual MassHunter
Data Acquisition.
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4. Procedimento Experimental

4.1 Coleta e classificagao do material vegetal

As sementes da espécie G. gardneriana utilizadas para o objeto
de estudo quimico foram coletadas na Mata-do-Paraiso, regido de Vigosa-
MG, Brasil (coordenadas: 20°47°48.6’S 42°51°35.6"W). A coleta foi
cadastrada no SISGEN que recebeu o cédigo ATDE111.

4.2. Preparagao dos extratos

As sementes frescas (1,500 kg) foram submetidas ao processo de
extragdo por maceragdo em acetato de etila durante cinco dias sendo
trocado o solvente a cada 24 horas. A cada 24 horas a solugdo em
acetato de etila foi filtrada concentrada em evaporador rotativo a 40 °C e o
solvente extrator foi retornado ao recipiente contendo as sementes
trituradas. Ao final dos cinco dias foram obtidos 107,6 g de extrato de

acetato de etila (EAE). A torta foi desprezada.

4.3. Isolamento dos constituintes quimicos

O EAE (1,074 g) foi submetido a cromatografia em coluna (CC) de
vidro 3,4x20 cm e eluida com misturas de hexano/acetato de etila
contendo 0,5% de acido acético em ordem crescente de polaridade.
Foram coletadas 110 fragcdes de 15 mL cada e estas analisada por
cromatografia em camada delgada (CCD) sendo reveladas sob luz
ultravioleta (A = 254 nm) e com soluc¢ao de vanilina em acido sulfurico.

As fragdes 3 a 12 com a mesma similaridade observada na CCD
contendo a 7-epiclusianona foram reunidas e submetidas novamente a
CC, utilizando como fase mével uma mistura de hexano/acetato de etila
(95:5 v/v), e, depois, precipitada em metanol.

As fragdes 32 a 78 contendo a guttiferona-A foram reunidas e
submetidas novamente a CC utilizando como fase mével uma mistura de

hexano/acetato de etila (6:1) com 0,5% de acido acético, concentradas
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em rotaevaporador a 40 °C sob pressio reduzida. O residuo oleoso foi
tratado com hexano gelado e deixado em repouso por 12 horas. Apos
este tempo foi observado a precipitacdo de um sodlido amarelado. O
hexano extrator foi concentrado em rotaevaporador a 40 °C sob pressao
reduzida obtendo um residuo oleoso. O procedimento de lavagem do
residuo oleoso com hexano gelado foi repetido e o precipitado amarelado
foi reunido com o precipitado obtido anteriormente.

As fragcbes 82 a 98 contendo o biflavonoide fukugetina foram
reunidas e submetidas novamente a CC, utilizando como fase mével uma
mistura de hexano/acetato de etila (2:1 v/v).

As demais fracbes nao foram trabalhadas devido a pequena

quantidade/ou complexidade de isolamento.

4.4. Dados espectrométricos dos compostos isolados

7-epiclusianona

Caracteristica: sélido amarelado.
CCD: Rf: 0,58 (Hexano/ Acetato de etila 15:1 v/v).
PF: 92-93 °C.

IV (ART) vmax/cm™: 2962, 2912, 2855, 1725, 1671, 1606, 1546, 1440,
1388, 1281, 1178, 956, 750, 690.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &: 7,54-7,49 (m, 3H, H-12/H-14/H-16);
7,40-7,34 (m, 2H, H-13/ H-15); 5,23-4,80 (m, 3H, H-20/ H-25/H-30 ); 2,77-
1,80 (m, 8H, H-8/H-19/H-24/H-29); 1,78-1,48 (s, 18H, H-22/H-23/H-27/H-
28/H-32/H-33); 1,43 (m, 2H, H-7); 1,30-0,97 (s, 6H, H-17/ H-18),

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) &: 208,0 (C-9); 196,7 (C-10); 197,7 (C-2);
193,6 (C-4); 132,6 (C-14); 127,8 (C-13/C-15); 136,8 (C-11); 134,8 (C-
21/C-31); 134,6 (C-21/C-31); 132,8 (C-26); 129,0 (C-12/C-16); 127,8 (C-
13/ C-15); 123,5 (C-25); 119,7 (C-20); 115,8 (C-3); 68,7/65,5 (C-5);
63,2/58,4 (C-1); 48,8 (C-6); 46,6 (C-7);40,3 (C-8); 30,5 (C-29); 28,9 (C-



43

24); 26,9 (C-17); 26,5-25,7 (C-27/C-23/C-33/ C-19); 22,5 (C-18); 18,1-17,1
(C-22/ C-28/ C-32).

ESI-MS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M+H]+: Calculado para C33H4204:
503,3155; encontrado 503,3167.

Guttiferona-A

Caracteristica: sélido amarelo.

CCD: Rf: 0,43 (Hexano/ acetato de etila 6:2 v/v).
PF: 120-123 °C.

IV (ART) vma/em™: 3520, 2970, 2912, 2857, 1726, 1639, 1601, 1434,
1380, 1281, 1194, 777, 563, 483, 447.

RMN de "H (300 MHz, CDCl;) &: 7,03-6,95 (m, 2H, H-12/H-16); 6,54 (d,
1H, H-15, J = 8,22 Hz); 4,78-5,22 (m, 4H, H-20/ H-25/H-30/H-35); 2,74-
1,88 (m, 10H, H-34/H-24/ H-29/H-19/H-8/H-7); 1,78-1,48 (m, 25H, H-22/H-
23/H-27/H-28/H-32/H-33/H-37/H-38); 1,33-1,21 (m, 5H, H-17/H-18).

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) &: 207,8 (C-9); 198,7 (C-10); 196,8 (C-2);
194,8 (C-4); 149,7 (C-14); 143,8 (C-13); 135,3-134,9 (C-21/C-31); 133,0
(C-26/C-36); 127,9 (C-11); 124,0-123,6 (C-30/C-35); 123,6 (C-16); 119,9-
118,3 (C-20/C-30); 116,5 (C-12); 115,7 (C-3); 114,7 (C-15); 69,6-66,7 (C-
5); 62,9-58,8 (C-1); 50,9 (C-6); 40,0 (C-7); 38,1 (C-8); 35,6 (C-17); 30,5
(C-24); 28,5 (C-29); 26,0-25,3 (C-22/C-27/C-32/C-34/C-37); 19,4-17,5 (C-
18/C-33/C-23/C-28/C-38).

ESI-MS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M+H]+: Calculado para CsgHsoOs:
603,3680; encontrado 603,3639.

Fukugetina (ou Morelloflavona)

Caracteristica: sélido amarelo.

CCD: Rf: 0,28 (Acetato de etila/ hexano 2:1 v/v).
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PF: 233-235 °C (com decomposigao) .

IV (ART) vmalem™: 3232, 1642, 1602, 1519, 1368, 1253, 1162, 1087,
833, 528.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d) 5: 12,6 (s, OH-5); 12,0 (s, OH-5'); 7,49
(s, 2H, 6™/2""): 7,23 (dd, 2H, H-5'/H-3", J = 7,0 Hz); 7,02 (d, 1H, H-5"", J =
7.9 Hz): 6,71 (d, 1H, H-8"); 6,53 (dd, 2H, H-6'/H-2’, J = 8,1 Hz); 6,47 (s,
1H, H-8); 6,40 (s, 1H, 6”) 6,35 (s, H-3", J = 5 Hz); 6,03 (d, 6H, J = 1,9 Hz);
5,87 (d, 1H, H-2, J = 12,4 Hz); 4,98 (d, 1H, H-3, J = 12,4 Hz)

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-d6) 5: 197,8 (C-4); 182,7 (C-4"); 168,5 (C-
7); 1651 (C-5); 164,1 (C-2”/C-7"); 163,3 (C-9): 161,9 (C-5”); 159,0 (4');
155,8 (C-9”); 151,3 (C-4"); 147,4 (C-3”); 144,8 (C-2); 128,7 (C-1’);
122,8 (C-1"); 119,3 (C-6""); 116,56 (C-5"); 115,6 (C-8'/C-5/C-3'/C-2");
104,1 (C-10"); 103,6 (C-3"); 102,8 (C-10); 101,8 (C-8"); 99,2 (C-6"); 97,4
(C-6); 94,4 (C-8), 82,2 (C-2); 50,1(C-3).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]+: Calculado para CzoH2011:
557,1078; encontrado 557,1076.

Os dados espectrométricos dos compostos isolados estdo de
acordo com os trabalhos de PICCINELLI et al., 2005 e de DIAS et al.,
2012.
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5. Resultados e discussao

5.1 Preparo do extrato e isolamento dos compostos majoritarios

Inicialmente foi realizada analise em cromatografia em camada
delgada (CCD) para o extrato em acetato de etila (EAE) e os padrbes

isolados, guttiferona-A, 7-epiclusianona e fukugetina (Figura 7).

Figura 7: Cromatografia em camada delgada (CCD), da esquerda para
direita; Extrato bruto da semente de Garcinia gardneriana em acetato de
etila (EAE); padrao da bezofenona natural guttiferona-A (G-A), padréao da
benzofenona natural 7-epiclusianona (7-EP) e padrdo do biflavonoide
natural fukugetina (FUK). Eluente hexano/acetato de etila (7:3 v/v)

revelado com solugao de vanilina em acido sulfurico.

EAE g-A 7-EP FUK

O fracionamento do EAE (1,07 g) foi realizado utilizando CC e
foram obtidas 115 fragdes. As fragdes foram agrupadas de acordo com a
similaridade observada por CCD. A benzofenona natural 7-epiclusianona
foi obtida nas fragbes 3 a 12. As fragdes foram agrupadas obtendo 0,360

g, submetidas novamente a CC obtendo-se 0,180 g do composto puro.
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A benzofenona guttiferona-A foi obtida nas fracées 32 a 78. Essas
fragbes foram reunidas e submetidas novamente a CC e obtendo-se
0,250 g de um solido amarelado.

O biflavonoide fukugetina foi obtido nas fragcbes 82 a 88. Essas
fragbes foram reunidas e submetidas novamente a CC obtendo-se 0,078

g de um solido amarelo.

5.2. Identificagdo e quantificacédo

A separacgdo, identificacdo e quantificacdo dos compostos
isolados EAE da espécie G. gardneriana obtido durante o
desenvolvimento do trabalho foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) em fase reversa. Foram quantificados os trés
compostos majoritarios guttiferona-A, fukugetina e 7-epiclusianona.

A identificacdo dos compostos foi feita a partir da comparacgéo do
tempo de retencgao (tr) dos picos observados no cromatograma do extrato
bruto EAE (5 mg/mL) (Figura 8) com os padrdes isolados, diluidos em

acetonitrila e injetados separadamente (Figura 9).

Figura 8: Cromatograma do EAE da espécie G. gardneriana, 1)fukugetina
(tr= 1,8 min), 2) guttiferona-A (tg= 26,3 min) e 3) 7-epiclusianona (tr= 37,2
min). Coluna C18, fluxo 1,0 mL min™, acetonitrila/agua com 0,5% de acido

ortofosférico (80/20 v/v), comprimento de onda de 254 nm, 30 °C.
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Figura 9: Cromatograma dos padrées, 1) fukugetina (tr= 1,8 min), 2)
guttiferona-A (tr = 26,3 min) e 3) 7-epiclusianona (tg = 37,2 min), coluna
C18, fluxo 1,0 mL min-1, acetonitrila/agua com 0,5% de acido ortofosférico
(80/20 v/v), comprimento de onda de 254 nm, 30 °C.
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5.3 Quantificagédo dos compostos isolados no EAE

Para a quantificacdo dos compostos isolados foi construida uma
curva analitica separadamente para a guttiferona-A (Figura 10), 7-

epiclusianona (Figura 11) e fukugetina (Figura 12).

Figura 10: Curva analitica do composto guttiferona-A preparado em
acetonitrila, coluna C18, fluxo 1,0 mL min™, acetonitrila/agua com 0,5% de

acido ortofosférico (80/20 v/v), comprimento de onda de 254 nm, 30 °C.
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Figura 11 Curva analitica do composto 7-epiclusianona preparado em
acetonitrila, coluna C18, fluxo 1,0 mL min™, acetonitrila/agua com 0,5% de

acido ortofosférico (80/20 v/v), comprimento de onda de 254 nm, 30 °C.
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Figura 12: Curva analitica do biflavonoide natural fukugetina preparado
em acetonitrila, fluxo 1,0 mL min™, acetonitrila/agua com 0,5% de acido

ortofosférico (80/20), comprimento de onda de 254 nm, 30 °C.

35000000 | Y =87310,32908 + 3,3104E7
R2=0999 /-

30000000
>
£

25000000
20000000
15000000

10000000

5000000 /
0

0.0 02 0.4 06 08 10

Resposta do Detector

Concentracdo (mg L")

Segundo a ANVISA 2003, a linearidade é a capacidade de uma
metodologia analitica demonstrar que os resultados obtidos sé&o
diretamente proporcionais a concentragao de um analito na amostra, em
um intervalo especificado. Sendo esse intervalo composto por no minimo
5 concentragdes distintas. O principal critério para se avaliar uma boa
linearidade € o coeficiente de correlagéo. O coeficiente de correlagao igual

a 1, indica uma baixa dispersdo dos pontos experimentais e incerteza nos
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coeficientes de regressao estimados, sendo assim a ANVISA sugere que
o valor desse coeficiente deve ser igual ou superior a 0,99. Desta forma,
esta técnica de andlise pode-se determinar de forma confiavel a
concentracdo de um determinado analito. Neste trabalho foi determinado
a concentragcdo dos compostos empregando as equagdes da reta obtidas
através da curva analitica para cada composto guttiferona-A, 7-
epiclusianona e fukugetina foram obtidos, 1,13 mg mL™, 0,46 mg mL" e
0,7 mg mL" para os compostos respectivamente contidos em 5 mg de
extrato bruto EAE.

5.3 Caracterizagao dos compostos isolados

Elucidagdo estrutural dos compostos isolados (7-epiclusianona e

guttiferona-A).

Os compostos isolados da espécie G. gardneriana foram
caracterizados por infravermelho, faixa de fusdo e espectrometria de
ressonancia magnética nuclear de 'H, e 'C unidimensional e
bidimensional.

O composto natural de férmula molecular C33H4204 (Figura 13) com
massa molecular de 502,31g € um sodlido levemente amarelado,
t-= 37,15 min, eluente acetonitrila/agua com acido ortofosférico (8:2:0,5%
viviv). O espectro de IV (Figura 14) apresentou bandas caracteristicas em
1725 (C=0 nao conjugada) e 1671 (C=0O conjugada), bandas de
deformacdo axial assimétrica de C-O em 1178 cm™ apresenta bandas
intensas em 2855 e 2912 cm™ caracteristico de deformagado axial C-H e
em 1440 cm™ referente a deformagdo angular de C-H. Também foram
observadas bandas de deformacdo axial (C=C) de anel aromatico em
1606 cm™.
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Figura 13: Férmula estrutural da 7-epiclusianona.

Figura 14: Espectro no Infravermelho (ATR) da 7-epiclusianona.
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Estudos de elucidacéo estrutural para a 7-epiclusianona realizados
por DOS SANTOS et al. (1998) a partir dos dados cristalograficos

comprovaram a presencga de dois tautdmeros (Figura 15).
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Figura 15: Equilibrio tautomérico em solugao para a 7-epiclusianona.

Neste mesmo trabalho, os autores compararam seus dados com os
dados cristalograficos para a molécula clusianona (Figura 16) realizados
pelos autores McCCANDLISH (1976).

Figura 16: Férmula estrutural para a molécula clusianona.

McCANDLISH (1976) concluiu que a clusianona cristalizada pode
ser representada como tautémeros das estruturas A, B e C, D (Figura 17).
A contribuicdo relativa das estruturas C e D foram consideradas sem

importancia significativa, sendo que a estrutura D possui um hidrogénio
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ligado ao carbono C-3 muito acido desfavorecendo ainda mais a formacéo

desse intermediario.

Figura 17: Equilibrio tautomérico para a molécula clusianona.

Os dados de raios X da molécula 7-epiclusianona feitos por DOS
SANTOS et al. (1998) permitiram dedugbes analogas ao proposto por
McCANDLISH (1976), ja que a diferenca estereoquimica entre os dois
produtos naturais 7-epiclusianona e clusianona restringe-se apenas ao
carbono quiral C-7. Sendo assim, devido a existéncia do equilibrio
tautomérico para essas moléculas, os sinais sdo duplicados nos espectros
de RMN. Outros autores, DEROGIS et al.,2007, mostraram que
dependendo do solvente utilizado nas mensuracdes de RMN para as
benzofenonas polipreniladas a duplicidade de sinais pode ser vista.
DELLE MONACHE et al. (1991) concluiu que quando se utiliza em CgDg a
duplicacao dos sinais ocorre na proporgao 1:1. Ja os pesquisadores DOS
SANTOS et al. (1996) constataram uma proporgao 5:4 quando se utiliza
CDCI; e GUSTAFSON et al. (1992) em seus estudos concluiram que
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quando se utiliza CDCI; como solvente para a benzofenona guttiferona-A
a proporcao é 3:1 atribuido ao equilibrio tautomérico em solugao.

O espectro de RMN de 'H da 7-epiclusianona (Figura 18) e
(Figura 19) confirma seu carater aromatico pelos sinais em &y 7,54-7,49
(m) integrado para 3 hidrogénios, referente aos hidrogénios H-12/H-14/H-
16 e os sinais na regido oy 7,40- 7,34 integrado para dois hidrogénios
referente aos hidrogénios H-13 e H-15. Além dos sinais aromaticos, foi
observada a presencga de sinais largos de hidrogénios ligados a carbono
sp? de ligacdo dupla (C=C-H) caracteristica a prétons vinilicos na regido
on 5,23 - 4,80 integrados para 3 hidrogénios atribuidos aos hidrogénios H-
20, H-25 e H-30.

Foi observada também a presenca de oito sinais em 64 1,78, 1,71,
1,67, 1,62, 1, 57, 1,54, 1,53 e 1,48 integrados para 18 hidrogénios
atribuidos as metilas ligadas aos carbonos vinilicos referente aos
hidrogénios H-22, H-23, H-27, H-28, H-32, H-33 os sinais na regido de oy
1,5 a &4 1,0 integrados para sete hidrogénios referem-se aos hidrogénios
H-7, H-17 e H-18. Da mesma forma, os sinais na regido entre &4 2,77 e
2,00 integrado para 6 hidrogénios foram relacionados aos hidrogénios
alilicos, H-19, H-24, e H-29 indicando a possibilidade de trés grupos
isopentenila e o sinal de multipleto na regiao de o4 2,05 a o4 1,97
integrado para dois hidrogénios refere-se ao H-8. Além destes foi
observado um sinal alargado duplicado na regido o417,76 ppm duplicado
devido a presenca dos tautdmeros, referente ao hidrogénio quelatogénico
da hidroxila OH-4, em anel de seis membros, sugerindo a participagao de

ligacao de hidrogénio intramolecular.



