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RESUMO

O acido acantoico (AA) é um diterpeno do tipo piramaradieno isolado de diversas
espécies vegetais, sobretudo das que pertencem a familia Annonaceae. Na
regido amazoénica, essa substancia é isolada em grandes quantidades a partir
do extrato hexanico dos caules de Annona amazonica, chegando a perfazer 65%
da massa do extrato. Dessa forma, essa abundante fonte renovavel configura-
se como uma importante oportunidade para o desenvolvimento de novas
substancias bioativas complexas por meio de procedimentos de semissintese. O
presente estudo teve como objetivo a realizacdo de modificagcbes estruturais do
diterpeno acido acantoico (AA) — especificamente reacdes de oxigenacdes via
epoxidagcdo — halogenag0des e glicosilacdes. O material de partida foi isolado a
partir do extrato hexénico dos caules de A. amazonica por cromatografia em
coluna. Foram realizadas transformacdes quimicas no (AA) através de reacdes
de epoxidagéo, halogenacdes e reducdo do grupo carboxila. O produto de
epoxidacéo foi identificado por meio de técnicas espectroscépicas de RMN *H,
13C, DEPT-135, HSQC, HMBC e NOESY, bem como por espectrometria de
massas (EM) e foi feito o ensaio bioldgico sobre a enzima acetilcolinesterase
(AChE) com este derivado. Com relagdo aos produtos das reacdes de
halogenacao, apenas o derivado de AA com o atomo de bromo, foi isolado e
identificado por meio das técnicas espectroscopicas de RMN H e 13C, além
disso por espectrometria de massas. As reacdes de cloracao e iodacéao tiveram
como produto uma matriz complexa para a identificagéo estrutural e purificacéo,
todavia constatou-se a eficacia das reacOes através da espectrometria de
massas de alta resolugéo (EMAR). O produto residual da reacdo de reducao do
acido carboxilico foi isolado e identificado por técnicas espectroscopicas.

Palavras-chaves: pimaradienos, halogenacdes, glicosilacdes, diterpenos.



ABSTRACT

Acanthoic acid (AA) is a pimaradiene-like diterpene isolated from many plants,
especially those belonging to Annonaceae family. In Amazon rainforest, AA is
massively isolated from the n-hexane extract of Annona amazonica stems,
reaching up to 65% of the extract total mass. Taking it into account, this abundant
and renewable resource represents an important opportunity for the development
of semisynthetic based bioactive and complex new compounds. In this way, the
present study aimed to perform structural modifications on the AA molecule,
specially oxigenations, halogenations and glycosylations. The starting material
was isolated from the hexane extract of A. amazonica stems by column
chromatography. Chemical transformations were carried out on AA structure
through epoxidation, halogenations and carboxyl reduction. The epoxide was
identified by NMR H, 13C, DEPT-135, HSQC, HMBC and NOESY techniques, as
well as mass spectrometry. The product also was evaluated for
acetylcholinesterase inhibition activity. In respect to halogenated products, just
the brominated product was isolated and identified through NMR and MS
spectrometry, while the chlorination and iodation crude products resulted in a
complex matrix of compounds, we found unable to purify. However, the success
of these protocols of halogenation was verified by mass spectrometry. The
reduction product of AA was isolated and identified by spectroscopic techniques.

Keywords: pimaradiene, halogenations, glycosylations, diterpenes.
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1. INTRODUCAO

Atualmente existem estudos cientificos sobre transformagfes em
moléculas organicas, que comprovam a eficacia dessas modificacfes a partir de
metabolitos secundarios provenientes de fontes naturais (Menezes, 2020).
Alguns exemplos de substancias passiveis a transformacdes séo: flavonoides,
terpenos, alcaloides entre muitos outros que séo encontrados e estudados pela
comunidade cientifica, e que possuem comprovacdo de atividades biolégicas
(Veiga et al., 2005).

Dentre muitas espécies botanicas que possuem metabolitos
secundarios, suscetiveis a transformacdes ressaltam-se as espécies
pertencentes a familia Annonaceae. Esta familia abrange 40 géneros dos quais
apenas trés sado importantes, sendo eles: Annona, Rollinia e Alberona (Mosca,
2006). Na qual apresentam espécies que despertam atencdo no meio comercial.
Pode-se destacar as espécies que sao pertencentes ao género Annona, tais
como: pinha, fruta-de conde, pinha-azeda, graviola (Heusden, 1992).

Pesquisas cientificas demonstram que o género Annona produz diversos
metabodlitos com propriedades biolégicas, tais como: antioxidante e
leishmanicida, e até em alguns casos evidenciam a utilizacdo desses
constituintes como matérias-primas para insumos cosmeéticos e perfumaria.
(Silva, et al., 2016; Zafra-polo et al., 1996; Lummen, 1998).

Tendo em vista que o género Annona possui muitas espécies que
produzem substancias promissoras, a espécie Annona amazonica destaca-se
devido a presenca do diterpeno acido acantoico (AA) (FIGURA 1), presente no
caule da planta, sendo essa espécie uma importante fonte natural renovavel do
acido, como descrito por (Pinheiro et al., 2009). Essa substancia possui muitos
relatos que apontam para acdes anti-inflamatoria e tripanocida contra as formas

epimastigota de Trypanosoma cruzi.
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FIGURA 1 - Estrutura quimica do acido acantoico.

O (AA) é o componente majoritario do extrato hexanico do caule de A.
amazonica. A substancia possui um esqueleto quimico contendo uma olefina
terminal (C16), além de uma ligacdo insaturada endociclica (C11). Além disso,
tem a presenca do grupo funcional acido carboxilico em (C19). Todas estas
funcbes podem ser transformadas, a exemplo de reacdes de adicao,
substituicdo, eliminacdo entre outras. Sabe-se que existem muitas fungbes que
potencializam atividades bioldgicas, dentre elas pode-se citar as funcdes
oxigenadas, nitrogenadas e halogenadas, as quais encontram-se presentes em
varios compostos dispersos entre as areas de alimentos, farmacéutica e
agroquimica. (Souto et al., 2020; Finatto et al., 2013).

Com dados encontrados na literatura em consonancia com o estudo
realizado neste trabalho, confirmou-se a estrutura do (AA) isolado da espécie A.
amazonica através dos deslocamentos quimicos (3) pelos espectros de RMN H
e 3C. Por meio dos resultados espectrais obtidos e da estrutura quimica
elucidada, observou-se que a estrutura quimica do (AA) € propicia a reacfes
para insercdo de heteroatomos e acoplamentos, possibilitando a geracdo de
derivados com possiveis potenciais bioldgicos. Devido a alta aplicacdo das
funcbdes organicas oxigenadas e halogenadas, bem como de produtos
glicosilados, como relatados por (Sable, 2022; Yang, et al., 2020; Barbosa et al.,
2009) optou-se por uma proposta de sintese de derivados do acido acantoico
contendo esses tipos de modificacfes. As reacdes realizadas com (AA) neste
trabalho foram epoxidagbes, halogenacbes, especificamente cloracdes,
bromacdes e iodacdes, e a insercdo de aclcares monossacarideos. No entanto

apenas o derivado da epoxidagdo, obteve a elucidacdo e o teste bioldgico feito
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por meio da enzima acetilcolinesterase (AChE), os demais derivados obtidos,
apresentaram uma complexa matriz de separacédo, para serem purificados por
CCDP, portanto com relagdo aos compostos halogenados s6 foi identificado os

ions moleculares por (EMAR) com derivado de bromo.


http://rvq.sbq.org.br/audiencia_pdf.asp?aid2=680&nomeArquivo=v8n6a04.pdf
http://rvq.sbq.org.br/audiencia_pdf.asp?aid2=680&nomeArquivo=v8n6a04.pdf
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2. OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GERAL

Transformar o &cido acantoico (AA) em novos derivados oxigenados,

halogenados e glicosilados.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |Isolar e purificar o 4cido acantoico de A. amazonica.

e Realizar reacbes de epoxidagao, halogenacdo e reducdo do grupo
carboxila do acido acantoico.

e Acoplar bloco de acucar - monossacarideo ao acido acantoico (AA).

e Avaliar os derivados formados com teste biolégico com a enzima

acetilcolinesterase (AChE).
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 FAMILIA ANNONACEAE

Annonaceae € uma familia que tem distribuicdo pantropical, possui
plantas com caracteristicas lenhosas e porte arbéreo médio (Heusden, 1992).
As anonaceas estao distribuidas em 40 géneros e 900 espécies na regido
neotropical. Sauquet et al. (2003) identificaram cerca de 2.500 espécies nessa
familia, e no Brasil a familia é representada por 29 géneros e 386 espécies,
sendo essas espécies bastante encontradas na regido amazobnica e na Mata
Atlantica (Maas et al., 2013).

A familia Anonnaceae possui espécies que produzem frutos comestiveis
bastante cultivados em pomares comerciais e coletados de forma extrativista,
como € o caso da graviola (Annona muricata L.) (FIGURA 2), o araticum (Annona
cacans), a fruta do conde (Annona squamosa L.) e cherimdlia (Annona cherimola
Mill.). Esses frutos possuem constituintes aromaticos, com sabor agradavel,
doce e pouco acido (Mosca et al., 2006). Vale ressaltar que as espécies das
anonaceas sao adaptaveis a diferentes condi¢cdes climaticas, umidas e quentes,
em zonas especificamente tropicais, e apresentam bom indice de producéao,
sendo adquiridas comercialmente pela boa rentabilidade alcancada pelo mundo
(José et al., 2014).

3.1.1 Género Annona

Atualmente, existem 118 espécies no género Annona, das quais 108 sdo
nativas da América tropical, sendo 10 nativas da Africa. Annona é considerado
o principal género desta familia. Das espécies citadas, apenas 13 produzem
frutos comestiveis, das quais 9 sao cultivadas, 5 sado de grande valor econémico,
e 3 se destacam no mercado popular (graviola, fruta-do-conde e cherimdlia)
(José et al., 2014). Estes frutos sdo bastante apreciados e reconhecidos na
medicina popular devido aos seus efeitos benéficos contra a diabetes, malaria e
infeccdes (Sousa et al., 1991).

O género possui muitas espécies que produzem metabdlitos secundarios
gue sao responsaveis pelas atividades biolégicas mencionadas, como o0s
alcaloides, isolados em boa parte das plantas. Todavia, sabe-se que essas

acOes biolégicas estdo associadas também a outros tipos de substancias
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naturais, como as acetogeninas (ACGs), as quais sao isoladas de todas as
partes das plantas pertencentes a familia Anonnaceae e também ao género
Annona (Alali et al., 1999; Lima et al., 2012).

