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Resumo

Neste trabalho foram preparados os derivados do orselinatos de etila. Este
resorcinol, por sua vez, foi obtido diretamente da alcoolise do acido lecandrico
extraido do liquen Parmotrema tinctorum (Nyl.)Hale com rendimento de 13% do
extrato liquénico.

As modificagdes no orselinato de etila se deram em suas hidroxilas fendlicas, o
que permitiu produzir compostos benzenossulfonados, mono e dimetoxilados.

Derivados analogos também foram preparados a partir do orcinol, cuja estrutura
€ semelhante a do orselinato de etila sé diferenciando deste pela auséncia do grupo
etil carboxilato. Todos os derivados preparados foram submetidos a avaliacdo das
atividades citotéxica, antibacteriana (antibiética) e fungitoxica. Os resultados obtidos
foram analisados e formaram bons subsidios para avaliagdo da importancia do grupo
etil carboxila nas atividades testadas.

Os testes das atividades biologicas também contribuiram para o estudo do papel
das hidroxilas fendlicas nesses processos.

Também foram feitas tentativas de acoplamento dos derivados
trifluorometanossulfonilico do orcinol com olefinas, por reagao de Heck, visando a

obtencgao de C-nucleosideos.



ABSTRACT

Though alcoholysis of lecanoric acid, extracted from the lichen Parmotrema
tinctorum (NYI) Hale, ethyl orselinate derivatives were obtained. Modification in their
hydroxyl phenolic grups, resulted in benzenessulphonates, mono and dimethoxylated
compounds.

In order to establish comparation of results, analogs derivatives from orcinol were
prepared that have similar structures with ethyl orsellinates differing only by absence
of the carboxylate group.

All prepared compounds were investigates regarding their cytotoxic activitives
against the microcrustacean Artemia sp, bactericid activities either againt
Eschericchia coli, Pseudomonas aeruginosa and Speraerospermuns, antibiotic and
fungitoxic activities. Overall results have shown the important role of the carbonyl
group for the tested activities.

With the purpose of preparation of C-nucleosides with triflates derivatives of
orcinol and glical furanosides, through Heck Reaction, some procedures were tried

without satisfactory results.



INTRODUCAO

1 Introducgao

A acao biologica das substancias exdgenas (substancia externa ingerida) vem
despertando interesse cada vez maior. Foi Emil Fisher quem formulou um modelo
pioneiro, capaz de permitir uma racionalizacdo dos efeitos das substancias,
exdgenas ou nao, no organismo. Este modelo, conhecido como “chave-fechadura”,
contém um conceito fundamental que até hoje vigora. Fisher definiu que as
moléculas dos compostos ativos no organismo seriam chaves, que interagiriam com
macromoléculas do proprio organismo (bioreceptores) que seriam as fechaduras.
Desta interacao chave-fechadura teriamos a resposta farmacoldgica de substancias
endogenas. Embora seja antigo, o modelo de Fisher antecipava o conceito de
complementaridade molecular que existe entre o farmaco e seu receptor. Desta
forma, conhecendo, como se conhece, em quase todos o0s casos, a estrutura do
farmaco (a chave) e sabendo-se quais grupos funcionais estdo presentes poder-se-
ia compor a topografia provavel, aproximada, do bioreceptor (a fechadura). Portanto,
onde na chave temos uma reentrancia, na fechadura teremos uma protuberancia,
complementar e assim por diante’.

Este raciocinio pode explicar a acao dos farmacos, ainda que de forma
abreviada, desde que a quantidade adequada (dose) atinja os bioreceptores.

Os anestésicos gerais sao um exemplo classico de farmacos, que apresentam
um mecanismo de acao que envolve a depressao inespecifica de biomembranas
lipo-protéicas, elevando o limiar de excitabilidade celular ou a interagao inespecifica
com sitios hidrofobicos de proteinas do sistema nervoso central, provocando perda
da consciéncia. Neste caso especifico, em que a complexagdo do farmaco com
macromoléculas da biofase da-se predominantemente através de interagdes de Van
der Walls, a poténcia do farmaco estd diretamente relacionada com a sua
lipossolubilidade. Em alguns casos, a alteragcdo das propriedades fisico-quimicas
decorrentes de modificacdes estruturais de um farmaco pode alterar seu mecanismo
de interagdo com a biofase. Um classico exemplo encontra-se na classe dos

anticonvulsivantes. O pentobarbital é estruturalmente especifico e tem acao sobre o

! BARREIRO, E. J.; FRAGA, C. A. M. Quimica Medicinal: as bases moleculares da agdo dos
farmacos. Porto Alegre: ArtMed Editora Ltda., 2001.
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receptor GABA iondéforo. A simples substituicdo de um atomo de oxigénio por um
atomo de enxofre produz o tiopental, cuja lipossolubilidade é maior e tem agao

anestésica inespecifica (Figura 1).

Pentobarbital Tiopental

Figura 1. Diferenga estrutural do pentobabital e tiopental, que influencia no mecanismo da
agao farmacoldgica’.

Do ponto de vista qualitativo, o grau de afinidade e a especificidade da ligagao
da molécula com o sitio receptor sdo determinados por forgcas intermoleculares:
eletrostaticas, de dispersao, hidrofdbicas, ligagdes de hidrogénio e ligagdes
covalentes. Em uma interacdo farmaco-receptor tipica normalmente ocorre uma
combinacgao dessas forgas, sendo no entanto necessario estuda-las separadamente,
de modo a reconhecer sua natureza e assim propor modelos para interacdes
ligante/sitio receptor. Varios trabalhos na literatura relatam como os compostos
(ligantes) interagem com os sitios ativos de enzimas em especifico. Um exemplo é o
estudo dos inibidores da trombina?, uma enzima que apresenta um papel importante
no processo de coagulagao do sangue.