Figura 18: Espectro de RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) da 7-epiclusianona.
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Figura 19: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCIl;) ampliado de 1,0 a 2,8 ppm da 7-epiclusianona.

65L60—

6901 —

96¢1'l —

w0 —
LSEY'T —

WS T~
9519’7~
Whe'1~
£§99°T <
76891 77
9€1L'T

16917
€r081 7

0vL6'1
SNO.N”
YOV0'T

Ns_.mﬂ
e

¥8Y1°T /
S6ST T~
07T\
09777~
LOYTTT
wree \

IIry'c—

1509°C—

£869°T
pIoLT7,
g1zt
seLLt”

~ 0E'T

- 9¢’¢C

RIEYAS

881

029

1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8
ppm

2.0

2.1

2.2

2.7 2.6 2.5 2.4 2.3

2.8

99



56

No espectro de RMN de "C (Figura 20) foi observado dois sinais
em oc 208,0 e oc 196,7 tipicos de carbonos carbonilicos atribuido ao C-9

e C-10. Além destes, trés sinais foram observados os sinais oc 193,6,
115,8 e 197,7 tipicos de um sistema enolizado 1,3-dicetona e atribuidos
aos carbonos C-4, C-3 e C-2. Podemos perceber com mais clareza a
duplicidade do sinal atribuido ao equilibrio tautomérico quando
analisamos os contribuintes A e B (Figura 17, pag 51) para a diferenga de
deslocamento quimico para os carbonos quaternarios C-5 e C-1. Os dois
sinais referentes ao carbono C-5 com o& 68,7 e & 655 o maior
deslocamento quimico de 68,7 ppm pode ser justificado pelo maior efeito
retirador de elétrons do grupo carbonila adicional localizado no carbono C-
4, o0 que esta de acordo com o maior & 63,2 do C-1 quando comparado
com o outro sinal para o0 mesmo carbono C-1 & 58,4. Outros sinais no
espectro de carbono que confirmam essa estrutura de biciclo do tipo
[3.3.1]nonano & 48,9, 46,6 e & 63,2 relacionados aos carbonos C-6, C-7
e C-1. Os sinais referentes aos carbonos aromaticos oc 136,8; 127,8 e &
132,8 referem-se aos carbonos C-11, C-13/C-15, e C-14 e o sinal &
129,00 refere-se aos carbonos C-12/C-16. Outros sinais que merecem
destaque sao os sinais oc 119,7, 123,5, e &c 120,1 atribuidos a C-20, C-25
e C-30.

A partir de uma analise mais detalhada dos mapas de contornos
HSQC e NOESY (Figura 21 e Figura 22) e em comparagdao com os dados
de RMN de 'H e de °C da literatura dos estudos de PICCINELLI et al.
(2005); DIAS et al. (2012); DOS SANTOS et al. (1998 e 1999);
GUSTAFSON (1992); FROMENTI et al. (2013) e MCCANDLISH (1976)
pode-se atribuir os deslocamentos quimicos dos nucleos de hidrogénio e

carbono da molécula 7-epiclusianona (Tabela 1).



Figura 20: Espectro de RMN de C (75 MHz, CDCl;) para a 7-epiclusianona.
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Figura 21: Mapa de contornos HSQC "H — "*C (300 MHz, CDCl,) da 7-epiclusianona.
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Figura 22: Mapa de contornos NOESY 'H — "H (300 MHz, CDCl; ) da 7-epiclusianona.

e MUk
@0 o, &
Y 4
&= - B

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
ppm

59

£9
r17

18



60

Tabela 1: Dados de RMN de 'H e de ™°C da 7-epiclusianona ('H a 300 MHz, °C a 75 MHz,
CDCl3, 6 em ppm, M = multiplicidade).

Posigio o6'H M* &5°C  Posiggo 6'H M 6&6°C
1 - 63,2/58,4 19 204 m 26,9
2 - 196,7 20 523 m 1197
3 - 115,8 21/31 - 134,6
4 - 193,6 22 166 s 182
5 - 68,7/655 23 150 s 27,0
6 - 48,8 24 2,63 28,9
7 144 m 46,6 25 485 m 1235
8 204 m 40,3 26 - 132,8
9 - 208,0 27 169 s 258
10 - 196,7 28 143 s 178
11 - 136,8 29 2,02 30,5
12116 754 m  129,0 30 510 m  120,1
13/15 7,34 m 1278 31/21 - 134,6
14 754 m 1326 32 166 s 18,1
15 734 m 1278 33 1,76 s 26,0
16 754 m 1286
17 1,06 s 26,9
18 113 s 22,5
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O composto de formula molecular CsgHs00s (Figura 23) e com massa
molecular de 602,80 g € um solido amarelado, t; 26,27 min, eluente acetonitrila/agua

com acido ortofosférico (8:2:0,5% v/v).

Figura 23: Estrutura quimica da guttiferona-A isolada das sementes de G.
gardneriana.

22

37

O espectro de IV (Figura 24) apresenta bandas intensas em 2857 e
2970 cm™ caracteristico de deformacdo axial C-H e em 1434 cm™ referente a
deformacao angular de C-H e banda aguda e fina em 3521 cm™ tipica de fensis com
ligagdo de hidrogénio intramolecular. Também foram observadas bandas de
deformagdo axial C=C de anel aromatico em 1601 cm™, de deformacdo axial
assimétrica de C-O em 1194 cm™ além de banda de absorgdo em 1726 cm™
atribuida & carbonila ndo conjugada C-9 e em 1639 cm™ atribuida & carbonila

conjugada C-10.



Figura 24: Espectro no Infravermelho (ATR) da guttiferona-A.
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A partir das andlises espctroscopicas de RMN de 'H e de "*C bem como os
dados da literatura, foi possivel identificar como sendo uma benzofenona
poliprenilada e denominada guttiferona-A. Assim como a 7-epiclusianona, a molécula
guttiferona-A apresenta sinais duplicados nos espectros de RMN que é atribuido ao
equilibrio tautomérico existente em solugéao.

O espectro de RMN de 'H (Figura 25 e Figura 26) confirma seu carater
aromatico pelo dupleto em &4 6,56 (J= 8,22 Hz) refere-se ao hidrogénio H-15 que
esta acoplado com H-16, integrado para 1 hidrogénio. Ja o sinal entre oy 6,95-7,03
(m) integrado para 2 hidrogénios refere-se aos hidrogénios H-12 e H-16. Além dos
sinais aromaticos, foi observado a presenca de quatro sinais caracteristicos a
hidrogénios vinilicos na regiao 4,78-5,22 ppm integrados para 4 hidrogénios
atribuidos aos hidrogénios vinilicos, ligados aos carbonos sp?, dos grupos prenilas,
H-30, H-35, H-25 e H-20.

Foi observada também a presenga dos sinais aparentemente simpletos
sobrepostos gerando um multipleto na regido de oy 1,78 a oy 1,48 integrado para 25
hidrogénios atribuidos as metilas ligadas aos carbonos vinilicos referente aos
hidrogénios H-22, H-23, H-27, H-28, H-32, H-33, H-37 e H-38 e um hidrogénio
referente ao H-7. O deslocamento na regido de 1,44-1,21 integrado para cinco
hidrogénios refere-se aos dois hidrogénios H-17 e aos trés hidrogénios H-18 ligados
ao grupo metila. Da mesma forma, os sinais na regiao entre &y 2,74 a oy 1,82
integrado para 10 hidrogénios foram relacionados aos hidrogénios, H-34, H-24, H-29
e H-19 indicando a possibilidade de quatros grupos isoprenila. Nesta mesma regiao
também ocorreu a presencga dos dois hidrogénios ligados ao carbono metilénico H-8.
Além destes foi observado um sinal alargado na regido de 18,21 ppm referente ao
hidrogénio quelatogénico da hidroxila OH-4, em anel de seis membros, sugerindo
uma forte participacao de ligacao de hidrogénio intramolecular.



Figura 25: Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCl;) da guttiferona-A.
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Figura 26: Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCl;) ampliado de 1,0 a 3,0 ppm da guttiferona-A.
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No espectro de RMN de "*C (Figura 27) observa-se 2 sinais em ¢ 207,8 e
O0c 198,7 tipicos de carbonos carbonilicos atribuido a C-9 e C-10. Além destes, trés
sinais em O¢c 194,8, 1157 e O¢c 196,8 sao tipicos de um sistema enolizado
1,3-dicetona e atribuidos aos carbonos C-4, C-3 e C-2. Outros sinais no espectro de
carbono que confirmam essa estrutura de biciclo do tipo [3.3.1]Jnonano sédo os sinais
oc 50,9, 40,0 e 62,9 encontrados relacionados aos carbonos C-6, C-7 e C-1. Os
sinais referentes aos carbonos aromaticos 6c 114,7; 127,9; 143,8 e Oc 149,7
referem-se aos carbonos C-15, C-11, C-13 e C-14 e os sinais 6c 116,5 e ¢ 123,6
referem-se aos carbonos C-12 e C-16 respectivamente. Outros sinais que merecem
destaque sao os sinais entre 6¢ 124,0-123,6 e 6c 118,3 que justificam a presencga de
quatro grupos isoprenilas atribuidos aos carbonos C-30/C-35 e C-20/C-25
respectivamente.

A partir de uma analise mais detalhada dos mapas de contornos HSQC e
COSY em comparagdo com os dados da literatura dos estudos de DIAS et al.
(2012), FROMENTIMN, et al. (2013), DEROGIS et al. (2007), DOS SANTOS (1998
e 1999) GUSTAFSON (1992) e McCANDLISH (1976) pode-se atribuir os
deslocamentos quimicos dos nucleos de hidrogénio e carbono da molécula
guttiferona-A (Tabela 2).



Figura 27: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl,,) para a guttiferona-A.
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Para confirmar a presenga dos hidrogénios alilicos das prenilas foram
realizados o mapa de contornos COSY 'H-'H (Figura 28 e Figura 29) e para
identificar as correlagdes carbono-hidrogénio foi realizado o mapa de contornos
HSQC (Figura 30). No mapa de contornos HSQC n&o foram observados correlagéo
com hidrogénios os carbonos C-5, C-6, C-1 indicando que sao carbonos
quaternarios. Observou ainda correlagédo do C-7 com hidrogénio H-7 na regido 1,77
ppm, confirmando a estrutura do biciclo do tipo [3.3.1]Jnonano e relacionados aos
carbonos C-6, C-7 e C-1. No mapa de contorno COSY "H-"H (Figura 28 e Figura 29)
foram observados acoplamentos dos hidrogénios alilicos H-30, H-35, H-25 e H-20
para os hidrogénios metilicos H-22, H-23, H-37, H-38, H-27, H-28, H-32, H-33.



Figura 28: Mapa de contornos COSY 'H - "H (CDCls, 300 MHz) para a guttiferona-A.
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Figura 29: Mapa de contornos expandido de COSY "H-"H (300 MHz, CDCls) da guttiferona-A.
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Figura 30: Mapa de contornos HSQC "H — "*C (300 MHz, CDCls) da guttiferona-A.
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Tabela 2: Dados de RMN de 'H e "*C guttiferona-A (*H 300 MHz, '*C 75 MHz, CDCl;, 6 em

ppm, M*= multiplicidade).

Posicdlo o6'H M* e Posiciko &6 m* e
'H

1 - 62,9/58,8 20 515 m  118,3/119,9
2 - 196,8 21 - - 135,3
3 - 115,7 22 1,62 s 25,8
4 - 194,8 23 1,21 s 18,1
5 - 69,6/66,7 24 259 m 30,5
6 - 50,9 25 492 m 124,0
7 1,77 m 40,0 26 - - 133,0
8 220 m 38,1 27 1,55 s 25,9
9 - 207,8 28 1,49 s 17,8
10 - 198,7 29 214  m 28,5
11 - 127.9 30 5,21 m  119,9/118,3
12 6,99 116,5 31 - - 135,3
13 - 143,8 32 1,78 s 26,0
14 - 149,7 33 1,33 s 18,1
15 6,54 d 114,7 34 266 m 25,6
16 6,96 m 123,6 35 478 m 123,6
17 1,40 m 35,6 36 - - 133,0
18 133 s 19,4 37 1,67 s 25,7
19 1,84 m 22,5 38 1,57 s 17,6
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6. Conclusao

O principal objetivo deste capitulo foi isolar e quantificar por CLAE-UV-vis os
compostos maijoritarios do extrato da espécie Garcinia gardenriana em acetato de
etila.

A concentragdo dos compostos, guttiferona-A, 7-epiclusianona e fukugentina
no extrato bruto foram, 1,13 mg mL™", 0,46 mg mL™" e 0,7 mg mL"respectivamente.

As estruturas destes compostos foram elucidadas e confirmadas por técnicas
de RMN uni e bidimensionais, IV, CLAE/UV-vis e HRMS.
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1. Compostos heterociclicos

Os compostos heterociclicos possuem variadas aplicagdes, medicinais e
bioquimicas, desempenham importante papel na descoberta de novos farmacos,
agroquimicos, conservantes e corantes (LINDSAY-SCOTT e GALLAGHER 2017;
ZHAO et al., 2018).

A maioria das publicagdes em sintese ou semissintese organica envolvem a
formacao de pelo menos um anel heterociclico, podendo ser um nucleo promissor
em atividades biologicas, por tentar uma maior similaridade com as estruturas
naturais.

Os nucleos heterociclicos presentes nas estruturas naturais desempenham
fungdes de defesa, evolugao, adaptacéo as condi¢cdes edafoclimaticas dentre outras.
Por exemplo, a morfina (Figura 31), um poderoso analgésico, isolada no inicio do
século XIX pelo alemao Friedrich, foi utilizado na sintese de um grande numero de
analogos (DUARTE 2005; VARADI et al., 2011; ALNAJJAR E EL-ZARIA 2008).

Figura 31: Estrutura quimica da morfina.

Dentre os compostos heterociclicos, temos aqueles que possuem em seu
anel o atomo de nitrogénio (N-heterociclicos), sao consideradas estruturas
privilegiadas, possuem inumeras aplicagbes biomédicas: antiepilépticos
(KOTHAREA, et al., 2017), antidiabéticos (BOKOR, et al., 2010), antituberculose
(GILL et al., 2008), antifungico (AHAER et al., 2009), anti-inflamatério (SYEG et al.,
2012), antiviral (CHU et al., 2019), anticancerigeno e antibacterianos (HOLLA et al.,
2005), sendo campedes de venda em diversos usos (CHEN et al.,, 2011). O viagra
por exemplo, primeiro farmaco (langado no ano de 1999) é o mais comercializado

atualmente, util para o tratamento da disfungcédo eréctil, atuando como inibidor
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seletivo da fosfodiesterase. Além dele temos outros farmacos, os fungicidas

flucanazol, itraconazol e o antibacteriano sulfapiridina (Figura 32).

Figura 32: Estrutura dos farmacos N-heterociclicos sulfapiridina, itraconazol, viagra®,

flucanazol.
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Dentre a classe dos N-heterociclicos, temos os aromaticos nitrogenados de
cinco membros denominados triazois.

Os triazois sao divididos de acordo com seu nucleo 1,2,3-1H-triazol ou 1,2,4-
1H-triazol (Figura 33) sdo nucleos exclusivamente sintéticos, ndo sendo encontrados
na natureza (MELO et al., 2006).

Figura 33: Isbmeros 1,2,3-1H-triazol e 1,2,4-1H-triazol.
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Os compostos contendo o nucleo 1,2,3-triazdlico ou 1,2,4-triazdlico
apresentam uma série de atividades biolégicas como; antibacteriana (THOMAS et
al., 2010), citotéxica (ANJOS et al., 2009), antitumoral (COLOMBANO et al., 2010),
antifungica (SUMANGALA et al., 2010). Estes anéis triazolicos sdo considerados
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estaveis, permite a realizagdo de diversas reagcbes de modificagdes quimicas em
relagdo aos grupos substituintes.

Para exemplificar a importancia do nucleo triazélico na busca de substancias
biologicamente ativas estudo realizado por GALLARDO E COLABORADORES
(2007), que, sintetizaram uma série de derivados contendo o nucleo 1,2,3-triazélico
para avaliacdo da atividade antituberculose em comparacdo com o antibacteriano
comercial etambutol®. Neste trabalho os autores comprovaram que dois de seus
derivados 19 e 110 (Figura 34) foram mais ativos frente as bactérias causadoras de

tuberculose quando comparados ao produto comercial.

Figura 34: Derivados 1,2,3-triazélicos com atividade antibacteriana.

A

S O,N SN

19 110
HO

A obtencdo dos compostos triazolicos pode ser por varias metodologias, via
osazona, adigcao de enolatos em azidas, ciclizagao de triazinas e a cicloadigao 1,3-
dipolar (MELO et al., 2006). Recentemente a metodologia mais empregada na

obtencao desse nucleo 1,2,3-triazol € a 1,3-dipolar, conhecida como reacgao “click”.
1.2. Reacgoes “Click”

Reacdo “click” € um termo criado em 2001 por Sharpless para descrever
reacoes termodinamicamente favoraveis. Quando realizadas em laboratério séo
capazes de conectar duas moléculas de forma muito simples com altos rendimentos.

Segundo Sharpless para ser considerada uma reagao “click” esta deve ser
rapida, regioespecifica, quimioseletiva e produzir produtos secundarios inofensivos,
sem uso de solventes ou que sejam atoxicos e inofensivos (SHARPLESS, 2001).

Dentre as reagdes que compreendem essa ideia de quimica “click”, temos; a
abertura nucleofilica de epoxidos e aziridinas, para as adi¢des as ligagdes duplas

carbono-carbono e reagdes de cicloadi¢ao.
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A reacgao de cicloadi¢do (C) 1,3-dipolar [3+2] entre um alcino terminal (A) e
uma azida organica (A), catalisada por cobre (Cu(l)), com formagéo regioespecifica
de 1,2,3-triazois-1,4-dissubstituidos, também conhecida por CuAAC, é o melhor
exemplo que caracteriza esse universo “click”.

A presenga do catalisador de Cu(l) proposto em 2002 pelos grupos de
pesquisa Sharpless (ROSTOVTSEV et al., 2002) e Meldal (TORNOE et al., 2002)
impulsionaram as sinteses desse nucleo, tornando a reagao rapida, com altos
rendimentos e regiosseletiva.

A auséncia do metal cobre como catalisador nas reagdes (1,3-dipolar)
proposta anteriormente pelo pesquisador Huisgen era lenta, com baixos
rendimentos, emprego de altas temperaturas e os produtos finais eram uma mistura
de regioisébmeros 1,5 e 1,4 dissubstituidos na proporgéo 1:1 (Figura 35Erro! Fonte
e referéncia nao encontrada.) (CHATUVERD et al., 2011).

