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Resumo

A regido Amazbnica € descrita por sua fauna, flora e microbiota,
despertando o interesse de pesquisadores para o conhecimento dessa regido.
Tal interesse sao pelas novas descobertas que afirmam a Amazénia como
detentora de uma incrivel biodiversidade, onde novas moléculas, com potencial
para novos farmacos, sado reportadas frequentemente. Entre as alternativas
para os farmacos existentes no mercado, estdo as semissinteses de moléculas
organicas. Neste trabalho foram realizadas semissinteses a partir do Acido
Secalbnico, da isocumarina Bergenina e do triterpeno Policarpol, substancias
bioativas isoladas, previamente, de um microorganismo e plantas da flora
amazébnica. Através de reacbes simples de modificagdo estrutural foram
obtidos nove compostos, sendo identificados como: Acido dibenzilsecalénico,
dibenzilbergenina, 15-O-benzoilPolicarpol, 24-epoxi-Policarpol, 3-acetil-
Policarpol, 15-acetil-Policarpol, 3,15-diacetil-Policarpol, 2,6,12,15-tetroxo-
Policarpol. Adicionalmente foi isolado e caracterizado o intermediario de reacéo
O-acildicicloexilisoureia. Este intermediario e os derivados do Policarpol séo

inéditos na literatura.

Palavras-chave: Semissintese, Policarpol, bergenina, acido Secaldnico.
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Abstract

The Amazon rainflorest has described by its fauna, flora and microbiota,
arousing interest of researchers for this region aggregated knowledge. Such
interest is regarding the new findings saying that Amazon has an incredible
biodiversity, where new molecules with potential for new drugs are often
reported. Among the alternatives to existing drugs in the market is
semisynthesis of organic molecules. In this work all semisynthesis were made
from secalonic acids, isocoumarin bergenin and triterpene polycarpol. Those
bioactive substances where isolated in advance from a microorganism and
plants from Amazon. Through simple structural modification reactions, nine
compounds were obtained and identified as: dibenzyl secalonic acid, dibenzyl
bergenin, 15-O-benzoyl-polycarpol, 24-epoxy-polycarpol, 3-acetyl-policarpol,
15-acetyl-polycarpol, 3,15-diacetyl-polycarpol, 2,6,12,15-tetroxide-polycarpol.
Additionally the reaction intermediate O-acyldicicloexylisoureia has been
isolated and characterized. This intermediate and polycarpol derivatives are

unprecedented in the literature.

Keywords: Semisynthesis, secalonic acid, bergenin, Policarpol.
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1 Revisao Bibiografica
1.1 Biodiversidade amazdbnica como fonte de moléculas para o estudo de

semissintese

Cada vez mais estudos estdo sendo realizados para o conhecimento da
biodiversidade brasileira, a maior do mundo. Na Regido Amazdnica sua fauna e
flora e microbiota sdo cada vez descritas, contribuindo, assim, para o seu
conhecimento. Tal interesse em investigar essa regido é por conta das novas
descobertas que colocam a Amazbnia como detentora de uma biodiversidade
incrivel, onde novas moléculas sédo reportadas em sistemas bioldgicos distintos

(AMBIENTE).

A biodiversidade amazébnica € expressa em todas as formas de vida,
destacando-se entre as formas terrestres, as vegetais como as mais estudadas
quimicamente. Porém, uma outra fonte de biomoléculas sdo os microrganismo,
um numero incalculavel de seres distribuidos em todas as partes do globo

terrestre e cuja enorme fragdo amazonica € praticamente inexplorada.

Estudos realizados com fungos endofiticos isolados de Myrcia guianesis
(Myrtaceae) que foram testados contra quatro microorganismo (Staphylococos
aureus, Enterococos faecalis, Candida albicans, Penicillium avellaneum)
apontam a linhagem MgRe2.23B (Nectria haematocca) como a mais

promissora contra as linhagens patogénicas (Banhos, et al., 2014).

A esclerotiorina (Fig. 1) € uma molécula que ja foi isolada da espécie
Penicillium sclerotiorum encontrada em solo do Amazonas por Celestino
(2014). Esta substéncia possui uma série de atividades biolégicas como:
inibidora da aldose redutase (Chianda, et al., 2006), antioxidante (Chianda,

2007) citotoxica (cancer de mama e prostata) (Kabbaj, 2015).



Figura 1 - Estrutura da esclerotiorina

Os alcaloides Pseurotina A (Fig. 2.1) e Fumigaclavina C (Fig. 2.2) foram
isolados de um fungo endofitico Aspergillus sp. de Bauhinia guianensis, uma
planta tipica da Regido Amazoénica utilizada na medicina popular contra
infecgcdes e doencas renais. Esses alcaloides foram os primeiros a serem
descritos como antibacterianos de amplo espectro com boa atividade bioldgica

(Pinheiro, et al., 2013).

O alcaloide glandicolina B (Fig 3.1) e outros seis compostos: Ergosterol
(Fig 3.2), Brassicasterol (Fig 3.3), Peréxido de ergosterol (Fig 3.4), Cerevisterol
(Fig 3.5), Manitol (Fig 3.6) e 1-O-metil-a-D-glucopyranosidio (Fig 3.7) foram
isolados de Penicillium sp. das raizes de Mauritia flexuosa onde o extrato
metandlico apresentou atividade contra Staphylococos aureus e a molécula
Glandicolina B mostrou atividade contra Staphylococos aureus, Micrococus
luteus e Escherichia coli numa concentragdo de 100 ug mL" (Koolen, et al.,

2012).



Figura 2 - Pseurotina A (1) e Fumigaclavina C (2) isolado do fungo endofitico Aspergillus sp em Mauruttia
flexuosa.
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Figura 3 - Alcaloides: Gandicolina B (1), ergosterol (2), brassicasterol (3), peroxido de ergosterol (4),
cerevisterol (5), manitol (6) e (7) 1-O-a-D-glucopyranosidio isolados de Penicillium sp. retirado das raizes
de Mauruttia flexuosa.

1.2 Semissintese

1.2.1 Definigdo

Muito se tem discutido sobre qual a verdadeira definicdo de
semissintese. Para alguns pesquisadores ocorre semissintese quando parte de
uma molécula € de origem natural e se produz uma outra molécula também

produzida pela natureza. Neste caso um valor agregado maior pode decorrer



da baixa produtividade natural, como o exemplo classico do paclitaxel, o
Taxol®, que tem alto valor por conta da sua importancia no tratamento de

cancer.

O paclitaxel tem fonte natural, mas em pequenas quantidades, sendo
necessarios cerca de 10.000 quilos de cascas de Taxus brevifolia para a
extracdo de 1 quilo da substancia, o que ocasiona a morte de inumeras arvores
(Souza, 2004). A alternativa mais viavel foi encontrada quando se descobriu
nas folhas de Taxus baccata, uma arbusto da mesma familia, o precursor 10-
desacetilbacatina-lll, que apresenta o esqueleto basico do paclitaxel, o qual
pode ser obtido através de transformacdes pontuais, como a acetilacédo na
posicao 10 e a introducao da cadeia lateral no C-13, procedimento conhecido

como semissintese do Taxol® (Potier, 1988; Figura 4).

O 1) Et3SiCl, piridina
2) Ac,0, piridina o
3) KHMDS, entéo

N |-'| R (@] )

10-desacetilbacatina Ill Ph° OSiEts Paclitaxel
4)HF, Piridina
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Figura 4 - Semissintese do paclitaxel.

O pesquisador Jason Green, membro do Laboratério Baran (The Baran
Laboratory) em um seminario para o grupo de pesquisa explanou sobre o que
seria semissintese. Sua apresentagcao esta disponivel no endereco eletrénico
http://www.scripps.edu/baran/images/grpmtgpdf/Green_Nov_12.pdf e no blog

do laboratorio (Green, 2013).

Nesse seminario o autor fala que ndo ha uma terminologia oficial

proposta pela IUPAC através do seu compéndio de terminologia quimica,



(INTERNATIONAL UNION OF PURE AND APPLIED CHEMISTRY, 2014), e da
exemplos de definicbes encontradas em dicionarios e sitios eletrénicos como o

wikipedia.com.

Analisando que ndo ha um sistema meétrico adequado para dizer se uma
reacao seria ou ndo uma semissintese o pesquisador propde uma alternativa,
através de uma equacao que leva em consideracdo a massa anexada do

produto natural e a complexidade do sistema quiral.

A simples adigdo destas duas variaveis iria chegar a um determinado
fator de naturalidade (N). A variavel de massa (M) é constituida por uma
percentagem de massa retida do material de partida, que seria o produto
natural utilizado, por isso o nome de fator de naturalidade, (m1) em relagdo a
massa do alvo (m2). A variavel de complexidade (C) é uma percentagem de
estereocentros restante a partir do material de partida (s1) sobre o total de
estereocentros no alvo (s2). Depois de multiplicar cada termo por 50 e
adiciona-los em conjunto, a escala resultante varia de 0-100, onde uma sintese

total sempre daria valor igual a 0. A equagao € mostrada na Figura 5.
N =M+ C=(m1/m2)x50 + (s1/s2)x50

Figura 5 - Equagao proposta por Jason Green para determinar o grau de sintese de uma reac¢édo quimica.

Um exemplo que Green cita € o da sintese que vai do Limoneno para

Carvona e da Carvona para Bilibanona, conforme mostra a Figura 6.
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Figura 6 - Semissintese da Carvona e da Bilobanona, tendo como precursor o Limoneno.