Neste trabalho os inibidores foram selecionados estatisticamente com auxilio de
programa de computador que contém dados do sitio ativo especifico da trombina e

foram avaliados por prova biolégica e estudos de estrutura-atividade subsequentes.

2 LINUSSON, A.; GOTTFRIES, J.; OLSSON, T.; ORNSKOV, E., OLESTAD, S.; NORDEN, B.; WOLD,
S. J. Journal of Medicinal Chemistry. v. 44, p. 3424-3439, 2001.
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Figura 2. Representacao esquematica do sitio ativo da Trombina®.

A representagcdo da Figura 2 foi montada através dos resultados obtidos dos
testes da enzima trombina com derivados de benzenossulfonatos.

Nos estudos de correlagédo entre estrutura quimica e atividade biologica, alguns
trabalhos objetivam a elaboragdo de uma biblioteca, a partir da qual se obtenham
dados que permitam desenvolver a sintese programada de um determinado
composto que possivelmente ird possuir atividade bioldgica frente a uma enzima,

bactéria ou mesmo virus em estudo’? (Figura 3).

a) Bloco-P b} Bloco-P
e n-,\ /)
7 Q
0 g ?M‘L
R N f2. O 0
[ = f ( ??’r_‘\\e I S
AL
7 \ e Y s /
— . Ay | — | Be
Bloco-D C’ D‘ Bloco-D I'K /’
Blc;cc;-S Bl-oc-:o-S _l

Figura 3. a) As estruturas globais das combinagdes incluidas no MQSAR (multivariate
quantitative structure-activity relationship) dos daozlos histéricos. b) Estruturas planejadas para
sintese”.
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Com o auxilio de um modelo de sitio ativo é possivel planejar e prever inibidores

ou mesmo ativadores de enzimas.

1.1 Correlagbes entre estrutura quimica e atividade biolégica

A relagdo estrutura quimica e a atividade farmacoldgica, incluindo
planejamento de novas substéncias que possuam propriedades farmacolégicas
Uteis, capazes de representar novos farmacos é estudado pela Quimica Medicinal.
Esta tarefa complexa envolve uma multiplicidade de fatores responsaveis pela
resposta terapéutica de um farmaco que precisa apresentar elevada eficacia, reflexo
das propriedades farmacodinamicas, aquelas que regem as interagdes responsaveis
pelo reconhecimento molecular do farmaco pelo biorreceptor e resultam na resposta
terapéutica desejada e farmacocinéticas, aquelas que governam os fatores de
absorgao, distribuicado, metabolismo e eliminagdo do farmaco na biofase, resultando
no perfil de biodisponibilidade, além de possuir reduzida toxidez.

Diversas modificagdes estruturais baseadas em estratégias racionais podem
ser realizadas em um composto protétipo visando potencializar a sua atividade.
Dentre essas estratégias estdo as modificacdes de grupos funcionais®, a
homologacgao e ramificacao de cadeias carbdnicas e o bioisosterismo.

A modificagdo de grupos funcionais em uma molécula € uma estratégia que
visa o aprimoramento de diversos fatores inerentes a atividade, transporte ou
distribuicdo. Dentre esses fatores a solubilidade é de importancia fundamental, pois
uma droga ativa que nao seja suficientemente soluvel em agua ndo poderia ser
administrada, considerando a agua como solvente. Devido a isso, grupos hidrofilicos
podem ser inseridos na estrutura de tal droga e podem ser desativados
metabolicamente apds a sua administracao.

Se uma droga nado é absorvida e transportada para o alvo de agdao em
concentracdo suficiente, a alternativa é torna-la mais hidrofilica ou lipofilica,
dependendo do local onde ocorrera a agdo dessa substéncia. Uma vez ocorrida a
absorgao ou a droga tenha atingido o alvo de agao, o grupo hidrofilico ou lipofilico é

removido enzimaticamente.

® AYER, W. A.; BROWNE, L. M.; LOVELL, S. H. Phytochesmistry. v. 22, 10, p. 2267-2271, 1983.
4
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Além desses fatores a instabilidade também deve ser considerada, visto que
uma droga pode ser rapidamente metabolizada e ser inativada antes que alcance o
sitio ativo. A estrutura pode ser modificada para impedir o seu metabolismo até a
chegada ao alvo de acéo.

As alteracbes podem também ser conduzidas em determinados grupos
funcionais da molécula visando a diminuicdo de sua toxicidade ou fazendo com que
ela se converta na forma ativa somente no alvo de agao.

O Dbioisosterismo em suas primeiras aplicagbes como estratégia de
modificagdo molecular de um protétipo, beneficiou-se enormemente da regra do
hidreto, uma regra empirica, formulada em 1925*, que descrevia similaridades entre
grupos que tinham o mesmo numero de elétrons de valéncia, mas que podiam ter
um numero diferente de atomos. Mais tarde isésteros foram redefinidos como
atomos, ions ou moléculas que possuiam camadas periféricas de elétrons idéntica®.

Essas duas definicdes descrevem os bioisésteros classicos.