Figura 35: Reacgao de cicloadicdo levando a formagao dos regioisdmeros triazolicos
1,4 e 1,5-dissubstituidos.

Além da versatilidade dessas reagdes e o interesse associado ao amplo
espectro de aplicacbes dos anéis triazolicos, que vao desde usos como
agroquimicos, farmacos e até como explosivos (LIU et al., 2018; MELO et al., 2006).
Os nucleos triazélicos sao interessantes por proporcionar a conexao entre duas
moléculas biologicamente ativas, uma estratégia de hibridizagdo molecular.

A hibridizacdo molecular é uma estratégia de conjugacgao de estruturas de
compostos organicos biologicamente ativos distintos em uma unica molécula, sendo
uma alternativa eficiente de propor estruturas moleculares como novos compostos
protétipos (ARAUJO et al., 2015). A hibridizagdo molecular de benzofenonas com
outras moléculas biologicamente ativas tem aumentado seu potencial biolégico
(PUTTASWAMY et al., 2018).
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Estudos atuais PUTTAWASMY E COLABORADORES (2018) reportou a
associacdo de benzofenona a um nucleo oxadiazole. Neste trabalho eles
comprovaram que o derivado 10j (Figura 36) proveniente desta associagao pode ser
um promissor componente farmacoldgico ativo frente as atividades, antiinflamatodria

e anti-angiogénese.

Figura 36: Derivado 10j sintetizado por PUTTAWASMY et al. (2018).
O NH</ |N O%H
10J

Sendo assim, o presente estudo visa a obtencdo de novos derivados da
benzofenona natural guttiferona-A contendo o nucleo 1,2,3-triazdlico, via reagao
“click” entre a guttiferona-A contendo uma ligagao tripla terminal com diferentes
azidas benzilicas, catalisada por Cu(l), visando potencializar a atividade biolégica ou

até mesmo atribuir uma atividade antes nao constatada na guttiferona-A natural.



89

2. Material e Métodos

2.1 Generalidades

Todos os reagentes utilizados nas sinteses foram de grau PA adquiridos da
Sigma Aldrich.

O monitoramento de cada reacdo foi realizado aplicando-se a técnica de
cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando placas de silica pré-revestida
com suporte de aluminio (Macharel-Nagel DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL
G/UV3s4). A placa foi eluida com a fase mével especificada na metodologia de cada
reacao, apos a eluicdo a placa de silica foi observada sob luz UV (A= 254 nm) e
revelada com solucdo de vanilina. Os rendimentos relatados foram determinados
ap6s a purificacdo por cromatografia em coluna utilizando silica gel, como fase
estacionaria.

Os espectros de IV foram registrados em espectrofotometro VARIAN 660-IR
(Varian, Palo Alto, CA, USA), equipado com GLADIATR scanning de 4000 para 500
cm™.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear RMN unidimensional e
bidimensional de hidrogénio 'H e carbono C foram obtidos em um aparelho
VARIAN MERCURY 300 (Varian, Palo Alto, CA, USA) em 300 MHz e 75 MHz,
respectivamente, utilizando o CDCI; como solvente. No experimento de RMN de H
os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em ppm em relagdo ao
tetrametilsilano (TMS), utilizado como padrao interno. Os espectros de RMN de °C
foram calibrados considerando o pico do 1,2 do CHCI; como 77,0 ppm (pico central).
A multiplicidade foi exposta com as seguintes abreviaturas; s (simpleto), d (dupleto),
t (tripleto) e m (multipleto). Para os derivados contendo fluor, a multiplicidade de
alguns sinais de carbono € descrita juntamente com os valores de J em Hertz. As
azidas foram sintetizadas conforme as metodologias descritas na literatura (ZHUH et
al., 2014).

2.2. Sintese dos derivados etéreos e triazélicos da guttiferona-A

Foram sintetizados seis derivados etéricos da guttiferona-A, dentre estes,
cinco foram sintetizados utilizando brometos benzilicos (1E1, 1E2 e 1E3) e um com
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brometo propargilico contendo o alcino terminal que sera o composto de partida para

a sintese dos derivados triazolicos (2) (Figura 37).

Figura 37: Esquema de sintese dos derivados etéricos da guttiferona-A.

K2CO3 acetona anidra

b) Brometo benzilico e/ou
propargilico

A um balao de fundo redondo (10 mL) foram adicionados a guttiferona-A (1)
(0,100 g; 0,166 mmoL), 5,0 mL de acetona anidra, carbonato de potassio anidro
(0,046 g; 0,332 mmol) e peneira molecular 4 A. Apés 30 minutos foi adicionado o
brometo de benzila (0,043 g; 0,249 mmoL). A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 48 h. Apds o término da reagéo,
que foi evidenciado por CCD, a mistura reacional foi filtrada e levada a evaporacéao
do solvente sob pressao reduzida a 40 °C. Foi ressolubilizado em acetato de etila e
lavado com solugao aquosa saturada de NaCl, seca com (MgSOQO,) anidro, filtrada e
concentrado sob pressao reduzida a 40 °C. O material foi purificado por
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cromatografia em coluna de silica gel, eluida com hexano/acetato de etila (6:1 v/v),

obtendo-se o composto 1E1, em 50,0 % de rendimento (0,057 g; 0,008 mmoL).

Caracteristica: 6leo amarelo.
CCD: 0,46 (Diclorometano/hexano 2:1,5 v/v)

IV (ART) vmaxlcm™: 3443, 2969, 2924, 2857, 1727, 1663, 1508, 1452, 1378, 1276,
1127, 998, 773, 697, 648, 439.

RMN de 'H (300 Hz, CDCl;) &: 7,51-7,35 (m, 5H, H-3'/H-4'/H-5'/H-6'/H-T"); 7,26-7,10
(m, 2H, H-12/H-16); 6,88 (m, 1H, H-15); 5,70 (s, 1H, OH-13); 5,24-4,78 (m, 4H, H-
20/H-25/H-30/H-35); 5,15 (s, 2H, H-1'); 2,80-2,42 (m, 4H, H-34/H-24); 2,22-1,79 (m,
7H, H-29/H-19/H-8/H-7); 1,78-1,35 (m, 24H, H-22/H-23/H-27/H-28/H-32/H-33/H-
37/H-38): 1,31-1,12 (m, 5H, H-17/H-18).

RMN de "3C (75 Hz, CDCl;) &: 208,3 (C-9); 198,0 (C-10); 195,0 (C-2); 193,9 (C-4);
149,9 (C-14); 145,0 (C-13); 134,7 (C-21/C-31); 132,9 (26/C-36); 132,0 (C-2’); 128,9
(C-3'/C-T"); 128,7 (C-5); 127,9 (C-4'/C-6"); 124,3 (C-11); 123,8 (C-25/C-35); 122,9
(C-16); 120,1-118,7 (C-20/C-30); 115,8 (C-12); 115,6 (C-3); 110,6 (C-15); 70,3 (C-
1'); 69,5-66,4 (C-5); 63,0-58,7 (C-1); 50,9 (C-6); 39,9 (C-7); 38,3 (C-8); 35,6 (C-17);
30,4 (C-24); 28,5 (C-29); 26,1-25,4 (C-22/C-27/C-32/C-34/C-37); 22,5 (C-19); 19,6-
17,6 (C-18/C-33/C-23/C-28/C-38).

ESI-MS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M+H]": Calculado para CusHssO6: 693,4149;

encontrado 693,4136.

Os demais derivados 1E2 e 1E3 seguiu a mesma metodologia acima descrita

para o composto 1E1 utilizando os brometos benzilicos correspondentes.
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Sintese do derivado 14-0-(4-Bromobenzil)guttiferona-A (1E2).

22

O composto 1E2 (0,079 g; 0,101 mmol) foi obtido como éleo com 61,5% de
rendimento a partir do composto 1 (0,100 g; 0,166 mmol), carbonato de potassio
anidro, (0,046g; 0,332 mmol), brometo de 4-bromobenzila (0,083 g; 0,332 mmol).

Caracteristica: 6leo amarelo.
CCD: 0,39 (Diclorometano/Hexano, 2:1,5 v/v)

IV (ART) vinax/em™: 3441, 2969, 2924, 2857, 1728, 1663, 1590, 1515, 1380, 1277,
1201, 1126, 1007, 809, 737, 595, 444.

RMN de "H (300 Hz, CDCl;) &: 18,7 (s, OH-4); 7,55 (d, 2H, H-4/H-6", J = 8,4 Hz);
7,29 (d, 2H, H-3'/ H-7’, J = 8,4 Hz); 7,17 (m, 2H, H-12/H-16); 6,80 (m,1H, H-15); 5,61
(s, 1H, OH-13): 5,10 (s, 2H, H-1'); 5,23-4,78 (m, 4H, H-20/H-25/H-30/H-35); 2,73-
1,85 (m, 10H, H-34/H-24/H-29/H-19/H-8); 1,78-1,47 (m, 25H, H-7/H-22/H-23/H-27/H-
28/H-32/H-33/H-37/H-38); 1,30-1,14 (m, 5H, H-17/H-18).

RMN de *C (75 Hz, CDCls3) &: 208,2 (C-9); 198,0 (C-10); 195,0 (C-2); 193,9 (C-4);
149,5 (C-14); 144,9 (C-13); 134,7 (C-21/C-31); 132,9 (C-26/C-36); 132,0 (C-4/C-6'/
C-2'); 129,5 (C-3/C-7’); 124,3 (C-11); 123,8 (C-25/C-35/C-5'); 122,8 (C-16); 120,1-
118,7 (C-20/C-30); 116,0 (C-12); 115,5 (C-3); 110,6 (C-15); 70,4 (C-1'); 69,5-66,4 (C-
5); 63,0-58,7 (C-1); 50,9 (C-6); 39,9 (C-7); 38,3 (C-8); 35,6 (C-17); 30,4 (C-24); 28,5
(C-29); 26,1-25,4 (C-22/C-27/C-32/C-34/C-37); 22,5 (C-19); 19,6-17,6 (C-18/C-23/C-
33/C-28/C-38).

ESI-MS DE ALTA RESOLU(;AO m/z [M+H]+: Calculado para CysHs55BrOg:
771,3254; encontrado 771,3200.
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Sintese do derivado 14-0-(4-Clorobenzil)guttiferona-A (1E3)

22

O composto 1E3 (0,070 g; 0,096 mmol) foi obtido como 6leo com 58,3% de
rendimento a partir do composto 1 (0,100 g; 0,166 mmol), carbonato de potassio
anidro, (0,046 g; 0,332 mmol), brometo de 4-clorobenzila (0,068 g; 0,332 mmol).

Caracteristica: 6leo amarelo.
CCD: 0,38 (Diclorometano/hexano 3:1 v/v)

IV (ART) vmax/em™: 3418, 2966, 2922, 2855, 1728, 1663, 1600, 1508, 1377, 1275,
1202, 1090, 1011, 810, 735, 444.

RMN de 'H (300 Hz, CDCI;) &: 18,07 (OH-4); 7,40-7,32 (m, 4H, H-4'/H-6'/H-3'/ H-
7 7,15-7,12 (m, 2H, H-12/H-16); 6,84 (m,1H, H-15); 5,64 (s, 1H, OH-13): 5,11 (s,
2H, H-1); 5,25 4,78 (m, 4H, H-20/H-25/H-30/H-35); 2,78-1,87 (m, 10H, H-34/H-24/H-
29/H-19/H-8); 1,78-1,41 (m, 25H, H-7/H-22/H-23/H-27/H-28/H-32/H-33/H-37/H-38);
1,30-1,14 (m, 5H, H-17/H-18).

RMN de "3C (75 Hz, CDCI;) &: 208,3 (C-9); 198,0 (C-10); 195,0 (C-2); 193,9 (C-4);
149,6 (C-14); 145,0 (C-13); 134,7 (C-21/C-31); 134,0 (C-5); 132,9 (C-26/C-36);
132,0 (C-2'); 129,5 (C-3'/C-T); 129,1 (C-4/C-6’); 124,3 (C-11); 123, 8 (C-25/C-35);
122,8 (C-16); 120,1-118,7 (C-20/C-30); 116,0 (C-12); 115,9 (C-3); 110,6 (C-15); 70,3
(C-1'); 69,5-66,4 (C-5); 63,0-58,7 (C-1); 50,9 (C-6); 39,5 (C-7); 38,3 (C-8); 35,6 (C-
17); 30,4 (C-24); 28,5 (C-29); 26,2-25,4 (C-22/C-27/C-32/C-34/C-37); 22,5 (C-19);
19,6-17,6 (C-18/C-33/C-23/C-28/C-38).
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ESI-MS DE ALTA RESOLU(;AO m/z [M+H]": Calculado para C45Hs5ClOg: 727,3759;
encontrado 727,3741.

Sintese do alcino terminal 14-O-Propargil-guttiferona-A (2)

22

Composto 2

Para a obtengdo do composto 2 foi adotado a metodologia adaptada de
FROMENTIN e colaboradores (2013).

Foram testadas diferentes quantidades do composto de partida guttiferona-A
(0,100 g; 0,200 g; 0,300 g; 0,400 g; 0,500 g) e em todas foram obtidas rendimentos
inferiores a 45%, sendo a melhor condigéo reacional quando se trabalhou com 1,0 g
do material nas condi¢cdes descritas abaixo.

A um balao de fundo redondo (100 mL) foram adicionados a guttiferona-A (1)
(1,00 g; 1,66 mmoL), 60,0 mL de acetona anidra, carbonato de potassio anidro (0,46
g; 32,0 mmolL) e peneira molecular 4 A. Apés 30 minutos foi adicionado o brometo
de propargila (0,37 mL; 3,32 mmoL). A mistura reacional foi mantida sob agitagcao
magnética a temperatura ambiente durante 48 h. Apds o término da reagao, que foi
evidenciado por CCD, a mistura reacional foi filtrada e foi evaporada sob pressao
reduzida a 40 °C em rotavapor. O material obtido foi ressolubilizado em acetato de
etila e lavado com solugdo aquosa saturada de NaCl, seca com MgSO, anidro,
filtrado e concentrado sob pressao reduzida a 40 °C. O material foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel, eluida com hexano/acetato de etila (6:1 v/v).
Foram necessarias quatro colunas para purificagao, obtendo-se o composto 2 com
72,0 % de rendimento (0,768 g; 1,20 mmol).
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Caracteristica: 6leo amarelo.
CCD: 0,31 (Hexano/ acetato de etila 6:1 v/v)

IV (ART) vmax/em™: 3450, 3270, 2970, 2919, 2857, 2126, 1726, 1665, 1610, 1510,
1380, 1281, 1200, 1134, 1019, 833, 773, 653, 535, 436.

RMN de 'H (300 Hz, CDCls) &: 18,00 (s, OH-4); 7, 25-7,11 (m, 2H, H-12/H-16); 6,93
(d, 1H, J = 8,3 Hz, H-15); 5,64 (s, 1H, OH-13); 5,27-4,87 (m, 4H, H-20/H-25/H-30/H-
35): 4,79 (d, 2H, J = 2,3 Hz, H-1); 2,58 (t, 1H, J = 2,3 Hz, H-3'); 2,72-1,76 (m, 15H,
H-7/H-19/H-17/H-24/H-29/H-32/H-34/H-8); 1,79-1,14 (m, 21H, H-22/H-23/H-27/H-
28/H-33/H-37/H-38); 1,31-1,15 (s, 5H, H-18/H-17).

RMN de ®C (75 Hz, CDCl;) &: 208,2 (C-9); 197,9 (C-10); 195,0 (C-2); 193,8 (C-4);
148,4 (C-14); 145,0 (C-13); 135,1(C-21/C-31); 132,8 (C-26/C-36); 124,3 (C-11);
123,8 (C-35/C-25); 122,6 (C-16); 120-118,7 (C-30/C-20); 116,5,(C-12); 115,6 (C-3);
111,1 (C-15); 77,3 (C-2’); 76,8 (C-3'); 69,5-66,4 (C-5); 62,9-58,64 (C-1); 62,8 (C-1),
54,3 (C-4'); 50,8 (C-6); 39,9 (C-7); 38,3 (C-8); 35,6 (C-17); 30,4 (C-24); 28,5 (C-29);
26,1-25,4 (C-22/C-27/C-32/C-37/C-34); 22,5 (C-19); 19,5-17,5 (C-33/C-18/C-28/C-
38/C-23).

ESI-MS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M+H]": Calculado para C41Hs30¢: 641,3836;
encontrado 641,3816.

2.3 Sintese das azidas organicas

Inicialmente foram sintetizadas diferentes azidas organicas benzilicas a

partir de brometos comerciais e alcoois (Figura 38 e Tabela 3).
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Figura 38: Sintese das azidas organicas a partir de brometos de benzila.

Br N3
| NaN, |
S F [ F
R R

A um balédo de fundo redondo (25 mL) foram adicionados, a azida de sodio
NaN; (1 eq), o brometo de benzila correspondente (1,5 eq) e 10 mL de DMSO. A
reacao foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 6 horas e
monitorada por CCD. Apds o término da reagédo a mistura reacional foi extraida trés
vezes com diclorometano. A fase organica foi lavada com solugéo saturada de NacCl
e seca com MgSO, anidro, filtrada e concentrada em evaporador rotativo sob
pressao reduzida a 40 °C, obtendo o produto puro.

Para a sintese das azidas a partir de alcoois, inicialmente foi necessaria uma

etapa de mesilacdo (Figura 39).

Figura 39: Mesilacao de alcoois.

HO oH
TEA, CH2C12 N
| ou O
/ —

A um baldo de fundo redondo foram adicionados o alcool apropriado (1,0
eq), e diclorometano anidro (20 mL). Apds a mistura ser resfriada sob atmosfera de
nitrogénio, foi adicionado a trietilamina (TEA) (2 eq). Posteriormente foi adicionado
lentamente o cloreto de mesila (Ms-Cl) (1,5 eq) dissolvido em 1,0 mL de
diclorometano (DCM). A reagao foi mantida sob agitagdo e monitorada por CCD.
Apds o término da reacao foi adicionado agua destilada (20 mL). A fase organica foi
lavada e separada com solucdo aquosa acida (HCI) (1 mol L) seguido de uma
solugdo aquosa saturada de NaHCOj; seca com MgSO, anidro filtrada e
concentrada sob pressao reduzida a 40 °C, obtendo o produto de interesse puro. O
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grupo mesila adicionado foi entdo substituido na proxima etapa pelo nucledfilo N3’

adotando a mesma metodologia acima citada para os brometos benzilicos.

Tabela 3: Rendimento das azidas organicas benzilicas obtidas a partir de brometos,

cloreto e alcoois.

Codigo  Brometos/Alcoois Azidas Rendimento (%)
A1 Br 98

:
;

NO,

N3 98
Me L@-Me

A2 Br

.