Analisando a reac¢ao de formacido da Carvona e aplicando na equagao
temos que a massa do Limoneno (m1) (C1oH1s) é 136,23 e da Carvona (m2)
(C10H140) € 150,22 e ambos possuem apenas um estereocentro, logo s1 = s2

= 1, aplicando na equacéao temos:
N = (136,23/150,22)x50 + (1/1)x50 ;
N =45+50;
N =95

Utilizando o mesmo raciocinio para a formagao da Bilobanona temos a
massa do Limoneno m1 = 136, 23 e a da Bilobanona (C1sH2002) m2 = 232,15,
os estereocentros permanecem inalterados, ou seja, s1 = s2 = 1. Aplicando na

equacgao temos:
N = (136,23/ 232,15)x50 + (1/1)x50
N =29 + 50
N=79

Com base nesse exemplos podemos concluir que o fator de
naturalidade, ou seja, quanto do produto de partida tem-se no final da reagéo,
para a formacdao da Carvona é de 95, enquanto que na producdo da

Bilobanona de 79.



O autor conclui que esse € o primeiro sistema métrico, pois determina o
fator de naturalidade da molécula e o termo semissintese possa ter mais um

argumento podendo, entdo ser adotado mesmo sem uma definigdo formal.

Outro autor (Souza, 2010) define semissintese como a sintese realizada
em parceria com a natureza, pois uma substancia precursora fornecida pela
natureza € modificada por sequéncias reacionais em laboratério até o produto
final. Acrescentamos a esta definicdo que a semissintese pressupde o produto
como objetivo e apenas neste sentido seria diferente da modificagdo estrutural,
pois nesta a atencio € focada sobretudo na substancia de partida, da qual se
buscam obter derivados por um ou mais motivos, como por exemplo a busca

de um composto com melhor atividade biologica.

Este trabalho foi pensado como abordagem para o aprendizado de
técnicas de modificacdo estrutural, porém na pratica, de posse de determinado
composto natural, foram planejadas modificagbes com foco em produtos
desejados, portanto seguindo a ultima definigdo de semissintese. Assim
adotaremos para esse trabalho os termos modificagao estrutural quando nos
referirmos ao composto de partida e semissintese quando nos referirmos ao
produto planejado ou obtido. Importante observar que os derivados planejados
nao sao necessariamente produtos naturais, o que nao contraria a ultima

definigdo de semissintese.

1.2.2 Semissintese como estratégia de obtencdo de novos compostos

biologicamente ativos.

A obtencdo de substancias naturais biologicamente ativas € muito
complexa e longa, pois geralmente os compostos presentes em menor
proporgdo em plantas sdo os que apresentam melhores efeitos biologicos.
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Nesse sentido, torna-se indispensavel a analise de extratos, das fracdes e
substancias puras em relacdo a sua concentragao permitindo, assim, predizer
se o principal componente quimico responsavel pela atividade biolégica foi

realmente determinado (Cechinel-Filho e Yunes, 1988).

Na Figura 7 € apresentada uma proposta de obtencdo de novas
substancias biologicamente ativas. Devemos observar que a  modificagédo
estrutural esta presente com o intuito de obter moléculas com atividades

biolégicas, como ocorre em muitos casos relatados na literatura.

Planta e/ou
Microrganismos

| — 1
Extrato bruto Extratos
semipuros
PR Procedimentos 1
Testes bioldgicos cromatograficos Testes Biologicos
Fragdes
Compostos puros
|
[ I I 1
Testes biolégicos Sintese de Modificagdo Elucidagio
A 81COS analogos estrutural Estrutural

Relagdo estrutura-
atividade

Relagdo estrutura-

atividade Testes Bioldgicos Testes biolégicos

Figura 7 - Procedimentos gerais para a obtengdo de compostos biologicamente ativos, modificado de
(Cechinel-Filho e Yunes, 1988).

As primeiras modificacdes realizadas sdo com relacdo a natureza da
molécula conferindo-lhe caracteristicas que antes n&o tinha como lipofilia,

rigidez e flexibilidade e/ou alteragdo dos substituintes (Oliveira, 2008)

Uma das moléculas mais estudadas no quesito estrutura-atividade ¢é a
penicilina, que possui em sua estrutura basica trés componentes principais

sendo um anel de tiazolurico (A) ligado a um anel p-lactamico (B), ao qual se



fixa uma cadeia lateral (R). Enzimas como as penicilinases e f-lactamases
agem na quebra do anel p-lactamico inativando o principio ativo, indicando que
tal anel é essencial para a bioatividade da molécula e que qualquer
modificagdo estrutural a ser planejada tem que preserva-lo (Calixto e
Cavalheiro, 2012).

H
N

¥ T

O

R

HO 0o

Figura 8 - Férmula estrutural geral da Penicilina, onde A é o anel tiazolurico, B o anel p-lactdmico e R a
cadeia lateral.

Para a producdo dos antibidticos derivados da penicilina obtém-se o
nucleo basico p-lactdmico (6-APA) que pode ser produzido por meio da
hidrélise enzimatica da penicilina G catalisada pela enzima penicilina G acilase
(PGA), como mostrado na figura 9 (Arroyo, 2003). E possivel entéo adicionar
ao nucleo penicilinico cadeias laterais diferentes das encontradas naturalmente
através de reagdes de semissintese (Giordano et al., 2006) e produzir

penicilinas semissintéticas com grande variedade.

H HoN
meS PGA 2 J;'/S OH
+
N - N W
© 0 H,0 o f ©
(0]
HO o
Penicilina G 6-APA AFA

Figura 9 - Reagéo enzimatica da penicilina G catalisada pela enzima penicilina G acilase para a produgéo
de 6-APA, com formagéao de acido fenilacético (AFA) como subproduto (Arroyo, 2003).

Dentre as vantagens das penicilinas semissintéticas podem ser citadas:
alta eficacia, maior espectro de ac&o antimicrobiana, maior facilidade de

absorcao pelo organismo e resisténcia ao suco gastrico, possibilitando sua



administragao oral (Pereira, 2012). Na figura 10 sdo apresentadas algumas das

penicilinas obtidas através de reagbes de semissintese na Tabela 1 s&o

descritas as

atividades

antimicrobianas especificas e estreitamente

relacionadas com a cadeia lateral.

Tabela 1 - Calssificagdo das penicilinas e suas principais propriedades antimicrobiana (Valdés, et al.,
1998) (Goodman, 2010).

Nome genérico

Principais propriedades

Penicilina G e

Altamente ativos contra cepas sensiveis de cocos Gram-positivos.

Penicilina V < C A I
Nao apresentam resisténcia a penicilinase.
Meticilina - - . . .
Nafcilina’ Atividade antimicrobiana menos potente contra os microrganismos
e sensiveis a Penicilina G.
Oxacilina,

Cloxacilina e
Dicloxacilina

Apresentam resisténcia a penicilinase.

Ampicilina e
Amoxicilina

Atividade antimicrobiana é ampliada para incluir determinados
microrganismos Gram-negativos.

Esses farmacos sdo administrados com um inibidor de
betalactamase, tais como clavulanato ou sulbactam, para impedir a
hidrélise por betalactamases de amplo espectro.

Nao apresentam resisténcia a penicilinase.

Carbenicilina,

Atividade antimicrobiana é ampliada para incluir espécies de
Pseudomonas, Enterobacter e Proteus.

Indanil- E ¢ 50 inferi R icili ¢ G
carbenicilina e ss_?_s agentes séo inferiores a ampicilina contra cocos Gram-
Ticarcilina POSILIVOS.
N&o apresentam resisténcia a penicilinase
Excelente atividade antimicrobiana contra Pseudomonas, Klebsiella
e alguns outros microrganismos Gram-negativos.
Mezlocina,
Azlocilina e A piperacilina retém a atividade da ampicilina contra cocos Gram-
Piperacilina positivos e contra L. monocytogenes.

N&o apresentam resisténcia a penicilinase.
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Figura 10 - Férmulas estruturais das penicilinas: Estrutura basica (centro, R = H) e cadeias laterais
substituintes: (a) penicilina G; (b) penicilina V; (c) meticilina; (d) oxacilina, (e) cloxacilina; (f) dicloxacilina,
(g9) nafcilina; (h) amoxicilina; (i) ampicilina; (j) carbenicilina; (I) indanil-carbenicilina; (m) ticarcilina; (n)
mezlocilina; (o) piperacilina (Calixto e Cavalheiro, 2012).

1.2.3 Moléculas alvo de estudo de semissintese

1.2.3.1 Acido Secal6nico

O Acido Secalénico é uma série de ergocromos derivados das xantonas,
essas, por sua vez, sao resultantes das antronas que vem da condensacgao de
1 mol de Acetil-CoA com 6 mols de Malonil-CoA. As antronas sao facilmente
oxidadas as antraquinonas que sofrem clivagens oxidativas do anel B e
produzem derivados da benzofenona as quais sao transformados em xantonas
(Honda e Vilegas, 1988). Finalmente, a dimerizagdo de xantonas resulta na

formacao dos acidos secalbnicos (Figura 12).

Os Ergochromos, sdo uma série de xantonas que foram descritos pela

primeira vez em 1965 e isolado de Claviceps purpurea, um fungo fitopatdogeno
11



que causa a doencga esporao do centeio (Franl, et al., 1965). Nessa série sédo
encontrados 2 tipos, em que se diferem pela estereoquimica do radical (Figura

12).

