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RESUMO

A bergenina ¢ um C-glicosideo de acido 4-O-metilgalico isolada de diversas espécies
vegetais ao redor do mundo, com destaque para as da familia Humiriaceae. Na regido
amazonica, destaca-se a Endopleura uchi, de onde a substancia pode ser isolada das cascas
do caule. Devido a efetividade bioldgica apresentada pela bergenina, surge a oportunidade
de realizar modifica¢Ges estruturais a partir de sua estrutura basica, visando a produgdo de
derivados que possuam o mesmo, ou melhor desempenho nas atividades biologicas. Essa
abordagem pode ser aplicada através da semissintese. Buscando produzir estruturas
anfifilicas inéditas derivadas da bergenina para realizar estudos bioldgicos, o presente estudo
objetivou inserir grupos hidrofobicos no anel aromatico da bergenina, especificamente via
acoplamentos mediados por palddio como principal estratégia para formacao de ligagao C—
C. Para alcangar este objetivo, o planejamento sintético consistiu na halogenacdo do anel
aromatico da bergenina, seguida de uma etapa de protecao das hidroxilas da estrutura para
posterior realizacdo das reacdes de acoplamento. As reagdes de cloragdo e bromagdo foram
realizadas com sucesso, assim como a acetilagdo destes produtos ocorreu com bons
rendimentos, produzindo-se trés moléculas inéditas. Foram tentadas reacdes de acoplamento
de Heck entre os produtos halogenados e os alcenos isobutileno e citronelal, do acoplamento
cruzado de Sonogashira entre os mesmos produtos e o alcool propargilico, e também o
acoplamento de Negishi utilizando bromoexano, ndo se obtendo éxito em nenhuma das trés
abordagens. Além desses resultados, os produtos halogenados com e sem as hidroxilas livres
foram avaliados com relagdo a atividade citotoxica sobre linhagens de células de leucemia,
tendo apresentado resultados moderados de atividade citotoxica. Concluimos que a rota
sintética se mostrou promissora para realizar halogenagdes da bergenina, porém os
acoplamentos planejados ndo foram satisfatorios, podendo necessitar de ajustes, como a
utilizagdo de complexos de paladio e substratos de acoplamento alternativos aos utilizados

neste trabalho.

Palavras-chave: bergenina, acoplamento de Heck, acoplamento de Sonogashira
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ABSTRACT

Bergenin is a C-glycoside of 4-O-methylgallic acid isolated from several plant species
around the world, especially those of the Humiriaceae family. In the Amazon region,
Endopleura uchi stands out, from which the substance can be isolated from the bark of the
stem. Due to the biological effectiveness of bergenin, an opportunity arises to make
structural modifications based on its basic structure, aiming at the production of derivatives
that have equal or better performance in biological activities. This approach can be achieved
through semisynthesis. Seeking to produce novel amphiphilic structures derived from
bergenin to perform biological studies, the present study aimed to insert hydrophobic groups
into the aromatic ring of bergenin, specifically via palladium-mediated couplings as the main
strategy for C—C bond formation. To achieve this goal, the synthetic route consisted of
halogenation of the aromatic ring of bergenin, followed by a step of protection of the
hydroxyls of the structure for subsequent carry out the coupling reactions. The chlorination
and bromination reactions were successfully performed, as well as the acetylation of these
products occurred with good yields, producing three new molecules. Heck coupling
reactions were attempted between the halogenated products and the alkenes isobutylene and
citronellal, Sonogashira cross-coupling between the same products and propargyl alcohol,
and also Negishi coupling using bromohexane, but all three couplings were unsuccessful. In
addition to these results, the halogenated products with and without free hydroxyls were
evaluated for their cytotoxic potential on leukemia cell lines, having presented moderate
results of cytotoxic activity. We conclude that the synthetic route tested in this work is
promising in providing halogenated derivatives of bergenin, however the coupling reactions
require adjustments, such as the use of alternative palladium complexes and coupling

substrates to those used in this work.

Keywords: bergenin, Heck coupling, Sonogashira coupling
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1 INTRODUCAO

O século XX presenciou um avango sem precedentes no desenvolvimento da sintese
organica. Ao longo desse século, destacaram-se nomes como o de Sir R. Robinson, R. B. Woodward
e E. J. Corey (WOODWARD et al., 1954; GALLIER et al., 2017; WANG; KISHI, 1999), que se
imortalizaram gracas as suas notaveis contribuicdes, seja na sintese total de produtos naturais de alta
complexidade, seja no desenvolvimento de métodos, reagdes e abordagens poderosas para essa
finalidade. Uma das mais importantes contribui¢des de E. J. Corey, responsavel pela sintese de
compostos complexos como as prostaglandinas (COREY et al., 1969) e a ecteinascidina (COREY et
al., 1996), ndo ¢ outro sendo o desenvolvimento da analise retrossintética (COREY, 1991), cuja
abordagem lhe rendeu o prémio Nobel da Quimica em 1990.

Um dos objetivos da sintese total ¢ o de dirimir problemas ambientais oriundos da
deterioracdo de fauna ou flora para a extracdo de quantidades infimas de produtos naturais de
interesse (MAGALHAES, 2018; HENKES; LEBID, 2015). Entretanto, quando h4 disponibilidade
de quantidades aprecidveis e prontamente disponiveis de produtos naturais isoldveis, estudos de
sintese organica podem focar em modificagdes quimicas de metabolitos secundérios visando a
obtengdo de novos compostos com propriedades melhoradas ou mesmo inéditas. Neste contexto, ha
relatos da semissintese de diversas classes de produtos naturais, como a dietilamida do acido lisérgico
(LSD) a partir da ergolina (RINNER; HUDLICKY, 2012; TUCK et al., 2023; CHEN; BARAN,
2009).

Dentre as familias que produzem substancias de interesse farmacéutico, destaca-se a
familia Humiriaceae, que possui por volta de 50 espécies distribuidas em diversas partes do mundo,
onde no Brasil ocorre o género Endopleura, encontrado na regido amazonica, principalmente nos
estados do Para e Amazonas. Alguns dos orgdos das plantas da familia podem ser utilizados na
medicina tradicional, como o cha das cascas e das folhas, sendo relatados efeitos anti-inflamatorio e
antimicrobiano (BRASIL, 2022). Cumpre destacar que, em paises em desenvolvimento como o
Brasil, parte da populacdo pode nao ter facil acesso a medicamentos devido a diversas dificuldades,
como a falta de recursos financeiros e logisticos. Neste caso, as popula¢des vulneraveis dependem
grandemente de plantas medicinais, bem como do conhecimento perpetuado ao longo de geragdes
em comunidades rurais (OLIVEIRA, 2017).

Estudos de fitoquimica com uma importante espécie da familia abundante na regido
amazonica, Endopleura uchi (Huber) Cuatrecasas, demonstraram que o fruto possui compostos como
vitamina E e A, e compostos bioativos com atividade antioxidante, antidiabética, anti-inflamatoria,
antimicrobiana (OLIVEIRA et al., 2021; SILVA et al., 2009). Nunomura e colaboradores (2009)

destacaram que entre esses metabolitos, a bergenina, um C-glicosideo de acido 4- O-metilgalico, € o
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principal produto extraido da casca da arvore dessa espécie e ¢ responsavel pela maior parte dos
efeitos biologicos relatados.

Alguns relatos de sintese de derivados de bergenina ja foram publicados na literatura
(AKBAR et al., 2010; RAO et al., 2023; LIANG et al., 2017; IMRAN et al., 2016), gerados, por
exemplo, por meio de reagdes de substituicdo e esterificagdo. A sintese de derivados pode aumentar
a efetividade bioldgica dos produtos naturais. Como exemplo, determinadas modificagdes nas
hidroxilas do residuo de aglicar da bergenina levaram a produtos com atividades antioxidante
(TAKAHASHI et al., 2003) e anti-inflamatéria (SHAH et al., 2012) melhoradas.

Embora seja de conhecimento a ocorréncia de alguns derivados da bergenina na
literatura cientifica, ha poucos relatos de modificagdes quimicas que tenham produzido derivados
anfifilicos, os quais podem apresentar propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas
aprimoradas. Devido a essas caracteristicas, bem como a estudos estruturais da molécula de
bergenina (MUNIZ, 2013), planeja-se neste estudo sintetizar novos compostos anfifilicos derivados
da bergenina, especialmente produzidos via formacgao de novas ligagdes carbono-carbono entre a
bergenina e substancias naturais lipofilicas diversas por meio de acoplamentos mediados por paladio

como etapa-chave da sintese.
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2  OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar derivados anfifilicos da bergenina por meio da formagdo de novas

liga¢des carbono-carbono entre o anel aromatico e cadeias lipofilicas diversas.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar reagdes de halogenagdo no anel aromatico da bergenina via substituicdo
eletrofilica aromatica;

e Promover o acoplamento de Heck e acoplamento cruzado de Sonogashira entre os
derivados halogenados da bergenina e substancias lipofilicas insaturadas;

e Avaliar o potencial antitumoral dos derivados de bergenina produzidos neste trabalho

por meio de ensaios de citotoxicidade.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 A FAMILIA HUMIRIACEAE

A diversidade de espécies vegetais em florestas tropicais as torna um local
atrativo para diversos estudos cientificos, devido as possibilidades de descoberta de novos
principios ativos e potencialidades que podem ser utilizados para muitas finalidades, como
o tratamento de doengas. Ao chegarem a América, os europeus catalogaram varias espécies,
sendo que as primeiras descrigoes de espécies da familia Humiriaceae datam do século XVIII,
como as espécies Houmiri balsamifera e Vantanea Guianensis. Porém, o termo
“Humiriaceae’’ surgiu somente no século XIX, onde até o fim do mesmo século, diversas
espécies ja haviam sido catalogadas (CUATRECASAS, 1961).

A familia Humiriaceae ¢ caracterizada por plantas lenhosas e perenes, com porte
grande ou no nivel de arbustos, possuindo por volta de 50 espécies além de 10 subsespécies,
com predominancia nas Américas Central e Sul, bem como uma espécie catalogada na
Africa. Existem ao todo 8 géneros catalogados, os quais Vantanea, Humiria, Duckesia,
Hylocarpa, Endopleura, Humiriastrum, Sacoglottis e Schistostemon (HERRERA et al.,
2014). Segundo Wurdack e Zartman (2019), a familia possui flores nas coloragdes brancas
até creme-esverdeadas (Figura 1), sendo raramente caracterizadas como vermelhas ou

rosadas.

Figura 1 - Exemplos de flores da familia Humiriaceae.

Sacoglottis guianensis Humiria balsamifera Schistostemon macrophyllum

Fonte: HOLANDA, 2013.

16



3.1.1 Endopleura uchi: caracteristicas

Fazendo parte da familia Humiriaceae, a espécie Endopleura uchi (Huber)
Cuatrecasas possui ampla distribuicdo na Amazdnia Ocidental, possuindo alguns
nomes populares como “uchi”, “uxi”, “uchi-pucu” e “uxi-amarelo”. E. uchi é uma
planta angiosperma, sendo representada por arvores de grande porte (Figura 2),
podendo alcangar de 20 a 30 metros, 45 a 60 cm de didmetro de seu tronco, com casca
espessa, bem como densas copas de até¢ 20 metros (BASTOS, 2020). Suas folhas
podem possuir de 10 até¢ 30 mm de comprimento com coloragdo verde escura quando
maduras. Suas flores sdo hermafroditas e possuem entre 20 até 22 estames ¢ pistilos

com o mesmo comprimento do ovario de coloragdo branco-esverdeada (WURDACK;

ZARTMAN, 2019).

Figura 2- Arvore de E. uchi, destacando o tronco e a copa.

Fonte: BRASIL, 2022.

Segundo Bastos (2020), a planta possui frutos carnosos (Figura 3), de cor verde-
amarelada, sendo uma das formas de disseminacdo das sementes a zoocoria através de
roedores, passaros e morcegos. Seu epicarpo ou casca do fruto é de coloragdo verde durante
a maturagdo e amarelo pardo quando maduros. Possui mesocarpo carnoso, comestivel, de
cor amarelada. Pode-se destacar que o endocarpo ou caroco ¢ duro, liso, semelhante ao
formato do fruto. As sementes encontram-se dentro deste Gltimo, com variagdo em niimero

de 2 até 5 (BRASIL, 2022).
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Figura 3 - Frutos de E. uchi, destacando a casca e a polpa.

Fonte: BRASIL, 2022.

O uxi-amarelo pode ser encontrado em diversas partes da Amazonia Brasileira
(Figura 4), tendo maior abundancia nos estados do Para e Amazonas. Também ¢ encontrado
no exterior, na regido fronteirica com a Venezuela. A planta desenvolve-se em solos de terra

firme, com acidez elevada e fertilidade baixa, climas quentes e imidos (BRASIL, 2022).

Figura 4 - Distribuigdo geografica da espécie E. uchi no Brasil.

A"

Fonte: BRASIL, 2022.

Dentre as areas de exploracdo econdmica da planta, a madeira ¢ utilizada em
diversos ramos, como na construgdo civil, abrangendo marcenaria. Ja os frutos sdo vitais
para subsisténcia de comunidades interioranas ou rurais. A polpa dos frutos pode ser
utilizada para a fabricagdo de sorvete, havendo possibilidade de consumo do fruto
diretamente ap6s ser colhido, estando maduro, ou através do beneficiamento por meio da
produgao de cremes, pudins e picolés. Por fim, destaca-se o artesanato, onde sao produzidos
colares e objetos decorativos a partir das sementes da planta (BASTOS, 2020; BRASIL,
2022; MAGALHAES et al., 2007).

Em se tratando da utilizacdo da E. uchi e nos termos da Lei n°. 13.123, onde em

seu Art. 2° inciso IV, define uma comunidade tradicional como um grupo culturalmente
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diferenciado, que deve possuir organizagdo social propria e utiliza recursos naturais, como
dentre outras condigdes, para reproducdo cultural ou econdémica, onde tais conhecimentos e
praticas sdo transmitidas pela tradicdo (BRASIL, 2015), as comunidades tradicionais
utilizam o cha das cascas de E. uchi para o tratamento de diversas enfermidades, através de
seus efeitos anti-inflamatoério, antimicrobiano, antitumoral, antidiabético, antioxidante bem
como o tratamento de infec¢des uterinas (SILVA et al., 2009), além de uso para indugao de
aborto, regulagdo menstrual, contracepgdo, tratamento de gastralgia, disenteria e
hemorroidas (BASTOS, 2020).

Politi (2009) destaca que a partir de extratos etandlicos das cascas de E. uchi,
apos o fracionamento e purificagdo, obtiveram-se cumarinas, como a bergenina, além de
triterpenoides e taninos. J4 nos frutos, foi detectada a presenca de acidos graxos, como o
acido oleico, esteroides e as vitaminas C e E. Estudos cientificos voltados para descrigao das
propriedades nutricionais do fruto sdo diminutos (OLIVEIRA et al., 2023), o que pode
dificultar uma melhor utilizagdo e direcionamento para o consumo e produgdo de bens
comerciais.