FIGURA 2 - Fotografias de graviola (Annona muricata) 1. Fruto; 2.
Folhas; 3. Folhas e seus respectivos frutos imaturos; 4. Arvore.

Fonte: https://fitoterapiabrasil.com.br/planta-medicinal/170/galeria
Acessado em: 10/02/2022.

O género Annona possui alguns tipos de monoterpenos encontrados na
grande maioria nos 6leos essenciais de suas espécies, tais como: B-pineno, (E)-
cariofileno; e sesquiterpenos como germacreno D e biciclogermacren. (Costa et
al., 2012; Costa et al., 2013). E bastante comum encontrar os diterpenos do tipo
ent-kaurano neste género, e vale lembrar que estes sdo considerados seus

marcadores quimiotaxondémicos (Cruz, 2011).

3.2 Annona amazonica R. E. Fr.

Annona amazonica € uma espécie botanica que possui flores muito
pequenas com conatas externas e pétalas internas. A arvore é de porte médio,
com medidas de 20 a 25 metros de altura e 35-60cm de diametro. (FIGURA 3)
(Maas et al., 2007).


https://fitoterapiabrasil.com.br/planta-medicinal/170/galeria
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FIGURA 3 - Fotografias de Annona amazonica. 1. Arvore; 2. Folhas; 3. Galhos
Fonte: https://floracostaricensis.myspecies.info/taxonomy/term/20680/media
Acessado em: 11/01/2022.

Estudos cientificos constataram atividades antimicrobiana, analgeésica,
antialérgica, anti-inflamatoria, citotoxica e inseticida nos 6leos essenciais das
folhas dessa espécie, e nos galhos foram relatadas acfes sedativa e acaricida
(Alcantara, 2015). Esta espécie possui uma grande diversidade de metabdlitos
secundarios conhecidos, dos quais pode-se destacar o &acido acantoico
(FIGURA 1), liriodenina (A), cassiticina (B), oxido de cariofileno (C), esteroides,
B-sitosterol e estigmasterol (D) (FIGURA 4), e por fim a presenca de ésteres
metilicos monoinsaturados, e o &cido oleico. Todas essas substancias foram
isoladas em extratos da espécie Annona amazonica, sendo AA o constituinte
majoritario dos caules desta espécie. Portanto, essa espécie configura-se como
uma fonte renovavel do AA (Pinheiro et al., 2009). Esta substancia é um
diterpeno com esqueleto pimaradieno, de nome IUPAC &cido (-)-pimara-9(11)15-
dien-19-oico (PubChem CID: 9861219; CAS: 119290-87-8), com férmula
molecular de C20H3002. Segundo as bases de dados Science Direct, Scopus,

Periodicos Capes, 0 AA apresenta um grande numero de relatos de atividades
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biolégicas descritas, e até mesmo pode ser isolado de outras fontes naturais,
como nas espécies Acanthopanax koreanum Nakai e Croton oblongifolius Roxb.,
descrito por Yao et al. (2017), Dou et al. (2022), Kim et al. (1988) e

Suwancharoen et al. (2010).

A2223) D

FIGURA 4 - Constituintes presentes em Annona amazonica

3.2.1 Acido acantoico

O Acido acantoico (AA) (FIGURA 1) é um &cido carboxilico do tipo
diterpeno pimaradieno. O primeiro relato de isolamento dessa substancia (AA)
foi descrito por Kim et al. (1988), a partir da casca da raiz da espécie
Acanthopanax koreanum (Araliaceae), logo depois, detectaram a presenca de
(AA) nas espécies Mikania sp.(Asteraceae), Rollinia pittieri, R. exsucca
(Annonaceae) e Annona amazonica (Nunez et al., 2004; Pinheiro et al., 2009).

Desde a descoberta dessa substancia, foram feitos estudos que
relataram atividades biologicas, incluindo a melhora da resolucdo de fibrose
hepética, atividade anticancerigena, antidiabética, protecdo hepatica, protecao
gastrointestinal, protecdo cardiovascular, melhora da lesdo pulmonar aguda
induzida por lipopolissacarideos, e por fim, a¢cdes anti-inflamatorias, assim como
foram feitos estudos no (AA) com mecanismos moleculares. (Dou et al., 2022;
Qiushi et al., 2015; Theodorakis et al., 2014).
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Apoés essas evidéncias bioldgicas, surgiram também estudos sobre
transformacdes moleculares e seus respectivos potenciais biolégicos. As
principais transformagdes quimicas de (AA) relatadas envolvem a insergéo de
grupos funcionais como aminas (E), ésteres (F), haleto de &cido carboxilico (G)
cetonas (H), e além da incorporacéo de olefinas, sendo essas transformacdes
especificas em (C13-C18 do esqueleto pimaradieno AA) (Kasemsuk et al., 2021;
Dou et al., 2022). Existem outros estudos relacionados a transformacdes no AA,
como é o caso da biotransformacéao feita no AA por meio do fungo, do tipo Xylaria
sp. Este fungo mostrou ter um potencial para ser um agente de hidroxilagdo e o
produto gerado foi o acido 3,7-diidroxiacantoico. (Costa et al., 2019). Por meio
desses dados encontrados na literatura constatou-se que o AA é uma substancia
promissora para o desenvolvimento de novos derivados biologicamente ativos.

Na (FIGURA 5) encontram-se alguns derivados que ja foram desenvolvidos por

estudos cientificos.

FIGURA 5 - Derivados do (AA) provenientes de transformag8es moleculares (Dou et al., 2022;
Kasemsuk et al., 2021)
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3.3 TERPENOS E DITERPENOS

Os terpenos, constituem a maior classe de produtos naturais com mais de
55.000 compostos conhecidos (Chang et al., 2010). Com base nos estudos de
(Oz et al. 2015), alguns terpenos proporcionam as plantas odores e sabores
caracteristicos, enquanto outros terpenos sdo impalataveis, repelem insetos e
herbivoros, e outros atraem predadores do herbivoro; também inibem o
crescimento de fungos e parasitas e atraem abelhas para a polinizagdo. Sell
(2000) descreve que o isopreno € a base destas substancias, sendo assim, a
guantidade de atomos de carbono presentes em sua composicdo é sempre
multipla de cinco. Os terpenos sdo formados por unidades de isopreno e sua
classificacéo ird depender da quantidade de isoprenos que a molécula possui.
As subclasses de terpenos sao: monoterpenos (10C), sesquiterpenos (15C),
diterpenos (20C), sesterterpenos (25C), triterpenos (30C) e tetraterpenos (40C).
Alguns terpenos apresentam ligacbes duplas carbono-carbono, e sao
classificados como hidrocarbonetos insaturados, e se possuem oxigénio, sdo
denominados terpenoides (Loomis e Croteau, 1980).

Os Oleos essenciais terpénicos sdo formados por mono, sesqui, di e
triterpenos. Os tetraterpenos formam resinas e latex. Os 6leos essenciais dos
terpenos possuem propriedades antibacteriana, antiviral, antifangica,
antiparasitaria, inseticida, anticancerigena, antiespasmadica, anti-
hiperglicémica, antialérgica, anti-inflamatoria, imunomoduladora e sensorial
atribuidos ao efeito terapéutico desempenhado pelas plantas medicinais que sdo
encontrados em cerca de 90% dos 6leos essenciais extraidos de diversos partes
das plantas, tais como raizes, caules, folhas, flores e sementes, bem como na
casa e entrecasca de caules (Almeida et al., 2011).

Os diterpenos sao formados por quatro unidades de isopreno (C20), muito
diversos estruturalmente de planta a planta, entdo, cada planta produz
determinados diterpenos. Alguns desses atribuem resisténcia e combate a
pragas ou agentes patogénicos. (Schewe et al., 2011).

Os diterpenos estdo amplamente distribuidos no reino dos organismos
naturais e foram classificados em diferentes subgrupos de acordo com seu
esqueleto de carbono produzido pelo arranjo diferente do pirofosfato de

geranilgeranil (GGP) que € o precursor de todos os diterpenos. Os diterpenos
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pimaranos sao formados biossinteticamente a partir da conversdo do GGP no
cation (+) — copalil e este, por sua vez, no cation sandaracopimarenil. (Reveglia
et al., 2018). Vale ressaltar que os diterpenos pimaranos sédo frequentemente
produzidos por plantas e fungos, mas raramente por bactérias, insetos e
organismos marinhos, com atividades bioldgicas interessantes, juntamente com
aplicacdes potenciais na agricultura e na medicina. (Reveglia et al., 2018)

Entre os diterpenos, os diterpenos pimaranicos sdo um subgrupo muito
representativo com varias e interessantes atividades biolégicas resultantes de
diferentes modifica¢des de grupos funcionais. (Reveglia et al., 2018)

Extratos vegetais e Oleos essenciais contendo diterpenos séo
amplamente utilizados como incenso cerimonial, medicamentos tradicionais,
fragrancias, sabores e biomateriais; e que cujas aplicagdes na sociedade geram
um comércio que fatura bilhdes de ddlares anualmente (Zerbe e Bohlmann,
2015).

Estudos atuais relatam o desenvolvimento de farmacos a base de
diterpenos para o tratamento de uma ampla gama de condi¢gdes médicas (Da
Rocha et al., 2020). Pesquisadores como Romero (2007), e Veiga Junior (2002)
observaram que entre os diterpenos especializados mais representativos,
destacam-se: acido copalico, acido caurenoico, acido colavénico, colavenol,

acido hardwickiico, acido poliéltico acido ent-agatico e acido patagoénico.
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FIGURA 6 - Exemplos de diterpenos encontrados em produtos naturais

3.4 SEMISSINTESE

O processo de semissintese que utiliza produtos naturais é fundamental
para a descoberta de novos derivados. O estudo e a inovacédo de novos métodos
sintéticos e semissintéticos, bem como as biotransformacdes, tém
disponibilizado uma ampla gama de medicamentos no mercado para combater
doencas, incluindo a malaria (Montoia, 2013).

De acordo com Sheng e Sun (2011), a semissintese visa a obtencao de
um novo composto que possui melhor afinidade pelo farmacéforo escolhido, para
reduzir a toxicidade e melhorar caracteristicas fisico-quimicas como solubilidade,
pH, lipofilicidade, retardo da metabolizacdo, entre outros. Através da
semissintese, € possivel desenvolver moléculas mais ativas que 0os compostos
de partida, de baixo custo e menos téxicas (Oliveira et al., 2012).

Diversas mudancas podem ser feitas em uma molécula e, dependendo de
seus centros reativos, trés caminhos diferentes podem ser seguidos, sendo eles,
a simplificacdo da estrutura, a variacdo de substituintes e a adicdo de novos
grupos (Gontijo et al., 2011). Dentre eles, os dois Ultimos s&o 0os mais comuns

em quimica organica sintética, que séo as reacdes de adicao com heterodtomos,
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acilacao, eliminacao, reducdo entre outras (Castanheiro et al., 2007; Ferreira, I.,
2012).