Figura 11 - Reagdes envolvidas na biossintese de xantonas, onde a primeira etapa mostra a formagéo de
xantonas por clivagem oxidativa do anel B de antraquininas, através da agao da deidroxilases, e a
segunda mostra a formagao do Acido SecaldnicoAA -4,4’ por dimerizagéo de xantonas.
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Figura 12 — Estruturas basicas dos Ergocromos, onde a numeracéo em A serve de base para as outras
estruturas.

A dimerizagdo das xantonas da Figura 12 geram uma série de
ergocromos. O Ergocromo AA-4,4’ é a dimerizagao do ergocromo A unidos na
posicao 4, do Ergocromo BB-4,4’ pelo ergocromo B também na posigéo 4 e do
Ergocromo CC unidos na posi¢cdo 2,2'. Essas moléculas sdo denominadas
Acido Secalénico A, Acido Secalénico B e Ergoflavina, respectivamente (Frank,

et al. 1965).

Quando se pesquisa nos bancos de dados tais como CHEMSPIDER
(2015) e PUBCHEM (2016) para o termo “secalonic acid” aparecem varios
resultados, mas a maioria se referindo ao acido secalénico A como sendo a
dimerizagcdo do Ergocromo AA-2,2'. Tal confusdo de termos faz com que as
buscas por referéncias para o Acido Secalbnico AA-4,4’, com relacdo ao
estudos biol6gicos da molécula, sejam dificeis. Sendo assim nao fica claro que
os resultados de atividades bioldgicas descritos sejam de fato da molécula em
questao, logo propomos que a melhor maneira de nomear o acido Secalbnico
seja sempre referindo-se qual ergocromo se trata e o tipo de dimerizagdo como

Acido Secalénico AA-4,4’, pois dessa forma resolve tal confus3o.

Contudo, recentemente descobriu-se que o0s acidos secaldnicos
poderiam isomerizar-se quando dissolvido em solventes polares,
possivelmente por fatores estéricos. Assim, quando o isébmero 4,4’ foi

dissolvido em diemetilsulfoxido (DMSO), observou-se que apdés 13 h o
13



equilibrio termodinédmico foi atingido e com os compostos 2,2’, 2,4’ e 4,4’ na
proporgao de 3,2:2:1 de (Qin, et al., 2015). Como os ensaios bioldgicos sdo via
de regra iniciados com a solubilizagcdo do acido secalbnico em DMSO, é
possivel que os resultados citados na literatura sejam da mistura dos trés

dimeros, sem que seja garantido qual efetivamente € o principio ativo.
1.2.3.2 Bergenina

A bergenina (Figura 13) € uma isocumarina isolada principalmente de
cascas e raizes de arvores de diversos géneros que sdo utilizadas na medicina
popular contra uma série de males, como as plantas do género Bergenia, que
sao usadas para combater diarreia, febre, tosse, infecgcdes pulmonares e outras

(Nazir, et al., 2007).

Varios estudos foram realizados sobre as propriedades biolégicas que
indicaram que a bergenina apresenta atividades contra artrite, arritmia (Pu, et
al., 2002), antioxidante (Abreu, et al., 2008), antimicrobiana (Silva, et al., 2009)

e antiinflamatoria (Nunomura, et al., 2009).

A bergenina vem sendo bastante explorada por semissintese com o
objetivo de obter derivados com melhor bioatividade. Kumar, 2011, com o
intuito de melhorar o potencial antiglicosidico da bergenina realizou a
semissintese de 11 novos derivados, onde dois apresentaram uma potente

atividade bioldgica.

Figura 13 - Estrutura basica da Bergenina
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Para a produgao de alguns dos derivados realizou-se uma esterificagao
de Mitsunobu, que consiste em uma reagao de conversao de alcoois primarios
e secundarios em ésteres, tioéteres e diversos outros compostos na presenca
de azocarboxilato de etila (DEAD) e trifenilfosfina (TTP) (Appendino, et al.,
2002). Para os outros derivados primeiramente protegeu-se as hidroxilas
fendlicas para posteriormente realizar a esterificacdo e hidrolise (para retirada
do grupo protetor) Figura 14 e 15. Os compostos j e k apresentaram uma

potente atividade antiglicosidica (Kumar, et al., 2011).

O._R
_OH Y
: /O
: a) R = Fenil
Aci ~ b) R = p-nitrofenil
Acido, TTP, DEAD > ¢) R = 4-metoxi-6-nitro
d) R = 3,4-dimetil-6-nitro
THF, TA, 12h e) R = 3,4,5-trimetoxifenil
f) R = Estiril
g) R = Furil
h) R = Piridinil

Figura 14 - Reagdes de produgao dos derivados 3a-h de bergenina para avaliagdo da atividade
anglicosidica (Kumar, et al., 2011).

i)
)
K)

Vanilil
,3-dihidroxifenil

R =
R=2
R = 3,4,5-trihidroxifenil

Figura 15 - Reagbes de producéo dos derivados |-k de bergenina para avaliacdo da atividade
anglicosidica (Kumar, et al., 2011).

A conversdo da bergenina em norbergenina, por acilagdo com anidrido
acético e a desprotegdo do grupo O-metil com BCIl3 seguida de hidrélise com
K2COgs, apresentou um bom resultado antioxidante, para averiguar a variagéo

da atividade bioldgica, acoplou-se na parte glicosidica da molécula cadeias de
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acido graxos de tamanhos variados. Tal estudo demonstrou que a adigao de

acidos graxos no C-11 da norbergenina aumentou a atividade antioxidante da

molécula. O derivado 11-caproato de norbergenina (Figura 16) apresentou uma

atividade antioxidante maior que a da catequina, além da prevengao da morte

da cultura de células corticais primarias de ratos (Takahashi, et al., 2003).
OY\/\/
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Figura 16 - Estrutura do 11-caproato de norbergenina, derivado da bergenina.

Em estudos visando a substituicdo do C-11 da bergenina por grupos
benzoicos, com o intuito de avaliar o seu potencial bioldgico antioxidante e
atividade inibidora de tirosinase de cogumelos, foi observado que ao inserir 0
Acido 3,4-dihidroxibenzdico as duas atividade avaliadas aumentam
significativamente, sendo o derivado mais potente que o inibidor padrdo de

tiroxidase de arbutina e o acido kéjico (Kashima e Miyazawa, 2012).

OH
OH
(0]
_/O
OH O OH
MeO
HO ©
(0]

Figura 17 - Derivado da bergenina, a parte referente ao catecol confere atividades biolégicas como a de
antioxidante e inibidora de tirosidase.
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1.2.3.3 Policarpol

O Policarpol (Figura 24) é um triterpeno do tipo lanostano isolados de
plantas, proposto como marcador quimiotaxinbmico para a familia Anonaceae
(Leboef et al., 1982), com varias atividades biolégicas descritas, tais como
antiplaquetaria e antitrombdtica (Saadawi et al., 2012), antitripanossoma

(Ngantchou et al., 2009) e antimicrobiana (Silva et al., 2015), entre outras.

HO

Figura 18 - Estrutura do Policarpol.

Estudos com a producéo de derivados para estudos estrutura-atividade
ainda nao foram descritos para essa molécula, sendo portanto uma alternativa

para o desenvolvimento de novos farmacos.
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2 Justificativa

A Regido Amazodnica comporta a maior biodiversidade do planeta e os
estudos de sua fauna e flora sdo de suma importancia para a caracterizagado do
seu imenso potencial biotecnologico. O fato da biodiversidade ainda ser pouco
explorada e ter alto grau de preservagdo nos da uma vantagem em relagéo a

outros paises por conta da disponibilidade.

Plantas e fungos tem se revelado ao longo da histéria uma fonte quase
inesgotavel de moléculas com potencial de aplicagdo, seja para uso como

novos farmacos e/ou como ferramenta da pesquisa basica.

No interim dessa procura por novas moléculas biologicamente ativas a
formacdo de mao de obra qualificada constitui uma necessidade para o
fortalecimento técnico-cientifico da regido, onde o mercado de trabalho exige

cada vez mais profissionais qualificados.

Nesse contexto, trabalhos como o aqui apresentado fortalecem e
diversificam as pesquisas no Programa de Pods-Graduagdo em Quimica da
Universidade Federal do Amazonas (PPGQ/UFAM), pois o uso das técnicas de
semissintese sdo uma maneira de agregar valor aos produtos naturais obtidos
de organismos regionais. Além disso, também aumentam a chance de gerar

patentes e novos farmacos.
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3 Objetivos

* Objetivos gerais:

o Realizar reagbes de semissintese em moléculas isoladas de plantas e

microrganismos da Amazonia.