A3 Br. N3 92
\———<: :)—-I ‘—< >—|
A4 Br N3 90
e
HO N N
A6 Br. N3 70
A7 Br : NL@ 94
A8 95
A9 Br N3 85
A10 Br N3 83
O O
A11 o) o 74

)
.
)
.
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2.4 Sintese dos derivados triazolicos da benzofenona natural guttiferona-A
Sintese do14-0-(1-(4-nitrobenzil)-1H-1,2, 3-triazol-4-il) metilguttiferona-A (3)

22
3

2
20 / 7 >
OH

0}

A um baldo de fundo redondo (25 mL) foram adicionados o composto 2
(0,098 g; 1,194 mmol), a azida A1 (0,039 g; 0,218 mmol), ascorbato de sddio (0,025
g; 0,125 mmolL), 5 mL de DCM e 5 mL de agua destilada. Em seguida foi adicionado
sulfato de cobre pentahidratado (0,015 g; 0,062 mmol). A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo magnética vigorosa a temperatura ambiente durante 12 h.
Apos o término da reacao que foi evidenciado por CCD a mistura reacional foi lavada
com solucgdo aquosa de acido cloridrico (2,00 mol L™), extraida com acetato de etila
(3 x 15 mL). A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro, filtrada e
concentrada em evaporador rotativo a 40 °C. O composto 3 foi purificado por coluna
cromatografica de silica gel eluida com hexano/acetato de etila (2:1 v/v) e
concentrado em evaporador rotativo a 40 °C, fornecendo um 6leo amarelo com
77,00% de rendimento.

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: R¢: 0,28 (Hexano/ acetato de etila 2:1 v/v)

IV (ART) vimax/em™: 3408, 2965, 2922, 2856, 1709, 1666, 1610, 1531, 1443, 1356,
1281, 1217, 1130, 999, 829, 726, 531.

RMN de "H (300 Hz, CDCls) 5: 8,18-8,13 (m, 2H, H-7/H-9'); 7,64 (s, 1H, H-3'); 7,57-
7,53 (m, 2H, H-6'/H-10"); 7,10-7,06 (m, 2H, H-12/H-16); 6,91 (d, 1H, J = 8,6 Hz, H-
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15); 5,60 (s, 2H, H-4’): 5,25 (s, 2H, H-1'); 5,19-4,74 (m, 4H, H-20/H25/H-30/H-35);
2,71-1,91 (m, 10H, H-19/H-24/H-29/H-34/H-8); 1,85-1,44 (m, 25H, H-22/H-23/H-
27/H-28/H-32/H-33/H-37/H-38/H-7); 1,27-1,10 (m, 5H, H-18/H-17),

RMN de 3C (75 Hz, CDCl3) &: 208,1 (C-9); 197,9 (C-10); 195,0 (C-2); 194,0 (C-4);
149,4 (C-14); 148,5 (C-8'); 145,3 (C-2'); 143,6 (C-13); 136,3 (C-5'); 135,1 (C-21/C-
31); 134,0 (C-26/C-36); 130,4 (C-6'/C-10"); 124,2-123-7 (C-7'/C-9'/C-11/C-35/C-25);
123,2 (C-3'); 123,0 (C-16); 120-118,7 (C-20/C-30); 116,5 (C-12); 115,6 (C-3); 69,5-
66,4 (C-5); 62,9-58,6 (C-1); 62,6 (C-1'); 53,2 (C-4); 50,8 (C-6); 39,5 (C-7); 38,3 (C-
8); 36,6 (C-17); 29,7 (C-24); 28,5 (C-29); 26,6-23,4 (C-37/C-27/C-22/C-32/C-34);
22,5 (C-19); 20,7-17,6 (C-33/C-18/C-28/C-38/C-23).

ESI-MS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M+H]": Calculado para CagHssN4Og:
819,4327; encontrado 819,4313.

Os compostos 4 a 12 foram sintetizados empregando-se a mesma
metodologia descrita para a preparacao do composto 3. Os dados para estes

compostos estao a seguir:

Sintese do14-0-(1- (4-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il) metilguttiferona-A (4)

22

O composto 4 (0,099 g; 0,125 mmol) foi obtido como 6leo com 80,3% de
rendimento a partir do composto 2 (0,100 g; 0,156 mmol), a azida A2 (0,032 g; 0,218
mmol), ascorbato de sédio (0,025 g; 0,125 mmol) e sulfato de cobre (0,016 g; 0,062

mmol).
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Caracteristica: 6leo amarelo.
CCD: Rf: 0,37 (Hexano/ acetato de etila 2:1 v/v)

IV (ART) vmaxlcm™: 3358, 2963, 2923, 2855, 1727, 1663, 1609, 1510, 1437, 1378,
1276, 1203, 1131, 998, 824, 735, 444.

RMN de 'H (300 Hz, CDCI;) 5: 18,06 (s, OH-4); 7,48 (s, 1H, H-3"); 7,18-7,09 (m, 6H,
H-7'/H-8'/H-9'/H-10°'/H-12/H-16); 6,94 (d, 1H, J = 7,7 Hz, H-15); 5,48 (s, 2H, H-4');
5,24 (s, 2H, H-1'): 5,18-4,78 (m, 4H, H-20/H-25/H-30/H-35); 2,34 (s, 3H, H-11’); 2,72-
1,86 (m, 10H,H-19/H-24/H-29/H-34/H-8);1,94-1,14 (m, 30H, H-22/H-23/H-27/H-28/H-
32/H-33/H-37/H-38/H-18/H-7/H-17).

RMN de "*C (75 Hz, CDCls) &: 208,1 (C-9); 197,9 (C-10); 195,0 (C-2); 193, 9 (C-4);
149,4 (C-14), 145,3 (C-2’); 143,1 (C-13); 139,0 (C-8') 134,6 (C-21/C-31); 132,8 (C-
26/C-36); 131,1 (C-5'); 129,9 (C-7/C-9’); 128,3 (C-6'/C-10"); 124,3 (C-11 ); 123,8 (C-
35/C-25); 122,7 (C-3'/C-16); 120-118,7 (C-20/C-30/C-3); 116,4 (C-12); 115,3 (C-3);
111,4 (C-15); 69,5-66,4 (C-5); 63,4-58,7 (C-1); 62,8 (C-1)), 54,2 (C-4’); 50,8 (C-6);
40,0 (C-7); 38,3 (C-8); 36,6 (C-17); 29,7 (C-24); 28,5 (C-29); 26,0-22,5 (C-37/C-27/C-
22/C-32/C-34); 22,5 (C-19); 21,2 (C-11); 19,5-17,6 (C-33/C-18/C-28/C-38/C-23).

ESI-MS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M+H]": Calculado para C49Hs1N3lOg: 788,633;
encontrado 788,4614.

Sintese do14-0-(1-(4-lodobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metilguttiferona A (5)

22
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O composto 5 (0,099 g; 0,110 mmol) foi obtido como 6leo com 70,7% de
rendimento a partir do composto 2 (0,100 g; 0,156 mmol), a azida A3 (0,056 g; 0,218
mmol), ascorbato de sédio (0,025 g; 0,125 mmol) e sulfato de cobre (0,016 g; 0,062

mmol).

Caracteristica: 6leo amarelo.
CCD: Rf: 0,37 (Hexano/ acetato de etila 2:1 v/v)

IV (ART) vmax/em™: 3393, 2965, 2922, 2855, 1708, 1663, 1609, 1509, 1368, 1277,
1217, 1134, 1007, 829, 777, 531, 444.

RMN de "H (300 Hz, CDCl;) &: 18,05 (s, OH-4); 7,70 (d, 2H, H-7'/H-9’, J = 8,4 Hz);
7,53 (s, 1H, H-3'); 7,19-7,15 (m, 2H, H-12/H-16); 7,01 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-6'/H-10");
6,93 (d, 1H, H-15, J = 9,2) 5,44 (s, 2H, H-4); 5,24 (s, 2H, H-1°); 5,17-4,77 (m, 4H, H-
20/H-25/H-30/H-35); 2,72-1,79 (m, 10H, H-19/H-17/H-24/H-29/H-34/H-8); 1,78-1,14
(m, 30H, H-22/H-23/H-27/H-28/H-32/H-33/H-37/H-38/H-18/H-7).

RMN de 3C (75 Hz, CDCl) &: 208,1 (C-9); 197,9 (C-10); 195,0 (C-2); 193,9 (C-4);
149,4 (C-14); 145, 4 (C-2’); 143,3 (C-13); 138,4 (C-7/C-9’); 134,6 (C-21/C-31); 133,8
(C-26/C-36); 132,8 (C-5'); 129,9 (C-6'/C-10’); 124,2 (C-11); 123,8 (C-35/ C-25); 122,8
(C-3'); 122,6 (C-16); 120-118,7 (C-20/C-30); 116,5 (C-12); 115,6 (C-3); 111,5 (C-15);
94,8 (C-8'); 69,5 (C-5); 63,0 (C-1); 63,0 (C-1'); 53,7 (C-4’); 50,8 (C-6); 40,0 (C-7);
38,3 (C-8); 36,6 (C-17); 29,7 (C-24); 28,5 (C-29); 26,9-24,7 (C-37/C-27/C-22/C-32/
C-34); 21,2 (C-19); 20,7-17,6 (C-33/C-18/C-28/C-38/C-23).

ESI-MS DE ALTA RESOLUC}AO m/z [M+H]": Calculado para CagHsgN3lOg:
900,3443; encontrado 900,3425.
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Sintese do14-0O-(1-(4-bromobenzil)-1H-1, 2, 3-triazol-4-il)metilguttiferona-A (6)

22

O composto 6 (0,113 g; 0,132 mmol) foi obtido como 6leo com 84,9% de
rendimento a partir do composto 2 (0,100 g; 0,156 mmol), a azida A4 (0,046 g; 0,218
mmol), ascorbato de sodio (0,025 g; 0,125 mmol) e sulfato de cobre (0,015 g; 0,062

mmol).

Caracteristica: 6leo amarelo.
CCD: R¢: 0,25 (Hexano/ acetato de etila 2:1 v/v)

IV (ART) vinax/em™: 3345, 2964, 2914, 2853, 1727, 1659, 1607, 1547, 1435, 1378,
1274, 1201, 1129, 1010, 825, 777, 648, 440.

RMN de 'H (300 Hz, CDCl;) &: 18,03 (s, OH-4); 7,52-7,49 (m, 3H, H-7"/H-9'/H-3');
7,16-7,09 (m, 4H, H-68'/H-10/H-12/H-16); 5,47 (s, 2H, H-4); 5,24 (s, 2H, H-1'); 5,21-
4,77 (m, 4H, H-20/H-25/H-30/H-35); 2,72-1,94 (m, 10H, H-19/H-24/H-29/H-34/H-8);
1,79-1,14 (m, 30H, H-22/H-23/H-27/H-28/H-32/H-33/H-37/H-38/H-18/H-7/H-17).

RMN de 3C (75 Hz, CDCl) &: 208,2 (C-9); 197,9 (C-10); 194,9 (C-2); 193,9 (C-4);
149,3 (C-14); 145,3 (C-2'); 143,4 (C-13); 134,7 (C-21/C-31); 133,2 (C-5"); 132,8 (C-
26/C-36); 132,4 (C-7/C-9’); 129,8 (C-6/C-10"); 124,2 (C-11); 123,8 (C-35/C-25);
123,2 (C-3'); 122,7 (C-16); 122,8 (C-8'); 120-118,7 (C-20/C-30): 116,4 (C-12); 115,6
(C-3): 111,5 (C-15); 69,5-66,5 (C-5); 63,0-58,7 (C-1); 63,0 (C-1'), 53,6 (C-4); 50,8
(C-6); 40,0 (C-7); 38,3 (C-8); 35,6 (C-17); 29,7 (C-24); 28,5 (C-29); 26,9-24,7 (C-
37/C-27/C-22/C-32/C-34); 21,2 (C-19); 20,7-17,6 (C-33/C-18/C-28/C-38/C-23).
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ESI-MS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M+H]": Calculado para CugHssBrN3Og:
852,3581; encontrado 852,3562.

Sintese do14-0O-(1-piridinil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metilguttiferona A (7)

22

O composto 7 (0,112 g; 0,144 mmol) foi obtido como 6leo com 84,8% de
rendimento a partir do composto 2 (0,110 g; 0,171 mmol), a azida A5 (0,029 g; 0,218
mmol), ascorbato de sédio (0,025 g; 0,125 mmol) e sulfato de cobre (0,015 g; 0,062

mmol).

Caracteristica: 6leo amarelo.
CCD: R¢: 0,40 (Hexano/acetato de etila com 0,5% de acido acético 3:1 v/v)

IV (ART) vmax/em™: 3382, 2968, 2925, 2856, 1706, 1667, 1608, 1509, 1439, 1377,
1279, 1206, 1133, 997, 833, 760, 638, 535, 444.

RMN de 'H (300 Hz, CDCl3) 5: 18,04 (s, OH-4); 8,54 (m, 1H, H-6"); 7,83 (s, 1H, H-
3'); 7,72-7,70 (m, 1H, H-7’); 7,27-7,26 (m, 4H, H-8'/H-9'/H-12/H-16); 6,95 (d, 1H, J =
9,00 Hz, H-15); 5,64 (s, 2H, H-4'); 5,25 (s, 2H, H-1'); 5,20-4,78 (m, 4H, H-20/H-25/H-
30/ H-35); 2,73-1,89 (m, 10H, H-19/H-24/H-29/H-34/H-8); 1,81-1,12 (m, 30H, H-22/H-
23/H-27/H-28/H-32/H-33/H-37/H-38/H-18/H-17/H-7).

RMN de 3C (75 Hz, CDCl3) &: 208,2 (C-9); 197,9 (C-10); 194,9 (C-2); 193,9 (C-4);
153,8 (C-5'); 149,6 (C-14/C-6'); 1454 (C-2’); 143,0 (C-13); 137,8 (C-7’); 135,1 (C-
21/C-31); 132,8 (C-26/C-36); ); 123,8 (C-8'/C-9’/C-11/C-35/C-25); 122,8 (C-3'); 122,6
(C-16); 120-118,7 (C-20/C-30); 116,6 (C-12); 115,8 (C-3); 111,4 (C-15); 71,1 (C-5);
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62,7 (C-1'/C-1); 55,5 (C-4'); 50,8 (C-6); 41,2 (C-7); 39,5 (C-8); 36,6 (C-17); 29,7 (C-
24); 28,5 (C-29); 26,0-23,4 (C-37/C-27/C-22/C-32/C-34); 22,6 (C-19); 19,5-17,5 (C-
33/C-18/C-28/C-38/C-23).

ESI-MS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M+H]": Calculado para Ci7HssN4Og:
775,4429; encontrado 775,4413.

Sintese do14-0O-(1- (4-trifluorometilbenzil)-1H-1,2, 3-triazol-4-il) metilguttiferona A (8)

22

3

2
20 / 7 3
OH

O composto 8 (0,068 g; 0,081 mmol) foi obtido como 6leo com 52,2% de
rendimento a partir do composto 2 (0,100 g; 0,156 mmol), a azida A6 (0,043 g; 0,218
mmol), ascorbato de sédio (0,025 g; 0,125 mmol) e sulfato de cobre (0,015 g; 0,062

mmol).

Caracteristica: 6leo amarelo.
CCD: R¢: 0,31 (Hexano/ acetato de etila 2:1 v/v)

IV (ART) vimax/em™: 3321, 2964, 2915, 2857, 1711, 1663, 1606, 1510, 1439, 1276,
1220, 1126, 1063, 1131, 825, 776, 529, 440.

RMN de "H (300 Hz, CDCl;) &: 18,02 (s, OH-4); 7,63 (m, 3H, H-3'/H-7'/H-9'); 7,38 (d,
2H, J = 8,0 Hz, H-6'/H-10"); 7,13 (m, 2H, H-12/H-16); 6,95 (d, 1H, J = 9,2 Hz, H-15);
5,57 (s, 2H, H-4'); 5,26 (s, 2H, H-1); 5,19-4,78 (m, 4H, H-20/H-25/H-30/H-35); 2,78-
1,78 (m, 10H, H-19/H-17/H-24/H-29/H-34/H-8); 1,77-1,13 (m, 30H, H-22/H-23/H-
27/H-28/H-32/H-33/H-37/H-38/H-18/H-7).



105

RMN de 3C (75 Hz, CDCl;) &: 208,2 (C-9); 197,9 (C-10); 195,0 (C-2); 194, O (C-4);
149,3 (C-14); 145, 3 (C-2’); 143,5 (C-13); 138,2 (C-5); 134,7 (C-21/C-31); 132,8 (C-
26/C-36); 130,5 (C-8'); 128,3 (C-6'/C-10°); 126,2 (g, J1 = 3,75 Hz, J, = 7,12, C-7'/C-
9'): 124,2 (CF3); 124,2 (C-11); 123,8 (C-25/C-35); 123,1 (C-3); 122,7 (C-16); 120-
118,7 (C-20/C-30); 116,4 (C-12); 115,6 (C-3); 111,5 (C-15); 69,5-66,4 (C-5); 63,0-
58,7 (C-1); 62,7 (C-1)); 53,6 (C-4’); 50,8 (C-6); 40,0 (C-7); 38,3 (C-8); 35,6 (C-17);
29,7 (C-24); 28,5 (C-29); 26,0-22,5 (C-37/C-27/C-22/C-32/ C-34); 21,2 (C-19); 19,5-
17,5 (C-33/C-18/C-28/C-38/C-23).

ESI-MS DE ALTA RESOLU(;AO m/z [M+H]+: Calculado para CygHsgF3N30e:
842,4350; encontrado 842,4322.

Sintese do14-0-(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metilguttiferona A (9)

22

23

20 / 7 3
OH

O composto 9 (0,100 g; 0,156 mmol) foi obtido como 6leo com 71,7% de
rendimento a partir do composto 2 (0,150 g; 0,234 mmol), a azida A7 (0,029 g; 0,218
mmol), ascorbato de sédio (0,025 g; 0,125 mmol) e sulfato de cobre (0,015 g; 0,062

mmol).
Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: 0,46 (Hexano/acetato de etila 2:1 v/v)

IV (ART) vimax/em™: 3358, 2963, 2923, 2855, 1727, 1663, 1610, 1510, 1437, 1378,
1276, 1203, 1131, 988, 824, 735, 448.

RMN de 'H (300 Hz, CDCl3) &: 7,51 (s, 1H, H-3'); 7,38-7,36 (m, 3H, H-7"/H-8'/H-9');
7,28-7,26 (m, 2H, H-6"/H-10"); 7,13 (m, 2H, H-12/H-16); 6,95 (d, 1H, J = 9,6 Hz, H-
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15); 5,51 (s, 2H, H-4’): 5,25 (s, 2H, H-1'); 5,16-4,86 (m, 4H, H-20/H25/H-30/H-35);
2,72-1,94 (m, 10H, H-19/H-24/H-29/H-34/H-8); 1,78-1,14 (m, 30H, H-22/H-23/H-
27/H-28/H-32/H-33/H-37/H-38/H-18/H-17/H-7).