3.4.1 Reacg0es de epoxidacao

Epoxidos ou oxiranos sao éteres ciclicos de trés membros, utilizados
como intermediarios versateis em sintese organica devido a polaridade e a
tensdo do anel de trés membros, e além disso tornando-os suscetiveis a reacdes
com um grande numero de nucledfilos (Von Holleben e Schuch., 1997). A alta
reatividade permite a transformacdo de epdxidos em compostos
multifuncionalizados como descritos por (Rocha et al., 2004) e Wilson (2017).

Com base em Allain et al. (1993), os reagentes epoxidantes sao
responséveis pela introducdo de um atomo de oxigénio a uma ligacdo dupla
carbono-carbono formando um epoxido. Um dos métodos mais comuns de
epoxidacdo consiste na reacdo de um composto insaturado com um peroéxido,
onde ocorre a adicdo sin de um oxigénio a ligacdo dupla (Cruz et al., 2022;
Santin, 2008; Antunes, 2017; Herman, 2001). O reagente epoxidante mais
utilizado é o peréxido de hidrogénio, mas é necessario ativa-lo para reagir com
uma olefina devido sua baixa eletrofilicidade (Von Holleben e Schuch., 1997).
Uma alternativa é o uso de peracidos, que sao capazes de transformar olefinas

em epoxidos, em um mecanismo concertado (ESQUEMA 1).

Interagéo de ligagéo

Ral
Yo
R H R

ESQUEMA 1 - Mecanismo de epoxidacdo mediada por peracidos. Adaptado de Clayden,
Greeves & Warren, 2012.
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Comumente, sdo utilizados os peracidos alifaticos, como os acidos
perférmico, peracético, trifluorperacético, monopermaleico e persuccinico
(Lehnen, 2011). Em escala de laboratério, o peracido mais comumente utilizado
€ 0 &cido 3-cloroperbenzoico (m-CPBA). Industrialmente, os epoxidos séo
preparados através da reacao de Prilaschajew, onde utiliza-se o meio 4cido para
a ativacdo do carbono carboxilico do acido acético e a adicdo de peroxido de
hidrogénio para a formacéo do &cido peracético. Por fim, o peracido ir4 atacar
as duplas liga¢gdes formando o epoxido desejado (Lehnen, 2011).

Jorgensen (1989) explica que a epoxidacdo € de grande importancia em
sintese organica, pois os epoxidos formados sao intermediarios que podem ser
transformados em uma variedade de produtos. De acordo com Cruz et al. (2022),
a utilizacédo da epoxidagdo para a obtencdo de lubrificantes biodegradaveis de
maior estabilidade térmica faz com que essa reacao seja de grande importancia
para a industria oleoquimica. A sintese dos epoxidos possui rotas variadas, e
dentre estas pode-se destacar as vias por peracidos e a epoxidacao nucleofilica

que sdo as mais utilizadas em laboratorios de sintese organica (Farias, 2010).

3.4.2 Epoxidacgao nucleofilica

De acordo com Haines (1985), a epoxidacdo nucleofilica € um método
eficaz para produzir epoxidos a partir de compostos a,B-insaturados contendo
ligacdes duplas conjugadas a grupos retiradores de elétrons. Esse processo é
realizado utilizando reagentes nucleofilicos em meio alcalino. Além disso, essa
técnica tem se mostrado especialmente Util na obtencao de epoxidos a partir de
aldeidos, nitrocompostos e cetonas.

Esse tipo de epoxidacdo € caracterizada pela interacdo entre ions
hidroperéxido e olefinas eletrodeficientes (Slayden et. al, 1993). Essa
transformacédo também pode ser chamada de epoxidacéo alcalina nucleofilica
ou epoxidacao Weitz-Scheffer. Nos esquemas 2 e 3 observamos epoxidagcdes

nucleofilicas diasterosseletivas de ésteres a, insaturados.
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ESQUEMA 2 - Epoxidagéo nucleofilica de ésteres a-B insaturados catalisada por terc-
butilperéxido de litio.
Fonte: (Bitencourt., 2006)
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ESQUEMA 3 - Epoxidacéo nucleofilica catalisado em meio alcalino
Fonte: (Bitencourt., 2006)
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3.4.3 Reacdo com N-halossuccinimidas

O método mais comum de halogenacao na quimica é através da adicdo
dos halogénios em sua forma elementar, especificamente Clz, Brz e I2, com agua
na presenca de calor (Saikia, Borah & Phukan, 2016). Todavia, existem outras
alternativas de halogenacédo, dentre as quais podemos citar o uso de N-
haloamidas. As N-haloamidas sdo um grupo bastante utilizado na area de
sintese organica, devido a possibilidade de fornecer os halogénios facilmente
como grupos de saidas eletrofilicos ou radicalares. Além do mais, este grupo
apresenta vantagens, como proporcionar quimio e enantiosseletividade, permite
mono-halogenacéo e funcionalizacado com outro nucledfilo (Furst., 2020). E uma
das classes desse grupo sdo as N-halossuccinimidas (Mendon¢a & Mattos,
2008).

As N-halossuccinimidas sdo formadas por um heterociclo de nitrogénio de
5 membros, estando o nitrogénio deficiente em elétrons pois encontra-se ligado

a dois grupos carbonilicos. A eletrofilia dos halogénios nessas espécies se da
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pela ligacdo com o atomo de nitrogénio que é vizinho a carbonila, na qual
aumenta o carater eletronegativo, e deixa a ligacdo N-X mais polarizada.
(Mendoncga & Mattos, 2008).

Essa classe é bastante conhecida e de facil acesso, sendo a N-
clorosuccinimidas (NCS) (A), a N-bromossuccinimida (NBS) (B) e a N-
iodossuccinimidas (NIS) (C), os compostos representativos desta classe
(FIGURA 7) (Mendonca & Mattos, 2008).

Cl Br |

\ \ A
~r O O

A B C

FIGURA 7 - N-Halossucinimidas

Estudos recentes relatam o uso desses reagentes devido as reacoes
serem mais simples e econdmicas, fornecendo vérios tipos de derivados com
halogénios, os quais podem ser posteriormente testados com relacdo as suas
propriedades na estrutura alvo, como desenvolvido por Yang e colaboradores
(2020).

3.5 REACOES RADICALARES

Os radicais livres sdo espécies quimicas caracterizadas pela presenca
de um elétron desemparelhado. Eles podem ser considerados fragmentos de
moléculas e sao conhecidos por sua alta reatividade. Esses radicais séo
continuamente produzidos nas células, seja como subprodutos acidentais do
metabolismo ou deliberadamente durante processos como a fagocitose. Na
bioguimica dos radicais livres em células aerObicas, 0s reagentes mais
importantes sdo o0 oxigénio e seus derivados radicais (superoxido e radical
hidroxila), além do perdxido de hidrogénio e metais de transicdo (Cheeseman e
Slater, 1993).

Com base no trabalho de Cheeseman e Slater (1993), pode-se afirmar
gue existem trés formas pelas quais os radicais livres podem ser formados: por
meio da clivagem homolitica de uma ligagéo covalente em uma molécula normal,

onde cada fragmento retém um dos elétrons emparelhados; pela perda de um
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anico elétron de uma molécula normal ou pela adicdo de um Unico elétron a uma
molécula normal. A transferéncia de elétrons, que é a ultima forma mencionada,
€ um processo muito mais comum em sistemas biol6gicos do que a clivagem
homolitica, que geralmente requer altas temperaturas, luz ultravioleta ou
radiacdo ionizante para ocorrer.

A maioria das moléculas organicas e solventes reage com essas
moléculas altamente reativas. Quando as barreiras de reacdo séo altas, os
radicais persistentes tendem a ser mais seletivos e reagem apenas por meio de
reacOes cruzadas. Por outro lado, os radicais transitorios possuem barreiras de
reacdo menores, 0 que 0s torna menos seletivos. Por sua vez, a estabilidade dos
radicais esta relacionada a termodinamica e depende da estrutura eletrénica do
radical. (Romero et al., 2018; Studer e Curran, 2016; Fischer, 2001).

Sendo assim, as reag0des radicalares de acordo com Balraju et al. (2005)
se tornaram uma ferramenta importante na sintese organica, principalmente as
reacdes de carbociclizacdo mediadas por hidretos de tri-organoestanho, que tém
sido extensivamente aplicadas para a construcdo de anéis de cinco e seis
membros.

Nas reac0Oes radicais, ocorre a quebra homolitica das ligacdes, em que
um elétron segue para uma direcdo e o0 outro elétron para outra. Os radicais
resultantes possuem um numero impar de elétrons, sendo que um del

es permanece desemparelhado. Sendo assim, isso confere alta
reatividade a esses radicais, tornando-os geralmente incapazes de serem
isolados. Mesmo ligacdes fortes podem ser quebradas em ions quando
polarizadas, porém, para formar radicais, sdo necessarias ligacbes fracas e
simétricas, como O-O, Br-Br ou I-I. No caso do perdxido de dibenzoila, o
catalisador Ph(CO3)2, ele prontamente sofre homolise, representada pelas setas
de "anzol" com uma farpa, indicando os movimentos dos elétrons, e os elétrons
desemparelhados em atomos sao representados por pontos. (Clayden, 2012)

As vantagens desse tipo de reacao incluem condi¢des de reacao leve,
alta quimiosseletividade e tolerancia a diversos grupos funcionais. Normalmente,
os radicais anbmeros sdo mais nucleofilicos do que os radicais carbociclicos
normais, devido as interacdes com o par de elétrons ndo ligantes no atomo de
oxigénio do anel. Sendo assim, o radical o axial é mais estavel e mais nucleofilico

do que o correspondente radical o equatorial. Dessa forma, o radical anbmero
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interage, por meio de sua alta SOMO, com o LUMO de um alceno pobre em
elétrons ou aromatico (Togo et al., 1998). No ESQUEMA 4 observa-se a

formacéo de radicais através de moléculas de pares spins.

Homodlise de ligacdo

fraca o — > R—0—0—R —= R—0 (x2)

0 ) .
- e
Transferéncia de )J\ —F - Cll'
elétron N

Substituicdo de radical

0/—'_!-‘\
' X Y—Z —»= X—v + 2

-

Adicéo de radical - 5 4
X Y—7 —= X—Y—17"
Eliminag&o de radical —_— Y .
X—Y—272 —= Xx—Y + 7

ESQUEMA 4 - Mecanismos de reacdes radicalares (Clayden et al., 2012)

3.6 REACOES DE GLICOSILACOES

A busca de novas substancias, com potencial de serem ativas
biologicamente, desponta como uma importante alternativa medicamentosa,
possibilitando explorar novas moléculas terapéuticas (Fuentefria., 2016). E uma
boa quantidade de moléculas ativas vem sendo obtida a partir da sintese
organica, como € o caso dos compostos glicosideos. (Lima et al., 2006). As
reacOes para formacdo dos compostos glicosideos, sao as glicosilacfes, que
estdo entre as promissoras, atraentes e desafiadoras para transformacdes
guimicas que podem ser realizadas a partir de substancias naturais.