BasesPirimidinas Bases Purinas
NH, o)
0 HoN NZ | N\> HN | N\>
H3C ~ K )\
NH N N N
| | /K N“ R HN© N R
N 0 N o) adenina guanina
R R
timina citidina ISOSTEROS
ISOSTEROS CHs F
F CH, N
oo llfew
N
R HsC N
F F
R R CHs F
CH3 N
HsC \> AN
N N
HsC
¥ CHs R 3 R

Figura 4. Estruturas de isdsteros nao polares de quatro bases naturais do DNA®.

* GRIMM, H. G. Z. Elektrochem 31, 474, 1925; GRIMM, H. G.Z. Z. Elektrochem 34, 430, 1928. apud
SILVERMAN, R.B. The Organic Chemistry of Drug Design and Drug Action; Academic Press, INC;
San Diego, 1992, p.19.

°® ERLENMEYER, H. Bull. Soc. Chim. Biol. 30: 792, 1948 apud SILVERMAN, R.B. The Organic
Chemistry of Drug Design and Drug Action; Academic Press, INC; San Diego, 1992, p17.
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Os is6steros nao naturais das bases nitrogenadas do DNA, Figura 4, quando
submetidos a reacdo de acoplamento carbono-carbono com ribofuranosideos
produzem substancias analogas sintéticas, com significante importancia como anti
virais, anti - tumorais e agentes carcinogénicos®.

O emprego do bioisosterismo como estratégia de desenvolvimento de novos
agentes bioativos permite que se antecipe uma comparavel afinidade intrinseca
entre duas substancias bioisostéricas e, consequentemente, um potencial de
atividade bioldgica similar. Entretanto, quando as substituigdes bioisostéricas sao
efetuadas em grupos funcionais envolvidos no farmacoforo de uma determinada
substancia, alteracdes envolvendo os processos de biotransformacado podem ser de
tal ordem, que modifiquem substancialmente a farmacocinética relativa dos
bioisosteros’. Portanto, embora alguns grupos envolvidos possam ser considerados
bioisostéricos, a atividade relativa dos compostos resultantes se modifica
drasticamente. Por esta razao, entre outras, uma substituicao bioisostérica efetuada
com sucesso em uma série nao obrigatoriamente tera o mesmo éxito em uma outra

série terapéutica.

1.2 Compostos liquénicos

Os liquens produzem metabdlitos secundarios, que na sua maioria s&o
originados na rota do acetil-polimalonil. Essa rota conduz a formagéo de compostos
alifaticos, como os acidos graxos de cadeia longa e as substancias aromaticas do
tipo acidos fendlicos’, os depsideos e as depsidonas.

Os depsideos apresentam dois anéis aromaticos unidos por uma ligagcéo
éster, ja as depsidonas apresentam além da ligacao éster, um heterociclo adicional,

resultante de uma ligagéo éter geralmente entre os carbonos 2 e 5’ (Figura 5.)

® CHAUDURI, N. C., REN, R. X,, E. T. Kool, Synleth, p. 341, 1997.
7 HONDA, N. K. Quimica nova. 22(6), p. 110-125, 1999.
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”"CSHM
H H c=o0
= cHy, 9
H ﬂ 0
P ©
| s 0 CHy
CH ;0 2 o
3 OH
H 5’
g = C Hz
n-CgHyy COOH
depsideo acido lecanorico (1) depsidona acido fisodico

Figura 5. Exemplo de um depsideo (acido lecandrico) e uma depsidona (acido fisédico).

Os compostos liquénicos tém sido estudados quanto a sua ocorréncia,
estrutura e potencial farmacoldgico.?

Muitos compostos liquénicos tém apresentado atividade antioxidante,
antibacteriana, analgésica, antiinflamatéria, anticancerigena, dentre outras®®.

Um estudo sobre atividade de depsideos e depsidonas, extraidos de liquens

ou sintetizados mostrou atividade inibidora sobre HIV-integrase'’(Figura 6).

o CH3

HsC

Figura 6. Depsidona que apresenta atividade inibidora sobre HIV-integrase1°.

Outros trabalhos também relatam a identificagdo de grupos farmacoféricos
que poderiam ser o0s responsaveis pela atividade biolégica das substancias
estudadas’’.

O depsideo acido lecandrico (1), tem sido extraido de Parmotrema tinctorum

(Nyl.)Hale em 10% de rendimento ou mais?.

® HYLANDS, P. J.; INGOLSDOTTIR, K. Phytochemistry, 24, p. 127, 1985.

° HIDALGO, M. E., FERNANDEZ, E., QUILHOT, W. LISSI, E., Phytochemistry, 37, 1585, 1994.

' NEAMATI, N., HONG, H., MAZUMDER, A., WANG, S., SUNDER, S., NICKCLAUS, M. C., MILNE,
G.W. A, PROKSA, B.; POMMIER, Y. J. Med. Chem., 40, p. 942, 1997.

1 MAKHIJA, T.M.; KULKARNI, V. M. Bioorganic & Medicinal Chemistry. 10, p. 1483 —1497, 2002

2 AHMANN, G. B.; MATHEY, A., The bryologist, 70, 93, 1967
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A hidrélise do acido lecandrico fornece duas unidades do acido orselinico,
assim como a sua alcodlise fornece uma unidade do orselinato correspondente e
uma unidade do acido orselinico (ESQUEMA 1).

ESQUEMA 1
HsC o H3C o)
OH
o OR
B —
COOH
HO OH HO OH
CHs

(R=H) Acido orselinico (2)
Acido lecanérico (1)
(R=alquil) Orselinato de alquila

O &cido orselinico, assim como seus correspondentes orselinatos também
tém sido estudados quanto seu potencial farmacoldgico, apresentando atividade
fungitoxica e citotoxica ™.