RMN de "*C (75 Hz, CDCl3) 5: 208,2 (C-9); 197,9 (C-10); 194,9 (C-2); 193, 8 (C-4);
149,4 (C-14); 145, 4 (C-2’); 143,17 (C-13); 135,1 (C-21/C-31); 134,6 (C-5); 134,2 (C-
26/C-36); 129,2 (C-7/C-9’); 128,9 (C-8'); 128,2 (C-6'/C-10’); 124,3 (C-11); 123,8 (C-
25/C-35); 122,8 (C-3), 122,7 (C-16); 116,4 (C-12); 115,62 (C-3); 69,5 (C-5); 63,0 (C-
1); 62,8 (C-1'); 54,4 (C-4’); 50,8 (C-6); 39,9 (C-7); 38,3 (C-8); 35,8 (C-17); 30,4 (C-
24); 28,5 (C-29); 26,1-25,4 (C-37/C-27/C-22/C-32/C-34); 22,5 (C-19); 19,5-17,6 (C-
33/C-18/C-28/C-38/C-23).

ESI-MS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M+H]": Calculado para C4gHs9Os: 774,4476;

encontrado 774.4443.

Sintese do 14-O-(1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-1H-1, 2, 3-triazol-4-
illmetilguttiferona-A (10)

O composto 10 (0,176 g; 0,215 mmol) foi obtido como éleo com 92,1% de
rendimento a partir do composto 2 (0,150 g; 0,234 mmol), a azida A8 (0,038 g; 0,218
mmol), ascorbato de sédio (0,025 g; 0,125 mmol) e sulfato de cobre (0,015 g; 0,062

mmol).

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: Rf: 0,40 (Hexano/acetato de etila/ acido aceético 1,5:1:0,5% v/v)
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IV (ART) vmaxlcm™: 3373, 2966, 2914, 2857, 1726, 1666, 1609, 1504, 1444, 1378,
1277, 1248, 1219, 1131, 1037, 927, 826, 774, 644, 529, 439.

RMN de "H (300 Hz, CDCl3) 5: 7,51 (s, 1H, H-3'); 7,16-7,09 (m, 2H, H-12/H-16): 6,91
(d, 1H, J = 10,0 Hz, H-15); 6,78-6,74 (m, 3H, H-6'/H-9'/H-10"); 5,95 (s, 2H, H-11’);
5,40 (s, 2H, H-4'); 5,24 (s, 2H, H-1); 5,17-4,77 (m, 4H, H-20/H-25/H-30/H-35); 2,78-
1,75 (m, 11H,H-19/H-24/H-29/H-34/H-8/ H-7); 1,74-1,35 (m, 24H, H-22/H-23/H-27/H-
28/H-32/H-33/H-37/H-38/H-7): 1,29-1,13 (m, 5H, H-18/H-17).

RMN de "*C (75 Hz, CDCls) 5: 208,2 (C-9); 197,9 (C-10); 194,9 (C-2); 193, 9 (C-4);
149,5 (C-14); 148,4 (C-7'/C-8'); 145,3 (C-2'); 143,1(C-13); 135,1 (C-21/C-31); 132,8
(C-26/C-36); ); 130,5(C-5'); 127,7 (C-11); 123,8 (C-35/C-25); 122,7 (C-10’); 122,1 (C-
3'/C-16); 120,0-118,7 (C-20/C-25); 116,4 (C-12); 115,6 (C-3); 111,6 (C-15); 108,7 (C-
6/C-9’); 101,5 (C-11'); 69,5 (C-5); 63,0 (C-1); 62,8 (C-1'), 54,2 (C-4); 50,8 (C-6);
40,0 (C-7); 38,3 (C-8); 35,8 (C-17); 30,9 (C-24); 28,5 (C-29); 26,0-25,7 (C-37/C-27/C-
22/C-32/C-34); 22,7 (C-19); 19,5-17,6 (C-33/C-18/C-28/C-38/C-23).

ESI-MS DE ALTA RESOLUGCAO m/z [M+H]": Calculado para CagHsoN3Og:
818,4374; encontrado 818,4366.

Sintese do14-0-(1-(4-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il) metilguttiferona-A (11)

22

O composto 11 (0,101 g; 0,125 mmol) foi obtido como 6leo com 80,15% de
rendimento a partir do composto 2 (0,110 g; 0,171 mmol), a azida A9 (0,036 g; 0,218
mmol), ascorbato de sédio (0,025 g; 0,125 mmol) e sulfato de cobre (0,015 g; 0,062

mmol).
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Caracteristica: 6leo amarelo.
CCD: Rf: 0,24 (Hexano/acetato de etila com 0,5% de acido acético 1,5:1: 0,5 v/v/v)

IV (ART) vmaxlcm™: 3409, 2966, 2916, 2855, 1710, 1663, 1608, 1509, 1436, 1360,
1277,1217, 1130, 1007, 825, 781, 650, 531, 440.

RMN de 'H (300 Hz, CDCl;) &: 17,89 (s, OH-4); 7,40 (s, 1H, H-3'); 7,72 (d, 2H, J =
8,4 Hz, H-7"/H-9'); 7,09 (d, 2H, J = 8,44 Hz, H-6'/H-10"); 7,00- 6,96 (m, 2H, H-12/H-
16); 6,82 (d, 1H, J = 10,30 Hz, H-15); 5,35 (s, 2H, H-4’); 5,13 (s, 2H, H-1'); 5,10-4,64
(m, 4H, H-20/H-25/H-30/H-35); 2,58-1,62 (m, 10H, H-19/H-24/H-29/H-34/H-8); 1,61-
1,00 (m, 28H, H-22/H-23/H-27/H-28/H-32/H-33/H-18/H-7/H-17).

RMN de 3C (75 Hz, CDCl) &: 208,2 (C-9); 197,9 (C-10); 195,0 (C-2); 193,9 (C-4);
149,3 (C-14); 1454 (C-2); 143,4 (C-13); 135,0 (C-21/C-31); 134,7(C-5'); 132,8 (C-
26/C-36); 130,5 (C-8'); 129,5 (C-6'/C-10°); 129,4 (C-7'/C-9’); 124,2 (C-11); 123,8 (C-
25/35); 122,8 (C-3'); 122,7 (C-16’); 120-118,6 (C-20/C-30); 116,4 (C-12); 115,6 (C-
3); 111,4 (C-15); 69,5-66,4 (C-5); 63,0-58,7 (C-1); 62,8 (C-1'); 53,6 (C-4’); 50,8 (C-6);
39,6 (C-7); 38,3 (C-8); 35,6 (C-17); 30,9 (C-24); 28,5 (C-29); 30,0-25,4 (C-37/C-27/C-
22/C-32/C-34); 22,5 (C-19); 19,5-17,5 (C-33/C-18/C-28/C-38/C-23).

ESI-MS DE ALTA RESOLU(;AO m/z [M+H]": Calculado para C4gHssN3ClOg:
808,4086; encontrado 808,4063.

Sintese do14-0-(1-(4-fluorobenzil)-1H-1,2, 3-triazol-4-i[)metilguttiferona-A (12)

22
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O composto 12 (0,111 g; 0,140 mmol) foi obtido como éleo com 90,2% de
rendimento a partir do composto 2 (0,100 g; 0,156 mmol), a azida A10 (0,033 g;
0,218 mmol), ascorbato de sédio (0,025 g; 0,125 mmol) e sulfato de cobre (0,015 g;
0,062 mmol).

Caracteristica: 6leo amarelo.
CCD: R¢: 0,34 (Hexano/ acetato de etila 2:1 v/v)

IV (ART) vmax/em™: 3321, 2966, 2915, 2857, 1711, 1663, 1606, 1510, 1435, 1364,
1276, 1220, 1131, 997, 825, 776, 643, 529, 444.

RMN de 'H (300 Hz, CDCI;) &: 18,02 (s, OH-4); 7,52 (s, 1H, H-3"); 7,28-7,24 (m, 2H,
H-6'/H-10’); 7,16-7,02 (m, 4H, H-7"/H-9'/ H-12/ H-16); 6,95 (d, 1H, J = 9,09 Hz, H-15);
5,48 (s, 2H, H-4); 5,26 (s, 2H, H-1°); 5,20-4,78 (m, 4H, H-20/H-25/H-30/ H-35); 2,78-
1,83 (m, 10H, H-19/H-24/H-29/H-34/H-8); 1,81-1,00 (m, 30H, H-22/H-23/H-27/H-
28/H-32/H-33/H-37/H-38/H-18/H-17/H-7).

RMN de "*C (75 Hz, CDCl;) &: 208,2 (C-9); 197,9 (C-10); 194,9 (C-2); 193,9 (C-4);
164,6 (d, J = 247,5 Hz, C-8); 149,4 (C-14); 145, 3 (C-2//C-13); 135,0 (C-21/C-31);
134,6 (C-5); 132,8 (C-26/C-36); ); 130,1 (d, J = 8,4 Hz, C-6/C-10'); 124,2 (C-11);
123,8-123,8 (C-25/C-35); 122,6 (C-16/ C-3'); 120-118,6, (C-20/C-30/C-3); 116,4 (C-
12); 116,1 (d, J = 22,5 Hz, C-7'/C-9’); 111,4 (C-15); 69,5-66,4 (C-5); 63,0-58,7 (C-1);
62,9 (C-1); 53,6 (C-4'); 50,8 (C-6); 39,5 (C-7); 38,3 (C-8); 35,6 (C-17); 30,9 (C-24);
28,5 (C-29); 30,0-25,4 (C-37/C-27/C-22/C-32/C-34); 22,5 (C-19); 19,5-17,5 (C-33/C-
18/C-28/C-38/C-23).

ESI-MS DE ALTA RESOLU(;/T\O m/z [M+H]": Calculado para CygHssFN3Og:
792,4382; encontrado 792,4368.
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Sintese do14-0-(4-acetato de etila)-1H-1,2,3-triazol-4-il) metilguttiferona-A (13)

22

O composto 13 (0,082 g; 0,106 mmol) foi obtido como éleo com 68,3% de
rendimento a partir do composto 2 (0,100 g; 0,156 mmol), a azida A11 (0,028 g;
0,218 mmol), ascorbato de sédio (0,025 g; 0,125 mmol) e sulfato de cobre (0,015 g;
0,062 mmol).

Caracteristica: 6leo amarelo.
CCD: R¢: 0,42 (Hexano/ acetato de etila 2:1 v/v)

RMN de "H (300 Hz, CDCl3) 5: 7,70 (s, 1H, H-3'); 7,19-7,03 (m, 2H, H-12/H-16); 6,90
(d, 1H, J = 8,34 Hz, H-15); 5,31 (s, 2H, H-4’); 5,16 (s, 2H, H-1'); 5,22-4,72 (m, 4H, H-
20/H-25/H-30/H-35); 4,23 (g, 2H, H-6", J = 7,1 Hz); 2,77-1,70 (m, 10H, H-19/H-24/H-
29/H-34/H-8); 1,60-1,34 (m, 25H, H-7/H-22/H-23/H-27/H-28/H-32/H-33/H-37/H-38);
1,32-1,07 (m,8H, H-18/H-17/H-7").

RMN de 3C (75 Hz, CDCl3) &: 208,2 (C-9); 198,0 (C-10); 194,6 (C-2); 194,0 (C-4);
166,2 (5'); 149,4 (C-14); 145,3 (C-2'); 143,2 (C-13); 135,2 (C-21/C-31); 132,9 (C-
26/C-36); ); 124,5 (C-11); 124,3 (C-3'); 123,7 (C-25/C-35); 122,7 (C-16); 120-118,7
(C-20/C-30); 116,4 (C-12); 115,6 (C-3); 111,3 (C-15); 69,5 (C-5); 63,0 (C-1); 62,7 (C-
1’/ C-4); 50,9 (C-6/C-6'); 39,6 (C-7); 38,4 (C-8); 35,8 (C-17); 39,7 (C-24); 28,5 (C-
29); 33,4-25,7 (C-37/C-27/C-22/C-32/C-34); 22,5 (C-19): 19,6-17,6 (C-33/C-18/C-28/
C-38/C-23); 14,1 (C-7).

ESI-MS DE ALTA RESOLUGCAO m/z [M+H]": Calculado para CasHsgN3Os:
770,4374; encontrado 770,4371.
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3. Resultados e Discussao

Os derivados etéreos benzilicos e o derivado etérico contendo o alcino
terminal da guttiferona-A foram obtidos a partir de uma reacéo do tipo Sy2 entre a
benzofenona guttiferona-A e o brometo benzilico e o brometo propargilico de
interesse em meio basico.

As azidas organicas benzilicas foram selecionadas de acordo com a
similaridade estrutural de alguns farmacos e agroquimicos ja comercializados,
fluxapyroxad® (fungicida), Baclofeno® (relaxante muscular), 2,4D® (herbicida),
protokylol® (Broncodilatador) e o bromperidol® (Neuroléptico potente), lanicemina®

(Depresao grave) (Figura 40).

Figura 40: Estrutura de farmacos e agroquimicos.
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As azidas organicas foram sintetizadas a partir da reacdo de substituicdo
nucleofilica bimolecular do brometo orgéanico benzilico p-substituido com azida de
sodio em dimetilsuféxido (DMSO).

As azidas orgéanidas sintetizadas a partir de alcoois (piperolinico e piridinio)
fez-se necessaria uma etapa de mesilagdo para tornar o grupo hidroxila um bom
grupo abandonador, para ser usado como substrato passivel de sofrer um ataque
nucleofilico em uma reacao do tipo Sy2. Os ésteres sulfonatos formados, com um
bom grupo abandonador (mesila), foram entdo substituidos em uma préxima etapa
pelo nucledfilo N3, resultando na azida organica de interesse.

No espectro de infravermelho do composto 2 (Figura 41) foi observado uma
banda em 3270 cm™' referente ao estiramento C-H de alcinos, juntamente com a
banda em 2126 cm™ referente ao estiramento carbono-carbono de ligacdes triplas,
confirmando a presenca de um grupo alcino terminal na estrutura da guttiferona-A.
Além desses sinais foi observado o desaparecimento da banda aguda em 3521 cm™
referente ao estiramento de OH fendlico com ligagdo intramolecular e o
aparecimento de uma banda larga em 3450 cm™ referente ao estiramento de OH
fendlico sem ligagdo intramolecular, indicando a permanéncia de uma hidroxila
fendlica. As bandas em 1510 cm™, 1380 cm™ s3do referentes ao estiramento da
ligagdo C-C de aromaticos e em 1281 cm™ sdo devidas ao estiramento da ligagdo C-
O de éter. Ja as bandas em 1200 cm™, 1134 cm™ e 1019 cm™ s&o referentes a

deformagao angular de C-H de aromaticos.



Figura 41: Espectro no IV (ATR) do composto 2.
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No espectro de RMN de "H do composto 2 (Figura 42) foi observado um sinal
0y 2,58 na forma de um tripleto, integrado para um hidrogénio correspondente ao
atomo de hidrogénio ligado ao carbono sp (H-3’) com constante de acoplamento J =
2,31 Hz. Este tripleto é resultado do acoplamento a longa distancia tipico de alcinos
terminais.

Em 6y 4,79 foi observado um dupleto integrado para dois hidrogénios
referente aos hidrogénios metilénicos H-1" com constante de acoplamento de 2,31
Hz evidenciando assim o acoplamento entre os hidrogénios H-1’ com H-3'. O sinal
largo em 5,66 ppm foi atribuido ao hidrogénio da hidroxila OH-13 remanescente. O
dupleto com deslocamento quimico em 6,93 ppm corresponde ao hidrogénio
aromatico H-15 integrado para um hidrogénio e com J = 8,25 Hz. O multipleto na
regidao de 7,19-7,11 ppm integrado para dois hidrogénios referem-se aos hidrogénios
H-12 e H-16. Para confirmar a propargilacédo na hidroxila OH-14 e a identificacdo do
carbono C-1’ foi realizado o mapa de contornos NOESY (Figura 43 e Figura 44),
podemos perceber a correlagdo entre o H-1" com o hidrogénio H-15 (Figura 45) e o
mapa de contornos HSQC (Figura 46) que nos possibilitou atribuir o sinal é4 56,75
ao C-1’.



Figura 42: Espectro de RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) d o composto 2.
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Figura 43: Mapa de contornos NOESY 'H - "H (CDCls, 300 MHz) do composto 2.

H-1'

"V

H-1

.‘.I.

5.0

ppm

116

45 40 35 30 25

+10

H11

ppm



Figura 44: Mapa de contornos (expandido) NOESY 'H - '"H (CDCls, 300 MHz) do composto 2.
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Figura 45: Correlagao existente entre os hidrogénios do composto 2.




Figura 46: Mapa de contornos HSQC 'H — *C (CDCls, 300 MHz) para o composto 2.
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No espectro de RMN de ™C (Figura 47) o sinal observado com
deslocamento quimico igual a 6¢c 76,83 refere-se ao carbono sp C-3’ e o sinal em oy
77,3 refere-se ao carbono sp C-2'. O deslocamento quimico em &y 56,7 foi atribuido

ao carbono metilénico C-1".



Figura 47: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCls) para o composto 2.
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Os derivados triazolicos foram obtidos a partir da reagéo “click” entre o alcino
terminal (composto 2) com a respectiva azida organica sintetizada anteriormente,

catalisada por Cu (Figura 48).

Figura 48: Etapas para obtencao dos derivados triazélicos a partir da guttiferona-A.
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O ciclo catalitico (Figura 49) evidencia a formagéao do anel 1,2,3-triazol-1,4-
dissubstituido entre o alcino terminal e a azida orgéanica catalisada por cobre.

A primeira etapa do ciclo catalitico consiste na formacdo do acetileto de
cobre, a partir da complexacdo do Cu (I) com o orbital 1 do alcino terminal. Essa
complexagao resulta na redugao do pka de 25 para 9,8 do hidrogénio terminal do
carbono hibridizado sp. A reducido do pka favorece a desprotonacdo do complexo
acetileto de cobre em meio aquoso sem a necessidade de adicionar base. Em
seguida, tem-se a coordenacao do atomo de Cu (l) com a azida organica formando
um intermediario azida-acetileto. Neste intermediario, o cobre tem um efeito
sinergético nos sitios reativos, tornando o nitrogénio do alcino terminal mais
eletrofilico e o carbono do tipo B-vinilidénico mais nucleofilico, favorecendo o ataque
para a formacdo do metalociclo. A etapa de formagdo do metalociclo é
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regioespecifica e endotérmica. A presenga do catalisador de cobre reduz a energia
de ativacdo (Ea) para aproximadamente 15 kcalmol™” em relacdo a Ea

(aproximadamente 26 kcal.mol'1) de sistemas térmicos sem a presenga do metal.
Posteriormente, em uma etapa de eliminagdo redutiva, ocorre a contragdo do
metalociclo resultando na saida de um atomo de Cu (l) seguida pela formacéo do

1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido e a regeneragao do catalisador.