Magalhaes et al. (2007) relataram carotenoides nos extratos de frutos maduros
da E. uchi. Muniz (2013) destaca que a partir do extrato bruto em etanol da casca da E. uchi,
isolaram-se compostos como os triterpenoides acido maslinico (1) e éster masilinato de

metila (2) (Figura 5), bem como purinas.

Figura 5 - Exemplos de substancias isoladas da E. uchi.

Fonte: Muniz (2013).
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3.2 BERGENINA: ESTRUTURA E PROPRIEDADES BIOLOGICAS

A bergenina (Figura 6) ¢ um metabdlito secundario isolado de diversas espécies

vegetais pertencentes a varias familias, como a Saxifragaceae, Euphorbiaceae, Myrsinaceae,

Dipterocarpaceae ¢ Humiriaceae (MUNIZ, 2013). Algumas espécies das quais a bergenina

foi isolada (Tabela 1) sdo 4stilbe chinensis, Bergenia ligulata, Mallotus japonicus, Saxifraga

stolonifera (VASCONCELOS, 2015).

Figura 6 - Estrutura quimica da bergenina.

Fonte: Nunomura et al., 2009.

Tabela 1. Algumas familias que produzem a bergenina, suas espécies e o 6rgao da planta

onde a substancia foi extraida.

Parte
Espécie Familia Autores
encontrada

Endopluera uchi Humiriaceae casca do caule ~ Muniz, 2013.
Endopluera uchi Humiriaceae poupa da fruta  Patel et al., 2012.
Mallotus phillipensis Euphorbiaceae fruto Rao et al., 2023.
Drybalanops aromatica Dipterocarpaceae  casca do caule Patel et al., 2012.
Tridax procumbens Asteraceae partes aéreas Patel et al., 2012.
Humiria balsamifera Humiriaceae caule e folha Salimo et al., 2023.
M. erythrophylla Rubiaceae Parte aérea Salimo et al., 2023
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Saxifraga crassifolia L. Saxifragaceae rizoma Salimo et al., 2023

A. rivularis Areacaceae rizoma Salimo et al., 2023
Saxifraga melanocentra Saxifragaceae partes aéreas Zuo et al., 2005.
Arctostaphylos uva-ursi Ericaceae raiz Olennikov e

(L.) Spreng.

Chekhirova, 2013.

Fonte: Adaptado de Bajracharya (2015).

De acordo com Muniz (2013) e Patel ef al. (2012), a bergenina ¢ um C-glicosideo
de 4cido 4-O-metilgalico, possuindo em sua estrutura 3 anéis de 6 membros, havendo um
anel aromatico 2-O-metilpirogalol, uma 6-lactona com conformagdo de meia-cadeira e um
anel de residuo de agucar do tipo p-glicopiranose.

Patel e colaboradores (2012) relataramm que a bergenina ¢ um tanino
hidrolisavel e um derivado de isocumarina, destacando os trés grupos hidroxila no residuo
de agucar e dois no anel aromatico. Também ¢é conhecida como acido ardisico B, bergenitol,
cuscutina, peltoforina e vaquerina.

Na India, a Mallotus phillipensis é utilizada na medicina tradicional, de onde a
bergenina foi isolada, podendo ser utilizada como um dos principios ativos em diversas
drogas ou formulagdes fitoterapicas, onde foi observada grande atividade bioldgica,
destacando-se a anticancerigena (RAO et al., 2023).

Para Vasconcelos (2015), polifeno6is possuem aplicagdes como intermediarios
industriais e aplicacdes farmacoldgicas, onde a bergenina se destaca, possuindo baixa
toxicidade e efeitos colaterais, em contrapartida de diversas atividades bioldgicas, como
anticoagulante, anticancerigena, antioxidante, neuroprotetora, anti-HIV, anti-inflamatoria,
antifungica, antimicrobiana, antitumoral, antidiabética.

Segundo Patel et al. (2012), a bergenina pode ser isolada do extrato metanélico
da Phillanthus wightianus ¢ do extrato de acetona da casca da espécie Drybalanops
aromatica. Essas plantas sdo utilizadas na medicina tradicional de diversas partes da Asia,
possuindo atividade anti-HIV, neuroprotetora, anti-inflamatoria, antifingica e antiulcerativa.

Quando isolada da espécie Sciurocheirus gabonensis, destaca-se a propriedade antioxidante
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da bergenina. Outra atividade a se destacar ¢ a antimicrobiana sobre espécies de bactérias
Gram-negativas, como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebiella pneumoniae,
inibindo também o crescimento de leveduras como Candida albicans. A bergenina
apresentou, porém, baixa atividade contra fungos filamentosos, como Aspergillus flavus.
Além disso, a bergenina também apresenta atividade antiviral significativa, como por
exemplo sobre o virus causador do herpes simples (SALIMO et al., 2023).

Salimo et al. (2023) destacaram a atividade antimalarica a partir de extratos
etandlicos de caules e folhas da Humiria balsamifera, atuando sobre o protozoario
Plasmodium falciparum, porém o mecanismo de inibicdo do crescimento do plasmddio
ainda é desconhecido. A atividade antileishmania a partir de extratos de partes aéreas da M.
erythrophylla contendo bergenina demonstrou um efeito contra Leishmania donovani. Com
relagdo a atividade antiviral, o extrato metanolico da A. rivularis foi efetivo contra herpes e
o extrato etanodlico de partes aéreas da S. melanocentra foi eficiente contra o virus da hepatite
C. Destaca-se também a atividade antifingica da fragdo acetato de etila da E. uchi contra
Candida albicans, onde houve a inibi¢do do crescimento dessa levedura.

No caso da espécie amazdnica Endopleura uchi, estudos apontam que a
bergenina ¢ o principal metabdlito secundario isolado das cascas da arvore, e sdo atribuidas
a este produto natural as atividades medicinais relatas a utilizacdo popular da espécie, como

atividade antioxidante e anti-inflamatéria (BASTOS, 2020; NUNOMURA et al., 2009).

3.3 BERGENINA: MODIFICACOES ESTRUTURAIS

No ambito das modificagdes estruturais de compostos organicos voltados a
aplicacdo farmacéutica, diversas finalidades podem ser objetivadas, como melhorias nas
respostas biologicas, diminui¢ao da toxicidade e aumento da solubilidade em agua (RAO
etal.,2023), onde o aumento da lipofilicidade torna-se aspecto importante, sendo definida
pelo coeficiente de particdo nas fases aquosa e orgénica, ou seja, a concentracdo da
substancia na fase aquosa ¢ fase orgénica, sob condi¢des de equilibrio (BARREIRO;
FRAGA, 2015) podendo indicar a distribuicdo nos compartimentos humanos, com
preferéncia a 6rgdos mais com composicao majoritariamente lipofilica como o figado e

cérebro (SILVA, 2008).
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O aumento nesse valor representa uma melhor efetividade do farmaco pela
fase orgénica, apresentando maior permeabilidade pelas biomembranas hidrofobicas, o
que aumenta seus efeitos farmacoldgicos. O LogP € um parametro fisico-quimico que ¢é
associado a biodisponibilidade de um farmaco por via oral em modelo parabdlico, sendo
os valores de 1 até 3 considerados otimos (Figura 7) (BARREIRO; FRAGA, 2015;
SILVA; SALAZAR; BRITO, 2021).

Figura 7 - biodisponibilidade em fungdo do LogP.
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Fonte: BARREIRO; FRAGA, 2015.

A digitoxina e digoxina , farmacos cardiotonicos, ilustram bem essa
relacdo, onde a introducdo de grupos funcionais polares como OH altera o coeficiente
de parti¢do, diminuindo a absor¢@o no trato gastrointestinal (Figura 8) (BARREIRO;
FRAGA, 2015).

Figura 8 - Relagdo de grupos funcionais e absor¢do no corpo humano.

COEFICIENTE DE PARTICAO

FARMACO P [CHCL,/ MEOH:H,0 (16:84)] ABSORCAO GASTRINTESTINAL MEIA-VIDA (h)
Digitoxina (1.45) 96,5 100 144
Digoxina (1.46) 81,5 70-85 38

Fonte: BARREIRO; FRAGA, 2015.
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A Relagao Estrutura-Atividade (SAR) relaciona-se ao estudo dos efeitos de
como a estrutura de um composto quimico interage e afeta o receptor bioldgico, onde a partir
disso, modificagdes podem ser efetivadas para producao de um farmaco (BARREIRO;
FRAGA, 2015; LOPES; SANGI; YONEDA, 2023).

Em estudos iniciais relacionados ao SAR, era necessario a sintese de diversos
analogos, estruturalmente relacionados ao composto original, onde com o tempo,
generalizagdes puderam ser feitas, como o tipo de cadeia carbdnica, natureza e grau de
substitui¢do. Atualmente programas computacionais podem suprir tal necessidade, através
da modelagem molecular (CARVALHO, 2003). Neste contexto, alguns trabalhos tém
buscado desenvolver metodologias sintéticas que viabilizem a utilizagdo da bergenina como
substrato para o desenvolvimento de novos compostos potencialmente bioativos.

Devido ao numero total de cinco hidroxilas, a bergenina ¢ bastante reativa e
hidrossoluvel. As principais modificagdes t€m sido focadas nestes grupos hidroxil, como,
por exemplo, os trabalhos Akbar et al. (2010), de Liang et al. (2017) ¢ o de Rao et al. (2023).
Estes ultimos inseriram grupos nas hidroxilas do residuo de agucar, tendo sido testadas as
propriedades anticancerigenas dos produtos. Os grupos inseridos (Figura 9) provocaram
inibicdo do crescimento das células cancerigenas, como HeLA (cervical), A549 (pulmao),
MCF7 (mana), HEK293T (rim embrionario), com destaque para os derivados inseridos “3d”
e “31”, com efetividade geral, e “6g” e “6h” efetivos em relacao a linhagem Hela. Porém, em
contrapartida, nenhum derivado teve melhoria efetiva contra células cancerigenas do

pancreas.

Figura 9 - Grupos inseridos com destaque em ensaios bioldgicos.

¢ :
Ta SIS BT SR SO
3d 3i 62 6h

Fonte: Rao et al. (2023)
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Singh e colaboradores (2017) realizaram a acetilagao das hidroxilas, ocorrendo
melhorias na estabilidade da molécula peracetilada em relacdo a variagcdes de pH, posto que
ocorre a degradagdo da bergenina em condi¢des neutras ou basicas em meios biorrelevantes,
como plasma de rato e enzima esterase de figado suino, bem como solugdes tampao de pH
SGF (pH 1,2), PBS (pH 6,8 ¢ 7,4) e SIF (pH 6,8). A bergenina se mostrou instavel em PBS
pH 6,8, tendo havido mais de 50% de degradacao, e PBS pH 7,4, com 70% de degradacao.

Imran et al. (2016) inseriram longas cadeias de hidrocarbonetos nas hidroxilas
do anel aromatico com objetivo de sintetizar um novo agente surfactante, nomeado como
BRM-BG. Foi feita a avaliacdo da citotoxicidade in vitro em células NIH/3T3 e hemolise de
células do sangue. Neste, o surfactante causou 5.49+1.62% de hemolise, sendo considerado
seguro em dose de até 2.000 mg/kg.

Por fim, Yang e colaboradores (2015) inseriram grupos triazol nas mesmas
hidroxilas com foco também nas atividades antitumorais, onde as atividades inibitorias in
vitro contra trés linhagens de células tumorais humana (EC9706 - carcinoma esofagico,
MGCS803 - cancer gastrico € B16 — melanoma) demonstraram uma atividade antiproliferativa
melhorada em relagdo a MGC803. Como evidenciado, ha uma diversidade muito grande de
possibilidades de producdo de derivados, dado que os substituintes inseridos na molécula
podem ter diversas estruturas (Figura 10).

Com relagdo a modificagdes estruturais no carbono 4 da estrutura da bergenina,
isto €, o carbono metinico do anel aromatico (Figura 6, pagina 17), foram realizados alguns
estudos, como o desenvolvido por Jain et al. (2014), onde buscou-se sintetizar derivados da
bergenina com propriedades anti-inflamatdrias e analgésicas para o tratamento de artrite
reumatoide. A modificagdo ocorreu no carbono 4 da molécula, através da reacdo de Mannich,
tendo sido o primeiro relato do uso com sucesso dessa reagdo na bergenina. Os autores
utilizaram diversas aminas com cadeias diferentes (Esquema 1). Os melhores resultados
biologicos foram observados nos derivados representados no Esquema 1, os quais foram
capazes de inibir a proliferacao de linfocitos, sendo que os derivados 1 e 2 apresentaram a

melhor efetividade nos testes.
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Figura 10 - Exemplos de derivados da bergenina publicados.

Fonte: (A) Akbar et al. (2010), Liang et al. (2017), Rao et al. (2023); (B) Singh et al. (2017); (C) Yang et al.
(2015); (D) Imran et al. (2016).

Esquema 1 — Modificacdes no carbono 4 da bergenina por Jain et al. (2014).

Ry.. Ry

TZ

Fonte: Jain et al. (2014).

A partir do sucesso da reacdo de Mannich com a bergenina, outros trabalhos

foram desenvolvidos utilizando o mesmo método de modificacdo. Kumar ef al. (2019)
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incorporaram anéis piperazinicos N-substituidos (Esquema 2) na bergenina, avaliando as
propriedades anticancerigenas dos produtos. Os autores mantiveram as hidroxilas livres,
dadas as suas propriedades de doar e receber ligagcdes de hidrogénio. Como uma boa parte
de compostos biologicamente ativos possuem anéis do tipo triazol, os autores utilizaram a
cicloadicao [3+2] do tipo CuAAC para formar triazéis contendo diferentes grupos ligados.
Nos testes biologicos quanto a citotoxicidade, alguns dos produtos apresentaram em alguns
casos melhores resultados que a propria bergenina.

Empregando o mesmo método, Rao er al. (2022) buscaram modificar a
bergenina também via reacdo de Mannich utilizando diversos tipos de piperazinas, com o
intuito de estudar as propriedades citotoxicas dos derivados sintetizados (Esquema 3). Como
resultado, foi comprovada a efetividade de diversos derivados, sendo que alguns
apresentaram citotoxicidade especifica sobre linhagens cancerigenas da lingua. Os
compostos com radicais 2 e 5 apresentaram atividade moderada contra células de cancer de

pulmao ¢ mama.

Esquema 2 - Modificagdo no carbono 4 da bergenina por Kumar et al. (2019).
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Fonte: Kumar et al. (2019).
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Esquema 3 - Modificagdo no carbono 4 da bergenina por Rao et al. (2022).
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Fonte: Rao et al. (2022).