Devido as atividades biolégicas que os depsideos apresentam, assim como
0s grupos presentes no anel benzénico de suas estruturas, os orselinatos de alquila
sdo potenciais unidades aglicais na sintese de nucleosideos.

Uma das linhas de pesquisa em Fitoquimica do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) tem identificado &cidos
liquénicos, na forma de depsideos ou depsidonas, isolados de espécies liquénicas
encontradas na regido sul-matogrossense’®.

Transformacdes nos grupos funcionais dessas substancias tém sido
realizadas, visando incrementar ou diminuir atividades biolégicas (como agao
antitumoral ou eventual toxidade).

Devido a facilidade de obtencdo, por via sintética’™ ou por extracdo de liquens,
0 acido lecandrico tornou-se a substancia de escolha para estudos do presente

trabalho.

* HONDA, N. K., "Liquens do Mato Grosso do Sul - Estudo quimico e avaliagao da atividade
biolégica", Tese"de Doutorado, IQ-UNESP, Araraquara, SP, 1997.
“KC*, S. K.; MULLER, K. Eur. J. Med. Chem. 35, p. 405-411, 2000.
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1.3 C-nucleosideos

A descoberta do antibiotico Formicina''®

e o0 reconhecimento deste como um
C - nucleosideo isbmero de adenosina despertou grande interesse por este grupo de
substancias em meados de 1960. A atengao foi focalizada sobre C-nucleosideos
como um importante agente biolégico para aplicagdes terapéuticas.

C—nucleosideos naturais e seus andlogos sintéticos constituem uma
importante classe de compostos organicos, tendo aplicagdo como antivirais,
antitumorais e agentes carcinogénicos'’. A descoberta de varios ribofuranoses C—
nucleosideos, como pseudoridina, showdomicina, formicina (Figura 7) tem sido

relatada na literatura®.

=
0= N\ 0 /
(0] (0]
HO HO
HO OH HO  OH
showdomicina pseudoridina formicina adenosina

Figura 7. Ribofuranoses C-nucleosideos.

Muitos desses compostos sdo ativos como antibidticos e agentes
antitumorais.

A auséncia de um oxigénio entre o carboidrato e o grupo arila resulta em
grande estabilidade dos C-glicosideos quando comparados com os O-glicosideos
(Figura 8).

" HORI, M.; ITO, E.; TAKITA, T.; KOYAMA, Y.; TAKEUCHI, T.; UMEZAWA, H. J. Antibiot., 17A, p.
96-99, 1964.

6 AIZAWA, S.: HIDAKA, T.: OTAKE. N.; YONEHARA, H.; INOSE, K.: IGARASHI, N.; SUZUKI, S.
Agric. Biol. Chem., 29, 375-376, 1965.

" DAVES, G. D. Jr., Acc. Chem. Res., 23, 261-266, 1990.

'® JARAMILLO, C.; KNAPP, S., Synthesis. p. 1-20, 1994.
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i i
(0]
O-glicosideo N-glicosideo C-glicosideo

Figura 8 Tipos de glicosideos.

Os O-glicosideos sado propensos a hidrélise acida, visto que a ligacao
glicosidica € parte de um acetal. Por outro lado, a sintese de C-glicosideos e em
especial os de C-aril glicosideos, ndo requer a formagdo de acetal, mas sim a
formagao de uma ligagéo carbono - carbono, que do ponto de vista sintético € mais
trabalhosa. Acredita-se que C-aril glicosideos conectam-se ao DNA para formar um
complexo estavel frente a acidos e hidrolises enzimatica, contribuindo bastante para
a sua atividade antibiética™.

Varios nucleosideos sintéticos sdo analogos de N-nucleosideos naturais, por
exemplo, a formicina e APTR (amino-pirazolo-triazina) sdo analogos da adenosina. A
APTR apresentou importante propriedade antitumoral e antileucemica'.

Alguns nucleosideos inibidores da enzima transcriptase reversa (TR) do HIV-1
sdo N-nucleosideos. Esta classe de compostos tem sido usada na terapia anti HIV-1
TR e é responsavel pela alta atividade antiretrovira'®. Apesar do numero de
inibidores HIV-1 TR avaliados pelo uso clinico e a eficacia destes compostos em
regime de combinagado, a exposi¢cao de pacientes a longo prazo as drogas, muitas
vezes resultam no desenvolvimento de resisténcia viral ou toxidade a longo prazo. O
aparecimento de virus resistente as drogas é uma inevitavel consequéncia da
exposicao prolongada de HIV-1 na terapia antiretroviral. Por esta razéo, tém sido
envidados esforgos para identificar novos agentes com atividades contra a
resisténcia viral de HIV-1 e com um perfil de toxidade tolerante a droga'®.

A eficacia de um nucleosideo analogo depende de varios fatores, incluindo a
bioviabilidade oral, avanco celular, o anabolismo intracelular para derivados
trifosfato, a habilidade para competir com nucleosideos naturais por substratos de

TR e ainda uma baixa resisténcia do virus'®.