Figura 49: Proposta do ciclo catalitico para catalise de cobre e formacao do triazol.
Adaptado de SCHULZE e SCHUBERT, 2014.
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A partir do ciclo catalitico exposto acima foi possivel sintetizar os diferentes

triazois derivados da guttiferona-A (Figura 50).
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Figura 50: Estrutura dos derivados triazélicos sintetizados a partir da propargila da

guttiferona-A.

As estruturas dos derivados triazolicos 3-13 foram elucidados utilizando as
técnicas: RMN de 'H e de "°C, HSQC, IV e ESI-MS.

A seguir, sera discutida a caracterizagdo de dois compostos 1,2,3-triazéis
sintetizados. Os demais triazéis possuem caracterizacdo semelhante e seus
espectros sao apresentados em anexo.

No espectro de IV do composto 9 (Figura 51) foram observadas as bandas
2855 e 2963 cm™' caracteristico de deformagao axial C-H e em 1437 cm™ referente a
deformacao angular de C-H e banda larga em 3358 cm™ tipica de fendis junto com a
banda em 1203 cm™ referente ao estiramento de ligagdo C-O de fendis. Também
foram observadas bandas de deformagao axial C=C de anel aromatico em 1610 cm”
11510, 1437 cm™ e bandas de deformagao axial assimétrica de C-O em 1131 cm™
além de banda de absorcdo em 1727 cm™ atribuida a carbonila ndo conjugada C-9 e

em 1663 cm™ atribuida a carbonila conjugada C-10.



Figura 51: Espectro no IV (ATR) do composto 9.
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No espectro de RMN de '"H do composto 9 (Figura 52) foi observado um
dupleto (d) em &y 6,95 (J= 10,26 Hz) integrado para 1 hidrogénio referente ao
hidrogénio H-15 acoplado com o hidrogénio H-16. O sinal multipleto na regido &y
7,38 a &4 7,36 integrado para trés hidrogénios refere-se aos hidrogénios H-7"/H-9'/H-
8 e o sinal de multipleto entre &4 7,28 a &4 7,26 integrado para dois hidrogénios
refere-se aos hidrogénios H-6’/H-10’ respectivamente. O multipleto na regido de
7,16-7,08 ppm integrado para dois hidrogénios refere-se aos hidrogénios H-16 e H-
12. O sinal (simpleto) com maior deslocamento quimico observado em 6y 7,51
corresponde ao H-3’ decorrente ao efeito retirador de elétrons por efeito indutivo do
atomo de nitrogénio. Além dos sinais aromaticos, foi observado a presenca de sinais
multipletos (m) caracteristicos a prétons vinilicos na regido de 4,86 a 5,16 ppm

integrados para 4 hidrogénios atribuidos aos hidrogénios ligados aos carbonos sp?

dos grupos prenilas, H-30, H-35, H-25 e H-20. Os dois simpletos em &y 5,25 e dy
5,51 integrados para dois hidrogénios cada um, correspondem aos hidrogénios
metilénicos H-1’ e H-4’ respectivamente.

No espectro de RMN de C do composto 9 (Figura 53) os sinais observados
em O¢c 62,8 e &¢c 54,4 foram atribuidos aos carbonos C-1' e C-4’ respectivamente. O
sinal aromatico com deslocamento quimico em &6¢ 129,2 é referente aos carbonos C-
7 e C-9’, o sinal em Oc 128,2 refere-se aos carbonos C-6’/C-10’ e os sinais em 0¢
134,6 e 128,9 referem-se ao C-5 e C-8 respectivamente. Os carbonos do anel
triazdlico C-2’ e C-3’ foram observados em ¢ 145,4 e 6c 122,8 respectivamente. Os
demais sinais dos carbonos foram atribuidos a partir da analise mais detalhada do

mapa de contornos HSQC (Figura 54).
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Figura 52: Espectro de RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) do composto 9.
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Figura 53: Espectro de RMN de "*C (300 MHz, CDCl;,) do composto 9.
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Figura 54: Mapa de contornos HSQC "H — *C (300 MHz, CDCls) do composto 9.
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No espectro de infravermelho do composto 10 (Figura 55) apresenta bandas
intensas em 2857 e 2966 cm™' caracteristico de deformac&o axial C-H e em 1444
cm™ referente a deformagao angular de C-H e banda larga em 3373 cm” tipica de
fendis. Também foram observadas bandas de deformacdo axial C=C de anel
aromatico em 1609 cm™, 1504 cm™, 1444 cm™, bandas de deformacdo axial
assimétrica de C-O em 1131 cm™ além de banda de absor¢do em 1726 cm™
atribuida a carbonila de cetona n&do conjugada C-9 e em 1663 cm™ atribuida a

carbonila conjugada C-10.

Figura 55: Espectro no IV (ATR) do composto 10.
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No espectro de RMN de "H do composto 10 (Figura 56) foi observado um
dupleto (d) em o4 6,91 (J = 10 Hz) integrado para 1 hidrogénio referente ao
hidrogénio H-15. J& o multipleto com deslocamento quimico entre dy 6,74-6,68 na
regido correspondente a aromaticos, integrado para 3 hidrogénios referem-se aos

hidrogénios H-6'/H-9’ e H-10’. O sinal (simpleto) com maior deslocamento quimico

observado em &y 7,51 corresponde ao H-3’ decorrente do efeito de anisotropia do
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anel triazdlico e ao efeito retirador de elétrons por efeito indutivo do atomo de
nitrogénio. Além dos sinais aromaticos, foi observado um simplefo em &y 5,94
integrado para dois hidrogénios com maior deslocamento quimico, referente aos H-
11’ ligados ao carbono C-11" localizado entre dois atomos de oxigénios (-O-CH,-O-)
tornando-os bastante desblindados quando comparado aos outros dois sinais de
simpletos com deslocamento quimico em oy 5,40 e &4 5,24 ambos integrados para
dois hidrogénios referentes aos hidrogénios H-11’/H-4’ e H-1’ respectivamente.

No espectro de RMN de "*C (Figura 57) em conjunto com a analise do mapa
de contornos HSQC (Figura 58) pode-se atribuir os deslocamentos dos carbonos. Os
sinais observados em 6¢ 62,8 foi atribuido ao C-1" e ¢ 54,2 ao C-4’. Os sinais
referentes aos carbonos aromaticos &¢c 108,7 referem-se aos carbonos C-6’ e C-10’
e o sinal 6¢c 148,2 foram atribuidos aos carbonos C-7’/C-8'. Os carbonos do anel

triazolico C-2’ e C-3’ foram observados em &¢ 145,3 e 6¢ 122,1, respectivamente.



Figura 56: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) para o composto 10.
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Figura 57: Espectro de RMN de C (75 MHz, CDCl3) do composto 10.
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Figura 58: Mapa de contornos HSQC "H — *C (300 MHz, CDCls) do composto 10.
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4. Conclusao

A partir do isolamento e identificagdo da guttiferona-A realizado no capitulo1
foi possivel sintetizar quatro derivados etéreos, sendo dois derivados inéditos.

A partir do alcino terminal da guttierona-A utilizando a abordagem sintética
“click” foi possivel sintetizar uma série de derivados triazdlicos, sendo sintetizados 11

compostos inéditos com rendimentos que variaram de 52% a 92%.



135

5. Referéncias bibliograficas

AHAER, N. G; PORE, V. S.; MISHRA, N. N.; KUMAR, A; SHUKLA, P. K.; SHARMA,
A.; BHAT, M. K. Synthesis and antifungal activity of 1,2,3-triazole containing

fluconazole analogues. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 19, p. 759—
763, 2009.

ALNAJJAR, A. O.; EL-ZARIA, M. E. Synthesis and characterization of novel azo-
morphine derivatives for possible use in abused drugs analysis. European Journal
of Medicinal Chemistry, v. 43, p. 357-363, 2008.

ANJOS, J. V.; NEVES-FILHO, R. A. W.; NASCIMENTO, S. C.; SRIVASTAVA, R. M;;
MELO, S. J.; SINOU, D. Synthesis and citotoxic profile of glycosyl- triazole linked to
1,2,4-oxadiazole moiety at C-5 though a straight-chain carbon and oxygen atoms.
Europenan Journal of Medicinal Chemistry, v. 44, p. 3571-3576, 2009.

ARAUJO, C. R. M.; LEITE FILHO, C. A.; SANTOS, V. L. DOS A; MAIA, G. L. A. M.;
GONSALVES, A. A. Desenvolvimento de farmacos por hibridagcdo molecular: uma
aula pratica de quimica medicinal usando comprimidos de paracetamol e
sulfadiazina e a ferramenta virtual scifinder®. Quimica Nova, v. 38, p. 868-873,
2015.

BOKOR, E.; DOCSA, T.; GERGELY, P.; SOMSAK, L. Synthesis of 1-(D-
glucopyranosyl)-1,2,3-triazoles and their evaluation as glycogen phosphorylase
inhibitors. Bioorganic & Medicinal Chemistry, v. 18, p. 1171-1180, 2010.

CHEN, Z.LU, D.; WEBER, S. G. High-Throughput Phase-Distribution Method to
Determine Drog Cyclodextrin Binding Constants. Journal of Pharmaceutical
Scienses, v. 98, p. 229-238, 2009.

CHU, X. M.; WANG, C.; WANG C , W. L.; LIANG, L. L.; LIU, W.; GONG, K. K.; SUN,
K. L. Triazole derivatives and their antiplasmodial and antimalarial activities.
European Journal of Medicinal Chemistry, v. 166, p. 206 -223, 2019.



136

COLOMBANO, G.; TRAVELI, C.; GALLI, U.; CALDARELLI, A.; CHINI, M. G
CONONICO, P. L.; SORBA, G.; BIFULCO, G.; TRON, G. C.; GENAZANNI, A. A. A
novel potente nicotinamide phosphoribolsyltransferase inhibitor synthesized via click
chemistry. Journal of Medicinal Chemistry, v. 53, p. 616-623, 2010.

DUARTE, D. F. Uma Breve Histéria do Opio e dos Opidides. Revista Brasileira de
Anestesiologia, v. 55, p. 135-146, 2005.

GALLARDO, H.; GILMAR, C.; BRYK, F.; LOURENCO, M. C. S.; COSTA, M. S,
FERREIRA, V. F. Synthesis and Evaluation of 1-Alkyl-4-phenyl[1,2,3]triazole
Derivatives as Antimycobacterial Agent. Jounal of the Brazilian Chemical Society,
v. 18, p. 1285-1291, 2007.

GILL, C.; JADHAV, G.; SHAIKH, M.; KALE, R.; GHAWALKAR, A.; NAGARGOJE, D;
SHIRADKAR, M. Clubbed [1,2,3] triazoles by fluorine benzimidazole: A novel
approach to H37Rv inhibitors as a potential treatment for tuberculosis. Bioorganic &
Medicinal Chemistry Letters, v. 18, p. 6244—-6247, 2008.

HOLLA, B. S.; MAHALINGA, M.; KARTHIKEYAN, M. S.; POOJARY, B.; AKBERALI,
P. M.; KUMARI, N. S. Synthesis, characterization and antimicrobial activity of some
substituted 1,2,3-triazoles. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 40, p.
1173-1178, 2005.

KOTHAREA, S.; KLUGER, G.; SACHDEO, R.; WILLIAM, B.; OLHAYE, O
PERDOMO, C.; BIBBIANI, F. Dosing considerations for rufinamide in patients with
Lennox—Gastaut syndrome: Phase Ill trial results and real-world clinical data.
Seizure, v. 47, p. 25-33, 2017.

LINDSAY-SCOTT, P. J.; GALLAGHER, P. T. Synthesis of heterocycles from
arylacetonitriles: Powerful tools for medicinal chemists. Tetrahedron Letters, v. 58,
p. 2629-2635, 2017.

LIU, G.; LI, L; HUANG, X.; ZHENG, S.; XU D.; XU, X,; ZHANG, Y.; LIN, H.

Determination of triazole pesticides in aqueous solution based on magnetic graphene



137

oxide functionalized MOF-199 as solid phase extraction sorbents. Microporous and
Mesoporous Materials, v. 270, p. 258-264, 2018.

MELO, J. O. F.; DONNIC, C. L.; AUGUSTI, R.; FERREIRA, V. F.; DE SOUZA, M. C.
B. V.; FERREIRA, M. L. G.; CUNHA, A. C. Heterociclos 1,2,3-triazdlicos: historico,
meétodos de preparagdo, aplicagdes e atividades farmacologicas. Quimica Nova, v.
29, p. 569-579, 2006.

PUTTASWAMY, N.; MALOJIAO, V. H.; MOHAMMED, Y. H. E.; SHERAPURA, A;
PRABHAKAR, B. T.; KHANUM, S. A. Synthesis and amelioration of inflammatory
paw edema by novel benzophenone appended oxadiazole derivatives by exhibiting
cyclooxygenase-2 antagonist activity. Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 103, p.
1446-1455, 2018.

ROSTOVTSEV,V. V.; GREEN, L. G.; FOKIN, V. V.; SHARPLESS, K. B. A Stepwise
Huisgen cycloaddition Process: copper(l)- Catalyzed Regioselective “Ligation” of
Azides and terminal alkynes. Angewandte Chemie, v. 41, p. 2596-2598, 2002.

SCHULZE, B.; SCHUBERT, U. S. Beyond click chemistry — supramolecular
interactions of 1,2,3-triazoles. Chemical Society Reviews, v. 43, p. 2522, 2014.

TORNOE, C. W.; CHRISTENSEN, C.; MELDAL, M. Peptodotriazoles on solid fase:
[1,2,3]-triazoles by regioespecific copper catalyzed 1,3-dipolar cycloadtions of
terminal alkynes to azides. Journal of Organic Chemistry, v. 67, p. 3057-3064,
2002.

SUMANGALA, V.; POOJARY, B.; FERNANDES, J.; KUMARI, N. S. Synthesis and
antimicrobial activity of 1,2,3-triazoles containing quinoline moiety. Archives of
Pharmacal Research, v. 33, p. 1911-1918, 2010.

THOMAS, K. D.; ADHIKARI, A. V.; SHETTY, N. S.; Desing, synthesis antimicrobial
activities of some new quinolone derivatives carrying 1,2,3-triazole moiety. European
Journal of Medicinal Chemisty, v. 45, p. 3803-3810, 2010.



138

VARADI, A.; GERGELYA, A.; BENI, S.; JANKOVICS, P.; NOSZAL, B.; HOSZTAFI,
S. Sulfate esters of morphine derivatives: Synthesis and characterization. European
Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 42, p. 65-72, 2011.

ZHAO,X. L.; QIAN, H. F.; HUANG W. Construction of benzothiazole/pyridone based
bi-heterocyclic dyes and their Ni' and Cu" complexes. Dyes and Pigments,. v. 149,
p. 796-803, 2018.



139

CAPITULO 3: Atividade agroquimica do extrato
bruto das sementes de Garcinia gardneriana e dos

compostos isolados
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1. Introdugao

As pesquisas envolvendo novas moléculas organicas biologicamente
ativas tém crescido nos ultimos anos. Esta busca tem aumentado
principalmente pela necessidade hoje de compostos mais eficientes que
possam controlar diversas doengas e pragas em que 0s bidtipos adquiriram
resisténcia aos principios ativos tradicionalmente utilizados.

O numero de pesquisas utilizando moléculas organicas extraidas das
fontes naturais, como plantas e microrganismo, envolvendo o controle de
diversas enfermidades tem crescido consideravelmente. AMARAL et al. (2017)
fizeram um levantamento da importancia da evolugdo da quimica medicinal
sobre a diversificagdo das principais doengas investigadas pelos grupos de
Quimica Medicinal no Brasil no periodo de 1969-2017 (Tabela 4). Na tabela 4
pode-se perceber que no periodo de 2011-2017 houve aumento significativo
dos estudos com produtos naturais no controle da malaria, leishmania e

cancer.

Tabela 4: Principais doengas e desordens investigadas por grupos de pesquisa
brasileiros e publicadas nos principais periédicos em Quimica Medicinal.

1969-2000 2001-2005 2006-2010 2011-2017
% total
Absol” %" Absol.” %° Absol” %” Absol.” %”
Cancer 3 10 13 13 71 25 196 27 19
Doenca de chagas 7 24 17 17 45 16 103 14 18
Malaria 1 3 4 4 11 4 48 7 4
Leishmaniose 1 3 10 10 26 9 72 10 8
Infecgbes bacterianas e 2 7 10 10 45 16 114 16 12
fungicas
Viroses 3 10 3 3 22 8 36 5 7
Diabetes 0 0 4 4 3 1 16 2 2
Inflamag&o e dor 9 31 18 18 37 13 73 10 18
Cardiovascular 2 7 12 12 11 4 31 4 7
SNC 1 3 7 7 12 4 46 6
Total 29 98 283 735

®Para cada doenca foi realizada uma busca parametrizada por trabalhos brasileiros na base de dados Scopus (05/03/2017),utilizando as revistas previamente
citadas e as seguintes palavras-chave (cancer e tumor); Chagas (cruzi ou chagas ou trypanossoma); Malaria (malaria ou plasmodium);
Leishmaniose(leishmania ou leishmaniasis); Antimicrobianos (antimicrobial ou bactéria ou antifungal ou antibiotic); Viroses (virus ou antiviral); Diabetes
(diabetes); Inflamagéo e dor (inflamation ou pain ou analgesic ou inflamatory ou anticonceptive); cardiovascular (cardiovascular ou heart ou platelet ou cardiac
ou angine ou cholesterol); SNC (central nervous system ou CNS ou neuro), °quantitativo absoluto dentro do periodo, °% relativo dentre os alvos ou classes
quantificados no periodo. 9% relativo ao total do periodo 1969-2017.

Fonte: AMARAL et al. (2017).
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Atualmente, as principais pesquisas utilizando produtos naturais sao de
substancias extraidas de plantas, porque estas espécies sintetizam diferentes
classes de compostos denominados metabdlitos secundarios, associadas a
diversas fungdes ecologicas como, protecdo contra o ataque de herbivoros e
patdgenos, ou servem como atrativos (aroma, cor, sabor) para polinizadores e
também podem funcionam como agentes de competicdo entre plantas
(alelopatia) e de simbiose entre plantas e microrganismos. Com isto, tais
compostos, apresentam uma variada diversidade quimica que podem
apresentar alta atividade biologica, sendo excelentes pistas para o
desenvolvimento de novos farmacos e pesticidas.