Em todos os exemplos abordados acima, os radicais (R) variaram, levando a

uma variedade de moléculas sintetizadas com diversas caracteristicas.

3.4 ACOPLAMENTOS MEDIADOS POR METAIS: CARACTERISTICAS GERAIS

Com o desenvolvimento da sintese organica, principalmente a partir da segunda
metade do século XX, foram destacando-se diversas metodologias para a formacdo da
ligagdo carbono-carbono para a construgdo das moléculas alvos, onde dentre elas destaca-se
o desenvolvimento de reagentes organometalicos a partir de metais de transi¢do, como o
paladio (VITOR & SILVA, 2016), que atuam como catalisadores em reagdes de
acoplamento (LIMA et al., 2018).

Em reagdes de acoplamento entre reagentes organometalicos e haletos organicos,
o reagente organometalico pode ser considerado um nucledfilo e o haleto organico um
eletrofilo (XIA; QIU; WANG, 2017). As reagdes ocorrem para formacao de ligagdes
principalmente de C—C, como nos acoplamentos de Heck, Sonogashira e Suzuki, ou C-N
como no acoplamento de Buchwald—Hartwig, mediadas por um catalisador metalico

(SEECHURN et al., 2010).
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Seechurn e colaboradores (2010) destacam que reagdes de acoplamento
mediadas por metais possuem seus primdrdios no final do século XIX e inicio do século XX,
por meio de trabalho de cientistas como Fritz Ullmann, a quem se atribui a reagcdo ou
acoplamento de Ullmann, que utilizava o cobre como catalisador, um metal barato e
abundante.

Reacgdes utilizando so6dio e potassio também foram desenvolvidas, porém,
apresentavam riscos devido a reatividade desses metais. Nessa época, as reagdes envolviam
a formagdo de dimeros, até o desenvolvimento da reacdo de Grignard, onde houve
possibilidade da reagdo com moléculas diferentes. Complexos do grupo 10 da tabela
periddica tornaram-se foco de estudos como catalisadores para inser¢do de alcenos ou
alcinos para formacgao da ligacdo metal-carbono (CAVELL, 1996). A partir da década de
1970, a quimica do paladio foi sendo desenvolvida gracas principalmente aos trabalhos de
Richard Heck, quem utilizava o Pd(OAc)2 como seu principal complexo.

A expansdao do desenvolvimento e amadurecimento das metodologias de
acoplamento mediado por metais pode ser descrita em 3 fases (Esquema 4): 1 - investigacdo
dos possiveis catalisadores metalicos que podem promover acoplamentos; 2- expansao dos
parceiros organometalicos e 3 - melhorias de cada reacdo através da variagao do ligante com

acomodacdo de substratos mais amplos e variados (SEECHURN et al., 2010).

Esquema 4 - Fases no desenvolvimento de catalisadores a base de metais.
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Fonte: Seechurn et al. (2010).

A reatividade do catalisador metéalico pode ser verificada pela regra dos 18
elétrons, por meio da qual se verifica se a camada de valéncia do atomo metalico atinge o
maximo de 18 elétrons (Figura 11), sendo esta quantidade possivel gracas a adicdao de 5

orbitais de subniveis “d” aos subniveis “s” e “p”, na camada de valéncia. Assim como

acontece com os atomos de elementos que se estabilizam ao completar o octeto, perdendo ou
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ganhando elétrons, a reatividade dos metais de transi¢ao pode ser verificada pela variagdo no
numero de elétrons que possuem, sendo inertes quando neutros (com 18 elétrons), porém
reativos quando oxidados e com menos do que 18 elétrons (SEECHURN et al., 2010). Souza
(2016) destaca que para a formacdo do composto, a simetria também ¢é importante e ndo s
os 18 elétrons, sendo este equivalente ao nimero atomico efetivo, onde se conta os elétrons

da camada de valéncia.

Figura 11 - Exemplo de complexo de paladio com 4 ligantes que doam 2 elétrons cada.

PhsP PPh;

~
P
PhsP PPh;

Fonte: Clayden et al. (2012).

Os ligantes no complexo tém muita importancia, pois € a partir deles que sdo
doados os elétrons que faltam para completar os 18 elétrons (SEECHURN et a/, 2010;
SOUZA, 2016; LIMA et al., 2018). Como exemplos de ligantes do paladio, cita-se a
trifenilfosfina (PPhs), que pode doar 2 elétrons (Figura 11), e os haletos. Nas ligacdes destes
ultimos com o metal, ha uma separagdo de cargas ¢ o halogénio pode ser entendido como
tendo uma carga —1 e o metal carga +1, de forma semelhante a atribui¢do de niimeros de

oxidagdo (Nox) (CLAYDEN et al., 2012).

No tocante ao paladio, o elemento ainda pode ser estdvel mesmo com 16
elétrons, pois possui um orbital vazio antiligante de alta energia. Nesse caso, o complexo
assume uma geometria de quadrado planar (CLAYDEN et al., 2012; SOUZA, 2016). No
complexo Cl2PdL2 (onde L representa grupos que doam pares de elétrons ao paladio sem
atribuir nimeros de oxidagdo, como PPh3), o paladio esta oxidado como Pd(II), o que indica
16 elétrons na camada de valéncia do metal, ja que cada atomo de cloro atribui oxidagdo +1
ao paladio.

O complexo ¢ estavel, porém reativo. Tratando do caso especifico de reagdes
com alcenos, ocorre interacdo entre os orbitais 7 vinilicos com orbital d vazio do metal, e de
forma concomitante, dos orbitais d preenchidos do metal com os orbitais n* vazio do ligante,

formando o complexo pi, que é perpendicular ao plano do alceno (CLAYDEN et al., 2012).
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A partir do descrito acima, algumas etapas ocorrem dentro de uma reagao de
acoplamento. O primeiro passo normalmente ¢ a adigdo oxidativa (Esquema 5), onde o
complexo metalico (M) insere-se em uma liga¢do covalente, e sendo oxidativa, ha perda

formal de 2 elétrons, sendo uma das etapas rapidas do ciclo (ESTEVES, 2021).

Esquema 5 - Representacdo da etapa de adigdo oxidativa.

- N X
X Adicdo oxidativa N
M@ &+ > M)

Y Y
Fonte: Clayden et al. (2012).

Ha trés mecanismos possiveis na etapa de inser¢do oxidativa (Figura 12),
podendo ser: 1- inser¢do concertada (CLAYDEN et al., 2012), onde a partir da inser¢ao
ocorre simultaneamente formagdo e quebra de ligagcdes, ou seja, formacdo da ligacdo
carbono-metal/metal-halogénio e quebra da ligagdo carbono-halogénio; 2- substituicao
nucleofilica ipso, onde o complexo metalico ataca o carbono, com a formacgdo da ligagdo
carbono-metal e quebra da liga¢do carbono-halogénio, onde hé a formagao de uma espécie
de sal; 3- através da transferéncia de elétrons, formando radicais, porém sendo baixa essa

possibilidade.

Figura 12 - Propostas mecanicistas para adi¢ao oxidativa.

l. Insergdo concertada

F:’g\" Rd i Pd"X
o e | T
Il. Substituigdo nucleofilica ipso

t
&xﬂ{ Pj’x] ~ o
lll. Transferéncia de elétron

@;d): = [@/X]Pdn sex j/Pd"X

Fonte: Esteves (2021).
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O inverso da adi¢do oxidativa ¢ a eliminagdo redutiva (Esquema 6), que forma
ligagdes simples entre grupos previamente ligados ao metal de forma concomitante ao

desligamento do metal (VRECH, 2023).

Esquema 6 - Representagéo da etapa de eliminag@o redutiva.

X
N\ Eliminacao redutiva X
) > MO) + |
Y \7

Fonte: Clayden ef al. (2012).

O mecanismo de inser¢do migratoria (Esquema 7) promove uma reagdo onde o
metal permanece formando o complexo, e um dos ligantes migra do metal para outro ligante,
como no caso de olefinas em uma ligagdo carbono-metal (CONSIGLIO, 2001). Como ha
um déficit de elétrons no metal, tal etapa pode ser favorecida pelo aumento da concentragao
de um terceiro ligante no sistema reacional, o qual substituird o que migrou, como a
trifenilfosfina. Para que ocorra, a geometria ao redor do metal no complexo também deve

ser cis. Essa etapa, assim como as outras, ¢ reversivel.

Esquema 7 - Representacdo da etapa de inser¢do migratoria.

X
\M Inser¢@o migratoria o X _ M L=R;P L
/ X M
Y N

Fonte: Clayden ef al. (2012).

Segundo Belestskaya e Cheprakov (2004), uma modalidade especial de
acoplamento sdo os chamados acoplamentos cruzados, termo usado genericamente que diz
respeito a uma reacdo de metatese que emprega um nucleodfilo e um eletroéfilo, tendo por
equivaléncia uma substitui¢do nucleofilica, que ocorre somente na presenga de um
catalisador.

De acordo com Miyaura & Buchwald (2002), reagdes de acoplamento cruzado
consistem na dupla-troca entre um composto organometéalico e um eletréfilo organico
(Esquema 8), onde no meio reacional ¢ inserido um catalisador metalico que consiste em
diversas possibilidades, principalmente niquel e palddio, os quais formam complexos cujos

mecanismos formam ligagdes C—C, C—H, C-N, C-0O, C-S, C—P ou C—M (M =metal) durante
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a reacdo. Tal mecanismo mostra-se como uma importante fonte de formagao de ligagdes

assimétricas.

Esquema 8 - Equacdo geral de acoplamento de cruzado.

Catalisador [M]
R-m + R'-X » R-R'

Fonte: Miyaura & Buchwald (2002)

As reagdes de acoplamento cruzado possuem similaridades com as de
acoplamentos simples, como a utilizacdo de um reagente organometalico. A utilizacao de
um metal de transicdo como catalisador é essencial, onde sem os mesmos, o rendimento é
normalmente muito baixo (CLAYDEN et al., 2012).

Inicialmente, utilizava-se o cobre, que foi um antecessor do paladio. Entretanto,
com a eficiéncia na utilizacdo deste ultimo, o cobre foi sendo substituido. Como
desvantagem, entretanto, pode-se destacar o alto custo dos reagentes baseados em paladio.
Com relagdo ao cobre, destaca-se seu estado de oxidagdo impar, onde ha possibilidade de
mecanismos baseado em radicais (BELESTSKAYA; CHEPRAKOV, 2004).

Nas reacdes de acoplamento cruzado, o material de partida organometalico
pode ser formado in situ através de duas opgdes, ou hidrometalagdo de um alceno ou alcino,
ou transmetalacdo entre Mg e outro metal. A utilizagdo do Mg ¢é limitada pelos seus
intermediarios. Porém, metais que podem ter uma variacdo de 2+ de oxidacdo podem
participar do ciclo (MIYAURA; BUCHWALD, 2002).

A transmetalagcdo (Esquema 9) seria a novidade nos acoplamentos cruzados,
onde basicamente a cadeia organica do reagente organometalico ¢ transferida para o paladio,
e o metal deste reagente forma uma ligagdo com o halogénio do outro material de partida.
Em ambos os casos, ha formagdo de um complexo sigma com o paladio. Cada metal utilizado
ira definir a ligagdo C—Pd, ou seja, como Pd(0) ou Pd(II) (CLAYDEN et al., 2012). Além
disso, a combinag¢do entre um catalisador a base de palddio com um composto
organometalico menos reativo demonstrou ser a melhor combinagdo, ao contrario da

utilizacdo de metais como o niquel, que € mais reativo (MIYAURA; BUCHWALD, 2002).
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Esquema 9 - Ciclo geral do acoplamento cruzado.

R-R'
[M]
\ /R'

R' [M]

' N\
(M X

kR

m-X R-m

[M]=Fe,Cu,Pd.
m=L1,Mg,Al,Zn,Cu
Fonte: Miyaura & Buchwald (2002).

3.4.1 O metal de transicio paladio em reacoes de acoplamento

Os mecanismos descritos anteriormente podem ser aplicados, de maneira geral,
para todos os metais de transi¢do. O paladio(Il) com configuragdo eletronica d® possui
geometria quadrado planar, sendo versatil para diversas reagdes de acoplamento, com
formag@o de ligacGes carbono-carbono ou carbono-heteroatomo, como com halogénios
(POWERS; RITTER, 2011).

Em relagdo ao paladio, este pode se unir a ligantes e formar complexos, como a
trifenilfosfina (PPhs), cloro (Cl) e ion cianeto (CN). Cada ligante pode oxidar ou reduzir o
paladio, conforme retire ou doe elétrons para o metal de transicdo. O palddio possui dois
estados de oxidag¢@o principais, (0) e (II). Em (0), o paladio pode ter, por exemplo, 4 ligantes
de fosfina, que doam 2 elétrons cada.

De acordo com Clayden et al. (2012), a adi¢ao oxidativa pode ocorrer a partir do
estado de coordenagdo insaturado de 14 elétrons, que se forma com a perda de 2 ligantes do
metal em solug@o. Apds essa perda, a adicao oxidativa ocorre, onde havendo um halogénio
no ligante, como bromo ou iodo, seu estado de oxidacdo passa a (II). A utilizacdo de um
alceno ou alcino, bastante reativos, leva a formacdo de um complexo pi, via insercao

migratoria que pode ocorrer em ambas as extremidades da ligagdo 7. Tal processo possui o
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nome de carbopaladagdo (Esquema 10). Nesse caso, os ligantes podem se dissociar para

formar o produto estavel, com Pd(I).

Esquema 10 - Exemplo de inser¢cdo migratdria (carbopaladacao).

. R, R, R,
R 2 2 |
: I L [[—pa-x . i L T
/) % B —Pld -X — 1 Carbopaladagao Pd-X Pd-X
e . D e d =
: R, L R | |
1 i Ry L

Fonte: Clayden et al. (2012).

Para evitar a repeti¢do da etapa de carbopaladagdo com outro haleto orgénico, o
que poderia gerar polimeros, ocorre a eliminagdo B-hidreto (Esquema 11), responsavel por
formar o produto de acoplamento, bem como um complexo Pd(Il), que restaura a ligacdo =
no alceno. Para regenerar o complexo Pd(0), uma base pode ser usada para facilitar a
eliminagdo redutiva do halogénio e do hidrogénio, formando um haleto de hidrogénio que ¢

neutralizado pela base.

Esquema 11 - Exemplo de Eliminag@o B-hidreto.

R,
H L| Eliminacdo B-hidreto | Base L-Pd.L
L. - . L—Pd-X 5
|
Ry i R K

Fonte: Clayden ef al. (2012).