Y RANDO, R. F.; NGUYEN-BA, N. Drug Discovery Today. 5, p. 465-476, 2000.
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A extraordinaria atividade biolégica de tais C—nucleosideos tem inspirado
quimicos organicos a planejar e tentar a sintese de C-nucleosideos nao naturais
para o estudo da relacdo estrutura — atividade. Assim, grande numero de C-
nucleosideos contendo ou n&o substituintes heteroaromaticos, tais como pirrdis,
furanos e tiofendis, piridinas, quinolinas, imidazois, pirazdis e tiazdis tém sido
sintetizados?®2'. O interesse por tais C—nucleosideos ndo naturais tem sido realgado
pela possibilidade de aplicagdo na sintese de um acido nucléico, no estudo de
interacbes RNA — proteinas, e com investigagdes espectroscopicas para elucidagao
da dinamica do DNA™.

2 POSTEMA, M. H. D. Tetrahedron. 43, 40, 8545-8599, 1992.
#' CABRI, W.; CANDIANI, |.; BEDESCHI, A. J. Org. Chem. 56, p. 5796-5800 1991./ CABRI,
W.; CANDIANI, |.; BEDESCHI. J. Org. Chem. 58, 7421-7426, 1993.
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2 Objetivos

Considerando a significativa atividade biolégica apresentada pelos orselinatos
de alquila o presente trabalho teve por objetivo a realizacdo de transformacodes
quimicas nos grupos funcionais do esqueleto de orselinatos, visando a preparagao
de compostos com atividade biolégica, como citotdxica, antibacteriana (antibidtica) e
fungitoxica. Também objetivamos levantar subsidios para o estudo do papel do
grupo carbonila e hidroxila nas atividades biologica testadas.

Outro objetivo foi pesquisar uma metodologia eficiente para a preparagao de

c-nucleosideos onde a unidade aglical seja um orselinato de alquila.
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3 Resultados e Discussao

3.1 Obtencgao do Depsideo acido lecanérico

O liquen Parmotrema tinctorum (Nyl.)Hale €é uma das espécies

biossintetizadoras dos depsideos acido lecandrico e atranorina’ (Figura 9).

OH OH ﬁ OH
H,C CH
A 3
OH O o o ﬁ CHs
HsC o
(o) CHs
HO OH
HO CHg
/
o
acido lecanérico (1) atranorina

Figura 9. Estruturas do acido lecanérico e atranorina.

O liquen Parmotrema tinctorum (Nyl.)Hale utilizado neste trabalho foi coletado
na regido de Piraputanga no Mato Grosso do Sul e passou por um tratamento de
limpeza prévio visando a retirada do material aderido ao talo liquénico.

Apds a limpeza do talo liquénico, as amostras do liquen foram avaliadas
quanto a composi¢cdo quimica. Para isso, os liquens foram separados por grupos,
respeitando as caracteristicas morfolégicas do material em analise.

Dados relativos apenas a analise morfolégica muitas vezes nao elucidam a
identificagdo de um dado espécime, mas aliados as informagdes obtidas sobre a
provavel composicdo quimica do espécime em estudo, podem conduzir a uma
identificacdo mais segura.

De cada grupo, foram retirados alguns pedagos que foram fragmentados e
colocados em solvente para extracdo a quente. Os extratos foram submetidos a
analise para determinagdo da composigao quimica em uma placa de cromatografica

de camada fina (Figura 10).
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Figura 10. Cromatografia (ccd) do extrato acetonico de grupos de liquens avaliados por
comparagao com os padroes de acido lecanorico (AL) e a atranorina (A), eluida com: Tolueno,
acetato de etila e acido acético nas proporgoes de 6:4:1 v/v/v respectivamente. Revelador:
Metanol, acido sulfurico e p-anisaldeido).

As amostras foram aplicadas com os padrdes do acido lecanérico e da
atranorina, gentilmente cedidos pela Professora Dr® Neli K. Honda do Laboratério de
Pesquisa (LP-2) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul.

Os resultados demonstraram que nem todos os grupos possuiam a mesma
composi¢ao quimica. Sendo assim, foram reunidos apenas os grupos de liquens que
apresentaram em sua composicao ambos, o acido lecandrico e a atranorina.

Dessa forma, tentamos garantir somente liquens da espécie Parmotrema
tinctorum (Nyl.)Hale, de onde extraimos o &acido lecandrico, que por sua vez,

utilizamos para as modificagdes quimicas (Figura 11).

Figura 11. Cromatografia (ccd) do extrato acetonico para avaliagao da composigao quimica
dos grupos de liquens (Eluente: Tolueno, acetato de etila e acido acético nas proporgées de
6:4:1 v/v respectivamente. Revelador: Metanol, acido sulfurico e p-anisaldeido).
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Todas as amostras que apresentaram a mesma composi¢cdo quimica foram
entdo agrupadas para extragdo sequencial com cloroférmio e acetona. Abaixo, o
fluxograma demonstra resumidamente o procedimento para a obtencgao e purificagéo

do acido lecandrico.

Fluxograma — Resumo da extragédo e purificagdo do Acido Lecandrico.

Parmotrema
tinctorum

Extracdo com

Residuo cloroformio Extrato

solido Cloroférmio

Extracdo com

Acetona
Extrato repassado
para outro grupo de
trabalho
Residuo Acido
Lecanérico
impuro
Purificagao

(Procedimento na pagina 39)

Apds a obtengdo do acido lecandrico, este foi submetido as modificagbes
quimicas e posterior avaliagdo da atividade bioldgica.
O procedimento detalhado da extragao e purificagdo do acido lecandrico esta

descrito na pagina 38.
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3.2 Preparagao dos orselinatos de alquila

3.2.1 Orselinato de Etila

O procedimento experimental de preparagdo do orselinato de etila’®?2

consistiu na alcodlise do acido lecandrico com etanol sub refluxo por 48 horas
(ESQUEMA 2). Apos esse periodo o produto foi purificado em coluna flash obtendo-
se um rendimento de 68 % de Orselinato de etila.