* Objetivos especificos:

o Modificar por meio de reagdes de semissintese as moléculas desses
produtos naturais isoladas de plantas e micro-organismos da

Amazobnia;

o Purificar por técnicas de cromatografia e caracterizar por
espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear os

produtos formados;
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4 Material e Métodos

4.1 Reagentes

Os reagentes N,N’-diciclohexilcarbodimida (DCC), clorocromato de
piridina (PCC), N,N-dimetilpiridin-4-amina (DMAP), brometo de benzila (BnBr)
foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, Estados Unidos). O sais sulfato de
sédio (NaxSOq4) e cloreto de sédio (NaCl) foram obtidos da Nuclear (Diadema,
SP). Os solventes grau ACS anidrido acético (AcpO), piridina (Py) e
dimetilformamida (DMF) e o acido cloridrico (HCI) foram obtidos da Dinémica
(Diadema, SP). O reagente acido benzoico foi obtido da Synth (Diadema, SP).
Os solventes grau HPLC acetato de etila (AcOEt), hexano, diclorometano
(DCM), iso-propanol (i-Pr) e metanol (MeOH) foram obtidos da Tedia (Fairfield,
Estados Unidos). Todos os solventes utilizados nesta dissertacdo passaram
por secagem utilizando-se peneiras moleculares (6 A) da Sigma-Aldrich. A
agua utilizada foi obtida de um purificador Milli-Q da Merck-Millipore

(Darmstadt, Alemanha).
4.1.1  Secagem dos solventes

Garrafas de 1 L foram lavadas com agua e detergente e
posteriormente lavadas com etanol, apds a higienizagdo dos recipientes os
mesmos foram colocados em uma estufa de secagem a 180 °C por 24 h. Foi
posto uma quantidade suficiente para encher um béquer de 500 mL de peneira

molecular na estufa, nas mesmas condi¢gdes que os recipientes.

Depois das garrafas secas e a peneira ativa as garrafas foram
preenchidas com 500 mL dos solventes que seriam utilizados nas reacdes

(Metanol, Piridina, DMF, DCM, AcOEt) com muito cuidado, com as garrafas
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mornas, adicionando, depois, a peneira (também morna) em quantidade

suficiente para cobrir o fundo da garrafa, onde a mesma foi vedada.

4.2 Reagentes microbiologicos

Os meios de cultura extrato de malte e extrato de levedura foram
obtidos da Biosystems (Barcelona, Espanha). A fonte de carbono amido de
milho foi obtida da Yoki (Andira, PR). Outra fonte de carbono utilizada foi o

acucar dextrose obtido da Synth.

4.2.1  Preparo dos meios de cultura ISP2

Todos os componentes: 10 g de amido de milho, 4 g de extrato de
levedura, 10 g de extrato de malte, 4 g de dextrose, 15 g de agar
microbioldgico e 1 L de agua destilada foram misturados em um erlenmeyer de
2 L. O material foi tampado com papel aluminio e autoclavado a 121 °C, a 1
atm em um autoclave da Tecnal (Ourinhos, SP) por 15 minutos para
esterilizacdo. Para os meios liquidos utilizou-se o mesmo procedimento, porém

sem a adi¢ao do agar microbiologico.

4.3 Obtengéo dos produtos naturais para as reagdes de semissintese

4.3.1 Acido secalbnico

O fungo Talaromyces sp. (DgCr2.2.1b) previamente isolado da planta
hospedeira Duguetia stelechanta (Annonaceae) foi reativado em 20 placas de
petri contendo meio solido ISP2 a 28 °C por 8 dias em uma incubadora BOD da

Tecnal. Apds o crescimento do fungo o conteudo de cada placa foi dividida em
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oito partes e cada frag&o foi inoculada em um Erlenmeyer de 1L contendo 300
mL de meio de cultura ISP2 isento de agarose e previamente esterilizado. A
linhagem fungica cresceu durante 17 dias a temperatura ambiente (25 °C +- 1
°C). Para este procedimento foram utilizados 103 Erlenmeyers, 3 apenas com o

meio liquido para controle.

Ao final dos 17 dias de incubacdo o micélio foi separado do meio liquido,
triturado e extraido com AcOEt (3 x 750 mL). O solvente foi evaporado sob
pressao reduzida utilizando-se um rotaevaporador, marca Tecnal. Apds seco, o
extrato (9,6 g) foi submetido a fracionamento em gel de silica (70-230 mesh)
sendo utilizado sequencialmente hexano/ AcOEt (9:1 e 1:1, viv), AcOEt 100% e
MeOH 100% (250 mL para cada eluente). A fragdo em AcOEt 100% (4,93 g) foi
novamente cromatografada em silica gel (230-400 mesh) utilizando volumes
iguais (100 mL) das seguintes combinag¢des de solventes: hexano/AcOEt (9:1,
8:2,7:3,6:4 e 1:1 v:v), AcOEt 100% e MeOH 100%. Por meio de cromatografia
de camada delgada (CCD) foram comparadas todas as 19 fragbes obtidas em
relacdo ao padrao de acido secalbnico. As fragées 14 a 17 (AcOEt 100%, ~150
mg) apresentaram perfil semelhante ao padrdo e foram reunidas e

posteriormente caracterizadas.
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Figura 19 - Processo de produgao do acido secalbnico

4.3.2 Bergenina

O derivado glicosidico do acido trihiroxibenzdéico, Bergenina, foi cedida
pela Profa. Dra. Rita de Cassia Saraiva Nunomura do Grupo de Prospeccéao e
Aplicagdo de Micromoléculas Naturais da Amazbnia. A obtengdo se deu
através de 2,9 kg de casca de Endopleura uchi (Humiriaceae), que
primeiramente foi extraida com hexano, para retirada das moléculas apolares,
seguida de uma extragao com MeOH. O extrato metandlico, depois de seco, foi
particionado com hexano, cloroférmio e AcOEt. Com a fracao de AcOEt
realizou-se uma coluna isocratica com MeOH em Sephadex LH-20 (Merck). As
primeiras fragdes foram reunidas e submetidas a uma coluna com silica flash
com um gradiente crescente de concentragdao de AcOEt a MeOH. As fragbes
eluidas com AcOEt/MeOH (9:1 v:v) foram reunidas e recristalizadas em AcOEt,
que apresentou um solido branco que foi identificado como Bergenina (37 mg)

(Silva, et al., 2009).
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4.3.3 Policarpol

O Policarpol utilizado nesse trabalho foi cedido pelo Dr. Felipe Moura
Araujo da Silva. A obtengdo dessa molécula se deu através do estudos dos
constituintes quimicos da casca de Unonopsis guatterioides. 503,9 g de
material pulverizado foram macerados em hexano, com a troca do solvente trés
vezes a cada trés dias. No final do processo, depois de concentrado e seco,
obtiveram-se 3,8561 g de extrato. Durante o processo de concentragéo
observou-se a formacdo de um precipitado que foi purificado através de
diversas lavagens com hexano e posteriormente recristalizado em AcOEt

obtendo 20,3 mg de Policarpol (Silva, et al., 2012).

4.4 Reacgébes de Semissintese

4.4.1 Reacéo de benzilagdo do Acido Secalénico

Dissolveu-se 20 mg (0,03134 mmol) de acido secaldénico em 2 mL de
DMF anidra, adicionou 9,1 mg de K,COs3 (0,0658 mmol, 2,1 eq.) e deixou-se a
mistura reagindo por 15 minutos. Apos este periodo foram adicionados 7,8 uL

de Brometo de Benzila (BnBr, 0,0658 mmol, 2,1 eq.).

O tempo total da reacao foi de 4h sendo sua evolugdo acompanhada a

cada hora por Cromatografia de Camada Delgada, eluente Hexano/AcOEt 7:2.

Apoés o término da reacgdo adicionou-se AcOEt ao meio reacional e o
mesmo foi levado ao rotaevaporador, com o intuito de retirar o DMF do meio e
posteriormente realizou-se uma particdo de Acetato de etila/Agua 1:1. O

produto da fase organica foi passado por uma coluna de silica normal com
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Hexano/AcOEt 10:1. A amostra foi caracterizada por métodos

espectroscopicos.

OBn O OH

1) K,COs3
2) BnBr

DMF

Figura 20 - Reagéo de benzilagao do acido secalbnico.

4.4.2 Reacéo de benzilagdo da Bergenina

Solubilizou-se 100 mg (0,304 mmol) de bergenina em 4 mL DMF anidro,
adicionou-se 210,6 mg de K,COs3 (1,52 mmol, 5 eq.) e deixou sob agitagéo por
15 minutos, ao término desse tempo inseriu no sistema reacional 181,2 uL de
Brometo de Benzila (1,52 mmol, 5 eq.) e deixou-se a reagdo sob agitacédo
durante a noite. O acompanhamento da reacgao foi realizado por Cromatografia

de Camada Delgada, eluente Hexano/AcOEt 1:5 (Kumar, et al., 2011).

OMe

OBn

Figura 21 - Reagao de benzilagdo da bergenina.

Apos o término a reacao foi filtrada e o filtrado foi lavado com AcOEt em

excesso e se extraiu com salmoura. A fase aquosa foi extraida com AcOEt e se
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juntou com a fase organica anterior. O produto foi purificado por cromatografia
de coluna utilizando silica de fase normal, eluente Hex/AcOEt 10:1 e

caracterizada por métodos espectroscépicos.
4.4.3 Reacéo de epoxidagcdo com Policarpol

Dissolveu-se 50 mg de Policarpol (0,113 mmol) em 2 mL de DCM anidro
e adicionou-se 30,5 mg de m-CPBA (0,136 mmol, 1,2 eq.) e deixou-se sob
agitacdo no escuro em temperatura ambiente por 24 horas. Apos o tempo de
reacdo foi realizada uma CCD eluida com Hexano/Acetato de etila 7:2.
Adcionou-se mais 1 equivalente de m-CPBA e deixou-se sob agitagdo por mais

24h. Uma nova CCD foi realizada na mesma condigao da anterior.