3.4.2 Acoplamento de Heck

A reagdo de acoplamento de Heck constitui uma substituigdo de um
hidrogénio de em um alceno inativo, utilizando-se metais de transi¢do como o paladio (Pd)
que age como catalisador, demonstrando a importancia da quimica organometélica no ramo
da sintese orgédnica (CLAYDEN et al., 2012). Tal mecanismo envolve um mecanismo de
adicao-eliminacdo, ao contrario do acoplamento cruzado que envolve uma espécie de

substituicdo (BELESTSKAYA; CHEPRAKOV, 2004).
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Dentre as caracteristicas almejadas nesse acoplamento, para o aumento na
taxa de sucesso, ndo pode haver um carbono sp* no haleto que possua hidrogénios na posi¢ao
B, dado que ha possibilidade de uma eliminagéo 3 em local indesejado. Grupos como aril,
vinil ndo possuindo hidrogénios B em carbono sp* podem ser utilizados. Com relagdo a outra
parte, o alceno pode ser mono ou dissubstituido, preferencialmente. Olefinas trissubstituidas
formam produtos de acoplamento com rendimentos menores. Bases fracas como trietilamina
(Et3N), acetato de sodio (NaOAc) e carbonato de sodio (Na,COs3) podem ser utilizadas.

O acoplamento (Esquema 12) ocorre em etapas. De maneira geral, iniciando
com a adi¢do oxidativa do haleto orgénico, forma-se do complexo pi com o alceno, inser¢ao
migratoria do alceno (carbometalagio) e ao fim a eliminagéo (3, originando o produto, sendo

o complexo metalico restaurado posteriormente pela base.

Esquema 12 - Ciclo catah’tico do acoplamento de Heck.

Base - -H—X
PdL.
eliminagéo redutiva 2 —X adigdo oxidativa
Base
P L2Pd
Pd(II }\
B-eliminagédo L X

N H R
Pd(ll 1
t// (\l\//&<<‘\§~__—__—” I'//l \\R1
carbometalagao

Fonte: Clayden ef al. (2012).

A regiosseletividade (Esquema 13) pode depender da presenga de grupos
retiradores e doadores de elétrons. Quando o alceno possui grupos retiradores de elétrons, a
nova ligacdo C—C formada na olefina sera majoritariamente na extremidade oposta a este
grupo. Por outro lado, havendo um grupo doador de elétrons, como a fungao éter, a formacao
da ligacdo C—C no alceno ocorrera preferencialmente no carbono vinilico ligado a esse grupo

doador.
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Esquema 13 - Regiosseletividade da reagdo de Heck com grupo doador de elétrons.
OEt

OEt  Pd(OAc), < OFt
“ta J , —>
DMSO0 60°C d
\ N
OAc

Fonte: Clayden ef al. (2012).

A utilizagdo de catalisadores de transferéncia de fase (CTF), como o brometo de
tetrabutilamonio (TBAB), em reagdes constituidas por sistemas bifasicos pode ser
empregada nas reagdes de acoplamento tipo Heck. Como principais caracteristicas, destaca-
se que o catalisador de transferéncia de fase ¢ um sal, podendo ser dissolvido em dgua, sendo
que um dos ions ¢ anfifilico e posiciona-se na interface dos liquidos, ficando soluvel em
solvente organico e podendo transferir para a fase organica uma substincia da fase

inorgénica e vice-versa (WANG et al., 2013).
3.4.3 Acoplamento Cruzado de Sonogashira

Reagdes do tipo acoplamento cruzado de Sonogashira (Esquema 14) foram
relatadas pela primeira vez por volta de 1975, sendo caracterizadas como acoplamento entre
alcinos terminais e haletos, como de arila ou vinila. O metal caracteristico do reagente
organometalico dessa reacdo ¢ o cobre, empregado na reagdo via Cul, considerado um
cocatalisador. O metal nesse caso ndo ativa o alcino, que ja € reativo. A reag@o pode ser feita
em temperatura ambiente e sob condi¢des brandas (MIYAURA; BUCHWALD, 2002).

Destaca-se que caso se utilizem iodetos de arila, o processo catalitico pode
ocorrer somente com cobre, destacando-se a economia, porém em condi¢des mais severas.
As etapas seguem as mesmas de Heck, porém, antes da transmetalacdo, forma-se o reagente
organometalico (alquinil cobre). Todavia, se o cobre é regenerado no estado de oxidacdo
com um parceiro diferente, pode ocorrer sua inatividade (BELESTSKAYA; CHEPRAKOV,
2004).

O ciclo catalitico no mecanismo também utiliza o complexo com Pd(II), assim
como no caso do acoplamento de Heck. Os catalisadores de Pd(II) usualmente sdo soluveis,
como o dicloreto de bis(trifenilfosfina)paladio(Il). A utilizagdo de trifenilfosfina ocasiona a

redugdo do Pd(II) a Pd(0) em solugao.
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Esquema 14 - Ciclos cataliticos do paladio e do cobre no acoplamento cruzado de

Sonogashira.
R,-X
LnPd0
Adigio oxidativa fli J
N x
Ciclo catalitico palidio /\ ‘\
L R,
Nl Cu——R,

Eliminagao L
redutiva

Ciclo catalitico cobre (’ +

Fonte: Clayden et al. (2012).

3.4.4 Acoplamento Cruzado de Negishi

Ei-ichi Negishi esta incluido na historia da primeira gerag@o dos acoplamentos
cruzados (NEGISHI, 2002), onde desenvolveu acoplamentos com haletos de arila e alquenila
com derivados de organozinco ou organoaluminio, dos quais se destacam a alta reatividade,
bons grupos funcionais, além da acessibilidade (BOCK et al., 2015). A utilizagdo de
complexos de Pd(0), obtiveram-se maiores rendimentos comparados ao uso do Ni(0)
(esquema 15). Os acoplamentos utilizando tais reagentes podem ocorrer em temperatura
ambiente ou mais baixas, com bons rendimentos (CORREIA, 2011; LEAL, 2012).

O acoplamento de Negishi segue os mesmos moldes do acoplamento de
Sonogashira, envolvendo trés etapas principais (Esquema 16), sendo a adi¢ao oxidativa, com
inser¢do do haleto de arila no complexo, seguida pela transmetalacdo, utilizando o

organozinco ativado, € uma ultima etapa de eliminag@o redutiva originando a nova ligacdo
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carbono-carbono, bem como restaurando o complexo catalisador Pd(0) (BOCK et al., 2015;

PHAPALE; CARDENAS, 2009).

Esquema 15 - Exemplo de rendimento no acomplamento de Negishi utilizando complexo

de Pd.

[
©/\an| . Pd (0) 5 mol% O
THF, ta NO
NO,

74% isolado

2

Fonte: Correia (2011).

Esquema 16 - Ciclo catalitico do paladio no acoplamento cruzado de Negishi.

Ry
LnPdo

Adigao oxidativa

Ciclo catalitico paladio

Elimi}lag:ﬁo L Transmetalaciao R,—Zn—X?
redutiva | -
L—Pd*t
€] ™
R,
R, 5

Ry

N—=Zn—%*

Fonte: Clayden ef al. (2012).

O ligante no complexo ¢ importante para efetividade do acoplamento. Zhou e Fu,
2003 destacam que arilfosfinas como PPhs afetam o rendimento, levando a rendimento
praticamente nulo, onde se destacam alquifosfinas com rendimento de at¢ 70% (Figura

13). Outra caracteristica a se observar ¢ em relacdo ao organozinco e os sais formados a
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partir dele, podendo ocasionar mudangas drasticas na reagdo na qual observa a tendéncia de
espécies “RZnX”, adicionar anions X", formando zincatos ([RZnX2]"), onde se formam os

halogenetos de zinco (ZnX>2) como subprodutos dando prosseguimento ao ciclo.

Figura 13 - Ligantes e sua influéncia no rendimento dos acoplamentos cruzados de

Negishi.
entry ligand yield (%)?
1 PCyps 70
2 PCy; 65
3 P(i-Pr); 59
4 P(#-Bu);Me 55
5 P(z-Bu); 3
6 P(n-Bu); 9
7 PPh3 5
8 P(o-tol)3 1
9 P(2,4,6-trimethoxyphenyl); 0
10 P(2-furyl); 2
11 Csz(CH2)2PCy2 Ob
12 1,3-bis(mesityl)-4,5-dihydroimidazolium 4
tetrafluoroborate
13 P(OPh); 0

Fonte: Zhou e Fu (2003).

Bock et al. (2015) destacam que em reagdes utilizando alquilzincos, a insergao
de ZnBr; diminui o rendimento, pois ocorre a formacdo de ZnBr;~ ao invés do
alquizincato, porém utilizando-se arilzincos hd um aumento no rendimento da reacdo.
Assim, para um alto rendimento, observa-se que se deve utilizar complexos de ligantes alquil
com organozincos de arila, posto que, o primeiro age como eletrofilo e o segundo age como
nucleofilo, e deve possuir maior densidade eletronica. Assim, estes autores destacam que
além desses fatores complexos, ndo se pode saber qual a etapa limitante da reag@o, pois isso

depende além dos fatores narrados, do meio reacional e do tipo de catalisador.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 GERAL

O procedimento experimental foi conduzindo no Laboratério de Abertura de
Amostras e Ensaios Quimicos (LAEQ), localizado na Central Analitica do Centro de Apoio
Multidisciplinar (CAM), Setor Norte da UFAM. Os reagentes e solventes utilizados foram
adquiridos comercialmente das marcas Sigma-Aldrich, Hexis, Merck, Neon, Synth, Qhemis
e Honeywell.

Para os experimentos de RMN, foram utilizados solventes deuterados da marca
Merck (Sigma-Adrich). Para aquisi¢do dos espectros de massas, empregaram-se solventes

de grau HPLC da marca Honeywell.

4.1.1 Cromatografia

Para monitoramento das reagdes e purificagdes, utilizaram-se analises por
cromatografia em camada delgada (CCD), feitas em cromatofolhas de silica gel 60, marca
Macherey-Nagel, com um indicador de fluorescéncia F2s4, base de aluminio de 0,2 mm de
espessura. Para revelacdo, utilizou-se luz ultravioleta (UV) com comprimento de onda em
254 nm, ou revelagdo quimica via solugdo de vanilina sulfurica (0,6 g de vanilina, 27 mL
de agua destilada, 27 mL de alcool metilico e 6 mL de acido sulfurico concentrado).

Para cromatografia liquida em coluna aberta, utilizou-se silica gel 60 com
granulometria de 40 e 63 A (400 mesh) da marca Sulpeco como fase estacionaria. A escolha
do didmetro e comprimento das colunas baseou-se na quantidade de massa do analito, e a
quantidade de silica gel da fase estaciondria variou de 20 a 30 vezes a quantidade de massa

do material bruto.
4.1.2 Equipamentos
Para o desenvolvimento do projeto, foram utilizados um evaporador rotativo em

conjunto com um banho maria de temperatura controlada (Fisatom Brasil), uma estufa

incubadora (Quimis), um banho de ultrassom (Unique), uma bomba de vacuo (marca
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Vaccum Brand), uma balancga analitica (Adventure O’Haus), uma cdmara de luz ultravioleta
com lampadas de comprimentos de onda em 254 nm e 356 nm (Boitton) e agitadores
magnéticos com aquecimento (marcas IKA e Capp).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram registrados em
espectrometro Bruker Avance III 500, com operagdo em 14,1 tesla (500 MHz para
experimentos de 'H e 125 MHz para o de *C), sendo as amostras solubilizadas em solventes
deuterados (CDCls;, MeOD, acetona-d6 ¢ DMSO-d6). Nos espectros, o deslocamento
quimico foi expresso em ppm (8), as constantes de acoplamento (J) em Hz, sendo as
multiplicidades dos sinais referidas como s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo-dupleto), ddd
(duplo-duplo-dupleto), ¢ (tripleto), dt (duplo-tripleto) e m (multipleto). O padrdo interno de
referéncia foi o tetrametilsilano (TMS) em & 0,00 ppm. Para tratamento dos espectros,
utilizou-se o software Top Spin 4.4.0.

Os experimentos de espectrometria de massas foram realizados no Laboratorio
de Cromatografia e Espectrometria de Massas (LABCEM), também localizado na Central
Analitica (CAM). O equipamento utilizado foi o espectrometro de massas da marca LCQ
Fleet (ThermoScientific), com analisador tipo ion-trap, com fonte de ionizagdo quimica a
pressdao atmosférica (APCI) via inser¢ao direta, nos modos positivo € negativo. A analise

dos espectros foi feita através do programa Xcalibur.

4.2  PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.2.1 Reacoes de halogenaciao da bergenina

4.2.1.1. Método 1
Foram inseridos (Tabela 2) em um baldo de reacdo de 50 mL, na seguinte ordem,
0,5000 g de bergenina (1,523 mmol), N-halosuccinimida (1,523 mmol) ¢ 6,0 mL de
acetonitrila. Com a solucao sob agitacdo magnética, 35 pL de acido trifluoroacético (TFA)
foram adicionados. A reacdo foi mantida em refluxo, e a partir de 5 horas de reacao,
adicionou-se mais 0,1523 mmol de N-halosuccinimida.
As reagoes foram mantidas por aproximadamente 8,5 h, sendo acompanhadas
por CCD (eluente AcOEt/metanol, 9/1, v/v). O work-up consistiu em evaporagdo do solvente

em rotaevaporador, e o produto bruto foi purificado por cromatografia liquida em coluna,
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utilizando como eluente AcOEt/metanol, 9/1 (v/v). O produto de interesse ainda foi lavado

com acetato de etila gelado, visto ser muito pouco soluvel neste solvente.

Tabela 2 - Quantidades estequiométricas das reagdes de halogenacdo da bergenina.

Halogénio Reagentes Massa (g) mmol Equivaléncia Volume
M.P 0,5 1,523 1 -
NBS 0,271 1,523 1 -
Br TFA 0,052 1,523 1 34,9 uL
ACN - - 6 mL
M.P 0,5 1,523 1 -
NCS 0,203 1,523 1 -
Cl TFA 0,052 1,523 1 34,9 uL
ACN - - 6 mL
M.P 0,5 1,523 1 -
NIS 0,342 1,523 1 -
I TFA 0,052 1,523 1 34,9 uL
ACN ou - - 6 mL
TMF

Fonte: autoria propria.

7-cloro-3,4,8,10-tetra-hidroxi-2-(hidroximetil)-9-metoxi-3,4,4a,10b-tetra-hidropirano[3,2-
c]-isocromen-6(2H)-ona (clorobergenina), C1,H;504Cl: obtido como um s6lido castanho
claro. Massa: 0,2576 g (0,7101 mmol), rendimento: 46,63%.

RMN 'H (500 MHz, acetona-ds), 8 (ppm): 3,51 (dd, J=9,7, 8,7 Hz, 1H); 3,71 (dd, J= 11,8,
7,6 Hz, 1H); 3,82 (ddd, J = 9,8, 7,6, 2,4 Hz, 1H); 3,87 (¢, J= 8,9 Hz, 1H); 3,94 (s, 3H), 4,09
(dd, J=10,3,9,3 Hz), 4,13 (dd, J=11,8,2,3 Hz), 5,04 (d,J= 10,3 Hz), 6,17 (s/, 1H, OH),
6,83 (s, 1H, OH).