A reacéo de glicosilacao é caracterizada pela presenca de um doador de
glicosila, que é ativado para fornecer uma espécie eletrofilica capaz de reagir
com uma molécula simples ou complexa, como aceptora nucleofilica (Souza et
al., 2021; Crich, D., 2010). Na glicosilacdo quimica, o doador de glicosila pode
possuir grupos protetores que tém a funcdo de desativar temporariamente 0s
grupos hidroxila dos carboidratos reativos e evitar reacfes colaterais, e um grupo

de saida na posi¢cdo anomérica (Souza et al., 2021; Komarova et al., 2014).
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Biologicamente, as glicosilacdes representam um processo bioguimico
muito comum, catalisado por mais de 80 familias de glicosil transferases.
Considerando o metabolismo secundério, sdo conhecidos mais de 100.000
produtos naturais de origem vegetal, e uma propor¢cdo consideravel destes
produtos naturais encontra-se glicosilada (Polkowski et al., 2004).

Segundo (Souza et al., 2021; Nigudkar, S & Demchenko, A, 2015) a
proposta de mecanismo para esse tipo de reacéo ocorre geralmente por via Sn1,
na qual a orientacdo do grupo de saida (GS) no centro anomeérico € de pouca
importancia. Todavia, as reacfes de glicosilagcdo seguem um mecanismo similar
a Sn2 com inversdo da configuragdo anomérica. Com relacdo a
estereosseletividade deste tipo de reacdo, ela depende de tais fatores:
catalisador, da densidade eletrbnica na regido anomérica; do grupo de saida e
de grupos anquiméricos; o meio reacional relacionado a solvente, temperatura,
pressdo e volume; o mecanismo reacional, ocorrendo por substituicdo
nucleofilica unimolecular (Sn1) ou bimolecular (Sn2), dependendo da
estabilidade termodindmica e cinética do composto; definindo assim a
configuracdo anomérica. No ESQUEMA 5 e 6 observamos o tipo de mecanismo

geral de reacdes de glicosilacdes.

(\O Ativador (\ O
GS Aceptor (ROH) \)NWMOR
/\)/www GP/

ESQUEMA 5 - Reacgéo de Glicosilagéo (Souza et al., 2021).

GP
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ESQUEMA 6 - Mecanismo geral da reacdo de glicosilacao (Souza et al., 2021).

A insercdo de acucares em produtos naturais diversos € de bastante
interesse, pois fornece melhorias nas propriedades farmacologicas das
substancias, como por exemplo o aumento da hidrossolubilidade e
biocompatibilidade, redugcéo de toxicidade, e por fim, o reconhecimento e a
interagdo molecular com biomoléculas importantes no curso do processo
farmacodinamico (Kren et al.,, 2001). Em muitos casos de reacdes com
substancias glicosiladas, a resposta bioldgica é dependente da presenca do

acucar na estrutura do produto natural (Huang et al., 2014).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 GERAL

O trabalho experimental envolvendo as rea¢des quimicas, purificaces
e 0 ensaio biolégico com enzima AChE foi desenvolvido no Laboratério de
Abertura de Amostras e Ensaios Quimicos — LAEQ — da Central Analitica, Setor
Norte, UFAM. Os reagentes e solventes utilizados foram adquiridos das marcas
Sigma Aldrich, ACS Cientifica, Vetec Quimica Fina, Neon, Exodo Cientifica,
Qhemis, Synth, e empregados da forma como adquiridos sem prévio tratamento.
O extrato hexanico do caule da Annona amazonica (EHCAA), na qual foi feito o
isolamento do AA foi fornecido pelo Dr. Prof Emmanoel Vilaca Costa do
Laboratério de Produtos Naturais Q-Bioma do Departamento de Quimica da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

As andlises de ressonancia magnética nuclear foram realizadas em
espectrobmetro de ressonancia magnética nuclear do Laboratério de
Ressonancia Magnética Nuclear — NMRLab — da Central Analitica da UFAM.
Marca: Bruker Avance IIIHD com frequéncia para o atomo de hidrogénio em
500,13 MHz e equipado com uma sonda BBFO Plus SmartProbe. Os
deslocamentos quimicos foram expressos em (&) e as constantes de
acoplamento (J) foram registradas em Hz. Para a manipulacdo dos espectros de
RMN foi utilizado o programa MestRENova 12.0.4.

As andlises por espectrometria de massas foram realizadas em
espectrémetro de massas do Laboratério de Cromatografia e Espectrometria de
Massas — LABCEM - da Central Analitica da UFAM, marca: LCQ Fleet
(ThermoScientific) com analisador de massas do tipo ion-trap equipado com uma
fonte de APCI para aquisicdo de dados no modo positivo e negativo. Para a
manipulacéo dos espectros de massas foi utilizado o programa Xcalibur.

As andlises por espectrometria de massas de alta resolucdo foram
realizadas em espectrometro de massas do Laboratério Tematico de Produtos
Naturais - LTQPN da Central Analitica do INPA, marca: Bruker, com analisador
de ionizacdo APCI - TOF - MS, no modo negativo e positivo.

As purificagdes foram realizadas através de métodos cromatograficos,
especificamente cromatografia liquida em coluna classica (CC) e cromatografia

em camada delgada preparativa (CCDP).



39

A cromatografia em camada delgada foi realizada em cromatofolhas
aluminio de tamanho 20x20cm, marca Macherey-Nagel, silica-gel 60 com
indicador de fluorescéncia PF254, e as revelacfes das placas foram feitas com
revelador universal de vanilina sulfarica. A cromatografia em camada delgada
preparativa foi desenvolvida em cromatoplacas de vidro de tamanho 10x20cm,

marca Macherey-Nagel.

4.2 METODOS
4.2.1 REACOES DE EPOXIDACAO DO ACIDO ACANTOICO

A reacao de epoxidacdo (ESQUEMA 7) seguiu o procedimento descrito
por Lee et al. (2020) com modificagcbes. Depositou-se 0,100 g (0,3305 mmol) de
AA em um baldo de fundo redondo de 25 mL. Logo em seguida, adicionou-se
0,0680 g (0,4311 mmol) de m-CPBA (Sigma Aldrich), e por fim adicionaram-se 4
mL de DCM ao baldo. A reacdo foi mantida sob agitacdo magnética em
temperatura ambiente, sendo monitorada por CCD a cada 30 minutos por 2
horas. ApGs o término da reacgdo, o produto bruto foi concentrado e purificado
por CCDP, eluente, Hex:AcOEt (7:3, v:v). Todas as reacdes de epoxidacdo
seguiram esta metodologia, alterando-se apenas a quantidade de massa de
material de partida e ajustando a estequiometria da reacgéo.

Dados do produto: sélido branco, 0,040 g (38%).

d RMN 'H (500 MHz, CDCls): 0,62 (s, 3H), 0,96 (s, 3H), 1,09 (m, 4H), 1,26 (s,
3H), 1,31-2,00 (m, 11H), 2,22 (m, 2H), 2,91 (d, J = 5,1 Hz, 1H), 4,85 (dd, J: =
10,7 Hz, J2 = 1,2 Hz, 1H), 4,89 (dd, J1 = 17,5 Hz, J. = 1,2 Hz, 1H), 5,71 (dd, J1 =
17,5 Hz, J> = 10,7 Hz, 1H),

& RMN 13C (125 MHz, CDCls): 11,6 (CH3), 18,8 (CH2), 19,9 (CHz), 23,9 (CHs),
25,1 (CHs), 27,7 (CH2), 28,6 (CH), 34,2 (C), 36,2 (CH2), 36,9 (2xCH>), 37,4
(CH2), 39,0 (C), 43,8 (C), 50,61 (CH), 51,8 (CH), 66,7 (C), 109,7 (CH2), 149,2
(CH), 183,9 (C).
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ESQUEMA 7 - Reagéo de Epoxidagéo do AA.

4.2.2 REACOES DE HALOGENACOES COM N-HALOSSUCCINIMIDAS

Foram testadas duas metodologias de halogenacdo do AA, descritas
abaixo:

Método 1. Na primeira reagéo foi empregado o método descrito por Araujo
et al. (2017) com adaptacdes. Inicialmente, pesou-se 0,100 g (0,3305 mmol) de
AA em um baldo de fundo redondo de duas bocas de 50 mL, juntamente com
0,0160 g (0,0979 mmol) de TCA e 1 mL de acetonitrila (ACN). A reacéo foi
acompanhada por 4 horas em temperatura ambiente, e ndo foi constatado indicio
de transformacao. Apos este tempo, foi elevada a temperatura para 45 °C para
avaliar o efeito da temperatura na reacado, acompanhando simultaneamente por
CCD. Apos o tempo reacional de 24 horas, foi retirada uma aliquota da amostra
e analisada por espectrometria de massas (LABCEM) - fonte APCI-MS. N&ao
houve formacéo de produtos.

Método 2. A segunda reacdo de adicdo de halogénios seguiu o
procedimento descrito por Vorona et al. (2013), com modificacbes (ESQUEMA
8). Colocou-se 0,0500 g (0,1652 mmol) de AA em trés balées de fundo redondo
de 50 mL. Logo apés, pesou-se no baldo 1 0,0290 g de NBS (0,1629 mmol), no
2 0,022 g de NCS (0,1647 mmol), e no 3 0,037 g de NIS (0,1644 mmol). Em
seguida, adicionaram-se 2 mL de DCM em cada baldo, e todos ficaram sob
agitacdo magnética sobre chapas de agitacdo. As reacdes foram acompanhadas
por CCD (revelacdo por vanilina sulftrica). Com excecao da reacdo com NBS, a
qgual durou 24 horas, as demais reacdes permaneceram o tempo reacional de 72
horas sob agitacdo. As trés reacdes foram avaliadas por CCD, e a cada 24 horas,
uma aliquota de cada amostra foi levada ao EM-APCI (LABCEM UFAM), para
avaliar o progresso reacional. Ao final das reacdes, o solvente foi removido e o

produto bruto foi pré-purificado por CCDP, eluente DCM: Hex (9:1).
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ESQUEMA 8 - Esquema geral das reagfes de halogenagfes do AA.