Apos o término da reagao o meio reacional foi posto em um banho de
gelo e a mistura foi extraida com DCM. A fase organica foi lavada com

NaHCOs3(q), € extraida novamente com DCM que depois foi seca com NaxSOs.

Figura 22 - Reagéo de epoxidagéo do Policarpol com os produtos planejados.

A amostra foi codificada como RCA27 e enviada para purificagdo por

HPLC e caracterizada por métodos espectroscopicos.
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4.4.4 Reacéo de acetilagdo do Policarpol

Dissolveu-se 50 mg de Policarpol (0,113 mmol) em 5 mL de piridina,
adicionou-se 128,71 uL de Ac,O (1,362 mmol, 12 eq.) e a reagao foi colocada

em refluxo por 24 h.

Apos o tempo de reagdo realizou-se uma CCD, eluida com
Hexano/AcOEt 7:2. Adicionaram-se ao meio reacional 5,36 uL de AcyO (5 eq.)
e deixou-se a reagao por mais 24h. Depois de mais 24h analisou-se o
progresso da reagao por CCD com as mesmas condi¢gdes anteriores e
adicionou-se mais 2,144 uL de Ac,O (2 eq.) e deixou-se reagir por mais duas

horas, repetindo-se mais uma CCD como as anteriores.

Figura 23 - Reagéo de acetilagdo do Policarpol com os produtos planejados.

Apos 50 h de tempo reacional esperou-se o sistema esfriar e adicionou-
se acetato de etila e levou-se ao rotaevaporador para poder retirar a piridina do
meio, esse procedimento foi repetido por 2 vezes, apos rotaevaporacgao,
adicionou-se 5mL de HCI 10%, para retirar qualquer traco de piridina ainda
existente, e a extracdo se deu com AcOEt, em seguida a fase organica foi seca

com NasSO,.
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Concentrou-se a fase organica, identificada sob o codigo RCA1, a qual
foi purificada por cromatografia HPLC e caracterizada por métodos

espectroscopicos.
4.4.5 Reagéo do Policarpol com o Acido Benzoico

Dissolveu-se 70 mg de Policarpol (0,159 mmol) em 2 mL de DCM e
adicionou-se 77,64 mg de acido benzdico (0,635 mmol, 4 eq.) seguido de
131,16 mg de DCC (0,635 mmol, 4 eq.) e 77,69 mg de DMAP (0,635 mmol, 4
eq.). A reacao ficou sob agitacdo em temperatura ambiente por 48 horas. Apos
o tempo de reacgao realizou-se uma CCD eluida com Hexano/Acetato de etila

7:2.

Secou-se 0 solvente e o sdélido foi ressuspenso em AcOEt frio,
posteriormente filtrado e em seguida, extraido com HCI 10% e salmoura. A fase
organica foi seca com Na;SO4 e concentrada em rotaevaporador. O produto da
reacao foi purificado por cromatografia e caracterizado por métodos

espectroscopicos sob o cédigo RCA25

/E/

i 0 * o
| o
’ (o)
& o

Figura 24 - Reagéao do Policarpol com o acido benzoéico com os produtos planejados.

o
2) DCC

3) DMAP
- s

DCM

4.4.6 Reacéo de oxidagcdo com PCC do Policarpol

Dissolveu-se 30 mg de Policarpol (0,068 mmol) em 2 mL de DCM anidro
e adicionou-se aos poucos 51,00 mg de PCC (0,238 mmol, 3,5 eq.). A reacgéo

ficou sob agitacdo em temperatura ambiente, no escuro, por 2 horas.
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Apos o tempo de reagao realizou-se uma CCD com Hexano/Acetato de
etila 7:2. Filtrou-se a reagao em silica utilizando acetato de etila abundante. O
produto recuperado foi submetido a uma cromatografia de coluna aberta,
utilizando silica normal, eluente Hexano/Acetato de etila 12:1. A caracterizagao
do produto foi realizada utilizando métodos espectroscopicos. O produto foi

codificado como RCA_17_col

Figura 25 - Reagéao do Policarpol com o PCC com os produtos planejados

4.5 Purificagdo dos produtos obtidos

As purificagdes dos produtos obtidos por meio de semissintese foram
realizadas por cromatografia liquida no modo preparativo em equipamento
Shimadzu (Quioto, Japdo), com detector de UV (PDA), bomba LC10AD
gradient pumps. O método utilizado foi isocratico em MeOH 100% em coluna

C18, 5u, 250 x 15,00 mm (Phenomenex).

As colunas para cromatografia liquida de baixa pressao utilizadas nesse
trabalho foram realizadas em: silica gel 230-400 mesh (flash), silica gel 70-230

mesh - Silicycle® e Sephadex LH-20 - Aldrich®.
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5 Resultados e discussoes

5.1 Semissintese

5.1.1 Reagéao de benzilagdo do Acido Secalénico

O Acido Secaldnico benzilado foi produzido pela sintese de Alexander
William Williamson, uma das melhores formas de se obter éteres. O
mecanismo inicia-se na reag¢ao do fenol com o carbonato de potassio para
formar um fenolato de potassio . Em seguida o ion fenéxido ataca o brometo de
benzila, em uma reagdo de substituicdo nucleofilica bimolecular, gerando a

molécula de interesse e o sal de brometo de potassio (Figura 26; Passo, 2012).

+ COy + Hy0

Figura 26 - Mecanismo de reacéo da benzilagdo do acido secalbnico através da sintese de Williamson e
placa de CCD em Hex/AcOEt 5:1 utilizando como revelador UV (280 nm) e vanilina , onde PP (produto de
partida) PF (produto final).
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A placa de CCD mostrou a formacado de um produto com Rf superior ao
do composto de partida, coerente com a expectativa de um ou mais derivado
éter, além de resquicios do precursor da reacdo. Apds o tratamento por
cromatografia em coluna aberta, a amostra do derivado foi caracterizada como

um soélido vermelho-castanho.

O espectro de massas de alta resolugao foi realizado e apresentou uma
relagcdo de m/z [M + H] = 819,2621 Da em resultado experimental enquanto que
0 seu resultado tedrico é 819,2647 Da apresentando um erro de 0,73 ppm

(Figura 27).

100+ 819.2621

%

820.2218
-

933‘9177
839.0710

866.1476
.866.4478

800.0506

808.3997815.1581

m/z

800 810 820 830 840 850 860 870 880

Figura 27 — Espectro de massas do produto reacional do acido secalnico com acido benzoico.

A reacao de Williamson é especifica para obtencao de éteres através de
hidroxilas fendlicas, portanto afirma-se que a reacédo ocorreu e os dados do
espectro de massas comprova o fato, no entanto como o Acido Secal6nico
pode sofrer isomerizacdo somente € possivel determinar a estrutura com

precisdo depois da analise dos dados de RMN.
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5.1.2 Reacéo de benzilagdo da Bergenina

Para a benzilagdo da Bergenina foi utilizada a sintese de Williamson,
onde primeiro obteve-se a formacdo do fenolato para depois ocorrer uma
reacao de substituicdo. O mecanismo para reagdo da bergenina segue

conforme a Figura 28.

+ COz + Hzo

OBn

KBr

T
PP PF

Figura 28 - Reagéo de benzilagdo da bergenina através da sintese de Williamson e representagao da
placa de CCD em Hex/AcOEt 1:5 utilizando como revelador UV (280nm) e vanilina , onde PP (produto de
partida) PF (produto final)..

O espectro de massas de alta resolugcdo do produto de reacao
apresentou um pico em m/z 509,1842 ([M+H]"), correspondente a Bergenina
benzilada nas duas hidroxilas e compativel com o valor teérico de 509,1812
Da, apresentando um erro de 5,89 ppm (Figura 29). O espectro de RMN de H

da amostra n3o apresentou boa qualidade, porém o espectro de RMN de *C
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apresentou valores de deslocamento quimicos compativeis com os da literatura

(Tabela 2).

100- 509.1842

509.9823

510.7849 539.4232

ol |
0b— . . . . . . . L il f . ; . . ; Ly . . . . . . . . . . . .
440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720

—m/z

Figura 29 - Espetro de massas do produto de benzilagdo da bergenina.

Com um rendimento de 44%, inferior ao encontrado na literatura que é
de 99% (Liu, et al., 2014), foi portanto obtida a substancia desejada, citada
como um intermediario para outros derivados da bergenina. Assim, essa
reacao de benzilagdo € citada como um artificio para proteger os grupos
hidroxilas fenolicos para que outras partes da molécula possam reagir.
Posteriormente esses grupos benzilas sao retirados fazendo com que a
molécula volte a ter as hidroxilas livres através de uma hidrdlise simples

(Kumar, et al., 2011).

Tabela 2 - Tabela de 13C para comparacgéao entre os dados da literatura.