O depsideo foi caracterizado através de espectros de RMN de 'H, *C e

Massa.
ESQUEMA 2
HaC o CHy @ CH, O
OH
0 Etanol OCH,CHj3 OH
Refluxo por 48 +
COOH horas
HO OH HO OH HO OH
CH
. . orselinato de etila (3)  acido orselinico (2)
acido lecanérico (1)
68% -

O acido orselinico formado na reagéo nao foi isolado e nem quantificado, pois
o objetivo principal era obtermos o orselinato de etila para modificacbes posteriores
e o procedimento experimental acima citado ja foi testado em outros trabalhos??,
sendo sempre observados significativa decomposicdo do acido orselinico, o que

inviabiliza sua recuperacao do meio reacional.
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3.2.2 Orselinato de Octila

Foi observado que o aumento da lipofilicidade, principalmente devido a
homologacao da cadeia carbdnica em orselinatos de alquilas, causa um incremento
na atividade bioldgica®. Testes anteriores da atividade biologica da série homoéloga
do orselinato de metila ao orselinato de hexila permitiu previsdes das atividades
bioldgicas dos orselinatos de heptila. Dessa forma, sintetizamos o orselinato de
octila ja preparado, para que se pudesse verificar as previsdes referentes a atividade
citotoxica, obtidas por calculos estatisticos de correlagdo estrutura atividade e
também comparar tais resultados com os obtidos nos testes de atividades bioldgicas
com os compostos preparados neste trabalho.

A sintese do orselinato de octila foi semelhante a preparacao do orselinato de
etila, porém houve a substituicdo do alcool etilico pelo alcool octilico. O tempo de
reacdo foi de 24 horas, tempo em que a mistura reacional foi deixada em
aquecimento (ESQUEMA 3).

ESQUEMA 3
0
HaC o CHs CHy ©
OH
o Octanol OCH3(CH3)6CH3 OH
Refluxo por 24
horas
COOH +
HO OH HO OH HO OH
CH
acido lecanorico(1) orselinato de octila (4) acido orselinico (2)

Apods o desaparecimento do material de partida a reacao foi interrompida e o
octanol destilado sob pressao reduzida (P.E. é de 195,3°C a 760mmHg). Contudo,
nao foi possivel retirar todo o octanol da mistura reacional.

O residuo foi entdo, submetido a purificagdo em coluna flash, de onde foi
obtida uma massa igual a 192,5 mg do produto bruto, porém ainda observamos que

este continha contaminagéo por octanol.

2 GOMES, A. T. "Depsideos bioativos de liquens - isolamento e modificagdo estrutural', Dissertacao
de Mestrado. DQI-UFMS. Campo Grande, MS, 2001.
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3.3 Modificagoes estruturais do orselinato de etila e seus derivados.

3.3.1 Metoxilagao

A metoxilacdo do orselinato de etila produziu um unico produto identificado
como 2-hidroxi-4-metdxi-6-metilbenzoato de etila (ESQUEMA 4).

orselinato de etila (3)

ESQUEMA 4
o}
CH
3 CHy, 0
K,CO,/(CH,),S0, X 0 CHs
4 2 .~
HO™ \/ “OH refluxo por 24 h, 4 )
Acetona HgCO/ \/ “OH

4-metoxi-oselinato de etila (5)

71%

A metoxilagdo do orselinato de etila foi feita para substituirmos a hidroxila da

posicao 2, que poderia interferir na reagéo de acoplamento de Heck.

Na hidroxila da posicdo 4 seria adicionado um grupo abandonador que
durante a realizagdo do acoplamento de Heck, daria lugar a um grupo glical,

formando assim um C-nucleosideo.

Contudo, a reacao resultou na metoxilagao da hidroxila da posi¢ao 4 e ndo da
posicao 2. Dessa forma, uma alternativa sintética foi proposta, que consistiu numa
dimetoxilagdo seguida de desmetilagdo seletiva da hidroxila 4, o qual nao foi
produzido. Dessa forma a dimetoxilagdo do orselinato de etila produziu um unico
composto identificado como o 2,4-dimetdxi-orselinato de etila (6). Tentamos,
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inicialmente, uma reagcdo do composto dimetoxilado 6 com dimetil sulfato, segundo
método descrito na literatura®® (ESQUEMA 5).

ESQUEMA 5
(0]
CHs CHs
/\ /\
© O coicHy,so, 0o CHy
Refluxo por 30 h , >
HO OH Acetona H3CO OCHj4
orselinato de etila(3) 2,4-dimetoxi-orselinato de etila (6)
42%

E importante ressaltar que os produtos monometoxilado e o dimetoxilado do
orselinato de etila foram obtidos com o mesmo reagente (dimetil sulfato), mas com
diferengas no procedimento experimental.

O derivado 2-hidréxi-4-metoxi-6-metilbenzoato de etila (5) foi obtido através
da metoxilacdo direta do orselinato de etila com dimetil sulfato, sob refluxo na
proporcdo de 3 equivalentes de dimetil sulfato para 1 equivalente de orselinato de
etila®. A reacso foi conduzida por 24 horas sob refluxo em acetona, sendo o produto
purificado por coluna cromatografica, com um rendimento de 71%. A identificagédo
deste composto realizou-se por andlise de espectros de RMN de 'H, '*C e espectro
de Massa (M-8).