RMN !3C (125 MHz, acetona-ds), & (ppm): 60,1 (CH3), 61,7 (CH>), 70,9 (CH), 73.0 (CH),
74,6 (CH), 79,0 (CH), 82,9 (CH), 114,3 (C), 116,2 (C), 117,2 (C), 140,1 (C), 146,5 (C),
148,2 (C), 159,5 (C).

7-bromo-3,4,8,10-tetra-hidroxi-2-(hidroximetil)-9-metoxi-3,4,4a,10b-tetra-hidropirano-

[3,2-c]-isocromen-6(2H)-ona (bromobergenina), C;4H;s09Br: Obtido como um sélido

branco. Massa: 0,5159 g (1,267 mmol), rendimento: 83,19%.
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RMN 'H (500 MHz, acetona-ds), & (ppm): 3,52 (t, J = 9,0 Hz, 1H); 3,72 (dd, J=11,8, 7,6
Hz, 1H); 3,83 (ddd, J = 9,8, 7,6, 2,3 Hz, 1H); 3,89 (¢, J = 8,6 Hz, 1H); 3,94 (s, 3H), 4,09 (¢,
J=9,8 Hz), 4,13 (dd, J=10,2, 2,2 Hz), 5,05 (d, J= 10,3 Hz), 8,80 (s, 1H, OH), 8,85 (s, 1H,
OH), 9,94 (s/, 1H, OH).

RMN B C (125 MHz, acetona-ds): 8 (ppm): 60,1 (CH3), 61,7 (CHz), 70,9 (CH), 73,0 (CH),
74,5 (CH), 78,9 (CH), 81,9 (CH), 102,5 (C), 117,7 (C), 118,0 (C), 139,7 (C), 147,0 (C),
149,3 (C), 160,0 (C).

4.2.1.2. Método 2

Além do método 1 para iodagao (Tabela 2) da bergenina com N-iodosuccinimida
(NIS), foi tentado um segundo método variando-se o solvente de acetonitrila para DMF. O
método seguiu as mesmas quantidades e protocolo descrito no método 1, com aquecimento
de 150 °C. Para work-up, adicionou-se 10 mL de agua destilada e 10 mL de acetato de etila
ao sistema. Os produtos organicos foram extraidos da fase agua/DMF com lavagens
sucessivas de 10 mL de AcOEt, sendo o processo acompanhado por CCD. A fase orgénica

de acetato de etila foi reunida, seca com Na»SOs, filtrada e concentrada em rotacvaporador.

4.2.2 Acetilacao das halobergeninas

4.2.2.1. Método 1

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, foram inseridos 0,1721 mmol do
material de partida (bromobergenina ou clorobergenina), 2,0 mL (21,1 mmol) de anidrido
acético ¢ 0,05 mL de acido sulfurico concentrado (Tabela 3). A solu¢do foi mantida sob
agitagdo magnética e aquecimento em banho de 6leo a 75 °C, sendo a reagdo monitorada por
CCD (eluente hexano/AcOEt 1/1, v/v). Apo6s 3 horas, foram adicionados 2,0 mL de agua
destilada gelada gota a gota ao baldo. Apos precipitagdo, o produto foi filtrado e o residuo

lavado com agua gelada.
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Tabela 3 - Quantidades estequiométricas das reacdes de acetilacdo das halobergeninas.

Halogénio Reagentes Massa (g) mmol Equivaléncia Volume (mL)
M.P 0,070 0,1721 1 -
AcxO 2,155 21,1 5,8 2,0
Br H>SO4 ou piridina - - - 0,05
M.P 0,070 0,1721 1 -
Ac2O 2,155 21,1 5,8 2,0
Cl H>SO4 ou piridina - - - 0,05

Fonte: autoria propria.

Penta-acetato de 2-(acetoximetil)-7-cloro-9-metoxi-6-0x0-2,3,4,4a,6,10b-hexa-hidropirano-
[3,2-c]isocromeno-3,4,8,10-tetraila (penta-O-acetilclorobergenina), C24H25014Cl: Obtido
como um solido branco. Massa: 0,0407 g (0,071 mmol), rendimento: 41,28%.

RMN 'H (500 MHz, CDCls), & (ppm): 2,06 (s, 3H), 2,09 (s, 3H), 2,10 (s, 3H), 2,33 (s, 3H),
2,41 (s, 3H), 3,81-3,83 (m, 1H), 3,92 (s, 3H), 4,14 (dd, J=12,7, 3,7 Hz, 1H), 4,29-4,33 (m,
2H), 4,75 (d, J= 10,5 Hz, 1H), 5,10 (¢, J= 9,4 Hz, 1H), 5,45 (t,J= 9,4 Hz, 1H).

RMN " C (125 MHz, CDCl;): 8 (ppm): 20,3 (CH3), 20,5 (CH3), 20,6 (CH3), 20,7 (2 x CH3),
61,7 (CHy), 61,7 (CHa3), 68,0 (CH), 72,1 (CH), 72,9 (CH), 75,8 (CH), 76,5 (CH), 116,8 (C),
129,7 (C), 131,1 (C), 139,4 (C), 142,7 (C), 150,2 (C), 158,5 (C), 167,4 (C), 167,4 (C), 169,6
(C), 169,9 (C), 170,5(C).

Penta-acetato de 2-(acetoximetil)-7-bromo-9-met6xi-6-0x0-2,3,4,4a,6,10b-hexa-hidro-
pirano-[3,2-c]isocromeno-3,4,8,10-tetraila (penta-O-acetilbromobergenina), Co4H>5014Br:
Obtido como um so6lido branco. Massa: 0,0522 g (0,085 mmol), rendimento: 49,13%.

RMN 'H (500 MHz, CDCls), & (ppm): 2,09 (s, 3H), 2,12 (s, 3H), 2,13 (s, 3H), 2,36 (s, 3H),
2,44 (s, 3H), 3,83-3,84 (m, 1H), 3,94 (s, 3H), 4,17 (dd, J = 12,7, 3,7 Hz, 1H), 4,32-4,36 (m,
2H), 4,76 (d, J= 10,5 Hz, 1H), 5,13 (¢, /= 9,4 Hz, 1H), 5,48 (¢, /= 9,4 Hz, 1H).

4.2.2.2. Método 2

Um segundo método de reagdo de acetilagdo da bromo-bergenina foi tentado nos
mesmos moldes como descrito no item 4.2.2.1, tendo sido alterado o catalisador acido
sulftirico por piridina (0,05 mL). A reacdo foi realizada da mesma forma, e com as mesmas
quantidades de reagentes (Tabela 3). Apos precipitagdo do produto, o mesmo foi clarificado

com carvao ativado.
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4.2.3 Reacoes de Acoplamento de Heck

4.2.3.1. Reacdo de acoplamento entre a penta-O-acetilbromobergenina e o (+)-citronelal.

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL mantido com atmosfera de nitrogénio
foram inseridos, nessa ordem, 0,1000 g de penta-O-acetilbromobergenina, 0,136 g de
NaHCOs3, 0,188 g de brometo de tetrabutilamoénio (TBAB), 0,0282 g de (PPh3).PdCl, ¢ 4
mL de DMF (Tabela 4). Com a solu¢do em agitagdo, adicionaram-se 44,4 uL de (£)-
citronelal, posto que este era a iinica olefina terminal disponivel no laboratério. A reagao foi
mantida sob agitagdo magnética e temperatura que variou de 78 a 150 °C por 8 horas, sendo
monitorada por CCD (eluente hexano/AcOEt 1/1, v/v).

Para o work-up, adicionaram-se 4 mL de agua destilada ao baldo, sendo a
mistura transferida para um funil de separagdo. O produto bruto foi extraido com acetato de
etila. As fases de acetato de etila foram reunidas, sendo a fase organica resultante seca com
NayS0s, filtrada e concentrada. O produto bruto foi fracionado por cromatografia liquida em
coluna, e como fase movel foi utilizada uma mistura de hexano e acetato de etila em

gradiente polar crescente, inicialmente de 1/1 até 1/2 (v/v).

Tabela 3 — Quantidades estequiométricas da rea¢do de Heck entre o (+)-citronelal ¢ a
penta-O-acetilbromobergenina.

Reagentes Massa (g) mmol Equivaléncia Volume (mL ou pL)
M.P 0,100 0,16 1 -
NaHCO:; 0,136 1,61 10 -
TBAB 0,188 0,48 3 -
(PPh3):PdCl, 0,028 0,04 0,25 -
Citronelal 0,038 0,24 1,5 444 pL
DMF - - - 4 mL

Fonte: autoria propria.

4.2.3.2. Reacao de acoplamento entre a penta-O-acetilbromobergenina e o (R)-(+)-limoneno
€ o-pineno.

Em um tubo de ensaio, inseriram-se 90 mg de penta-O-acetilbromobergenina
(0,156 mmol), 0,1752 mmol de (R)-(+)-limoneno ou de a-pineno, 122,3 mg de NaHCOs
(1,46 mmol), 170 mg de TBAB (0,438mmol), 25,62 mg de (PPh3)2PdCl2 (0,0365 mmol) e
2 mL de DMF (Tabela 5), além da barra magnética. A reacdo foi mantida em agitacdo

magnética e aquecimento, onde o aquecimento foi aumentado progressivamente a cada hora,
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tendo iniciado em 65 °C e terminando em 130 °C, com monitoramento por CCD, eluente
acetato de etila/metanol (1/1, v/v). A reagdo permaneceu em overnight. A purificacio fez-
se através de particao liquido-liquido, utilizando 4 mL de agua destilada e 4 mL de acetato
de etila (3X). Em seguida, fez-se um fracionamento por CCDP da fase organica, utilizando-
se eluente hexano/acetato de etila (4/1, v/v). Por fim, realizou-se também uma cromatografia

em coluna, com eluente hexano/AcOEt (1/1, v/v).

Tabela 4 - Quantidades estequiométricas da reagcdo de Heck entre (R)-(+)-limoneno/a-
pineno e a penta-O-acetilbromobergenina.

Alceno Reagentes l\éllilés)a mmol Equivaléncia  Volume (mL ou pL)
M.P 90 0,156 1 -
NaHCO; 1223 1,46 10 -
Limoneno TBAB 170 0,438 3 -
(PPh3),PdCl» 25,62 0,0365 0,25 -
limoneno 22,86 0,1752 1,2 26,9 uL
DMF - - - 2mL
M.P 90 0,156 1 -
NaHCO;3 122,3 1,46 10 -
Pineno TBAB 170 0,438 3 -
(PPh3)2PdCl2 25,62 0,0365 0,25 -
Pineno 26,70 0,1752 1,2 26,7 pL
DMF - - - 2mL

Fonte: autoria propria.

4.2.4 Acoplamento Cruzado de Sonogashira

4.2.4.1. Método 1

Foram utilizadas como material de partida a bromobergenina e penta-O-
acetilbromobergenina. Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, inseriram-se, nessa ordem,
0,243 mmol de bromobergenina ou de penta-O-acetilbromobergenina, 0,56 mg de Cul, 1,60
mg de PPh; e 8,53 mg de (PPh3)>PdCl, (Tabela 6). O baldo foi fechado e purgado com
nitrogénio, sendo mantido com atmosfera de N> durante todo o processo. A reacdo foi
mantida em agitagdo magnética em temperatura ambiente ou aquecimento (até 80 °C). Apds

24 horas de reagdo, a mistura reacional foi filtrada, e o filtrado foi lavado com acetona e
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concentrado. O produto bruto foi fracionado por cromatografia liquida em coluna, eluente

constituido por hexano e acetato de etila (1/1, v/v).

Tabela 5 — Quantidades estequiométricas do método 1 do acoplamento de Sonogashira
entre a bromobergenina ou a penta-O-acetilbromobergenina e o alcool propargilico.

M.P. Reagentes Massa mmol Equivaléncia Volume (mL
(mg) ou pl)
M.P. 100 0,243 1 -
(PPhs3)PdCl2 8,53 0,012 0,05 -
Cul 0,56 2,92x1073 0,012 -
Bromo- PPh3 1,60  6,075x1073 0,025 -
bergenina Alcool propargilico 20,43 0,365 1,5 21,17 uL
Trietilamina 36,9 0,365 1,5 50,9 uL
THF - - - 4 mL
penta-O- M.P. 150 0,243 1 -
acetilbromo (PPh3),PdCl; 8,53 0,012 0,05 -
bergenina Cul 0,56 2,92x1073 0,012 -
PPh3 1,60  6,075x1073 0,025 -
Alcool propargilico 20,43 0,365 1,5 21,17 pL
Trietilamina 36,9 0,365 1,5 50,9 uL
THF - - - 4 mL

Fonte: autoria propria.

4.2.4.2. Método 2

Em quatro tubos de ensaio, foram colocados 50 mg de penta-O-acetil-
bromobergenina, 0,2 mg de Cul, 0,53 mg de PPh; e 2,84 mg (PPh3),PdCl, (Tabela 7). A
seguir, 4 mL dos solventes descritos na Tabela 7 foram adicionados nos tubos, juntamente
com 50,9uL de trietilamina e 21,7 uL de alcool propargilico. A rea¢do foi mantida em
agitacdo magnética e temperatura ambiente ou aquecimento (até 80 °C). Apds 24 horas de
reagdo, as misturas reacionais foram filtradas, e os filtrados foram lavados com acetona e
concentrados. Os produtos brutos foram fracionados, quando foi o caso, por cromatografia

liquida em coluna, eluente constituido por hexano e acetato de etila (1/1, v/v).
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Tabela 6 - Quantidades estequiométricas do método 2 do acoplamento de Sonogashira
entre a penta-(O-acetilbromobergenina e o alcool propargilico.

Tubo Reagentes = Massa ( mg) mmol Equivalente Volume
M.P. 50 0,081 1 -
(PPh;3),PdCl» 2,84 4,05x103 0,05 -
Cul 0,2 9,72x10* 0,012 -
PPh3 0,53 2,05x10°3 0,025 -
Alcool 6,8 0,121 1,5 7,07 uL
1 propargilico
Trietilamina 12,3 0,121 1,5 17 uL
ACN - - - 2mL
M.P. 50 0,081 1 -
(PPh3),PdClI, 2,84 4,05x1073 0,05 -
Cul 0,2 9,72x10* 0,012 -
PPh3 0,53 2,05x10°3 0,025 -
2 Alcool 6.8 0,121 1,5 7,07 uL
propargilico
Trietilamina 12,3 0,121 1,5 17 uL
AcOEt - - - 2mL
M.P. 50 0,081 1 -
(PPh3),PdCl>» 2,84 4,05x103 0,05 -
Cul 0,2 9,72x10* 0,012 -
PPh3 0,53 2,05x10°3 0,025 -
3 Alcool 6.8 0,121 1,5 7,07 uL
propargilico
Trietilamina 12,3 0,121 1,5 17 uL
THF - - - 2 mL
M.P. 50 0,081 1 -
(PPh;3),PdClI, 2,84 4,05x1073 0,05 -
Cul 0,2 9,72x10* 0,012 -
PPhs 0,53 2,05x103 0,025 -
4 Alcool 6,8 0,121 1,5 7,07 uL
propargilico
Trietilamina 12,3 0,121 1,5 17 uL
DMF - - - 2 mL

Fonte: autoria propria.