4.2.3 SINTESE DA 1,2,3,4,6-PENTA-O-TRIMETILSSILIL-a-D-
GLUCOPIRANOSE

A protecdo dos grupos hidroxil do monossacarideo D-glucose seguiu 0
procedimento descrito por Uchiyama et al.,, (1996) com modificacdes
(ESQUEMA 9). Pesou-se 0,500 g (2,775mmol) de D-glucose em um baldo de
fundo redondo de 50 mL, em seguida adicionaram-se ao baldo 2,51 mL (18,04
mmol) de trietilamina simultaneamente a 15 mL de dimetilformamida (DMF), e
por fim, o baldo ficou imerso em um banho de gelo. Quando a temperatura
alcancou 0-5 °C, foram inseridos 2,29 mL (18,04 mmol) de cloreto de trimetilssilil
(TMSCI) ao baldo de reacédo. Apds a adicdo do TMSCI, a reacédo ficou sob
agitacgdo com uma barra magnética em temperatura ambiente e foi
acompanhada a cada 30 minutos por CCD.

Apoés 4 horas de reacdo, foram adicionados ao baldo 5 mL de agua
destilada e 15 mL de AcOEt, e em seguida, essa mistura foi transferida para um
funil de separagéo de 125 mL. A fase de acetato de etila foi separada, e a fase
aguosa/DMF foi extraida mais trés vezes com 15mL de AcOEt. Apés essa
extracdo, o produto foi seco com sulfato de sodio, filtrado e a solucéo final foi
concentrada no evaporador rotativo. Logo apés o work-up, o produto foi

armazenado e posteriormente analisado por RMN H e *3C.



TMSO
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o-glicose 1,2,3,4,6-penta-C-trimetilsilil-o-D-glicopiranose

ESQUEMA 9 - Formacao do produto 1,2,3,4,6-penta-O-trimetilssilil-a-D-Glucopiranose
4.2.4 REDUQAO DO ACIDO ACANTOICO A ACANTOL

O procedimento de reducdo do AA seguiu a metodologia de Hoover et al.
(2013) com modificacbes (ESQUEMA 10). Pesou-se 0,0500 g (0,1652 mmol) de
AA em um baldo com duas bocas de 50 mL de fundo redondo. Logo apdés, o
baldo foi purgado 3 vezes com gas nitrogénio (N2), e posteriormente foram
inseridos 7 mL da solucéo de hidreto de litio e aluminio (LiAIHz) 1 M em THF
(Sigma Aldrich). Em seguida, a reacdo ficou sob agitacdo magnética em
temperatura ambiente e foi acompanhada a cada 1 hora por CCD (foi retirada
uma aliquota da reacdo, a qual foi misturada com AcOEt e é&cido cloridrico
diluido. A fase organica foi analisada).

Apos 4 horas de reacao, adicionaram-se 10 mL de agua destilada gelada
e algumas gotas de HCI até o residuo branco formado ser dissolvido. Essa
mistura foi transferida para um funil de separacgéo, e o produto foi extraido com
AcOEt (3x10 mL). As fases organicas foram reunidas, secas com sulfato de
sddio, filtradas, e a amostra foi concentrada no evaporador rotativo. Apds a

concentracéo, o produto bruto foi purificado por CCDP, eluente Hex: DCM (6:4).

\\\\\__
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ESQUEMA 10 - Sintese do acantol a partir do 4cido acantoico.
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4.2.5 ENSAIO DA ENZIMA AChE

O ensaio de AChE foi realizado por um método espectrofotomeétrico, e o
procedimento de execucéo foi feito conforme proposto por (Ellman et., 1961;
Gélinas et al., 2013). Pesou-se o0 padrao de neostigmina (1mg) e AChE (10uL)
foram preparados em tampéo fosfato (1mL) de uma solugéo 0,1 M a pH 8, e a
amostra YCepsxi (1mg/mL) preparado em MeOH, as concentragbes na qual a
amostra foi avaliada, foi de (3,12ug/mL a 100pg/mL) e do padrao Neostigmina
(0,312 a 10 pg/mL).

As leituras de absorbancia foram medidas a 405nm a cada 5 minutos por
30 minutos usando um leitor de microplaca (ELx800, Biotek, EUA). A
porcentagem de inibicdo em cada concentracéo foi calculada de acordo com a

equacao inibicao abaixo:

(%) = AZ - (Al - A3) x 100

A,
Onde
A: E a absorgdo das amostras e da enzima.
AZ?: é a absorcdo da enzima sem amostra.

A3: é a absorcdo da amostra sem a enzima.
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5. RESULTADOS
5.1. ESCOPO GERAL DA PROPOSTA DE PESQUISA

Para transformar o &cido acantoico em novos produtos para estudo de
propriedades bioldgicas, planejou-se conduzir modificacbes em duas porcdes
principais da molécula: as liga¢des duplas carbono-carbono e o grupo carboxila.
Neste trabalho, planejou-se inicialmente estudar a incorporacdo de
heterodtomos em uma ou em ambas as ligacfes duplas, de modo a gerar novos
derivados com fungdes organicas com polaridade mais acentuada na estrutura
do &cido acantoico. Para essa finalidade, optamos por oxigenar as ligacoes
duplas carbono-carbono via epoxidacao, até o momento ainda néo relatadas. A
possibilidade de produzirmos um epoéxido na estrutura do acido acantoico abre
possibilidades interessantes de inser¢ao de outros grupos ou blocos estratégicos
para a quimica medicinal, via abertura nucleofilica do anel oxirano. Outra
possibilidade interessante reside na inser¢cdo de atomos de halogénios, via
reacdes de facil execucdo com N-halosuccinimidas.

O segundo foco de estudo foi planejado no grupo carboxila em C4. Sabe-
se que a insercdo de residuos de acUcares pode incrementar as propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas das substancias para emprego medicinal.
Tais modificagcdes ainda ndo foram relatadas para o AA, mas para outros
diterpenos, incluindo os do tipo caurano, como aquele desenvolvido por Batista
e colaboradores (2007).

Diversas sé@o as estratégias descritas na literatura para a realizacdo de
glicosilacbes, pois os maiores desafios desta abordagem séo a eficiéncia e o
rendimento da reacédo, além da quimio e estereosseletividade do método (Zhu &
Schmidt, 2009). Entre as estratégias, propomos aqui o0 método de substituicdo
de iodetos glicosidicos protegidos com o grupo trimetilsilil (TMS). A escolha se
baseia em diversas vantagens, como o custo dos reagentes empregados, a boa
reatividade dos iodetos glicidicos e a facil remoc¢éo do grupo TMS utilizado para
proteger seletivamente as hidroxilas dos carboidratos.

O processo ocorreu seguindo inicialmente o método descrito por
Uchiyama e Hindsgaul (1996): Na qual consiste no carboidrato redutor
(monossacarideos), D-glicose com TMS via tratamento com cloreto de trimetilsilil

em meio basico em dimetilformamida para originar um derivado glicidico
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completamente protegido com TMS. A seguir, o intermediario seria tratado com
iodeto de trimetilsilil (TMSI), o qual é responsavel por ligar um atomo de iodo ao
carbono anomérico em configuragcédo alfa do acgucar redutor, gerando in situ o
iodeto glicidico correspondente bastante reativo. Nessas condi¢des, adicionaria
o alcool derivado do &cido acantoico (acantol) que substituiria o iodeto e formaria
a ligacdo O-glicosidica desejada em um processo 'one pot'. O processo geral
exemplificado com a D-glucose esta apresentado no ESQUEMA 11.

Os grupos protetores TMS poderiam ser facilmente removidos via
tratamento do produto com metanol em temperatura ambiente, o que nos
permitiria executar a formacéao de ligacdo O-glicosidica e a desprote¢cdo em uma
Unica etapa, de maneira bastante eficiente. Além disso, o grupo TMS pode ser
removido com bastante facilidade da mistura de produtos formados durante a
destilacdo do solvente devido ao seu baixo ponto de ebulicdo. Planejou-se
executar essa estratégia com diversos acucares diferentes para termos um
conjunto de derivados do acido acantoico glicosilados com diferentes residuos
de carboidratos de diferentes tamanhos, todavia esse planejamento sé foi feito
com o agUcar D-Glucose, apresentando um bom resultado com relacdo a
protecdo das hidroxilas, no entanto a quantidade de &cido acantoico (AA)

reduzido a (Acantol) ndo foi suficiente para se obter um derivado glicosilado.

BN SN
reducéo
HO,C" HO—~
acido acantoico acantol
OH OTMS oTMS
o} o} o
HO TMscl  MSO T™SI TMSO
HO - TMSO TMSO
oH  OH oTms  OTMS TMSO

p-glucose p-glucose I
“in situ”

\ MeOH

ESQUEMA 11 - Proposta geral de reacfes de glicosilagdes do acido acantoico.
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5.2. ELUCIDACAO ESTRUTURAL DO ACIDO ACANTOICO

O produto purificado do extrato hexanico do caule de AA foi analisado por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'He *C (FIGURAS
8,9, 10 'H e 11, 12 e 13 13C; ANEXO A e B TABELA 1). (Pinheiro et al., 2009)
identificaram o AA no caule da Annona amazonica pela técnica de RMN, e os
seus resultados coincidiram com a analise feita neste estudo. Na regido entre &
0,50 a 2,50, observam-se sinais caracteristicos de metilenos diastereotdpicos,
hidrogénios metinicos, e de hidrogénios metilicos (metilas: C17 & 0,86, C20 &
0,99 e C18 & 1,25). O padréo do espectro de RMN *H e 13C corresponde a de
um diterpeno da classe pimaradieno (FIGURA 8) (Pinheiro et al., 2009).
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FIGURA 8 - Constituintes presentes em Annona amazonica
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FIGURA 9 - Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) do AA (5 0,5 a 2,5).
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Na regidao entre © 4,5 a 6,0 (FIGURA 10) podem-se observar sinais de
hidrogénios olefinicos, H15 em & 5,79 (1H, dd, Jians = 17,5 Hz; Jcis = 10,7 Hz),
H16a em & 4,93 (1H, dd, Juans = 17,5 HZ; Jgemina = 1,3 HZ), H16b em & 4,87 (1H,
dd, Jeis = 10,7 Hz; Jgemina = 1,3 Hz) e H11 em & 5,40 ppm (1H, dt, J1 = 4,8 Hz; J2
= 2,1 H2).
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FIGURA 10 - Espectro de RMN *H AA (5 4,5 a 6,0).
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FIGURA 11 - Espectro de RMN *C (125 MHz, CDCls) do AA (5 0 a 220).
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FIGURA 12 - Espectro de RMN *3C (125 MHz, CDCls) do AA (5 0 a 80).
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Tabela 1 - Dados de RMN de *H e 3C do AA