Ja na preparacdo do 2,4-dimetdxi-6-metilbenzoato de etila, o procedimento
experimental foi semelhante, mas com maior quantidade de reagente dimetil sulfato
(5,3 equivalente), do que na preparagao do derivado monometodxilado. Outro aspecto
importante € que tempo de reacgao, que também foi maior (30 horas), pois a
introducdo de uma grupo protetor na posicdo 2 do orselinato de etila requer
condi¢cbes mais drasticas, devido a uma possivel ponte de hidrogénio intramolecular

que estaria protegendo a hidroxila desta posicao (ESQUEMA 6).

= BARBIER, M.; DEVYS, M. Synthetic communications, 22(19), 2757-2762, 1992.
2 ELIX, J. A JIJANG, H.: WARDLAW, J. H. J. Chem., 43, 1745 — 1758, 1990.
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ESQUEMA 6
o.
HyCH,COCZ> H
HsC 5
OH
Orselinato de etila (3)

Isto também poderia explicar por que na monometoxilacado, o produto obtido é
sempre o 2-hidréxi-4-metoxi-6-metilbenzoato de etila e ndo o 2-metdxi-orselinato de
etila ou uma mistura com o produto dimetoxilado.

Portanto, para que fosse possivel a formagdo do derivado dimetoxilado do
orselinato de etila foram adicionados 5 equivalentes da base (K.CO3). A reacéo foi
conduzida até que a analise cromatografica por ccd, eluida com hexano/acetato de
etila 7:3 (v/v), indicasse o consumo total do material de partida. O tempo de reagao
foi de aproximadamente 30 horas de refluxo em acetona e produziu um unico
produto com rendimento de 42% do derivado 2,4-dimetéxi-6-metilbenzoato de etila
(6), sendo este identificado por expectros de RMN de 'H, *C e Massa (M-8).

O composto 2-hidroxi-4-metoxi-6-metilbenzoato de etila apresentou Rf menor
do que o orselinato de etila, isso pode ser explicado pelo fato da carboxila estar
impedida formando a ponte de hidrogénio existente com a hidroxila da posi¢ao 2,
que além de dificultar reacbes com esta hidroxila, também compromete a interagao

da carboxila e da prépria hidroxila com suporte de silica da placa cromatrografica.
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3.3.2 Benzenossulfonagao.

A benzenossulfonagao do orselinato de etila foi feita, inicialmente, para que o
benzenossulfonato resultante servisse como substrato na reacao de acoplamento de
Heck.

Alguns autores relatam métodos de acoplamento de unidades aglicais com
grupos de saida na forma de benzenossulfonatos. Como tais substancias podem ser
preparadas diretamente de hidroxilas fendlicas, foram entdo escolhidas para servir
de substrato nas reagbes com as unidades glicais.

Outro fato importante, relatado anteriormente, é que benzenossulfonatos
derivados do orcinol apresentam significativa atividade farmacoldgica®.

A reacao do orselinato de etila com cloreto de bezenossulfonila resultou na
formacado de um unico produto com Rf menor do que a do orselinato de etila e foi
identificado como 2,4-dibenzenossulfonil-6-metilbenzoato de etila, cujo rendimento
foi de 64%. A identificacdo deste composto foi realizado através das anadlises de
espectros de RMN "H e "*C (ESQUEMA 7).

ESQUEMA 7

CHs CH3

Cloreto de
o/\CH3 benzenossulfonila o/\CH3

CH,Cl,/Piridina
HO OH

itaca o
1 h. de agitag&o §S< >S§O
o} o~
orselinato de etila(3) 2,4-dibenzenossulfonil-6-metilbenzoato
de etila(7)

A introdugado de benzenossulfonila como substituintes nas hidroxilas fendlicas
de (3) fez com que a carboxila do grupo éster ficasse livre da ponte de hidrogénio
entre a hidroxila da posi¢ao 2 e a carboxila do éster 2,4-dimetoxi-6-metilbenzoato de
etila aumentando a interagdo da molécula com grupos polares da silica na placa

cromatografica, indicando um Rf menor do que o do material de partida.
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Comparada com as outras reagdes de protecao das hidroxilas fendlicas, esta

apresentou um dos menores tempos de reagao que foi de 1 (uma) hora.

3.4 Preparacgao de o-derivados orcindlicos

Uma outra substancia também estudada em nosso trabalho foi o orcinol.
Esperavamos uma boa comparagéo das atividades bioldgicas apresentada por essa
substancia a despeito da auséncia do grupo carboxila no orcinol e seus derivados,
devido a semelhanga da estrutura deste com o orselinato de etila (3). Portanto as
respostas conseguidas com a série dos orcinois poderia dar bons indicios da
influéncia do grupo carboxila na atividade biolégica.

3.4.1 Metoxilacdo

O objetivo principal da metoxilagdo era conseguirmos um procedimento
experimental que produzisse como produto majoritario o 3-metoxi-5-hidroxi-tolueno
(9), ao qual seria adicionado um grupo benzenossulfonato para a posterior tentativa

de acoplamento com um glical (acoplamento de Heck).

Quando o orcinol (8) foi tratado com dimetil sulfato, observamos a formagao
de dois produtos o 3-metdxi-5-hidréxi-tolueno (9) e 3,5-dimetdxi-tolueno (10),
ESQUEMA 8 .