A G. gardneriana € uma espécie de planta comprovadamente rica em
metabdlitos secundarios farmacologicamente ativos (CASTARDO et al., 2008;
CECHINEL-FILHO et al., 2000; LUZZI et al., 1997), associado a presenga de
compostos fendlicos, xantonas, benzofenonas, triterpenos e esteroides.

As benzofenonas e compostos fendlicos possuem atividade inibidora
da enzima acetilcolinesterase (BELLUTI et al., 2011 e 2009; SHARIKURKCU et
al., 2018), atuando no sistema nervoso central, sendo muito importante para as
industrias farmacéuticas e agroquimicas. Para as industrias farmacéuticas os
compostos inibidores da enzima acetilcolinesterase podem ser excelentes
promissores no tratamento da doenca de Alzheimer. Ja nas industrias
agroquimicas podem atuar como inseticidas e nematicidas, tendo como
mecanismo de agdo o0 modo sistémico, em que os inibidores da
acetilcolinesterase atuam nas neuroenzimas no sistema nervoso impedindo
que passem os impulsos elétricos paralisando ou matando o individuo (inseto
ou nematoide) (KANG et al., 2013; RATTAN, 2010).

GUIMARAES et al. (1996a e b) comprovaram a atividade dos extratos
hidroalcodlicos da G. gardneriana como vasodilatadora de artéria aorta isolada
e seu efeito anti-inflamatério em ratos. Em 2004 estes mesmos autores
comprovaram que o extrato hidroalcodlico das folhas apresentou inibicdo da
melogénese sobre a linhagem de melanoma murino B16F10 sem diminuir a
viabilidade celular desta linhagem nas concentragdes utilizadas.

LUZZI et al. (1997) relataram que as folhas da espécie G. gardneriana
€ a parte mais utilizada na medicina popular devido seu efeito analgésico
associado aos biflavonoides presentes na espécie.
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Conhecendo a importancia dos produtos naturais e dos relatos sobre o
potencial biolégico das benzofenonas e compostos fendlicos, este trabalho teve
por objetivo avaliar a atividade inseticida e herbicida do extrato bruto e

compostos isolados da G. gardneriana.
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2. Material e Métodos

2.1 Avaliacdo da atividade fitotdxica do extrato e compostos isolados da

Garcinia gardneriana

O ensaio foi conduzido para comprovar a hipétese de que extrato de
acetato de etila da espécie G. gardneriana possam apresentar atividade
herbicida. Para isto, o experimento foi conduzido em ambiente protegido com
condicbes controladas de temperatura e umidade no Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa-MG.

A espécie utilizada para indicar a acao herbicida dos compostos foi o
sorgo (Sorghum bicolor), por ser considerada uma espécie altamente sensivel
a herbicidas, sendo comumente utilizada em bioensaios por ser também de
facil conducado. O substrato inerte utilizado para o ensaio foi a areia lavada.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
triplicada, em esquema fatorial 4x4+2, sendo o primeiro fator composto pelos
extrato de acetato de etila da espécie G. gardneriana (extrato bruto, 7-
epiclusianona, guttiferona-A e fukugetina) e o segundo por quatro doses de
cada composto, mais o tratamento com o herbicida glyphosate (Produto
comercial Roundup original® na concentragao 1,3 mM) e o tratamento controle
(sem aplicagdo de compostos ou herbicidas), Na Tabela 5 estdo apresentados

0s compostos com as respectivas doses testadas.

Tabela 5: Doses dos compostos e herbicida utilizados no ensaio de teste

fitotoxico.
7- 'Glyphosate
Extrato guttiferona-A  Fukugetina
epiclusianona
ppm mM
125 0,25 0,25 0,25 1,30
250 0,50 0,50 0,50 -
500 1,00 1,00 1,00 -
1000 1,30 1,30 1,30 -

'/ Produto comercial Roundup original®, contendo 360 g L~ do equivalente acido de
glyphosate.
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2.1.2 Preparo das solucdes estoques dos compostos testados.

Inicialmente foi preparado uma solugdo estoque de 1000 ppm do
extrato de G. gardneriana em agua destilada contendo 10% de Tween e 1% de
pent-3-ona. A solucao foi sonicada em aparelho ultra-som por 1 hora. A partir
da solugado estoque foram preparadas quatro concentragbes do extrato (1000;
500; 250 e 125 ppm).

Para cada composto isolado (7-epiclusianona, guttiferona-A e
fukugetina) foi preparada uma solugcdo estoque de 2 mmol L em agua,
contendo 10% de Tween e 1% de pent-3-ona. A solucao foi sonicada em
aparelho ultra-som por 1 hora. A partir da solugdo estoque foram preparadas
quatro concentragoes (1,3; 1,0; 0,5 e 0,25 mmol L'1).

No tratamento controle foi utilizada agua contendo 10% de Tween e 1%
de pent-3-ona. O preparo do tratamento herbicida foi realizado utilizando o
produto comercial Roundup original®, contendo 360 g L™ do equivalente acido
de glyphosate, sendo preparada uma solugéo na concentracdo de 1,3 mmol L™

do equivalente acido.

2.1.3. Preparo do material inerte

A areia foi peneirada em malha de 2 mm e, em seguida, tratada
durante 36 horas com acido cloridrico PA, diluido em agua, numa proporg¢ao de
600 mL de acido para cada 10 L de agua, mantendo-se uma lamina de 10 cm
da solugao acida acima do nivel do substrato, em baldes de polietileno. Apos
esse periodo, a areia foi lavada com agua corrente, até que fosse retirado o

excesso de acido, alcangando pH proximo de 7,0 em agua deionizada.

2.1.4. Montagem do ensaio fitotoxico

As parcelas experimentais foram compostas de potes de polietileno
com fundos vedados, com capacidade para 300 cm® que foram preenchidos
com substrato. Em seguida, foram incorporados no material inerte 30 mL de
solugdo de cada composto previamente homogeneizado. Apds isto foram

semeadas seis sementes de sorgo, a uma profundidade de 1 cm.
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ApdOs a semeadura, os vasos foram irrigados diariamente de acordo
com a necessidade diaria e a cada sete dias os vasos foram irrigados com
solugédo de Hogland e ARNO (1950) contendo macro e micronutrientes.

Aos 7, 14 e 21 dias apos aplicagdo (DAA) foi avaliado a porcentagem
de intoxicacdo das plantas por meio de notas de 0 (auséncia de intoxicagao) a
100 (morte da planta) (SBCPD 1995).

Aos 21 dias apos a semeadura foi realizada a colheita do experimento,
que consistiu no corte da parte aérea das plantas rente a superficie do
substrato e retirada das raizes que foram lavadas em agua corrente.
Posteriormente, todo esse material foi seco em estufa de circulagao forcada de
ar (70 = 2 °C) até atingir massa constante que foi determinada utilizando uma
balanca de precisdo de 0,001 g e, codificadas como MSF (matéria seca da
parte aérea) e MSR (matéria seca da raiz) das plantas.

Os dados de acumulo de matéria seca foram convertidos em
percentagem (proporgao relativa as testemunhas, que receberam valor de
100%). Em seguida, os dados foram submetidos a analise descritiva e as
médias foram representadas na forma de graficos de barra com seus

respectivos desvios padrao, utilizando o software Sigmaplot® 12.5.

2.3 Avaliagao da atividade inseticida

Os bioensaios de atividade inseticida foram realizados no Laboratério de
Manejo Integrado de Pragas, localizado no Departamento de Entomologia da
Universidade Federal de Vigosa. Os insetos utilizados nos bioensaios de
atividade inseticida foram provenientes de criacbes deste mesmo laboratorio.

Para avaliacdo da toxicidade das substancias foram utilizadas lagartas
do segundo instar das espécies Plutella xylostella e Ascia monuste. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado contendo
seis repeticbes. Cada parcela experimental foi constituida de 10 lagartas.

Para a determinacdo da quantidade de substancia utilizada no preparo
de cada solugao, foi estimada previamente a massa média de 10 lagartas da
mesma espécie. Apos esta pesagem, as solugdes foram preparadas a partir da
diluicdo dos compostos no volume de acetona estimado conforme a férmula

abaixo:
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v _ mp X vap
sol Dt X m;

Sendo:

Vso1 = Volume de acetona utilizado para o preparo das solugdes (uL);

m, = massa de substancia pesada (mg);

v, = volume de solugado aplicado em cada inseto (fixo = 0,5 ulL);
D, = dose testada (mg de substancia/g de lagarta) (fixo = 30 mg/q);

m; = massa média de dez lagartas da mesma espécie (mg).

Neste sentido, as solugdes preparadas foram aplicadas topicamente
(0,5 uL) no dorso de cada lagarta com auxilio de uma microsseringa 10 uL
(Hamilton 76620). Para o controle (testemunha), os insetos foram tratados com
igual volume da acetona. Apds a aplicagao dos tratamentos, as lagartas foram
acondicionadas em potes plasticos com tampa (250 mL) contendo um disco de
folha de couve (3,0 cm de didmetro) o qual foi fornecido como alimento.

As mortalidades das lagartas foram avaliadas apds 48 horas da
aplicacdo dos tratamentos. Os dados de mortalidade, por sua vez, foram
corrigidos em relagdo a mortalidade do controle (testemunha) usando a formula
de ABBOTT (1925). As mortalidades corrigidas foram submetidas a analise de
variancia e as medias dos tratamentos comparadas pelo teste Tukey a P<0,05.
Para todos os dados foram verificados a homogeneidade de variancia e
normalidade dos erros (SAS Institute 2013) os quais indicaram que

transformacdes ndo seriam necessarias.
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3. Resultados e discussao

3.1. Avaliacao da atividade fitotoxica

Os compostos e o glyphosate ndo provocaram intoxicagoes nas plantas
até os 7 DAA (Dias Apds Aplicagao). Os primeiros sintomas foram observados
a partir dos 14 DAA (Figura 59; A; B; C; D). O uso de extrato no solo causou
intoxicagdes nas plantas de sorgo com mesma intensidade em todas as doses
avaliadas, com valores médios de 3,27 e 2,33% nas avaliagdes aos 14 e 21
DAA, respectivamente (Figura 59; A). Valores estes, muito inferiores aos
observados as 14 e 21 DAA para o uso do herbicida glyphosate, que foram de
83,33 e 35,00%, respectivamente.

As intoxicagbes causadas pelos compostos 7-epiclusianona e
fukugetina foram semelhantes (Figura 59; B e C). Observou-se que houve
aumento dos sintomas com o aumento das doses dos compostos, com valores
médios de 10,55 e 18,33% na maior dose aplicada, para 7-epiclusianona e
fukugetina, respectivamente, aos 21 DAA. Assim como o observado para o
extrato, estes valores sdo muito abaixo dos observados quando se utilizou o
glyphosate.

A aplicacao de guttiferona-A causou intoxicagdées nas plantas de sorgo
que foram mais intensas com o aumento das doses do composto. Foi
observado também que houve evolugdo dos sintomas da avaliagdo aos 14
DAA para a realizada aos 21 DAA, resultado contrario ao observado para o
glyphosate, onde observou-se redugido de intoxicagdo na ultima avaliagdo em
relacdo aos 14 DAA. Os valores médios observados na maior dose foram de
65,55 e 68,88% aos 14 e 21 DAA, respectivamente. O uso do guttiferona-A a
partir da dose 0,5 mM causou intoxicagdes com mesma intensidade do que
observado para um herbicida comercial (glyphosate) aos 21 DAA, sendo
observado nas duas maiores doses intoxicagcdes mais pronunciada do que as
observadas na aplicagao do herbicida.

Os principais sintomas observados nas plantas foram clorose foliar que
com o passar dos dias evoluiram para necrose de tecidos (Figura 60). A
maioria dos mecanismos de acdo de herbicidas provoca clorose foliar das

folhas com posterior necrose (SILVA et al., 2013).
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Figura 59: Intoxicagcao de plantas de sorgo submetidas a doses crescentes de

extrato bruto (A), 7-epiclusianona (B), fukugetina (C) e guttiferona-A (D),

comparados com o uso do herbicida glyphosate, aos 21 DAA.
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Figura 60: Plantas de sorgo submetidas a doses crescentes de extrato bruto (A), 7-

epiclusianona (B), fukugetina (C) e guttiferona-A (D) aos 21 DAA.

Controle

Controle

A matéria seca da parte aérea e da raiz das plantas de sorgo ficaram
alteradas apds a exposigcao a todos os compostos e doses testadas (Figura 61;
A, B, C e D). O uso do extrato, de modo geral, causou redugao da matéria seca
de parte aérea e raiz de forma semelhante, sem diferencas entre as doses
(Figura 61; A). Em média houve reducao de 21,84% e 30,30% da matéria seca
de parte aérea e raiz, respectivamente. Estas redugdes estdo proximas das
observadas na aplicacdo de glyphosate, onde houve reducado de 46,77% na

matéria seca de parte aérea e 19,78% na matéria seca de raiz. A diferenca
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notéria entre o extrato e o herbicida é, que o extrato teve mais acdo sobre o
sistema radicular, enquanto que o herbicida atuou mais sobre a parte aérea

das plantas.

Figura 61: Porcentagem de inibigdo ou estimulo de Matéria seca da parte aérea
(MSPA) e raiz (MSR) de plantas de sorgo submetidas a doses crescentes de
extrato bruto (A), 7-epiclusianona(B), fukugetina (C) e guttiferona-A (D),

comparados com o uso do herbicida glyphoste, aos 21 DAA.

100 | 100
= %4 I =mses J— | 3 msea
g { [ MR g | MR
2 g
P | P |
4w { £ g \
\
204 { 20 A |
\
0 : 0 ﬁ ;
| U Ix u
0 I 2 ‘
- [ - \
g | g |
0 | 3 ‘
2 ol 2 ol
5 [ 5 - |
=} =}
TR ‘[ 80 }
-100 T T T T | T -100 T T T T ‘ T
125 250 500 1000 130 025 050 1,00 1,30 130
Concentragdo de Extrato (ppm) Glyphosate (1,30 mM) Concentragio de 7-epelusionona (mM) Glyphosate (1,30 mM)
1001 i 100 ‘
~ %4 | = mspa s %1 [ YO
< | = MR < [ BYO
4w | 4w {
\
0 | 0 [
\ [
0 ‘ 07
A i ml |
201 | 2 [‘
\ s w0l
g 401 | g [
g | g Py [
'y } 01 |
. [
w0 j . ' —— v w0 0 W
025 0,50 1,00 1,30 1,30 ’ ’ i "
A iferona- Glyphosate (1,30 mM
Concentragéio de Fukugetina (M) Glyphosate (1,30 mM) Concentrago de Guttiferona-A (mM) lyphosate ( )

A agado da 7-epiclusianona e da fukugetina sobre as plantas, assim

como ja observado na avaliacédo de intoxicagao, foram semelhantes, sendo
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mais intensa nas duas maiores doses (1,0 e 1,3 mM) com valores proximos aos
observados no uso do glyphosate.

A aplicagcdo de guttiferona-A reduziu a matéria seca das plantas com
valores proximos a agédo do herbicida desde a dose mais baixa com valores
médios de 31,02 e 32,03% para a reducado de matéria seca de parte aérea e
raiz, respectivamente.

CUSATI et al. (2014) avaliaram a eficiéncia de tetraoxanos sobre o
controle de plantas de sorgo e assim como o ocorrido nos compostos testados
no presente estudo, alguns compostos foram altamente eficazes, reduzindo a
matéria seca da parte aérea e da raiz das plantas. Os autores afirmam que os
compostos apresentaram atividade comparavel com a do glifosato e

imazetapyr, assim como também observado no presente trabalho.

3.2. Avalicao da atividade Inseticida

No teste inseticida foi verificada diferengas significativas na mortalidade
das lagartas de P. xylostella em fungdo dos tratamentos (F3 20 = 20,79; P<0.001)
(Figura 62, A). As substancias estudadas puderam ser divididas em trés grupos
de acordo com a mortalidade causada as lagartas de P. xylostella. No primeiro
grupo estdo o extrato bruto da espécie G. gardneriana e fukugetina que
causaram mortalidades de 2,50% e 3,33%, respectivamente. No segundo grupo
esta a 7-epiclusianona que causou mortalidade de 33,33%. Por fim, no terceiro
grupo esta a guttiferona-A que causou mortalidade de 13,33% a P. xylostella.

Para as mortalidades da lagarta A. monuste, ndo foram verificadas
diferengas significativas em fungédo dos tratamentos (Fs2 = 1,21; P= 0,37) (
Figura 62; A; B). As mortalidades de A. monuste variam de 10,00 a 23,33% em

funcao da aplicacéo dos tratamentos.
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Figura 62: Mortalidade (média + erro padréo) das lagartas Plutella xylostella (A)
e Ascia monuste (B) em fungdo da aplicagdo das substancias sintetizadas. Os
histogramas seguidos pela mesma letra possuem médias que nao diferem, entre

si, pelo teste Tukey a P<0,05.
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As substancias testadas nas lagartas P. xylostella e A. monuste nao
foram consideradas eficientes para controlar estes organismos. No Brasil, uma
substancia €& considerada eficiente quando ocasiona mortalidade = 80%
(ARAUJO et al., 2017). Portanto, o extrato bruto e as substancias isoladas nao
possuem potencial inseticida contra as espécies de lagarta testadas. Todavia, €
importante destacar o potencial do composto 7-epiclusianona e reforcar a
necessidade de novos estudos priorizando a modificagdo estrutural deste
composto, por exemplo, a partir das estratégias de sinergismo com moléculas
ja comercializadas e também a hibridizacdo molecular, que € a jungcdo de duas
moléculas biologicamente ativas em uma unica molécula no intuito de
potencializar a atividade biolégica ou até mesmo atribuir uma atividade ainda

nao comprovada.
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4. Conclusao

Os compostos isolados 7-epiclusianona, fukugetina tem moderada
acao sobre a matéria seca de plantas de sorgo. A guttiferona-A possui
potencial atividade herbicida, pois reduz a matéria seca de plantas de sorgo e
causa severas intoxicagdes que podem resultar na morte das plantas.

Para a avaliagdo inseticida os compostos testados apresentaram
atividade moderada sobre as lagartas, com destaque para o uso de 7-
epiclusianona sobre P. xylostella. Todavia, estas substancias ndo podem ser
consideradas eficientes para controlar estes organismos. Entretanto, novos

derivados semissintéticos poderéo potencializar a atividade inseticida.
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CAPITULO 4: Atividade citotéxica do
extrato, metabolitos isolados e derivados da

guttiferona-A
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1. Introdugao

Cancer segundo o INCA (Instituto Nacional de Cancer) refere-se a um
conjunto de mais de 100 doengas, que tém em comum o crescimento
desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgdos. Esta doenga pode ser
de varios tipos, sendo definido a partir do tipo de érgédo em que se inicia esse
crescimento desordenado de células, por exemplo, quando comegcam em
tecidos epiteliais sdo denominados carcinomas, ja a origem iniciada nos tecidos
conjuntivos sdo denominados sarcomas (INCA, 2014).