C Bergenina’ BBeer:gzﬁglclnaaz BerBn
1

2 168,40 164,22 164,60
3 118,20 120,01 118,70
4 109,90 111,53 111,80
5 151,10 152,17 152,70
6 141,10 148,95 149,10
7 148,20 150,86 149,70
8 118,10 126,70 127,60
9 73,10 75,44 74,30
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10

11 81,90 82,59 80,80
12 70,70 71,15 69,70
13 74,40 72,44 72,00
14 80,20 81,37 80,20
15 58,80 60,86 60,90
16 61,50 61,84 61,00
17 *

18 * 70,79 69,9

19 * 136,59 135,9
20 * 127,8 127,50
21 * 128,7 128,50
22 * 128,36 128,20
23 * 128,7 128,50
24 * 127,8 127,50
25 *

26 * 75,73 76,10
27 * 138,54 136,40
28 * 128,18 127,50
29 * 128,7 128,50
30 * 128,36 128,20
31 * 128,7 128,50
32 * 128,18 127,50

1 (Silva, ef al,2009); 2 (Liu, ef al., 2014)

Figura 30 - Estrutura da bergenina benzilada, numerada de acordo com a tabela.

5.1.3 Reacéo de epoxidagdo com o Policarpol

O Policarpol foi epoxidado através da reagdo com o peracido m-CPBA
(Acido 3-Cloroperbenzdico), em que o mesmo transfere um atomo de oxigénio

para o alceno em um mecanismo ciclico de etapa unica tendo com resultado
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uma adicdo sin do oxigénio ao alceno formando um epoxido e um acido

carbindlico (Figura 31) (Bruice, 2006).

O.__OH
X Z >l
a b
2 R PP PE |

Figura 31 — Mecanismo de epoxidagao do Policarpol com m-CPBA em DCM e placa de CCD em
Hex/AcOEt 7:2 utilizando como revelador UV (280nm) e vanilina , onde PP (produto de partida) PF
(produto final). Em a temos a reagdo com 24 horas e em b apds 48 horas e a adicdo de mais um
equivalente de m-CPBA.

Na placa de CCD onde observou-se o aparecimento de duas manchas
de rf menor que o produto de partida. A amostra RCA27 apresentou-se como
um solido amorfo incolor. Apds a cromatografia (Figura 38) obteve-se sete

amostras (RCA27_1 — RCA27_7).
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Figura 32 - Cromatograma do produto reacional da epoxidagdo do Policarpol.

O espectro de massas de alta resolu¢do da fragdo RCA27_6(Figura 32)
apresentou o pico correspondente a  molécula protonada do derivado
epoxidado do Policarpol ([M + H]) em m/z 457,3690. Comparado ao valor

tedrico de 457,3682 Da, tem-se um erro de 1,75 ppm (Figura 33).

100 457.3690
® 293.7038
353.2659 458.7617
407.4066 487.1445
295.0773 354.6350 ’ ‘ 439.9957 ||460.1289
0 — " SUTVIVY FORMTI T | FEVIIOUN popied i it Lab o I‘nll‘ . y LAl PO OO N It | -l : |‘ miz
240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480

Figura 33 — Espectro de massas no modo positivo do produto reacional da (epoxidagdo do Policarpol
(amostra RCA27_6) - o pico em m/z 457,3690 corresponde ao produto esperado.
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No espectro de RMN 'H da amostra RCA27 6 (Figura 34) foram
focalizados os sinais diferentes em relacdo ao produto de partida Policarpol
(Silva, et al., 2012). O sinal olefinico referente ao H-24 apresentou uma
mudanga no deslocamento de 5,11 ppm (t) no Policarpol para 2,68 ppm no
derivado epoxidado, devido ao efeito de blindagem do H-24 provocado pelo
novo grupo funcional. O deslocamento quimico tipico de epoxido em 2,54 ppm
(Silverstein, 2005) € muito proximo ao resultado experimental. Viu-se também
uma alteracdo nos deslocamentos dos H metilicos H-26 e H-27 que também
sofreram blindagem. O H-26 variou de 1,63 para 1,26 ppm e o H-27 de 1,71
para 1,31 ppm. Os outros sinais olefinicos, carbindlicos e metilicos nao

sofreram alteracgdes significativas.
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Figura 34 - Espectro de RMN 1H da amostra RCA27_6 (superior), em comparagéo com o espectro de RMN 1H (500
MHz, CDCI3) do Policarpol (inferior).

A modificagdo pontual na fungdo em C-24/25, evidenciada e
comprovada através dos dados espectroscopicos apresentados permite
concluir o sucesso da reacao de epoxidacdo executada e a estrutura da

amostra RCA27_6 como o 24-epoxi-Policarpol (Figura 41).
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Figura 35 - Estrutura do derivado do 24-epoxi-Policarpol.

Aplicando a proposta de Jason Green para o calculo do fator de
naturalidade na nova molécula obtida temos: Policarpol (C3oH4s02, m = 440,37,

s = 7); 24-epoxi-policarpol (C3oH4s03, m = 456,36, s = 7).
N = (440,37/456,36)x50 + (7/7)x50
N = 48,24 + 50
N = 98,24

O fator de naturalidade para a nova molécula formada € de N = 98,24,
logo temos 98,24 % do produto natural de partida presente na nova molécula

obtida por semissintese.

5.1.4 Reacéo de acetilagdo do Policarpol

O Policarpol foi acetilado através de uma reacgao classica de piridina e
anidrido aceético. Inicialmente ocorre um ataque nucleofilico da piridina ao
carbono da carbonila do anidrido acético formando um anion acetato e um
derivado da piridina, que logo em seguida reage com o Policarpol formando o

éster e regenerando a piridina.
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Figura 36 - Mecanismo de reacéo da acetilagdo do Policarpol com anidrido acético e piridina e placa de
CCD em Hex/AcOEt 7:2 utilizando como revelador UV (280nm) e vanilina , onde PP (produto de partida)
PF (produto final).
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Conforme foi observado na placa de CCD, a formacédo de dois pontos
com Rf maior que o do produto de partida indicam mais de um produto
formado. Além da reagdo na hidroxila indicada na figura acima, a reagao
ocorreu na outra hidroxila para algumas moléculas e nas duas hidroxilas para

outras, formando no total trés produtos.
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Figura 37 - Cromatograma da mistura reacional apoés o procedimentoda acetilagdo do Policarpol,

As cinco fragbes (RCA1_1 — RCA1_5) obtidas por HPLC apresentaram
aspecto de solido amorfo incolor. As fragbes RCA1_3 e RCA1_4 foram
identificados como os provaveis produtos monoacetilados, pois os espectros de
massas de alta resolugédo foram praticamente o mesmo, apresentando pico em
m/z 483,3834 ([M+H]") (Figura 38),compativel com o valor tedrico de 483,3830
e apresentando um erro de apenas 0,827 ppm. O provavel produto biacetilado

(RCA1_5) apresentou espectro de massas com pico em m/z 525,3983,
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compativel com o valor tedrico de 525,3838 Da e com um erro de 8,56 ppm

(Figura 39).
. 483.3834
2 310.4091
373.3590
213.0701247 4662 430.5792
311.8608 374.8060  465.0219
0 miz

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

Figura 38 - Espectro de massas do produto de monoacetilagéo do Policarpol RCA1_4, onde a massa de
483,3834 corresponde ao produto obtido.
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Figura 39 - Espectro de massas do produto de biacetilagdo do Policarpol RCA1_5, onde a massa de 525,3983
corresponde ao produto obtido.

O Espectro de RMN de 'H da amostra RCA1_5 (Figura 40) apresentou
sinais diferentes em relagdo ao Policarpol nos hidrogénios dos C-3 e C-15, os
quais apresentaram o esperado efeito de desblindagem para derivados
acetilados de alcodis. Em comparagao com a molécula precursora, Policarpol,
(Silva, et al., 2012) o sinal do H-3 sofreu alteragdo no produto biacetilado de 6
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3,27 (dd, J1 =4,3Hze J, = 11,3 Hz) para 6 4,52 (dd, J1 =3,4Hze J, =11,3) e
o H-15, de 6 4,30 (dd, J1 = 5,5 Hz e J2 = 9,4) para § 5,07 (multiplicidade n&o

detectada pois esse sinal ficou sobreposto com o sinal do H-24; Figura 41).

Os sinais olefinicos dos H-11 (& 5,33; d) e H-24 (8 5,08) ndo sofreram
alteracbes em seus sinais, comparados ao seu precursor. No entanto o H-7
sofreu um efeito de blindagem, causando em seu deslocamento alteragao de 6
5,87 (d) para 6 5,49 como consequéncia da acetilagdo na posigdo C-15 (Figura

42).
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Figura 40 - Espectro de RMN 1H do Policarpol biacetilado - amostra RCA1_5 (superior), espectro de RMN 1H
Policarpol (inferior) (500MHz, CDCI3).

Percebe-se também no espectro de RMN de 'H os dois sinais das
metilas dos grupos acetilas ligados no C-15 e C-3, em & 2,09 e & 2,06,

respectivamente (Figura 42).
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Figura 41 — Ampliacéo do espectro de 1H, onde em na parte superior temos a regido dos H olefinicos e os carbindlicos
(H-3 e H-15) da amostra RCA1_5 e na parte inferior a mesma regiao do Policarpol.
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Figura 42 - Espectro de 1H, onde na parte superior temos a regido dos H carbindlicos (grupo acetilas) e metilicos da
amostra RCA1_5 e na parte inferior a mesma regiédo do Policarpol.

Os dados de espectro de massas € RMN de 'H corroboram para a
identificacdo da amostra RCA1_5 com o derivado do Policarpol acetilado nas

posigdes C-3 e C15 (Figura 43)
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Figura 43 - Estrutura do RCA1_5, derivado do Policarpol, 3,15-diacetil-Policarpol.