4.2.5 Acoplamento Cruzado de Negishi

Foram realizadas duas reacdes de acoplamento cruzado de Negishi, onde variou-se o
material de partida, bromobergenina e penta-O-acetilbromobergenina. As quantidades estdo
discriminadas na Tabela 8. Inseriu-se pd zinco e uma barra magnética em um baldo, que foi
purgado e mantido em atmosfera de argonio. Apds, adicionou-se iodo solubilizado em 1 mL
de THF ao sistema, que foi mantido sob agitacdo magnética em temperatura ambiente até a
cor amarelo-castanha da solugdo se tornar translicida.

A seguir, foi adicionado bromoexano juntamente com 1 mL de THF ao baldo, sendo
o sistema mantido em aquecimento 60 °C e agitagdo magnética por 3 horas para ativacio do
reagente de zinco. Na sequéncia, resfriou-se o sistema até a temperatura ambiente, ¢
adicionaram-se o material de partida e o catalisador (PPh3),PdCl,, ambos solubilizados em
0,5 mL de THF. Apds 3 horas, aqueceu-se a reagao até 60 °C overnight. Como procedimento
de purificacdo, utilizou-se a parti¢do liquido-liquido, com acetato de etila para fase organica.

A fase aquosa foi liofilizada.

Tabela 7 - Quantidades estequiométricas das reagdes de acoplamento cruzado de Negishi.

M.P Reagentes Massa mmol Equivaléncia

Zn 26,2 mg 0,648 2

I 3,4 mg 0,0133 0,05

Bromobergenina Bromoexano 37,5 mg 0,2675 1,25
M.P. 87 mg 0,214 1

(PPh3)2PdCl2 3 mg 4,28x1073 0,02
Zn 43 mg 0,401 2

Penta-O- I 4,12 mg 0,0162 0,05

acetilbromo- Bromoexano 44,1 mg 0,405 1,25
bergenina M.P. 200 mg 0,324 1

(PPh3)2PdCl2. = 4,55mg  6,48%10°? 0,02

Fonte: autoria propria.

4.2.6 Ensaio preliminar de citotoxicidade

Um ensaio preliminar de citotoxicidade, que visou analisar o perfil geral de
citotoxicidade dos compostos sintetizados neste trabalho sobre uma linhagem de células de
leucemia em concentragdo de 100 uM, foi conduzido pelo pesquisador Edwin José Torres

de Oliveira com supervisdo do prof. Dr. Edgar Julian Paredes-Gamero, lider do grupo de
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pesquisa em Imunologia e Hematologia Molecular Aplicada, no Laboratério de Biologia
Molecular e Cultura de Células, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS).

Utilizou-se a linhagem de células de leucemia K562 (ATCC CCL-243), que foi
cultivada em meio RPMI suplementado com 10% de soro bovino fetal, penicilina (100
U/mL), estreptomicina (100 pg/mL), em uma atmosfera umidificada com 5% de COz a 37 °C.
Apos estabilizagdo e cerca de trés passagens, as células foram utilizadas no ensaio de
citotoxicidade.

A avaliagdo da citotoxicidade foi realizada por meio do ensaio colorimétrico com
alamar blue (resazurina). A resazurina ¢ um reagente que funciona como um indicador de
viabilidade celular ao identificar células vivas capazes de metabolizarem a resaruzina em
resorufina, um composto altamente fluorescente de cor rosa.

As células foram semeadas em quantidade igual a 1x10° células/pogo em placas
de 96 pogos, mantidas por 24 horas para estabilizagdo em incubadora (5% de CO» e 37 °C).
Em seguida, as células receberam tratamento com o composto teste em concentragdo de 100
pM.

A citotoxicidade foi avaliada ap6s 24 horas, com o acréscimo de resazurina a 10%
nos pocos. Apds 4 h de incubacgio, a fluorescéncia foi medida (excitagdo A530 nm, emissdo
A590 nm) em um leitor de microplacas e o calculo de viabilidade celular foi realizado

conforme equacao abaixo:

Viabilidade celular (%) = [(MFA — MFB)/(MFC — MFB)] x 100
Onde
MFA = média da fluorescéncia da amostra tratada
MFB = média da fluorescéncia do branco

MFC = média da fluorescéncia do controle negativo
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PLANEJAMENTO SINTETICO

Objetivando sintetizar derivados anfifilicos inéditos da bergenina com a
finalidade de investigar o potencial bioldgico dos novos produtos, e observando que ha
poucos relatos na literatura versando sobre modifica¢des no atomo de carbono 4 da estrutura
da bergenina (Figura 6, pagina 17), isto €, o tmico carbono hidrogenado do anel aromatico,
tragou-se um planejamento experimental (Esquema 17) cuja etapa-chave das modificagdes
baseou-se especificamente em reacdes de acoplamento mediadas por paladio entre a

bergenina e alcenos e alcinos com cadeia R de tamanho variavel.

Esquema 17 - Planejamento sintético inicial do projeto.

H;CO protecdo

halogenagao < I_'l'"OH
SgAr 0
HO'
X [o]
X=Cl, Bl —
Acoplamento 4\ R
Desprotegdo alcenos e alcinos
diversos
( )
OH
-/OH =/
H,CO.
HO
R novos derivados
_ anfifilicos

Fonte: autoria propria.

A ideia de se aumentar a lipofilicidade da bergenina decorre do intento de se
produzir substancias com coeficientes logP superiores ao da molécula original, a partir dos
quais se espera que haja um concomitante aumento das propriedades farmacocinéticas e
farmacodindmicas dos produtos (por exemplo, a optimizagao das interagdes com membranas
bioldgicas), tendo em vista que a bergenina € naturalmente bastante polar (BARREIRO;

FRAGA, 2015).
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Por outro lado, a escolha de se modificar a estrutura por meio da introdugao de
novas ligagdes carbono-carbono ¢ justificada pela natureza robusta das ligagdes carbono-
carbono, responsaveis nao apenas por levar ao aumento molecular, mas também por gerar
produtos bastante estaveis e menos reativos em sistemas biologicos, quando comparados
com aqueles formados por ligagdes carbono-heteoatomo de alguns grupos funcionais.

Como estratégia para a formagdo de novas ligacdes carbono-carbono, os
acoplamentos mediados por paladio apresentam-se como ferramentas sintéticas poderosas,
versateis, seletivas e também bastante elegantes, capazes de estabelecer ligagdes carbono-
carbono que em determinadas situagdes seriam desafiadoras de outra maneira. E gracas a
essas vantagens que estes acoplamentos se tornaram amplamente populares, culminando na
outorga do prémio Nobel da Quimica em 2010 a alguns dos cientistas que contribuiram
grandemente para o estabelecimento e desenvolvimento dessa importante ferramenta
sintética, Richard F. Heck, Ei-ichi Negishi e Akira Suzuki (BROCKSOM et al., 2010).

Para atingir esses objetivos, planejou-se primeiramente ativar o atomo de
carbono 4 do anel aromatico da bergenina para que este pudesse reagir posteriormente nas
reagdes de acoplamento mediadas por paladio. Para tal, foram propostas reacdes de
halogenacao via substituicdo eletrofilica aromatica (SgAr), dado que s6 ha possibilidade de
halogenacdo aromatica neste tnico atomo de carbono. Cada diferente atomo de halogénio,
com suas caracteristicas particulares, poderia levar a diferentes formas de obtencdo dos
resultados, tendo em mente a seguinte ordem de reatividade do haletos de arila em reagdes
de acoplamento: I > Br > CI.

O planejamento da segunda etapa consistiu em mitigar eventuais problemas de
quimiosseletividade envolvendo os grupos hidroxila livres na estrutura dos produtos durante
as reacgdes de acoplamento. Para tanto, optou-se por realizar a protecdo das hidroxilas via
acetilagdo, tendo em vista a facilidade de introdugdo e remocao destes protetores.

Por fim, a terceira etapa planejada focou especificamente nas reagdes de
acoplamento propriamente ditas. Inicialmente, planejou-se utilizar o acoplamento de Heck
com alcenos diversos e o acoplamento cruzado de Sonogashira com alcinos terminais. Nessa
etapa, diversas condi¢des podem influenciar no resultado, como a temperatura, onde em
alguns casos a temperatura préxima da temperatura ambiente € o suficiente para o sucesso

do método, porém em outros, temperaturas mais altas sdo necessarias (WANG et al., 2013).
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5.2 PERFIL ESPECTROSCOPICO DA BERGENINA POR ESPECTROSCOPIA DE
RMN

A bergenina possui um total de 11 atomos de hidrogénio ligados a 4tomos de
carbono, sendo 1 no anel aromatico (em C4) e 7 no residuo de glicose, além da metoxila
ligada ao anel aromatico. Os sinais no espectro de RMN 'H e RMN '*C da bergenina sdo
caracteristicos (MUNIZ, 2013), sendo que este trabalho teve inicio pela checagem da pureza
e do padrio espectroscopico do material de partida comercial. O espectro de RMN 'H
registrado em acetona-ds (Figura 14) apresentou um simpleto em & 7,09 (1H), relativo ao
hidrogénio H4 ligado ao anel aromatico, um dupleto em & 5,06, que diz respeito ao
hidrogénio anomérico H9 integrando para 1H, com J de 10,5 Hz, compativel com o
acoplamento trams-axial com HI14. Os hidrogénios H15 da metoxila puderam ser
visualizados como um simpleto em 6 3,91. Os demais sinais relativos aos atomos de
hidrogénio ligados ao residuo do acucar aparecem como multipletos entre & 3,50 e 4,20,

compativeis com a literatura (MUNIZ, 2013).

Figura 14 - Espectro de RMN de 1H (acetona-d6, 500 MHz) da bergenina.
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Com relagdo ao espectro de RMN 3C (Figura 15), registrado em DMSO-dg,
verificam-se o sinal da carbonila da lactona em & 163,8 ppm, o conjunto de sinais dos
carbonos do residuo de acucar entre o 60,3 ¢ 82,2 ppm ¢ o sinais dos carbonos do anel
aromatico entre 6 109,9 e 151,4 ppm, com destaque para o carbono em C4 como o mais
blindado dos seis em & 109,9 ppm. O conjunto de sinais foi compativel com o disponivel na

literatura (MUNIZ, 2013).

Figura 15 - Espectro de RMN de '3C (DMSO-ds, 125 MHz) da bergenina.
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5.3 REACOES DE HALOGENACAO DA BERGENINA

Para realizar a halogenacdo da bergenina, empregaram-se N-halossucinimidas
como reagentes doadores de halogénios, que na presenca de acido trifluoroacético usado
como catalisador, geram espécies ricas em halogénio eletrofilico. Uma proposta de
mecanismo ¢ apresentada no Esquema 16. As reagoes foram conduzidas com NCS, NBS ou
NIS em acetonitrila como solvente polar aprético, sob refluxo, pelo periodo inicial de 8,5 h,

acompanhadas por CCD. Como exemplo, a Figura 16 apresenta a placa de CCD da reacao
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de bromagao com NBS apos o tempo de 8,5 h, que mostra a formagao de um produto com

valor de RF levemente superior ao da bergenina usada como padrio.

Esquema 18 - Proposta de mecanismo da reagdo de halogenagao da bergenina,

exemplificada pela bromagao com NBS.

CH,0H

OH CH,OH

“OH —————»

Fonte: autoria propria.

Figura 16 - Placa de CCD da reagdo de bromagdo da bergenina apds 8,5 h de reagao,

revelada pela luz UV (254 nm). H = padrao bergenina, R = reacao.

Fonte: autoria propria.

Tanto o produto bruto da reacdo de cloragdo, como o de bromagao, puderam ser

purificados por cromatografia liquida em coluna aberta com sucesso, tendo sido utilizado
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acetato de etila como o eluente inicial, acrescido de porgdes crescentes de metanol até o
gradiente de AcOEt/metanol (9/1, v/v) ao término da coluna.

Além dos processos cromatograficos, percebeu-se que o produto da reagdo de
bromacgao, a bromobergenina, pode ser purificado por lavagens sucessivas com solventes de
polaridade crescente. Desta maneira, a lavagem com hexano, cloroférmio e acetato de etila
gelado, nessa ordem, foi responsavel por garantir um bom grau de pureza do produto, tendo
em vista que a bromobergenina é pouco solivel nos trés solventes. O material de partida
bergenina, por outro lado, tende a solubilizar-se bem em acetato de etila. Essa constatagdo
facilitou o processo de purificagdo deste produto, especificamente, ¢ estamos no momento
estudando uma forma de purifica-lo sem o uso de cromatografia. Curiosamente, a tentativa
de recristalizagdo por solubiliza¢do em acetato de etila a quente seguido de resfriamento nao
levou a formacgdo de cristais, nem mesmo quando empregou-se uma mistura com volume
crescente de hexano. Nessas tentativas, formou-se apenas uma solug@o bastante turva, sem
precipitados.

Os produtos de bromagao e de cloragdo tiveram a sua estrutura confirmada por
espectroscopia de RMN, e ambos se apresentaram como solidos, sendo a bromobergenina
um soélido branco, e o produto de cloracao, a clorobergenina, um so6lido levemente castanho.
A reagdo teve um rendimento de 82% para a formacdo do produto bromado e 47% para o
produto clorado.

Através da analise do espectro de RMN 'H do produto clorobergenina (Figura
17), verificou-se que o sinal em & 7,02 do espectro de RMN 'H da bergenina, referente ao
hidrogénio H4 ligado ao anel aromatico, ainda se encontrava presente, porém, integrado para
bem menos do que 1 hidrogénio em relacdo ao sinal referente a H9, o dupleto em & 5,07.
Assim, foi determinado que o produto clorobergenina ndo foi completamente separado de
seu material de partida ao término do processo de purificagdo. Os demais sinais esperados
para a estrutura proposta puderam ser verificados no espectro, como o simpleto da metoxila

H15 em & 3,91 e o tripleto referente a H14 em & 4,07.
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Figura 17 - Espectro de RMN de 'H (acetona-ds, 500 MHz) da clorobergenina, com
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O espectro de RMN '3C foi confirmatdrio (Figura 18). O sinal de C4, que aparece
em 6 109,9 ppm quando hidrogenado na bergenina, apareceu em 6 114,7 ppm no espectro
da clorobergenina, mais desblindado por encontrar-se ligado ao atomo de cloro, mais
eletronegativo. Os demais sinais sdo compativeis com a estrutura esperada para o produto

clorobergenina.