AA obtido neste trabalho?®

AA literatura®

Posicéo P - o -
CeH 8 (mult.,J em Hz) C(9) & (mult.,J em Hz) C(9)
1(-CHy) 51,42 (m) 41,85 5 1,44 (m) 41,8
2 (-CH,) 52,19 (m) 18,96 52,15 (m) 18,9
3(-CH,) 51,02 (m) 38,12 51,03 (m) 38,0
4(-C) @) 44,26 B 44,2
5 (-CH) 51,67 (ddJ; =12,9 e J, = 6,0 Hz) 48,05 51,66 (dd J= 12,9 € 6,0 Hz) 48,0
6 (-CH,) 5 1,44 (m) 20,36 5 1,46 (m) 20,3
7 (-CHy) 51,21 (m) 27,80 51,23 (m) 27,8
8 (-CH) 52,32 (m) 28,71 52,32 (m) 28,6
9 (-C) @) 149,92 @) 149,8
10 (-C) @) 38,97 @) 38,4
11 (-CH) 55,40 (dtJ;=4,8 e J,=2,1 Hz) 116,65 55,39 (dt J:= 4,8 e J,=2,1 Hz) 116.6
12 (CH,) | © 2,03 (ddd J,=17,4, J,=4,0 € 2,3 Hz) 37,52 5 2,03 (m) 37,5
13 (-C) @) 34,88 @) 34,8
14 (-CHyp) 51,02 (m) 41,95 51,45 (m) 41,8
15 (-CH) 55,79 (dd Juans= 17,5 € Jx=10,7 Hz) 150,27 | 9581 (dd, J"ajfl‘z)“'“ € Jus=10,7 150,1
H16a5 4,93 (d‘i ‘;“ﬁ";): 17,5 € J gemina H16a 5 4,93 (dd Jyans = 17,5 € J
16 (-CHy) o 12) 109,20 geminal 1,3 HZ) 109,2
H16b 8 4,87 (01'?3‘];_;52‘) 10,7:€ J gemina 54,86 (dd, J= 17,4 € 1,2 Hz)
17(-CHs) 0,86 (s) 22,22 0,96 (s) 22,2
18 (-CHs) 1,25 (s) 28,58 1,26 (s) 28,5
19(COOH) 7,26 () 184,73 7,26 () 184,9
20 (-CHy) 0,99 (s) 22,41 0,99 (s) 22,3

3Experimento a 500 MHz para *H em CDC#3, **C 100 MHz; CDClsutilizando o TMS como padr&o interno. "Pinheiro et
al., 2009 (*H: 400 MHz; CDC!; *3C 100 MHz; CDCH3). (8) Deslocamentos em ppm.
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5.3. EPOXIDACAO DO ACIDO ACANTOICO

A reacao de epoxidacdo do &cido acantoico foi realizada por meio do
tratamento do material de partida com m-CPBA por 2 horas em temperatura
ambiente. A reacao foi acompanhada por (CCD) (FIGURA 14), e ap0s processo

reacional, o produto foi purificado por (CCDP), eluente Hex:DCM (7:3).

FIGURA 14 - CCD REPAA - Revelador: Vanilina
sulfirica. Legenda: P = AA; R = reacao; M = ponto
misto entre P e R. Eluente: Hex:DCM (8:2)

Para o processo de CCDP, utilizou-se o eluente Hex:DCM (7:3) e
observaram-se trés substancias na placa (FIGURA 15). Em seguida, as
substancias foram separadas e filtradas em acetato de etila HPLC, e depois de
previamente secas, foi retirado 1 mg de cada substancia para analise por EM-
APCI (LABCEM — UFAM). Verificou-se no modo negativo que a substancia 3
apresentou um pico de m/z 317,3, intenso, corroborando com a massa esperada
para o produto epoxido (318,3 g/mol) (FIGURA 16). No modo positivo, 0 ion
esperado (m/z 319,3), ndo foi detectado, mas aquele relativo ao proprio AA (m/z
301,3). Pode-se especular que possa estar ocorrendo um processo de abertura
do anel de epoxido nessa segunda condicdo, seguida de desidratacao do alcool
formado, o que resulta no material de partida.

Para confirmacéo estrutural do composto, o produto foi submetido a
analises por EM-APCI de alta resolugéo e de RMN H, 3C, DEPT-135, HSQC,
HMBC e NOESY-2D. O rendimento total da obtencéo da substancia por CCDP
foi 38% resultando em 0,04 g da substéancia pura.
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Substancia 1

Substancia 2

Substancia 3

Substancia 4

FIGURA 15 - CCDP da Reacéo de epoxidacéao.
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FIGURA 16 - EM-APCI Full Scan (M-/M+) da Y cepoxi.

Pela andlise de espectro de RMN *H (500Mz, CDCls, FIGURAS 17 e 18),
observa-se mudanca do deslocamento quimico de sinais dos hidrogénios
metilicos em C17 do AA, além do desaparecimento do duplo-tripleto em & 5,89
ppm, na regido de hidrogénios vinilicos. Esses dados confirmam a ocorréncia de
adicao eletrofilica ao alceno endociclico da estrutura do AA, como esperado,
uma vez que ligacdes duplas carbono-carbono sdo mais nucleofilicas gracas ao
efeito de hiperconjugacdo dos grupos alquil ligados aos carbonos olefinicos,
resultando em um HOMO =C=C mais energético e nucleofilico (Vollhardt &
Schore., 2004). Na regido entre 6 —0,5 a 8,0, é possivel observar de um modo
geral que o padrdo dos sinais caracteristicos dos hidrogénios metilénicos
diastereotopicos e hidrogénios metinicos dos ciclos ndo foi alterado,

comprovando que a esqueleto pimaradieno do AA foi mantido.

1
100(
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FIGURA 17 - Espectro de RMN *H Y Cepoxi (500 MHz, CDClI3 - 5 —0,5-8,0 ppm).
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FIGURA 18 - Comparacéo dos espectros de RMN *H do YCepoxi (A) € do AA (B) (500 MHz,
CDClg).

Na regido entre & 0,5-3,0 (FIGURA 19), € possivel observar sinais

caracteristicos dos hidrogénios metilicos. Nota-se que os hidrogénios alifaticos
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gue estdo presentes em (C-17) no espectro de RMN 'H de AA apareceram &
0,96 (s), todavia, quando comparado com o do YCepsxi, €le ficou mais protegido,
devido a mudanca de deslocamento para & 0,62 (s). Outro aspecto conclusivo
gue se pode citar € o surgimento do sinal em & 2,91 (1H, d, J = 5,1 H2)
caracteristico de hidrogénio metinico ligado a (C-O) do grupo epédxido.
Especulamos que a rigidez do anel onde esta inserido o epoxido € tal que fixa a
posicao de H11 no espaco de tal modo que o angulo diedro formado entre H11
e um dos hidrogénios H12 deve se aproximar de 90° o que justificaria a
multiplicidade de dupleto com J = 5,1 Hz para H11.
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FIGURA 19 - Espectro de RMN *H YCepoxi (500 MHz, CDCl3z - 8 0,5 a 3,0).

Na regido de 6 4,5 - 6,0, além do desaparecimento dos sinais em & 5,39
caracteristicos dos hidrogénios vinilicos da dupla ligacdo de dentro do anel
(C=C-H), mantiveram-se os sinais em 0 4,84 e & 5,74 caracteristicos do alceno
monossubstituido em C15-C16, comprovando que essa ligacdo nédo sofreu

alteracoes.
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FIGURA 20 - Espectro de RMN *H YCepsxi (500 MHz, CDCl3- & 4,5 a 6,0)

O espectro de RMN de 3C (FIGURA 21) de YCepsxi apresentou 20
carbonos, sendo 7 carbonos metilénicos (C-1, C-2, C-3, C-6, C-7, C-12 e C-14),
2 metinicos (C-5 e C-8), 3 metilicos (C-17, C-18 e C-20), e 3 quaternérios (C-10,
C-13 e C-14), sendo que 2 carbonos séo vinilicos em (C-15 e C-16), e o carbono
referente ao acido carboxilico foi observado em & 183,9 (C-19). Podemos
observar dois sinais dos carbonos olefinicos em C15e C16 em 6 149,2 e 6 109,2,
respectivamente. Os sinais de outros carbonos olefinicos ndo foram detectados.
Além desses sinais caracteristicos, observamos um sinal de carbono néo
hidrogenado em & 66,7, referente a C9 (C-0), sendo que C11 pode ser atribuido
ao sinal em & 54,4, e proxima a ele & 50,6 referente a C5. Todas as demais
atribuicdes por RMN 13C e por DEPT-135 coadunam com a estrutura atribuida

ao produto Y Cepsxi.
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FIGURA 21 - Espectros de RMN 3C e DEPT-135 do produto YCepsxi (125 MHz, CDCl3 -8 5,0 a
190).

O experimento bidimensional homonuclear NOESY (FIGURA 22) fez-se
necessario para se determinar a estereoquimica do anel oxirano que foi gerado
na estrutura de AA. Sabe-se que os dados de 'H e 13C confirmaram que a reacéo
aconteceu na ligacdo endociclica do AA, todavia, com esses dados nao foi
possivel atribuir de forma inequivoca a estereoquimica do anel oxirano, uma vez
gue as reacbes de epoxidacdo com peracidos sao adi¢des sin, concertadas, e

gue podem se dar em qualquer uma das duas faces estereotOpicas de uma
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ligacdo dupla carbono-carbono. Através dos dados de NOESY-2D homonuclear,
pudemos confirmar que o ataque do m - CPBA se deu pela face da ligacédo dupla
C9-C11 contraria ao grupo metila em C17. Essa deducdo foi possivel gracas a
correlacdo do hidrogénio H11 com os hidrogénios H17, que esta voltada para a
face oposta a qual se inseriu o anel oxirano. Na (FIGURA 25), apresentamos o
mecanismo proposto para formacao da substancia acido (1R,4aR, 4bS,5aS,7R)-
1,4a,7-trimetil-7-vinildodeca-hidro-1H-fenantro[4,4a-b]oxireno-1-carboxilico.

r-08
t-06
t-04
l-o02
to.o
to2
r0.4
to6
tos
H.o
h.2
.4
h.6
h.s
t2o0
t22
t2.4
t26
t28
lzo
l3.2
t3.4

1 {ppm)

60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06 04 02 00 -02
12 (ppm)

FIGURA 22 - Espectro de NOESY YCepsxi— NOESY 1H-1H

Na (FIGURA 23) observa-se o espectro de RMN de HSQC 3C e 'H na
gual observa-se o sinal em & 2,91 (1H, d, J = 5,1 Hz) diretamente ligado ao
C11. E na (FIGURA 24) o espectro de RMN de HMBC 3C e 'H nota-se o

acoplamento a longa distancia de hidrogénio e carbono, do carbono (C-11 e H-

11).
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FIGURA 25 - Mecanismo proposto para reacdo de epoxidacéo.
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FIGURA 26 - Estrutura de Epéxido Y Cepoxi.