Aplicando a proposta de Jason Green para o calculo do fator de
naturalidade na nova molécula obtida temos: Policarpol (C3oH4s02, m = 440,37,

s = 7); 3,15-diacetil-policarpol (C34Hs52,04, m = 524,39, s = 7).
N = (440,37/524,39)x50 + (7/7)x50
N =41,99 + 50
N =91,99
O fator de naturalidade para a nova molécula formada € de N = 91,99,

logo temos 91,99 % do produto natural de partida presente na nova molécula

obtida por semissintese.

O espectro de RMN de 'H da amostra RCA1_4 apresentou semelhanca
com o espectro da amostra RCA1_5 relativa a adigdo de um grupo acetil no C-
3, pois houve a mesma mudanga em relagcéo ao Policarpol no deslocamento do
H-3, de & 3,27 para & 4,52, e o aparecimento de sinal referente a um unico
grupo metil de acetila, em & 2,06 (Figura 44). Nao foi observada outra mudancga

no espectro de RMN de 'H dessa amostra.
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Figura 44 - Espectro de RMN 1H da amostra RCA1_4 (superior) em comparag¢édo com o Policarpol (inferior) (500 MHz,

CDCl).

Os dados comparativos com o produto de partida com os dados da

amostra RCA1_5, juntamente com o espectro de massas de RCA1_4 indicam a

amostra como o derivado do Policarpol acetilado na posi¢do C-3 (Figura 45).
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Figura 45 - Estrutura do derivado do Policarpol monoacetilado em C-3 - RCA1_4, 3-acetil-Policarpol.

De modo analogo, o espectro de RMN da amostra RCA1_3 (Figura 46)
apresentou semelhangas com a amostra RCA1_ 5, porém indicando a
substituicdo de um grupo acetila no C-15, pois foi observado a alteragdo no
deslocamento quimico referente ao H-15 de 6 4,30 para § 5,07, sobreposto ao
sinal do H-24, e tendo o aparecimento de um unico sinal de metila de acetila

em 0 2,09. Como no composto biacetilado, o H-7 foi alterado de 6 5,87 (d) para

0 5,49 (d) (Figura 47).
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Figura 47 - Comparagéo dos espectros de RMN de 1H das amostras RCA1_3 (superior) e RCA1_5
(inferior), da regido olefinica.

Tendo visto e analisado todas as evidéncias pode-se dizer que a
amostra RCA1_3 trata-se do derivado do Policarpol acetilado no C-15 (Figura

48).

Figura 48 - Estrutura do derivado do Policarpol monoacetilado em C-15 - RCA1_3, 15-acetil-Policarpol.
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Aplicando a proposta de Jason Green para o calculo do fator de
naturalidade os isbmeros 3-acetil-policarpol e 15-acetil-policarpol temos:
Policarpol (C3oH402, m = 440,37, s = 7); isdbmeros (Cs2Hs5003, m = 456,36, s =

7).
N = (440,37/482,36)x50 + (7/7)x50
N = 45,64 + 50
N = 95,64

O fator de naturalidade para aos isbmeros formados é de N = 95,64,
logo temos 95,64 % do produto natural de partida presente na nova molécula

obtida por semissintese.
5.1.5 Reacgéo do Policarpol com o acido benzoico

A reacdo do Policarpol com o acido benzoico € uma esterificagao, em
que o DCC ¢ utilizado para a formagao do intermediario reativo O-acilisouréia e
o DMAP age como catalisador nucleofilico (Passo, 2012). A reagdo comega
pela formagéo do intermediario, quando o DCC reage com o acido benzdico e

termina pela reagédo da O-aciisoluréia formada com o Policarpol (Figura 49).
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Figura 49 - Esterificagdo do Policarpol com DCC/DMAP

Apos o tempo reacional foi realizada uma CCD onde se observou o
aparecimento de trés manchas de Rf maior que do produto de partida. O
produto da reacdo apresentou uma caracteristica solida incolor e gerou dez
fragcbes apos a purificagdo (RCA25_1 — RCA25_10). Todas as fragbes apos
secas apresentaram-se como um soélido amorfo incolor.

O espectro de massas de alta resolucdo da fraggo RCA25 9 foi
realizado e apresentou uma relagdo de m/z ([M+H]") 545,3970, compativel com
o valor tedrico de 545,3965 Da para derivado monobenzoato do Policarpol,

com um erro de 0,917 ppm (Figura 51)
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Figura 50 - Cromatograma do produto benzilagao do Policarpol.
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Figura 51 - Espectro de massas do produto da reac¢do do acido benzoico com o Policarpol RCA25_9.

—m/z

O espectro de RMN de 'H da amostra RCA25_9 (Figura 52) confirmou

esse derivado do Policarpol e permitiu determinar o ponto onde houve a

substituicdo do benzoato, por comparagao dos efeitos observados sobre os

deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénios olefinicos e carbindlicos

dos derivados acetilados em relagdo ao Policarpol discutidos em 5.1.4.
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Figura 52 - Espectro de 1H da amostra RCA25_9 (superior) em comparagao com o Policarpol (inferior) (500 MHz,
MeOD/CDCls).

A indicando a substituicdo de um grupo benzila no C-15, é observada
pelo fato do H-15 ter mudado em relagdo ao Policarpol de 8 4,30 para 8 5,29,
(Figura 54) e tendo o aparecimento de sinais na regido de aromaticos (Figura

55).
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Figura 53 — Ampliagao do espectro de RMN da regiéo olefinica da amostra RCA25_9. O duplo dupleto refere-se ao H-
15.
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Figura 54 — Ampliagao do espectro de RMN da regido aromatica da amostra RCA25_9

Analisando os dados apresentados pode-se concluir que a amostra

RCA25_9 trata-se do derivado do Policarpol benzilado no C-15 (Figura 55).
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Figura 55 — Estrutura benzoato de Policarpol.

Aplicando a proposta de Jason Green para o calculo do fator de
naturalidade na nova molécula obtida temos: Policarpol (C3oH4s02, m = 440,37,

s = 7); benzoato de policarpol (C37H5203, m = 544,39, s = 7).
N = (440,37/544,39)x50 + (7/7)x50
N = 40,55 + 50
N = 90,55

O fator de naturalidade para a nova molécula formada € de N = 90,55,
logo temos 90,55 % do produto natural de partida presente na nova molécula

obtida por semissintese.
5.1.5.1 Determinagéo da estrutura do intermediario de reagéo

A amostra RCA25_5 (Figura 56), foi determinada como um intermediario
estavel de reacéo, cuja estrutura foi determinada conforme se discute abaixo. A
determinacdo de sua estrutura é de sua importancia para a confirmacado do

mecanismo de reagao que ocorre conforme o proposto.
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Figura 56 - Produto da reagéo do acido benzéico com o DCC formado como intermediario estavel no
processo de formagao do benzoato de Policarpol.

O espectro de RMN de 'H (Figura 57) da amostra RCA25_5 apresentou
sinais na regido de aromaticos em 6 7,54 (H-2 e H-6, m), 6 7,47 (H-4, m)e d
7,39 (H3 e H-5, m). Pela analise do espectro RMN de *C (Figura 58) e DEPT
135 (Figura 59) observaram-se os carbonos sp, sp® e sp® e pelo HSQC foi
possivel determinar em qual carbono os hidrogénios do anel aromatico estéo
ligados (Figura 60). H-2 e H6 sdo quimicamente equivalentes entre si e seus
atomos de carbonos também apresentam o mesmo deslocamento, assim como
H-3 e H5. No HMBC foram observadas as correlagdes do H-2 com o C-3 (8
126,6), C-4 (5 130,3) e C-7 (3 170,0); do H-4 com o C-5 (3 126,6) e do H-5 com

0 C-6 (5 127,9), C-1 (5 136,9) e C-7 (5 170,0) (Figura 61).
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Figura 59 - Espectro de 13C DEPT 135 da amostra RCA25_5.
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Figura 60 - HSQC da regido aromatica da amostra RCA25_5.
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Figura 61 - HMBC da regido aromatica e correlagdes da amostra RCA25_5.
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Os dois ciclohexanos oriundos da DCC apresentam perfis de
deslocamentos distintos, pois estdo ligados a nitrogénios quimicamente
diferentes, o que reflete principalmente nos deslocamentos de hidrogénios e

carbonos ligados diretamente a eles.

No espectro de 'H vé-se na regido em & 4,35 — 3,15 (Figura 62) os
hidrogénios dos carbonos ligados ao nitrogénio. O H-9 (6 4,27, m), pelo HSQC,
tem ligagdo com o C-9 (6 54,1) (Figura 63) e no HMBC apresenta correlagbes

com os carbonos C-8 (6 154,9) e C-10/14 (8 30,4) (Figura 64).
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Figura 62 - Espectro de 1H ver-se da regido 4,35 — 3,15 ppm da amostra RCA25_5
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Figura 63 - HSQC do H-9 (3 4,27 ppm) da amostra RCA25_5.
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Figura 64 - HMBC do H-9 (8 4,27 ppm) da amostra RCA25_5.

O H-15 (8 3,19, m) esta ligado com o carbono em & 49,9 (Figura 65) e

apresenta correlagdo com C-8 (8 154,9) e C-16/20 (6 31,4) (Figura 66).
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Figura 65 - HSQC do H-15 (6 3,19 ppm) da amostra RCA25_5.
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Figura 66 - HMBC do H-15 (& 3,19 ppm) da amostra RCA25_5.