O cancer é a segunda maior causa de mortes no mundo (OPAS, 2018).
Além do sofrimento causado ao individuo, com o aumento dos casos de
cancer, 0 pais aumenta seus gastos com medicamentos, tratamentos médicos
e investimentos em pesquisa, sendo este ultimo, dependente de politicas
governamentais. As pesquisas nesta area apresentam diferentes vertentes de
estudos, como por exemplo, a introducdo de novas tecnologias, novos
tratamentos e pesquisas que busquem novos medicamentos. Diante desse
cenario, a busca por composto organicos ativos é uma importante alternativa
para suprir a demanda por novas moléculas ativas sobre células cancerigenas
(CRUZ et al., 2014, UNNATI et al., 2013).

Dentre as principais fontes de moléculas farmacologicamente ativas, as
oriundas de fontes naturais, como os microrganismos, fungos e plantas, que
possuem novas estruturas quimicas ou esqueletos incomuns, que dificilmente o
homem conseguiu reproduzir sinteticamente. As plantas, certamente séo a
fonte que possui a parcela mais significativa no fornecimento de estruturas
modelos (SOUZA et al., 2007).

A maioria dos medicamentos quimioterapicos em uso clinico
produzidos nas ultimas décadas ou sdo de origem natural ou sdo planejados
sinteticamente a partir de produtos naturais (COSTA-LOTUFO et al., 2010;
GORDALIZA 2007; BARREIRO e BOLZANI, 2009).

Atualmente mais de 30 compostos de origem natural utilizados no
tratamento de diferentes tipos de cancer estdo em fase clinica, destacando os
compostos ixabepilona (Soragium cellulosum), romedepsina (Chromobacterium
violaceum) e dibenzodiazepina (Micromonospora sp.) (Figura 63). Além do
fornecimento de estruturas quimicas diferenciadas na sua forma in natura,

estas estruturas podem ser utilizadas como condutoras de novas moléculas a
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partir da semissintese, tornando-as farmacologicamente mais ativas, seletivas
e menos toxicas (GORDALIZA 2007).

Figura 63: Estrutura quimica de compostos naturais em diferentes fases
clinicas.

ixabepilone 0

romidepsin

ECO-4601

Conforme apresentado nos capitulos anteriores, o género Garcinia é
rico em compostos biologicamente ativos, destacando a benzofenona fendlica
de padréo catecol denominada guttiferona-A.

Neste contexto, o objetivo deste ensaio foi comprovar o efeito citotdxico
do extrato (EAE), metabdlitos isolados da Garcinia gardneriana (7-
epclusianona, guttiferona-A e fukugetina) e dos derivados triazdlico da

guttiferona-A.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Linhagens celulares

No presente estudo foram utilizadas as linhagens MCF-7 (derivada de
cancer de carcinoma de mama), A549 (derivada de adenocarcinoma
pulmonar), HepG2 (derivada de carcinoma hepatocelular) e HaCaT
(queratindcitos derivado de pele humana), as quais foram obtidas no Banco de
Células do Rio de Janeiro. Os testes foram realizados em parceria com a Profa.
Dra. Marisa lonta na Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL).

2.2 Condigodes de cultura

As linhagens foram cultivadas em DMEM (Meio Minimo de Eagle
modificado por Dulbecco, Sigma, CA, USA) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (FBS, Cultilab, SP, Brasil). As culturas foram mantidas em estufa a
37 °C com atmosfera controlada (95% de ar e 5% de CO3) e subculturas foram

feitas regularmente a cada 2 ou 3 dias.

2.3 Ensaio de Viabilidade Celular (MTS) e determinacdo do ICs

As células foram semeadas em placas de 96 pogos uma densidade de
2x10* (HepG2 e Hacat), 1x10* (MCF-7) e 5x10° (A549) células/poco. As
substancias foram utilizadas na concentracdo de 40 uM por 48 horas nas trés
linhagens celulares e, na sequéncia, curvas dose-respostas foram obtidas para a
determinacao dos valores de Clsy (concentragdo capaz de inibir 50% do
crescimento) na linhagem HepG2 considerando as substancias mais ativas.

A viabilidade celular foi avaliada por MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio) usando o Kit Kit CellTiter 96®
AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega Corporation,
Madison, WI, USA).

Este ensaio € baseado na conversdo enzimatica (desidrogenase) do sal
tetrazélio em formazano em células metabolicamente ativas (CORI et al., 1991). O
formazano absorve luz a 490 nanbémetros (nm) e a taxa de absorbancia é

diretamente proporcional a viabilidade celular presente na amostra.
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A taxa de viabilidade foi calculada de acordo com a equacgao 1:

(Abamostra X 100)

Abcontrale

% viabilidade celular =

Os valores de Clsp (concentragdo capaz de inibir 50% do crescimento)
foram determinados a partir de curvas de regressdao ndo linear usando o
programa GraphPad Prism® (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Os
experimentos foram realizados em quadruplicata e os dados apresentados

representam a meédia + o desvio padréao (DP) de 3 experimentos independentes.

2.5 Analise estatistica

Os dados foram expressos como a média + desvio padrao (DP). Foi
utilizada a analise de variancia (ANOVA), seguido pelo pés-teste de
comparagdes multiplas de Tukey. O software usado foi o GraphPad Prism® 5.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de viabilidade celular foi determinado adotando o ensaio
colorimétrico, a partir da reducdo do sal tetrazolio MTS (Figura 64) em
formazan, pela atividade enzimatica presente na mitocéndria e no citoplasma
da célula viavel, permitindo quantificar a porcentagem de células
metabolicamente ativas (BERNAS E DOBRUCKI, 2002).

Figura 64: Estrutura do sal tetrazélio MTS.
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A vantagem da utilizagdo dos ensaios colorimétricos na deteccao de
moléculas organicas biologicamente ativas, por permitir a quantificagao rapida
e facil da resposta celular (RISS et al., 2013).

Inicialmente para avaliar a citotoxidade foi adotada uma concentragao
de 40 pM de cada substancia, extrato em acetato de etila (EAE), dos
metabdlitos isolados guttiferona-A (G-A), 7-epiclusianona (7-ep), fukugetina
(Fuk) e dos derivados da guttiferona-A (2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11 e 12).

Os compostos foram avaliados sobre trés linhagens celulares
derivadas de céanceres humanos (MCF-7, carcinoma de mama; A549,
adenocarcinoma pulmonar e HepG2, carcinoma hepatocelular). Pode-se
observar que o extrato EAE e as duas benzofenonas polipreniladas 7-
epiclusianona e guttiferona-A foram os que mais reduziram a viabilidade celular

para as trés linhagens (Figuras 65, 66 e 67).
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Figura 65: Viabilidade celular determinada por MTS apds 48 horas de
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Figura 66: Viabilidade celular determinada por MTS apds 48 horas de
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Figura 67: Viabilidade celular determinada por MTS apds 48 horas de
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WANG e colaboradores (2018) comprovaram que benzofenonas

naturais polipreniladas apresentaram atividade citotéxica moderada contra
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cinco linhagens celulares de cancer humano (HL-60, A59, SMMC-7721, MCF-7
e SW480).

GHORBANI et al. (2017 e 2016), em estudo sobre analogos de
benzofenonas comprovaram a eficiéncia da atividade citotéxica e
antiproliferativa de derivados de benzofenonas.

RANGANATHA e colaboradores (2013) comprovaram a atividade
citotoxica e antiproliferativa de benzofenonas hibridizadas a nucleos
benzimidazol. AL-GHORBANI e colaboradores (2017) comprovaram a atividade
citotéxica de uma série de derivados de benzofenonas contendo o nucleo
morfolina, para as linhagens MCF-7 e A549 sintetizaram.

Ao compararmos os resultados da atividade citotoxica da G-A com
seus derivados, pode-se perceber uma menor atividade dos derivados para as
trés linhagens, exceto o derivado 6 para a linhagem MCF-7 apresentou uma
melhor atividade citotéxica frente a G-A. Quando comparamos estruturalmente
a molécula G-A com o derivado 2 (Figura 68) houve uma troca da uma hidroxila

fendlica por um grupo propargilico interferindo na reducao da atividade.

Figura 68: Estrutura quimica da benzofenonas G-A e seu derivado 2.

A presencga das duas hidroxilas fendlicas da G-A € determinante na
eficiéncia da atividade citotdéxica para as linhagens de células estudadas. Em
estudo realizado por PEREIRA (2007), foi afirmado que farmacos que
apresentam hidroxila fendlica estericamente desprotegida, pode sofrer rapida
inativagdo por conjugacgao, principalmente com sulfato, acido glicurénico ou por
metilagdo na parede intestinal ou no figado. Uma estratégia de mascarar o

grupo metabolizavel é converter o grupo fendélico em um pro-farmaco.
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Diante disso, a estratégia de troca de uma hidroxila fendlica por um
nucleo farmacoférico mais estavel é vantajosa, quando pensamos na
estabilidade metabdlica de um possivel farmaco. Seguindo esta linha de
raciocinio, foi adotada a estratégia de hibridizacdo molecular entre a
benzofenona G-A e nucleo triazélico 1,4-dissubstituidos discutidos no capitulo
2 deste trabalho. Ja é comprovado cientificamente que compostos contendo
nucleos triazdlicos possuem uma gama de atividades biologicas dentre elas,
atividades citotoxica (ANJOS et al., 2009) e antitumoral (CAFICI et al., 2008;
KAMAL et al., 2008).

Portanto, os derivados (6, 10 e 12) (Figura 69) foram os mais
promissores dentre os derivados e, apresentaram atividade citotdxica similar ao

composto de origem.

Figura 69: Estrutura quimica dos derivados triazélico mais ativos.

Na sequéncia, os compostos mais promissores (G-A, 2, 6, 10, 12)
foram selecionados para determinagéo da Clso empregando a seguinte faixa de
concentracao: 3, 12; 6,25; 12,5; 25,0 e 50,0 uM, utilizando a linhagem HepG2
(Figura 70).

A linhagem celular HepG2 foi selecionada por ser facil de manusear, e

expressam uma grande variedade de fungdes metabdlicas do figado. Além
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disso, a linhagem HepG2 possuem diferentes enzimas envolvidas na ativagéao
e detoxificacado de drogas, e outros compostos, sendo, portanto, muito Uteis em
estudos de genotoxicidade, uma vez que o figado € o principal sitio de
metabolizacdo de xenobibticos a partir do mecanismo de biotransformacgao
(VALENTIN-SEVERIN et al., 2003).

A partir da analise do grafico de viabilidade celular versus concentragao
(Figura 70), podemos perceber que todos os compostos inibiram o crescimento

celular de uma forma concentragao-dependente.

Figura 70: Viabilidade celular determinada por MTS apds 48 horas de
tratamento com as amostras em diferentes concentragdes (3, 12; 6,25; 12,5;
25,0 e 50,0 pM).
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Ao analisarmos os valores de Clsy (Tabela 6) percebemos que a G-A é
mais potente em reduzir a viabilidade em relagao aos seus derivados, contudo,
ela também é extremamente citotdoxica para a linhagem normal (HacaT).
Apesar dos valores de Clsp encontrados para os derivados terem sido
superiores ao encontrado para a guttiferona-A, eles mostram-se menos

citotoxicos a linhagem normal.
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Tabela 6: Valores de ICso £ DP (UM) determinados a partir dos resultados

obtidos no ensaio de viabilidade (MTS).

HepG2 HacaT
G-A 19,30 + 0,97 9,87 + 0,62
2 30,99 £ 1,57 19,92 + 0,82
6 24,02 £ 1,06 21,16 £ 1,02
10 27,60 +1,13 28,51 +1,02
12 23,97 £ 1,16 23,01 £1,37
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4. Conclusao

Os ensaios de avaliagao da citotoxidade demonstraram que o EAE e as
benzofenonas, 7-epiclusionona e guttiferona-A, foram promissoras nas trés
linhagens de células MCF-7; A549 e HepG2.

Dos onze derivados da guttiferona-A testados, o derivado propargilico
(2) e os derivados triazdlicos (6, 10 e 12) apresentaram efeito significativo na
reducdo da viabilidade celular. Embora os derivados da G-A tenham sido
menos ativos que a propria G-A, os mesmos apresentaram uma citotoxidade

menor que a molécula de partida para as células normais.
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CONCLUSAO GERAL

Os principais objetivos desse trabalho foram isolar os constituintes
majoritarios das sementes da espécie G. gardneriana, identificar, quantificar e
elucidar as estruturas destes compostos por técnicas de RMN uni e
bidimensionais, IV, CLAE/UV-vis e avaliar a atividade biolégica do extrato e
compostos isolados.

A partir do isolamento e identificagdo da guttiferona-A foi possivel
sintetizar quatro derivados etéreos, sendo dois derivados inéditos.

A partir do alcino terminal da guttierona-A utilizando a abordagem
sintética “click” foi possivel sintetizar uma série de derivados triazdlicos, sendo
sintetizados 11 compostos inéditos com rendimentos que variaram de 52% a
92%.

Os compostos isolados 7-epiclusianona, fukugetina tem moderada
acao sobre a matéria seca de plantas de sorgo. A guttiferona-A possui
potencial atividade herbicida, pois reduz a matéria seca de plantas de sorgo e
causa severas intoxicagdes que podem resultar na morte das plantas.

Para a avaliagdo inseticida os compostos testados apresentaram
atividade moderada sobre as lagartas, com destaque para o uso de 7-
epiclusianona sobre P. xylostella. Todavia, estas substancias ndo podem ser
consideradas eficientes para controlar estes organismos. Entretanto, novos
derivados semissintéticos poderéo potencializar a atividade inseticida.

Os ensaios de avaliagao da citotoxidade demonstraram que o EAE e as
benzofenonas, 7-epiclusionona e guttiferona-A, foram promissoras nas trés
linhagens de células MCF-7; A549 e HepG2.

Dos onze derivados da guttiferona-A testados, o derivado propargilico
(2) e os derivados triazdlicos (6, 10 e 12) apresentaram efeito significativo na
reducdo da viabilidade celular. Embora os derivados da G-A tenham sido
menos ativos que a propria G-A, os mesmos apresentaram uma citotoxidade

menor que a molécula de partida para as células normais.
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Figura 71: Espectro no Infravermelho (ATR) do composto 3.
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Figura 72: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls,) do composto 3.
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Figura 73: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl;) do composto 3.
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Figura 74: Mapa de contornos HSQC "H — *C (300 MHz, CDCl3) do composto 3.
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Figura 75: Espectro no Infravermelho (ATR) do composto 4.
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Figura 76: Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCls) do composto 4.
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Figura 77: Espectro de RMN de C (75 MHz, CDCl;) do composto 4.
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Figura 78: Espectro no Infravermelho (ATR) do composto 5.
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Figura 79: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 5.
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Figura 80: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl;) do composto 5.
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Figura 81: Mapa de contornos HSQC "H -"*C (300 MHz, CDCls,) do composto 5.
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Figura 82: Espectro no Infravermelho (ATR) do composto 6.
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Figura 83: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 6.
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Figura 84: Espectro de RMN de "C (75 MHz, CDCl;) do composto 6.
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Figura 85: Espectro no Infravermelho (ATR) do composto 7.
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Figura 86: Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCls) do composto 7.
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Figura 87: Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) do composto 7.
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Figura 88: Mapa de contornos HSQC 'H — "*C (300 MHz, CDCl3) do composto 7.

g
=
%
=
2
o
S H-4'
‘:" =g H-1'
& =
” ) | wEr
C-33/C-18/ C-28/ C-38/ C-23 -
= .
C-19 L
C-37/C-27/C-22/ C-32/ C-3; — <=0 g T
Co—= s ©
C-17—= -
R = e
B
(e} y
C-17C-1 .
C-5 =
E—
C-15 P
. S
C 169 &5 &5 = - i
C-11/C-87/ CY' —= > oo
§
C-36/ C-26 3
C-21/C-3T 3
C-7'
C-13 __
C-6'/C-14 _
C-5' —
—— - A 2 e~

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

10.0 9.5 9.0 85 80 75 70 6.5 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5 0.0 -0.5

ppm

191

Lo
L 10
[ 20
[ 30
L 40
50
L 60
L 70
L 80
L0
L 100
L 110
L 120
L 130
140

+150

-1.0

ppm



Figura 89: Espectro no Infravermelho (ATR) do composto 8.
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do composto 8.
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CDCl3

Figura 90: Espectro de RMN de "H (300 MHz,
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Figura 91: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl;) do composto 8.
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Figura 92: Espectro no Infravermelho (ATR) do composto 11.
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Figura 93: Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCls) do composto 11.
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Figura 94: Espectro de RMN de C (75 MHz, CDCl3) do composto 11.
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Figura 95: Mapa de contornos HSQC "H — ®*C (300 MHz, CDCl3) do composto 11.
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Figura 96: Espectro no Infravermelho (ATR) do composto 12.

—— (Sthp
— s o
ALY i

69°5C8

£¥'L66
90 T¢ETT

=i
_S> 07 01€T
9091 /¢699] .
65 T1L1

L00TCl
IY'9LT]

= memm.mam

6'996C

85 TTEE

(9) erouRITWISURI],

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

4000

Numero de onda (cm_l)

199



(410!
96vC'1
el
o'l
SOLY'T

9¢6¢S1 V.

LILS'T
PLOS'T
Preo'l
96591
€0L9'T
6069'1
RR
068L'1
S1€0T
WseT
00€4°C
S98K'T
0TIST
6655
£785°T
6909°
08€9°C
96L9°T
€617
108L°
€519
S08L'h
10v0°S
$807s |
15976 1
7881°S -
$L769
81569 1
p620'L ]
8L91°L ]
LYV L
6687'L

—

60CS°L

Figura 97: Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCls) do composto 12.
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Figura 98: Espectro de RMN de "C (75 MHz, CDCls) do composto 12.
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Figura 99: Espectro no Infravermelho (ATR) do composto 13.
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Figura 100: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 13.
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Figura 101: Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCls) do composto 13.
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Figura 102: Espectro no Infravermelho (ATR) do composto 1E1.
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Figura 103: Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCls) do composto 1E1.
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Figura 104: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl;) do composto 1E1.
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Figura 105: Espectro no Infravermelho (ATR) do composto 1E2.
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Figura 106: Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCls) do composto 1E2.
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Figura 107: Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCls;) do composto 1E2.
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Figura 108: Espectro no Infravermelho (ATR) do composto 1E3.
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Figura 109: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 1E3.
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Figura 110: Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCls;) do composto 1E3.
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Figura 111: Espectro no Infravermelho (ATR) da fukugetina.
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Figura 112: Espectro de RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds) da fukugetina.
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Figura 113: Espectro de RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) da fukugetina.
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