Figura 18 - Espectro de RMN de '3C (acetona-des, 125 MHz) da clorobergenina.
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Com relagdo ao produto bromobergenina, o espectro de RMN 'H (Figura 19)
careceu do simpleto em & 7,09 ppm, relativo ao H4 do material de partida, comprovando o
sucesso da reagdo. Destacam-se também o dupleto em & 5,05 ppm, relativo ao hidrogénio
anomérico H9, o simpleto em & 3,94 ppm, referente aos hidrogénios da metoxila, e os demais
multipletos relativos aos hidrogénios do residuo do agticar. Tendo sido o espectro registrado
em acetona-ds, 0s sinais relativos aos hidrogénios das hidroxilas fenolicas em ¢ 8,80 e 8,85
também se apresentaram como simpletos bastante finos, de forma semelhante ao que

aconteceu com o espectro de RMN 'H da bergenina (Figura 13).
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Com relagdo ao espectro de RMN !3C (Figura 20), ¢ marcante a mudanga do
deslocamento quimico do sinal relativo ao C4, que aparece em & 102,5 ppm, muito mais
blindado que o mesmo carbono da bergenina, que cai em 0 109,9 ppm. De forma diferente
de como acontece com o cloro, o 4&tomo de bromo é menos eletronegativo e muito mais
volumoso, de forma de que dispde de uma nuvem eletronica muito maior ¢ muito mais
polarizavel, capaz de blindar mais eficientemente o atomo de carbono ao qual esta ligado.
Os campos magnéticos gerados pelos elétrons desta nuvem polarizavel se contrapdem e
atenuam o campo magnético externo aplicado, reduzindo a intensidade do campo magnético
efetivo sentido pelo carbono em C4.

Os demais sinais de carbono s3o compativeis com a estrutura do produto
esperado, caindo o sinal do carbono da metoxila C15 em & 60,1 ppm, além dos seis sinais de
carbonos do residuo de agtcar entre 6 61,7 € 81,9 ppm, cinco sinais referentes aos a&tomos
de carbono C3, C5, C6, C7 e C8 do anel aromatico entre & 117,7 ¢ 149,3 ppm, e o carbono

da lactona C2 em o 160,0 ppm. O sinal extra em 6 178,2 ppm provavelmente diz respeito a
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grupo carbonila atribuido a residuo de acido acético utilizado durante a manipulagdo do
produto, pois além deste sinal, foi detectado um outro sinal em d 29,4, que cai proximo do

multipleto referente ao sinal do solvente deuterado.

Figura 20 - Espectro de RMN de '*C (acetona-ds, 125 MHz) da bromobergenina.
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Fonte: autoria propria.

Infelizmente, as tentativas de reacdo de iodag¢do pelo mesmo protocolo
empregado com €éxito para a clorag@o e para a bromagao ndo tiveram sucesso, tendo sido o
material de partida recuperado em todas as tentativas. Adicionalmente, empregou-se um
método extra com a troca do solvente para DMF, pois este pode atingir temperaturas
superiores ao alcancado pelo refluxo da acetonitrila.

A reagdo foi feita em 150 °C, e mesmo durando um periodo superior a 10h
(overnight), ndo apresentou sucesso em promover a substituicdo eletrofilica do hidrogénio
por iodo. Especulamos que o grande volume do atomo de iodo foi impeditivo para a o
sucesso da reacdo, uma vez que o atomo de carbono 4 da bergenina pode ter as suas
proximidades congestionadas para a acomodagdo de um atomo bastante volumoso como o

iodo.
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5.4 ACETILACAO DA CLORO E BROMO-BERGENINA

O primeiro método desta etapa utilizou como material de partida os produtos
halogenados, cloro- e bromobergenina, cada um a sua vez, em reagdes com anidrido acético
como agente acetilante e quantidades cataliticas de acido sulfurico concentrado. As reagdes
foram mantidas sob aquecimento em 75 °C e agitagdo magnética por 3 horas. Apds este
periodo, foi adicionada agua destilada, e os produtos contendo as cinco hidroxilas acetiladas
— clorobergenina e bromobergenina peracetiladas — precipitaram como solidos brancos.

Apds completa precipitagdo, os produtos foram filtrados e lavados com agua
gelada, resultando nas substincias com bom grau de pureza, sem a necessidade de etapas
adicionais de purificagdo por processos cromatograficos. Isso se deve ao fato de que os
produtos deixam de ser doadores de ligagdo de hidrogénio, ja que as hidroxilas foram
protegidas como ésteres acetil, e essa modificacdo reduz drasticamente a polaridade dos
produtos, os quais tornam-se bastante insoliveis em agua, diferente dos materiais de partida.

Cabe destacar que um método adicional de acetilagdo da bromobergenina foi
investigado, no qual o 4cido sulfurico foi substituido pela piridina como catalisador. A penta-
O-acetilbromobergenina foi detectada através de analise por CCD, entretanto, o produto
bruto apresentou-se como um so6lido bastante enegrecido, sendo a cor preta muito persistente,
mesmo apos solubilizagdo do produto em diferentes solventes. A coloragdo escura s foi
atenuada apds processo de clarificacdo do produto bruto com carvao ativo. Uma vez que o
método de obtencdo dos produtos peracetilados foi realizado de forma mais facil quando
executado com acido sulfurico concentrado, abandonamos a metodologia com a piridina.

A Figura 21 apresenta os espectros de RMN 'H inteiros dos produtos
peracetilados, registrados em CDCl3, ao passo que a Figura 22 apresenta uma comparagao
dos mesmos espectros com aquele obtido para a bergenina, com ampliag@o na faixa entre o
1,50 e 6,00. Podem ser observados trés simpletos entre 6 2,06 e 2,13, integrados para nove
hidrogénios, e dois simpletos entre & 2,33 e 2,44 integrados para seis em ambos 0s espectros
dos produtos peracetilados. Os primeiros dizem respeito as metilas dos grupos acetil ligados
aos atomos de oxigénio do residuo de agticar, ao passo que os outros dois simpletos mais
desblindados referem-se as metilas dos grupos acetil ligados as hidroxilas fendlicas,

confirmando o sucesso do processo de acetilagdo das halobergeninas.
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Figura 21 - Espectros de RMN de 'H (CDCl3, 500 MHz) da penta-O-acetilclorobergenina
(acima) e penta-O-acetilbromobergenina (abaixo).
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Figura 22 - Ampliagdo dos espectros de RMN 'H da bergenina (acima), penta-O-
acetilclorobergenina (meio) e penta-O-acetilbromobergenina (abaixo).
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Além dos simpletos entre 8 2,00 e 2,50 ppm, pode-se notar uma alteragdo
significativa no padrdo de deslocamento quimico dos sinais referentes aos hidrogénios
ligados ao residuo de glicose nos produtos acetilados. Como consequéncia da deslocalizagao

eletronica entre os atomos de oxigénio e os grupos carbonilas, os atomos de hidrogénio e



carbono tendem a sofrer com maior desblindagem provocada pelo efeito indutivo
potencializado pelas carbonilas, tendendo a produzir sinais em valores maiores de
deslocamento quimico, com algumas excec¢des. O dupleto referente ao hidrogénio
carbindlico H9, que na bergenina aparecia em 6 5,06 ppm, aparece em aproximadamente &
4,75 ppm nos produtos acetilados, entretanto, dois tripletos aparecem com valores superiores,
em aproximadamente 8 5,12 e 5,45 ppm. Dessa forma, os espectros de RMN 'H dos produtos
peracetilados tornaram-se mais abertos, com menos sinais coalescendo.

Através do espectro de RMN !3C da penta-O-acetilclorobergenina (Figura 23),
verificam-se quatro ou cinco sinais entre ¢ 20,3 e 20,7, relativos as metilas do grupo acetil
(algumas podem cair juntas), além de cinco sinais entre & 167,4 e 170,5, caracteristicos das
cinco carbonilas de éster de acetil introduzidas na molécula, confirmando a estrutura dos

produtos.

Figura 23 - Espectro de RMN !*C (CDCl3, 125 MHz) da penta-O-acetilclorobergenina.
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5.5 ACOPLAMENTO DE HECK

Como primeira reagao desta etapa, utilizou-se como materiais de partida a penta-
O-acetilbromobergenina e o (£)-citronelal, juntamente com o transferidor de fase brometo
de tetrabutilamonio (TBAB), NaHCOs3, e o dicloreto de bis(trifenilfosfina)paladio(Il) como
catalisador de paladio. O solvente empregado foi o acetato de etila. O Esquema 19 mostra a

reacdo realizada e o produto almejado nesta etapa.
Esquema 19 - Reacdo de Heck planejada entre a penta-O-acetilbromobergenina e o (£)-

citronelal.

PACI,(PPh), TBAB, NaHCO3 AcOEt  acqy
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produto esperado ' . H .-

Fonte: autoria propria.

Para os acoplamentos de Heck, temos planejado utilizar produtos naturais
baratos e acessiveis contendo insaturagdes, como os terpenos, ja que estes produtos conferem
apelo ambiental por serem fontes renovéaveis. Especificamente, o (%)-citronelal possui
apenas uma Unica insaturagdo em sua estrutura, o que reduz problemas de
quimiosseletividade, e somado a isso, possui um grupo aldeido na outra extremidade da
cadeia. A fungdo aldeido abre possibilidades interessantes de novas funcionalizagdes do
eventual produto de acoplamento, bem como nos leva a propor a formagido de macrociclos
posteriores como resultado de reagdes intramoleculares com outras fungdes da propria
estrutura advinda da bergenina.

A reagdo foi realizada pelo tempo total de 8 horas em refluxo, tendo sido
monitorada por CCD. A Figura 24 mostra o perfil cromatografico ap6s o tempo de 8 horas
de reacdo, a partir do qual imaginamos que todo o material de partida havia sido consumido.
Ap6s elaboracao da reagdo, o produto bruto foi fracionado por cromatografia liquida em
coluna aberta, tendo sido utilizada uma mistura de 50% de hexano ¢ 50% de acetato de etila

como eluente.
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Figura 24 - Acoplamento de Heck. P: padrao (material de partida); H: reacao de Heck.

Fonte: autoria propria.

O espectro de RMN 'H da fragdo que continha sinais compativeis com a estrutura
padrao de bergenina encontra-se na Figura 25. A primeira constatacdo ¢ de que ndo ha
presenca de sinais esperados para a molécula de citronelal no espectro. Com exce¢do do
simpleto muito pouco intenso em & 9,84 ppm, o que poderia indicar a possivel funcao aldeido,
ndo pudemos detectar sinais caracteristicos do citronelal, como por exemplo os dois
simpletos relativos as metilas alilicas acima de & 1,50 ppm, o dupleto relativo ao terceiro
grupo metil B & carbonila em mais ou menos 6 0,90 ppm e o conjunto de sinais relativos aos
grupos metilenos entre & 1,50 e 2,00 ppm, incluindo aqueles diastereotdpicos o a carbonila,

acima de 6 2,00 ppm. Concluimos que essa fracdo ndo conteve produtos de acoplamento.

Figura 25 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, acetona-ds) de uma das fragdes oriundas da

reacgdo de acoplamento de Heck.
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Como podem ser verificadas pelas expansdes de algumas regides do espectro de
RMN 'H (Figura 26) , verificamos que a fra¢do se trata de uma mistura de produtos com o
esqueleto basico da bergenina. Entre 6 2,04 e 2,09 ppm, ha diversos sinais que lembram os
simpletos caracteristicos das metilas dos grupos acetil do material de partida, caindo
sobrepostos. Entre & 3,88 ¢ 3,99 ppm, podem ser contados cinco simpletos tipicos de grupo
metoxila, sendo um mais intenso, além de diversos multipletos acima de 6 4,00 ppm,
caracteristicos dos hidrogénios ligados ao residuo de agucar, sendo alguns claramente
replicados, como o dupleto relativo ao H9 anomérico aparecendo em & 5,20, 5,39 e 5,46 ppm.
Concluimos, portanto, que o protocolo foi responsavel por gerar uma mistura de produtos de
acetilagdo (mono-, di-, tri-, tetra- e/ou penta-acetilados), incluindo isémeros, por
desacetilag@o, mas ndo foi capaz de provocar o acoplamento entre o (+)-citronelal e a penta-

O-acetil-bromobergenina.

Figura 26 - Expansdes do espectro de RMN 'H (500 MHz, acetona-ds) de uma das fragdes

oriundas da reagao de acoplamento de Heck.
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Fonte: autoria propria.

E sabido que alcenos trissubstituidos reagem com mais dificuldade via
acoplamento de Heck (CLAYDEN et al., 2009), sendo que os rendimentos dessas reagdes

sdao normalmente baixos. Somado a isso, o anel congestionado do material de partida pode
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ter dificultado a aproximacao efetiva da ligagdo dupla carbono-carbono do citronelal ao C4
da bergenina, ja no complexo ligado ao paladio, durante a eliminacao 3 de hidreto (Esquema
18, pagina 57), impedindo o acoplamento.

Pudemos notar que a reagdo realizada em temperatura mais baixa, 78 °C, nao
apresentou modificagdes visuais significativas, mas a mistura tornou-se enegrecida em
temperatura proxima a 150 °C, o que é um indicativo de possivel formagdo de complexos
com o material de partida, ja que é sabido que essas reagdes se tornam escuras conforme o
seu progresso.

O segundo método de reagcdo de acoplamento de Heck foi realizado entre a
penta-O-acetilbromobergenina ¢ o (R)-(+)-limoneno e o o-pineno em tubos de
ensaio, mantendo-se inicialmente a temperatura proxima de 50 °C. O material de partida,
bem como os outros reagentes, foram inseridos na ordem da Tabela 5 (pagina 48), com o
tubo vedado com um septo. O acompanhamento por CCD (Figura 27) indicou que ndo havia
manchas com RF igual ao do material de partida nas duas reacdes (M.P. em P, ponto a
esquerda da placa) apds 3 horas de reacdo, sugerindo possivel alteragdo do padrio de reacdo.

A reacdo a partir disso, permaneceu em overnight, sendo encerrada no dia seguinte.

Figura 27 - Acoplamento de Heck. P: padrdo; L-reacdo com (R)-(+)-limoneno; Pi- reagéo

com ¢-pineno.

Fonte: autoria propria.