Na regido de maior blindagem encontram-se os hidrogénios dos

ciclohexanos axiais e equatoriais (Figura 67), que sO foram possiveis de
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determinar pela a analise do espectros bidimensional HSQC. No anel superior
0 Heq-10 (8 1,92) correlaciona-se com o C-9 (8 54,8) e com o seu par C-14 (8
30,4), 0 Heg-11 (6 1,88) tem correlagdo com o C-14 (6 30,4) e o C-12 (8 25,2)

(Figura 68). Nao foi possivel ver as correlacdes do Heq-12 (8 1,70) no espectro.
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Figura 67 - Espectro de 1H da regido CH2 dos ciclohexanos da amostra RCA25_5.
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Figura 68 — HMBC do H-10eq e H-11eq.

Para o anel inferior s foi possivel ver as correlagbes do Hax-16/20 (8

0,78) com o C-15 (5 49,9), C-15 (5 31,4) e C-17(5 24,7) (HMBC; Figura 69).
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Fechando os dados desse intermediario, as atribuicdes dos valores de

deslocamentos para os outros hidrogénios foram feitas pelo HSQC (Tabela 3)

Tabela 3 - Valores de deslocamento quimico de 1H e 13C e correlagbes observadas.

H
Ne (ppm) "°C (ppm) HMBC
1 N.O. 136,9 N.O.
2 7,54, 127.,9 126,8; 130,3; 170,0
3 7,39 126,8 127,9; 136,9; 170,0 fr
4 7,47 130,3 126,8
5 7,39 126,8 127,9; 136,9; 170,0 fr
6 7,54, 127.,9 126,8; 130,3; 170,0
7 N.O. 170 N.O.
8 N.O. 1549 N.O.
9 4.27 54 .82 154,9; 30,4
10* 1.92 30,4 54.8; 30,4
10** 1,77 30,4 54 8; 30,4; 25,8
11* 1,88 25,8 30,4, 54,8
11** 1.40 25,8 30,4
12* 1.70 25,2 N.O.
12** 1,23 25,2 N.O.
13* 1,88 25,8 30,4, 54,8
13** 1.40 25,8 30,4
14* 1.92 30,4 54.8; 30,4
14** 1,77 30,4 54 8; 30,4; 25,8
15 3.19 499 154,9; 31,4
16* 1,35 31,4 N.O.
16** 0.78 31,4 49,9;: 31,4; 24,7
17* 1.55 247 N.O.
17 1.14 247 N.O.
18* 1,52 25 N.O.
18** 1.02 25 N.O.
19* 1.55 247 N.O.
19** 1.14 247 N.O.
20* 1,35 31,4 N.O.
20** 0.78 31,4 49,9;: 31,4; 24,7

*Hidrogénios Equatoriais
**Hidrogénio Axiais

N.O. — Nao observado
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5.1.6 Reacéo de oxidagcdo com PCC do Policarpol

O Policarpol foi oxidado com clorocromato de piridinio (PCC) em
diclorometano. Essa & uma reacdo de oxido-redugdo onde o Cr (VI), um
poderoso agente oxidante, reduz a Cr (lll) oxidando os substratos organicos. E
utilizada principalmente para oxidar alcoois primarios e secundarios a aldeidos
e cetonas, respectivamente (Souza, 2010), mas pode também promover outras

oxidacoes.

O produto da oxidacédo do Policarpol com PCC apresentou-se como um
sélido branco e foi identificado como RCA17_col. O espectro de massas de alta
resolucdo apresentou para o ion [M+H]" uma relacdo de m/z 465,3000,
compativel com o valor tedrico de 465,6436 Da de um derivado do Policarpol
com dois oxigénios a mais e seis hidrogénios a menos, e apresentando um erro

de 0,917 ppm (Figura 70).
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Figura 70 - Espectro de massas da amostra RCA17_col

O espectro de RMN de 'H da amostra RCA17_col (Figura 71)
apresentou deslocamentos quimicos diferentes comparados ao produto de
partida. A evidéncia mais nitida da reacdo de oxidacio foi o desaparecimento

dos deslocamentos referentes ao H-3 (6 3,27; dd) e H-15 (8 4,29, dd).
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O espectro de RMN de 'H também apresentou uma alteragdo
significativa no deslocamento do H-7 que sofreu desblindagem, mudando em
relacdo ao Policarpol de & 5,87 para & 6,82, neste derivado. Essa
desblindagem €& coerente com um derivado em que as duas oxidagbes extras
ocorrem na posigao alilica as duplas conjugadas do Policarpol, estrutura

compativel com a massa observada no espectro de massas.

Figura 72 — Estrutura do 2,6,12,15-tetraoxoPolicarpol.

O forte efeito sobre o H-7 parece indicar que a conjugagdo ocorre
preferencialmente em diregdo a carbonila em C-12, o que pode ser justificado
pela assisténcia nucleofilica ao carbono C-7 parcialmente positivo pelos pares
de elétrons n&o ligantes do oxigénio em C-15, estabilizando este sistema de
conjugacao mais que o sistema em direcdo a carbonila em C-6 (Figura 73).
Isto € reforgado pela falta de mudanga significativa no H-11, pois a carga
parcial positiva nesta posicao seria menos estavel que a do H-7 por nao contar

com semelhante assisténcia nucleofilica. Como esperado, o H-24 também nao

sofreu mudanga significativa em relagao ao Policarpol.

Figura 73 - Relagéo ente o par de elétron nao ligante do C-15 com a carga formada em C-7.
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Figura 74 — Ampliagao do espectro de 1H da amostra RCA17_col evidenciando o deslocamento do H-7 e a
manutengao dos H-11 e H-24.

Viu-se também dois novos sinais em § 2,78 e § 2,62 (Figura 75) que
sdo referentes ao Heq-2 eHeq-16 respectivamente, vizinhos a centros
estereogénicos, cujas respectivas cetonas vizinhas (antes hidroxilas) faz que
esses hidrogénios acoplem diferentemente da molécula inicial. Na regido
metilica percebeu-se mudancgas significativas em varios sinais como seria
esperado pelos efeitos de desblindagem anisotropica provocada pela presenga
de carbonilas vizinhas. H-28 (6 0,92/1,13 ppm; Ad = 0,21 ppm), H-29 (8 =

1,03/1,21 ppm; A8 = 0,18 ppm) e H-30 (6 = 0,96/1,09 ppm; Ad = 0,13 ppm).
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Esses dados de RMN de 'H e o valor observado no espectro de massas
para o ion [M+H]" sdo coerentes com a proposta da semissintese inicial de um
dos produtos planejados, permitindo afirmar que a amostra RCA17_col é o

derivado do Policarpol tetraoxidado nas posigdes 2, 6, 12 e 15 (Figura 72).

Aplicando a proposta de Jason Green para o calculo do fator de
naturalidade na nova molécula obtida temos: Policarpol (C3oH4004, m = 464,29,

s =7); 2,6,12,15-tetraoxo-policarpol (C3oH4s03, m = 456,36, s = 7).
N = (440,37/464,29)x50 + (7/7)x50
N =47,42 + 50
N = 97,42

O fator de naturalidade para a nova molécula formada € de N = 97,42,
logo temos 97,42 % do produto natural de partida presente na nova molécula

obtida por semissintese.

70



6 Consideracgées finais

A proposta inicial do trabalho foi de realizar a produgdo e a
semissintese de moléculas isoladas de microrganismos e flora da Amazénia e

verificar atividades bioldgicas dos derivados obtidos.

O acido secal6nico foi obtido do cultivo da linhagem fuangica
DgCr2.2.1b e a sua modificacdo por semissintese foi realizada com aparente
sucesso para a obtencdo de um derivado. Novos dados espectroscopicos
serdo obtidos para que se conclua a determinagcdo da estrutura desse

derivado.

Em relagdo ao Acido Secalénico deve-se aproveitar o estudo dessa
molécula por ndo haver muitos dados descritos, logo a sua semissintese pode

ser bastante explorada.

A Bergenina, por suas atividades biologicas ja descritas, tem muitos
derivados relatados na literatura, portanto em futura abordagem sugere-se a
combinagdo da bergenina com outras moléculas que também tenham
atividade biologica, para que dentro do organismo elas possam ser separadas
e ter um duplo efeito ou um efeito potencializado. Como a bergenina possui
atividade antimicrobiana poderia ser feita uma semissintese para anexar o
naproxeno, um anti-inflamatorio bastante utilizado na industria farmacéutica,

por exemplo.

O Policarpol € uma das moléculas mais promissoras com a qual

trabalhamos, pois ndo ha dados na literatura de obtengédo de derivados, logo
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todos os derivados produzidos s&o inéditos e seus estudos devem ser

continuados.

Quanto as atividades biolégicas dos derivados em comparagdo aos
seus precursores, as quantidades trabalhadas eram pequenas e depois de
todo o processo de isolamento e caracterizagao ficaram menores ainda, na

ordem de menos de 1 mg, ndo suficientes para a realizagao dos testes.

Esse trabalho em semissintese € um dos primeiros do Programa de
Pd6s-Graduacao em Quimica da UFAM — PPGQ/UFAM e visa contribuir para
enriquecer ainda mais as pesquisas realizadas, ampliando seu leque de
opgdes para o desenvolvimento da quimica de produtos naturais e para a

descoberta de novos compostos bioativos.
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