Tabela 2 - Dados de RMN de 'H e **C YCepsxi

- YCepoxi? AA resultados obtidos neste trabalho®
Posicao R - H »

ceH & (mult.,J em Hz) C () & (mult.,J em Hz) C ()
1(-CHp) 1,41 (m) 27,73 51,42 (m) 41,85
2 (-CHy) 2,20 (m) 25,00 52,19 (m) 18,96
3(-CHy) 1,02 (m) 37,08 61,02 (m) 38,12
4(-C) @) 44,26 () 44,26
5 (-CH) 1,67 (dd J; =129 e J, 6,0 HZ) 48,05 61,67 (dd J;=12,9 e J,= 6,0 H2) 48,05
6 (-CH,) 1,44 (m) 20,36 61,44 (m) 20,36
7 (-CH,) 1,21 (m) 27,80 61,21 (m) 27,80
8 (-CH) 2,32 (m) 28,71 62,32 (m) 28,71
9 (-C) () 66,7 () 149,92
10 (-C) () 38,97 () 38,97
11 (-CH) 2,91 (d J=5,01 Hz) 54,6 55,40 (dtJ;1=4,8¢eJ,=2,1H2) 116,65
12 (-CHy) 2,03 (ddd J=17,4, 4,0 e 2,3) 38,47 52,03 (dddzJéﬁZ)"" J2-40€ 37,52
13 (-C) () 34,22 () 34,88
14 (-CH,) 1,02 (m) 43,79 51,02 (m) 41,95
15 (-CH) 5,74 dd (J= 17,5 e 10,7Hz) 149,2 6579 (ad i]g“‘”?s :';)17’5 € Jois = 150,27

H16a & 4,91 (dd, Jyans= 17,5 € Jgeminal H16a & 4,93 (dd, Jyans= 17,5 €
1,3 HZ) Jgeminal 1,3 HZ)
16 (-CH,) H16b & 4,86 (dd, Jeis= 10,7 € Jgeminal 109,2 H16b & 4,87 (dd, J«s= 10,7 e 109,20
113 HZ) Jgeminal 1,3 HZ)
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17(-CHy) 50,62 (s) 11,63 5 0,96 (s) 22,22
18 (-CHa) 51,24 (s) 23,88 51,25 (s) 28,58
19(COOH) 3 8,09 (s) 183,9 57,26 (s) 184,73
20 (-CH,) 30,99 (s) 50,99 (s) 22,41

3Experimento a 500 MHz para *H em CDC#;, *C em CDCH{; 125 MHz utilizando o TMS como padréo interno. ()
Deslocamentos em ppm.

O espectro de massas de alta resolugéo identificou no modo negativo o
ion base m/z 317,2 que é correspondente ao ion molecular de Y Cepsxi. O espectro
de massas de alta resolucéo identificou no modo positivo o ion base m/z 301,2
gue é correspondente ao ion molecular da substancia AA e o segundo ion menos
intenso é 0 m/z 319,2. observa-se que neste modo a substancia correspondente

ao material de partida é observada, e o do produto formado € o segundo.

Adduct Meas miz  lon Formula miz em[ppm] mSigma Score
M-H 37.2121 C20HZ803 vz 0.5 314 100.00
Intens, M5, 5.4-6.1rmin #323-364
x104
372111
ﬁ.
PM: 318,5g/mol
4
2.
u L i k A A i A J A

290 300 310 320 330 340 350 360 o miz

FIGURA 26 - Espectro de massas de alta resolu¢&o Y Cepsxi (M-)
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Adduct Meas. m/z  lon Formula miz err [ppm] mSigma Score e Conf
M+H 3192262 C20H3103 319.2268 1.7 176 10000 even
M-HZO+H 3012157 C20H2902 301.2162 1.7 105 10000 even
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FIGURA 27 - Espectro de massas de alta resolu¢do Y Cepsxi (M+)

A substancia YCepsxi foi submetida ao teste com a enzima AChE e ela
apresentou significativa atividade inibitéria da AChE contra a AChE, com valor
de ICso de 11,07 pg/mL em comparagdo com a neostigmina, com valor de I1Csp
de 0,67 pg/mL FIGURA 28 e FIGURA 29 comprovando assim uma acao
biolégica boa no derivado inédito formado.
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FIGURA 28 - Curva de Inibicao do derivado YCepsxi
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FIGURA 29 - Curva de Inibicdo padréo positivo
Neostigmina

5.4. REACOES DE HALOGENACOES

Método 1. Na reacédo de halogenacdo com NBS pelo método 1, observou-
se, pelo acompanhamento por CCD, que o AA nao estava sendo consumido em
temperatura ambiente e nem mesmo apdés o aumento da temperatura para 45
°C. Logo apdés o tempo reacional de 24 horas, a reacdo foi analisada por EM -
APCI e verificou-se o ion m/z 301,3 correspondente ao AA. Por este motivo,
reacao foi interrompida e posteriormente foi feita a purificacdo do AA da reacao.
Apés esta reacdo ndo ter tido um resultado positivo, foi realizado um

levantamento bibliogréafico para sinteses de adi¢cdo de halogénios.
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FIGURA 30 - EM APCI full scan (M-/M+) da reacéo de halogenacéo Método 1 (24 horas)

Método 2. O segundo método consistiu simplesmente na agitacdo do
material de partida com as N-halosuccinimidas por tempo variavel, em
temperatura ambiente. Pelo acompanhamento por CCD (FIGURA 31 A) da
reacao de bromacao (RBAA), verificou-se a formagéo de um produto novo, que
nao tinha o mesmo Rf do AA. A reacdo foi finalizada apos 2 horas, e 1 mg da
mistura reacional foi levado para analise por EM-APCI no LABCEM. Observou-
se o ion m/z 379 e 381, caracteristicos de um produto de bromacéo contendo os
ions M e M+2. Para purificacdo do produto, foi feita uma CCDP (FIGURA 31 B),
com o eluente DCM: Hex (9:1) e observou-se 4 substancias distintas. As quatro
foram analisadas no EM-APCI e verificou-se que a substancia 3 (YCegr)
apresentou os ions m/z 379 e 381, ausentes nos espectros das demais

substancias.

Substancia 1

Substancia 1 AA Substancia 2

Mistura 2 R AA Substancia 3

Substancia 4

FIGURA 31 - CCD-RBAA (2 horas de reacao); B - CCDP RBAA
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FIGURA 32 - EM - APCI Full Scan (M+/M-) RBAA
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A amostra YCe:r foi submetida a andlise espectroscopia de RMN H, a
partir da qual foi possivel observar na regido entre & 0,5 — 3,0 os sinais de

deslocamentos caracteristicos de hidrogénio metilénicos, metilicos e metinicos
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do esqueleto pimaradieno de AA (FIGURA 34). No entanto, notamos também
um namero maior de sinais de grupos metil nessa mesma regido, o que nos leva

a crer que trata-se de uma provavel mistura de diastereoisémeros.

A proposta de mecanismo de reacao (AA + halossucinimidas), no exemplo
abaixo é apresentado para a reacdo de substituicdo com o atomo de Bromo,
para a formacdo do ion molecular m/z 379,12 e 382,12, férmula molecular
C20H28BrO2.

Etapa 1: Quebra homolitica da ligagédo N-Br

HooC™
Acido acantoico (AA)

Etapa 2: Atague do radical do atomo de nitrogénio ao atomo de hidrogénio

HOOC
Acido acantoico (AA)

HOOCg
ESQUEMA 12 - Mecanismo de reac¢éo de formacao do derivado de bromo
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FIGURA 34 - Espectro de RMN 'H da YCe: (3 0,5 a 3,0).

Na regido de 6 4,5 - 6,0 (FIGURA 35), observou-se o desaparecimento
dos sinais em & 5,39 caracteristicos dos hidrogénios vinilicos da dupla ligacéo
endociclica em C9-C11 do AA. Além disso, os sinais em & 4,85 e & 5,83,
caracteristicos de hidrogénios vinilicos terminais, apresentaram mudancas de
padrdo quando comparados com o espectro de RMN 'H do AA. Constatamos
gue houve uma substituicdo do atomo de Hidrogénio com o Bromo, no hidrogénio
ligado ao (C-12), porém, devido a reacdo ser radicalar e o atomo de Bromo ser

bastante seletivo, ndo teve como purificar este derivado.
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FIGURA 35 - Espectro de RMN *H da YCagr (5 4,5 a 6,0 ppm).

O espectro de massas de alta resolucéo identificou no modo negativo o
ion base m/z 379,2 e 381,2, 0 que corresponde a razdo isétépica de um atomo
de Bromo, afirmando ainda mais, a presenca do ion molecular, da substancia
YCer. O espectro de massas de alta resolugéo identificou no modo positivo o ion
base m/z 379,12 que é correspondente ao ion molecular da substancia YCegre 0
segundo ion menos intenso é 0 m/z 379,39, e no modo negativo apresentou a
razéo isotopica 1:2 correspondente a presenca do atomo de Bromo m/z 379, 12
e m/z 381,2.
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FIGURA 36 - Espectro de massas de alta resolucéo YCsg: (M-)
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FIGURA 37 - Espectro de massas de alta resolu¢édo YCgr (M+)
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O mesmo procedimento foi empregado na busca pela cloracéo e iodagéo
do AA. Pelo acompanhamento por CCD (FIGURA 38) e (FIGURA 39) da reacéo
RCIAA_1 e RIAA 1, verificou-se que ndo houve mudancas significativas apés 48
horas de reacéo por CCD. Entéo, as reacdes ficaram em agitacdo por 72 horas
em temperatura ambiente. Apés este tempo, foram feitas analises por EM-APCI
de cada reacéo, e verificou-se uma mistura complexa de ions em ambas, o0 que

de fato pode ser observado nas CCD.

FIGURA 38 - CCD RCIAA_1 A - 24horas de reacao, B -
48horas de reagéo e C — 72horas de reagéo.

FIGURA 39 - CCD RIAA 1 A - 24horas de reacéo, B -
48horas de reacdo e C — 72horas de reacéo.