As purificagdes foram tentadas por CCDP e por cromatografia liquida em
coluna (para o caso da reagdo com o limoneno), com eluente hexano/acetato de etila (1/1,
v/v), tendo sido obtidas duas fra¢des sendo na “Fr-13-25" e “Fr- 2-30”. A analise por RMN
de 'H, entretanto, ndo mostrou sinais compativeis com a o padrdo molecular da bergenina,

contendo apenas sinais referentes a trifenilfosfina e a possiveis impurezas.
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5.6 ACOPLAMENTO CRUZADO DE SONOGASHIRA

O método empregado para o acoplamento de Sonogashira consistiu na mistura
do material de partida com o catalisador (PPh3)>Pd(Cl)2, o 4lcool propargilico como o alcino
terminal, além de Cul, PPhs, trietilamina como base ¢ THF anidro como solvente. Os
sistemas reacionais foram previamente purgados com gas N, sendo as reagdes mantidas em
atmosfera anidra durante os protocolos.

O primeiro método testado empregou a bromobergenina como material de
partida, sendo que a reagdo durou aproximadamente 24 horas em temperatura ambiente. O
produto bruto foi fracionado por cromatografia liquida em coluna, e as fragdes foram
analisadas por espectroscopia de RMN. O espectro de RMN 'H da fragdo que apresentou
sinais compativeis com a estrutura da bergenina esta apresentado na Figura 28, e o

correspondente espectro de RMN !3C estd na Figura 29.

Figura 27 - Espectro de RMN 'H (MeOD, 500 MHz) de uma das fragdes da reagdo de

Sonogashira entre a bromobergenina e o alcool propargilico.
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Como pode ser observado pelo espectro de RMN 'H, a fra¢do encontra-se impura,
sendo possivel detectar sinais compativeis com a estrutura da trifenilfosfina entre 6 7,56 ¢
7,60 ppm. Além disso, pode ser verificado um simpleto em & 7,11 ppm, além de dois
dupletos em & 4,62 e 4,97 ppm, ambos com J de aproximadamente 10 Hz, compativeis com
o hidrogénio anomérico H9, o que sugere que a fracdo contém duas substincias com o
esqueleto tipico da bergenina, possivelmente uma delas sendo a propria bergenina. O sinal
esperado para o hidrogénio carbinélico do alcool propargilico em mais ou menos 6 4,50 nao

foi detectado no espectro.

Figura 28 - Espectro de RMN '3C (acetona-des, 125 MHz) de uma das fragdes da reagdo de

Sonogashira entre a bromobergenina e o alcool propargilico.
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Fonte: autoria propria.

Observando o espectro de RMN '*C, puderam ser constatados os sinais em &
128,6, 128,7, 131,6, 131,7 e 132,4 ppm, caracteristicos da trifenilfosfina, e os sinais
caracteristicos do padrao de bergenina, sendo aqueles do residuo do agucar e a metoxila entre
0 59,5 e 81,6 ppm, e aqueles do anel aromatico e carbonila entre & 103,4 e 164,4 ppm. Os
sinais apareceram claramente duplicados, sendo que o sinal de C4 pode ser verificado tanto

em ¢ 103,4, como em & 109,7, o que sugeriu fortemente tratar-se de uma mistura, entre outras
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coisas, de bromobergenina e bergenina. A auséncia de sinais por volta de & 90-100 nos fez
descartar a hipdtese de presenga de triplas ligagdes carbono-carbono. Entretanto,
consideramos a hipdtese de ciclizagdo do produto de acoplamento com concomitante
formag@o de um heterociclo furano unido ao anel aromético da bergenina (Esquema 20),

entretanto, os sinais presentes nos espectros nao foram compativeis com esta estrutura.

Esquema 20 - Reacdo de Sonogashira planejada entre a bromobergenina e o alcool

propargilico.
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Fonte: autoria propria.

Foi realizada uma segunda tentativa de reagdo de acoplamento de Sonogashira,
dessa vez entre a penta-O-acetilbromobergenina ¢ o alcool propargilico em diferentes
solventes - acetonitrila (1), acetato de etila (2), THF (3) e DMF (4) (Tabela 7, pagina 50).
As reagdes foram conduzidas ao mesmo tempo, em tubos de ensaio, em temperatura
ambiente inicialmente, e depois, em aquecimento de 50 °C, com incremento de 10 °C a cada
1 hora. As reagdes foram monitoradas por CCD antes de cada aumento da temperatura, tendo
durado o total de 72 horas em temperatura de 80 °C. A Figura 30 mostra as placas de CCD
realizadas no tempo de 1 hora (em temperatura ambiente) e apds 72 horas. Os primeiros
pontos dizem respeito ao padrdo, material de partida, ao passo que os demais pontos de
aplicag@o dizem respeito aos tubos de experimentagdo. Podemos notar que os tubos 1 e 2
passaram a apresentar uma mancha alaranjada ja na primeira hora de reagdo, sendo que a
mesma mancha apareceu posteriormente nos tubos 3 e 4 (no tubo 4, o solvente DMF nao
evapora da superficie da placa, e provoca a deformagao observada na placa de CCD em B).

O produto bruto do tubo 1 (rea¢do em acetonitrila) foi fracionado por CCDP,
porém, as analises por RMN das fragdes ndo revelaram a presenga de sinais tipicos da
estrutura da bergenina. Acreditamos que o processo de extragdo dos produtos de interesse

da silica com solvente ndo teve €xito, e o produto pode ter sido perdido no processo de
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filtragcdo. Por outro lado, o produto do tubo 2 (reagdo com AcOEt) foi fracionado por

cromatografia liquida em coluna, e a fracdo contendo a mancha laranja foi analisada por

RMN 'H (Figura 31). A Figura 32 apresenta um comparativo entre os espectros de RMN 'H

da bergenina, bromobergenina, penta-O-acetilbromobergenina ¢ esta fragdo de analise.

Figura 29 — Placas de CCD das reacdes de Sonogashira pelo método 2 variando-se os

solventes da reagdo. A = CCD com 1 hora de rea¢do; B = CCD com 72 horas de rea¢éo.
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Fonte: autoria propria.

Figura 30 - Espectro de RMN 'H (acetona-ds, 500 MHz) de uma das fragdes da reagio de

Sonogashira entre a penta-O-acetilbromobergenina e o 4lcool propargilico em AcOEt.
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Figura 31 - Expansdes dos espectros de RMN 'H da bergenina, bromobergenina, penta-O-

acetilbromobergenina e produto da reagdo de Sonogashira em acetato de etila.
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Podemos verificar, ao analisar o espectro de RMN 'H, a presenca do dupleto em
64,91 ppm, compativel com H9, com J caracteristico de 10 Hz, além dos demais multipletos
relativos aos hidrogénios ligados ao residuo de glicose. Também ¢ possivel verificar um
simpleto em & 3,80 ppm, tipico de H15 do grupo metoxila. H4 ainda a presenca de um
simpleto adicional em & 4,14 ppm, regido esperada para o sinal relativo ao hidrogénio
propargilico, entretanto, este sinal apareceu integrado para um nimero muito maior de
hidrogénios em relagdo aos demais sinais atribuidos a estrutura da bergenina.

O que mais chama a atengio no espectro de RMN 'H deste produto ¢ a auséncia
dos simpletos relativos aos grupos acetil, entre & 2,09 e 2,44 ppm, ja que nesta reagao,
utilizou-se a penta-O-acetilbromobergenina como material de partida. Além disso, o produto
foi isolado como a primeira fracdo eluida da coluna, onde foi utilizado eluente
hexano/AcOEt em propor¢do de 1/1 (v/v), cuja polaridade ndo € capaz de eluir
satisfatoriamente a bergenina desprotegida de forma rapida, como aconteceu neste
experimento. Soma-se a isto o fato de que pode ser verificado que o RF da mancha principal
desta fragdo (mancha laranja na Figura 30, pagina 74) acompanha o do material de partida
utilizado como padrdo na placa, ou seja a penta-O-acetilbromobergenina, muito mais apolar
que a bergenina, que no eluente empregado, fica retida préxima a base. Uma suposicao seria
de que os simpletos dos grupos acetil possam ter ficado sobrepostos ao sinal do solvente
utilizado, a acetona, em & 1,92 ppm.

Finalmente, nota-se uma variag@o nos sinais relativos aos sinais dos multipletos
referentes aos hidrogénios do residuo de agucar, e auséncia de sinal de hidrogénio em
aproximadamente & 7,00 com integracdo compativel com a presenca do hidrogénio H4 no

espectro.

5.7 ACOPLAMENTO CRUZADO DE NEGISHI

O procedimento foi desenvolvido por etapas, onde previamente a purga com N>
ou argdnio do sistema, adicionaram-se o zinco e a barra magnética. A seguir, foi inserido
iodo molecular dissolvido em 1 mL de THF, onde ocorre a formacao do Znl.. Este possui
coloragdo branca, o que foi detectada no baldo, pois houve desaparecimento da coloracdo

amarelo-castanha do iodo para branco no fundo do baldo.
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Com a inser¢do do n-bromoexano a reacdo, pretendeu-se produzir o
intermediario CH3(CH)sZnBr, ativado para transmetalagdo. Por fim, inseriu-se no baldo o
material de partida brometo de arila, que entra no ciclo catalitico de acoplamento cruzado,
nos mesmos moldes do acoplamento de Sonogashira. Enfatiza-se que havia somente um
complexo de paladio disponivel no laboratorio, Pd(PPhs).Clz, logo todas as tentativas foram
realizadas somente com ele. Através do acompanhamento macroscopico, notou-se mudangas
na cor da reacdo, onde ao final uma coloracdo cinza escura foi observada. Os outros
acoplamentos tenderam a uma coloragdo marrom escura ao fim da reagdo. A mistura foi
fracionada por cromatografia, e a inica fragao isolada foi analisada por RMN.

A analise por RMN 'H indicou que a fragdo isolada se tratava basicamente da
trifenilfosfina do complexo de paladio (Figura 33), o que indica que o mesmo foi ativado no
meio, pois era a Unica fonte de trifenilfosfina, que possui deslocamento o entre 7,17 a 7,80
ppm, de acordo com Vidigal, 2013. No espectro registrado, os sinais estavam com
deslocamento entre & 7,54 e 7,73 ppm. 0s outros sinais presentes no espectro ndo indicaram
a presenga de bergenina, com seus sinais caracteristicos, sendo possivelmente atribuidos a

impurezas.

Figura 33. Espectro de RMN 'H (acetona-ds, 500 MHz) da fragdo da reagio de

acoplamento cruzado de Negishi.
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A segunda reacao realizada, onde foi utilizada a penta-O-acetilbromobergenina como
material de partida, também ndo se mostrou promissora, onde constatou-se por meio de CCD
que o material de partida ndo reagiu, ndo tendo sido detectada nenhuma mancha com RF
diferente daquela registrada para o padrdo. Assim, ndo se deu prosseguimento a purificacdo

e posteriores analises do produto.

5.8 RESULTADOS PRELIMINARES DE CITOTOXICIDADE

Apos 24 horas de tratamento, foi possivel observar a emissao de fluorescéncia
das células incubadas com resazurina. Foi possivel observar que o controle negativo teve
emissdo muito maior que o grupo tratado, sendo a média do ruido calculada em 116, a do
controle negativo 227. Isso corrobora que as células ndo tratadas (controle negativo) nao
sofreram com citotoxicidade, demonstrando que o ensaio foi realizado de forma adequada.
O resultado do ensaio de inibigdo celular encontra-se nos Graficos 1 e 2. O cddigo dos
compostos no quadro sdo o seguinte: bergenina 1 = bergenina comercial; bergenina 2 =
penta-O-acetilbromobergenina; bergenina 3 e bergenina 4 = bromobergenina; bergenina

5 = clorobergenina; bergenina 6 = penta-O-acetilclorobergenina.

Grafico 1- Resultado preliminar do ensaio de viabilidade celular (%) das células K562

apos 24h de tratamento com as bergeninas.
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Grafico 2 - Citotoxicidade das bergeninas na concentracdo de 100 uM ap6s 24h de

tratamento sobre células K562.
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Fonte: Edwin José Torres de Oliveira e Edgard Julian Paredes-Gamero (UFMS).

A partir do resultado do ensaio preliminar, verificamos que todas as bergeninas
halogenadas apresentaram maior nivel de toxicidade quando comparadas a bergenina nao
modificada sobre as células leucémicas da linhagem K562, apresentando um resultado
moderado de atividade. A bergenina mais ativa foi a penta-O-acetilbromobergenina, com 67%
de inibi¢do das células na concentragdo de 100 uM, entretanto, a diferenga no perfil de
inibi¢cdo das outras halobergeninas foi muito pequena, o que pode ser atribuido a pequenas
variagdes intrinsecas da propria técnica. E importante ressaltar que neste teste preliminar, o
grupo colaborador pretendeu conhecer inicialmente o perfil de citotoxicidade dos compostos
sintetizados até o momento, entretanto, investigacdes posteriores serdo conduzidas pelo
grupo, especificamente a busca pela ICso dos compostos, bem como a avaliacdo do perfil de

citotoxicidade sobre outras linhagens celulares.
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6 CONCLUSOES

Com excegdo das reagoes de iodacdo, as reagdes de halogenagdo e acetilacdo
realizadas mostraram-se bastante eficientes, demonstrando que ha possibilidades de inser¢ao
de substituintes no carbono 4 do anel aromatico da bergenina. Neste contexto, trés compostos
halogenados inéditos derivados da bergenina foram sintetizados. A purificacdo dos produtos
halogenados apresentou bons resultados utilizando-se técnicas cromatograficas, como
cromatografia liquida em coluna aberta e CCDP. Por outro lado, os produtos de acetilagao
foram eficientemente purificados por simples precipitacdo e filtracdo, o que tornou a rota
sintética eficiente.

Com relacdo as reacdes de acoplamento realizadas, ndo tivemos sucesso na
reagdo de acoplamento de Heck com o citronelal, e acreditamos que o catalisador de paladio
empregado, ou a propria natureza da olefina presente neste material de partida, ou uma
combinacdo de ambos, prejudicaram o sucesso dessa reacdo. Com relagdo a reagdo de
Sonogashira, obtivemos um resultado ainda inconclusivo a respeito da reagdo de
acoplamento em diferentes solventes. Os produtos dessas reagdes poderdo ser analisados
posteriormente pelo grupo de pesquisa. Por outro lado, a reacdo de Negishi ndo apresentou
a formacao de produtos de acoplamento, € possivelmente os mesmos motivos apresentados
para os insucessos nos acoplamentos de Heck se apliquem para este método.

A atividade de inibi¢do das halobergeninas sobre células de leucemia foi
moderada, entretanto, superior ao da bergenina ndo modificada. Ensaios posteriores estdo
sendo realizados pelo grupo de pesquisa parceiro neste momento, sendo que eventuais
produtos de acoplamento também serdo estudados com relagdo ao seu potencial citotoxico,
visando a publicac@o dos resultados destes estudos.

Finalmente, concluimos que o projeto apresentou grandes dificuldades e desafios,
entretanto, as possibilidades de modificagdo da bergenina sdo amplas, € merecem destaque
por gerar interessantes oportunidades sintéticas a partir de uma substancia produzida em

grandes quantidades pelo uxi-amarelo, abundante na regido amazonica.
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