5.5. REDUCAO DO ACIDO ACANTOICO COM LIAIH4

A reacao de reducéo foi realizada por meio da mistura do acido acantoico
com solugéo comercial de LiAlH4 1,0 M em THF. Na andlise por CCD, verificou-
se a formacao de um produto novo apds 4 horas. Apds esse periodo, o produto
bruto foi extraido e purificado por uma CCDP com o eluente de 3:2 Hex: AcOEt,
onde foi possivel observar 6 fracdes diferentes. A fracdo 1, quando comparada
as outras fracbes da CCDP, apresentou poucas misturas e foi submetida a
andlise por RMN !H para identificacdo do composto acantol, que ja foi isolado
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anteriormente (Na et al., 2006). A massa obtida do acantol foi de 0,04 g com
rendimento de 84%. O produto foi analisado por RMN 'H (FIGURAS 40 e 41).
Nas regides entre 6 3,6 a 6,0 ppm notou-se sinais caracteristicos dos hidrogénios
diastereotopicos do carbinol em 6 4,03 ppm (1H, d, J=11,1 Hz) e 6 4,33 (1H, d,
J = 11,0 Hz), além dos hidrogénios vinilicos em 6 4,89, & 4,96, 6 5,40 e & 5,84,
de forma analoga ao AA. Com estes dados obtidos de RMN H?, constatou-se
gue o produto acantol foi obtido com éxito neste estudo, porém encontra-se ainda

impuro.
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FIGURA 40 - Espectro de RMN *H Substancia 1 CCDPRRAA 1 (5 -0,5 a 8,5).
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FIGURA 41 - Espectro de RMN *H Substancia 1 CCDPRRAA_1 (5 3,3 a 6,0).
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5.6. PERSSILACAO DA b-GLUCOSE

Até o momento, foi possivel estudar as reagdes de protecao da D-glucose
com o grupo TMS de acordo com a proposta original de pesquisa. A glicose foi
escolhida como monossacarideo protétipo inicial de estudo pelo baixo custo e
pela boa reatividade. De acordo com os espectros de 'H (FIGURAS 42, 43, 44 e
da projecdo de Newman FIGURA 45) e 3C (FIGURA 46), podemos assegurar
gue a reacao foi realizada com éxito, embora o produto ainda ndo esteja

completamente puro.
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FIGURA 42 - Espectro de RMN *H do produto de perssilagio da D-glucose (5 -0,5 a 7,5).
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FIGURA 43 - Espectro de RMN *H do produto de perssilacdo da D-glucose (5 3,3 a 5,1).
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FIGURA 44 - Ampliacéo do espectro de RMN *H do produto de perssilacdo da D-glucose (8
0,04 a 0,28).

Além dos sinais de hidrogénios tipicos de monossacarideos entre & 3,30
e 0 3,90, o duplo em & 5,01 com constante de acoplamento de 3,1 Hz referente
ao hidrogénio ligado ao carbono anomérico nos permite concluir que o anémero
obtido é do tipo a. Pode-se concluir esse achado observando-se o angulo diedro
(6) entre os hidrogénios H1 e H2, em angulo de aproximadamente 60° no
andémero a. A constante de acoplamento em aproximadamente 3,0 Hz coaduna
com essa constatacao pela curva de Karplus (FIGURA 45). Por outro lado, o
acoplamento entre dois hidrogénios em posi¢do diaxial (6 ~ 180°) apresenta
constante J de mais ou menos 7,0 Hz. Além disso, o sinal do préton anomérico
em ~ & 5,00 reforca a atribuicdo ao andémero o, ja que esse mesmo sinal tende

a aparecer em mais ou menos 6 4,00 no isémero (3.

O sucesso da perssilacao pode ser comprovado pelos simpletos que
aparecem entre & 0,00 e 6 0,50 (FIGURA 46), onde podem ser contados 5
simpletos mais intensos, correspondendo cada um a um grupo TMS ligado a um
dos cinco oxigénios ndo equivalentes dos grupos alcool do material de partida.

As metilas de cada grupo TMS sdo quimicamente equivalentes entre si, e caem
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em campo alto em virtude do efeito amplo de blindagem promovido pelo atomo

de silicio.

Curva de Karplus

Angulo diedro vicinal

FIGURA 45 - Posigédo equatorial do hidrogénio anomérico evidenciada pela conformacgao de
Newman, gerada por meio da observagao através da ligagao C2-C1 (linha pontilhada), e a curva
de Karplus.

O espectro de RMN 3C corrobora para a atribuicdo da estrutura do
produto (FIGURA 46). Observam- se cinco sinais de carbonos entre 8 —-0,5e 1,5
em relagcdo a cinco grupos de carbonos equivalentes das metilas dos grupos
TMS inseridos. Além deles, ha seis sinais de carbonos oxigenados em & 72,2, &
72,5,6 74,0, 74,2 e 6 93,9 (esse ultimo refere-se ao anomérico), o que confirma

a atribuicdo estrutural do produto perssilado.
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FIGURA 46 - Espectro de RMN *3C do produto de perssilacdo da D-glucose (5 —5,0 a 100,0).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

As sinteses realizadas neste trabalho, comprovaram que o AA é uma
excelente substancia para inser¢cdes de atomos, sua ligacdo dupla substituida
apresentou ser um sitio nucleofilico de suma importancia para os produtos
formados na sintese de epoxidacdo, e o derivado formado nesta reacao
apresentou uma boa atividade com relacdo a enzima AcHE, e com relacdo as
reacOes de halogenacdes, observou-se uma certa dificuldade, na separacao dos
derivados halogenados formados, acredita-se que é devido as rea¢des com eles
serem do tipo radicalar, o que acaba favorecendo varios derivados que séo
formados por reacfes rapidas aos carbonos alilicos. Os derivados do AA com
Bromo, Cloro e lodo, serdo submetidos a analise por HPLC para verificacdo de
um sistema movel eficaz para separacdo das substancias presentes nestas
reagoes.

A reacdo de persilacdo de acucares obteve grande éxito quando
analisado o espectro de RMN 'H e !3C todavia a purificacdo da substancia
Acantol produto proveniente da reacdo de reducdo do AA, nado teve éxito em

qguantidade suficiente para da continuidade a insergéo de agUcares.
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ANEXO C (Espectro de RMN H - Y Cepsxi)
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ANEXO E (Espectro de RMN NOESY - YCepoxi)
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ANEXO G (Espectro de RMN de 'H e 3C HMBC Y Cepoxi)
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ANEXO H (Espectro de RMN de *H YCBr)
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ANEXO | (Espectro de RMN de 'H RRAA)
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ANEXO J - (Espectro de RMN de H D-Glucose Protegida)
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ANEXO K (Espectro de RMN de *3C D- Glucose Protegida)
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ANEXO L Espectro de Massas de Alta Resolucao YCepsxi (modo negativo)
Generic Display Report

Analysis Info Acquisiion Date  1V28/2022 2:13:15 PM
Analysis Name  D:\DataiUsuarios\202 2\ Externc\Alunos\Yasmin-UFAM-RitaNMS\26-10-22U0_APCI-_EpOxiPuro.d

Method ID_APCI-__50-1600 COM FOCO_TUNEMLEX APCl.m

Oparator BDAL@DE
Sample Marms ID_APCI-_EpOxiPura Instrumeant micrOTOF-0
Comment Diluigda = 40ul (1mg/mL_MaOH) + 860uL MaOH
Adduct Meas. miz  lon Formula miz ar[ppm] mSigma Score
M-H T2 C20H2903 nrzz 0.5 314  100.00
Intens. %, 5.4-6.1min #323-364
wipH
mra1
B.
a4
2
290 300 310 320 330 40 350 360 I miz
Bruker Compass Datafnalysis 4.2 printed: 10/26/2022 2:25:17 PM

by: BOAL@DE Page af 1
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ANEXO M Espectro de Massas de Alta Resolugéo YCepsxi (Mmodo positivo)
Generic Display Report

Analysis Info Acquisition Date  10/26/2022 1:54:02 PM
Analysis Name  D:\Data\lUsuarios\2022\Externc\Alunos'Yasmin-UFAM-RitaNIMS\26-10-220D_APCI+_EpOxiPure.d
Method 1ID_APCI+__50-1800 COM FOCO_TUMEMIX APCI.m Oparator BOAL@DE
Sample Mame ID_APCI+_EpOxiPuro Instrument micrOTOF-0
Comment DiluigSo = 400l {1mgimL_MeaOH) + 980ul MaOH
Adduct Meas. miz  |lon Formula miz err[ppm] mSigma Score e Conf
Mi+H 3192262 C20H3103 318.2268 1.7 176 100.00 even
M-H20+H 3042457 C20H2902 301.2162 1.7 10.5 100.00 even
Inkans. +M5, 9.3-9. 6bmin #556-577
21
012157
2.0
15
1.0
0.5
1182362
293.1719 31663 331ze0s 3383343
i l l i ‘ J J | 3513554
polalely |h||l1i,l.;. iaeh, IuhinlullJ-n.i.llu Al |IJIL..... wod o
290 300 3o 320 330 340 350 miz

Bruker Compass Dalafnalysis 4.2 printed: 10/26/2022 2:27:38 PM by: BOAL@EDE Page 1 aof 1
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ANEXO N - Espectro de Massas de Alta Resolugao YCBr (modo negativo)

Generic Display Report

Analysis Info Acquisition Date  4/26/2023 7:53:39 PM

Analysis Name  D:\Data\Usuarios'\ 2023 Externc\Alunos!Yasmin_UFAMIMS\26-04-202310_APCI-_BromoP17.d

Method ID_APCI-__50-1600 SEM FOCO_TUNEMIX APCLm Operator BDAL@DE

Sample Name ID_APCI-_BromoP17

Instrument micrOTOF-Q
Comment Diluigéo = 50ul { 1mg/mL am MeOH) + 950ul MaOH

Adduct lon Formula Meas miz m/z e [ppm] mSigma Score

M-H C20H28Br02 3701280 3701278 0.4 128 100.00
Intans. IS, 6. 4min #385
75,4280
3811258
000
4000
2000
00,1309 382.1292
3831328

376 378 30 38 384 204 ' mz
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ANEXO O - Espectro de Massas de Alta Resolugéo YCBr (modo positivo)
Generic Display Report

Analysis Info Acquisition Date  4/26/2023 8:10:40 PM
Analysis Name  D:\Data\Usuarios\2023\Externo\Alunos\Yasmin_UFAM\MS\26-04-2023\ID_APCI+_BromoP17__.d
Method ID_APCI+_50-2500 SEM FOCO_TUNEMIX APCL.m Operator BDAL@DE
Sample Name ID_APCI+_BromoP17__ Instrument micrOTOF-Q
Comment Diluigdo = 50ul (1mg/mL em MeOH) + 950uL MeOH
Adduct Meas. m/z lon Formula m/z err [ppm] Score
M+H 379.1253 C20H28BrO2 379.1267 36 100.00
Intens. +MS, 0.5min #20|
2000
3793253
1500
1000
500
379.3900
3785117 378.7893 \ 379.5556 3797377
01 A\ \

3786 378.8 379.0 379.2 3794 1796 3798  mz