ESQUEMA 8
CHs CHs CHs
(CH;),SQ/K,CO, +
Refluxo em =
HO oH acetona  H,CO OH H3;CO OCHj
Orcinol (8) 3-metoéxi-5-hidroxi-tolueno (9) 3,5-dimetoéxi-tolueno (10)
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A analise dos resultados obtidos na reacdo de metoxilagdo do orcinol mostrou
que a proporcionalidade 9/10 depende da quantidade de dimetil sulfato utilizado e do
tempo da reagao (Tabela 1).

Varias tentativas da reacao de metoxilagdo do orcinol foram feitas (Tabela 1)
objetivando melhorar o rendimento para posterior adigao de um grupo substituinte no

substrato aglical.

Tabela 1. Metoxilagdo do orcinol e as variaveis da reagao

Rendimento (%)

) 8 Me,SO, Tempo
Experimento K>CO;(g)
(mmol) (mmol) (horas) 9 10 8
A 8,46 6,43 8,46 24 17 33 7,0
B 8,10 6,40 8,46 12 22 22,7 30,
C 16,1 12,2 33,8 18 8,0 60 3,0
D 8,48 6,43 254 14 - 76 -

Em todas as tentativas o produto maijoritario foi o 3,5-dimetdxi-tolueno (10),
porém a maior quantidade do 3-metoxi-5-hidréxi-tolueno(9) foi conseguida com as
condi¢cdes do experimento B (Tabela 1), onde temos um rendimento de 21,5% do
orcinol monometoxila.

Quando utilizamos grande excesso de dimetil sulfato (experimento D, 3
equivalente) na reagdo de metoxilagdo produzimos apenas um produto, o qual foi
identificado como sendo o 3,5-dimetdxi-tolueno (10) em um rendimento de 76%.

Estes resultados podem ser discutidos estatisticamente, pois a medida que a
quantidade de moléculas monometoxiladas aumenta no meio reacional, aumenta
também a probabilidade destas moléculas reagirem novamente pelo reagente dimetil
sulfato havendo a produgao do composto dimetoxilado em maior quantidade.

Como a reagao de metoxilagdo do orcinol apresentou o produto ndo desejado
dimetilado, optamos por metilagdo total do orcinol com posterior desmetilagao

seletiva.
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3.4.2 Tentativa da monodesmetoxilacio seletiva do 3,5-dimetoxi-tolueno

Foi tentada a monodesmetoxilacdo seletiva de uma das metoxilas do 3,5-
dimetoxi-tolueno (10), para entdo, prosseguirmos com a adigdo de um grupo
substituinte (benzenossulfonila ou triflato) na hidroxila livre. Os produtos da reagao
de desmetoxilagdo foram o 3-metdxi-5-tiofenil-tolueno (11), 3-metdxi-5-hidroxi-
tolueno (9) além do orcinol totalmente desmetoxilado. Os compostos foram isolados
por coluna cromatografica eluida com Hexano/Acetato de Etila 7/3 v/v e analisados
por RMN *C, 'H e Massa. Sendo que o composto 3-metdxi-5-hidroxi-tolueno (9) foi
obtido em pequena quantidade (4%).

ESQUEMA 9

CHg CHgs CHg

CHj
Tiofenol/Dimetil formamida/HNa
+
Refluxo por 48 h./ N, +
H3CO OCH g H3CO OH HsC—O 0-8 OH

3,5-dimetoéxi-tolueno (10)  3-metoéxi-5-hidroxi-  3-metoxi-5-tiofenil-tolueno (11) Orcinol (8)
tolueno (9) 34% 34%
4%

3.4.3 Insercao de grupos substituintes (Benzenossulfonil e triflato) nos derivados do

orcinol

A introducao de grupos substituintes, como por exemplo, benzenossulfonila e
triflato, foram tentadas no derivado do orcinol, 3-metoxi-5-hidroxi-tolueno (9).

O 3-benzenossulfonil-5-metodxil-tolueno (12) foi obtido como descrito na parte
experimental pela reagdo de 9 com um rendimento de 61%. Porém, como o Rf do
produto coincidiu com o do material de partida na CCD, foi necessaria uma analise

por CG Massa e elucidacdo dos espectros de RMN H' e C™ do produto reacional.
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ESQUEMA 10
CH
CH,4 3
Cloreto de benzenossulfonila
H,CCl,/Piridina em
H;CO OH 48 h. de agitagéo H3CO O\ _o
57
O/
3-metoxi-5-hidroxi-tolueno 3-meto6xi-5-benzenossilfonil-

(9) orcinol (61%) (12)

Outro produto também foi obtido através da reagdo de 9 com o anidrido
triflico, formando assim o 3-metoxi-5-trifluorometanossulfonil-orcinol (13) com
rendimento de 46%. A sua identificacdo realizou-se por analises de espectros de

RMN "3C e 'H e infravermelho.

ESQUEMA 11

CH, CH,

(CF;S0,),0Ofpiridina
_—

0°C / fluxo de N,
H3CO H HaCO 0S0,CF,4

3-metodxi-5-hidréxi-tolueno 3-metoxi-5-trifluorometanossulfonil-orcinol
(9) 46% (13)

3.5 Modificacdes estruturais do p-cresol?®®

Resolvemos utilizar o p-cresol, por apresentar uma estrutura quimica mais
simples do que o orselinato de etila e orcinol e ao mesmo tempo possuir 0s grupos
funcionais pertencentes aos dois compostos de interesse. Dessa forma 4-
trifluorometanossulfonil-tolueno (14) seria um bom modelo para os testes iniciais do

acoplamento com a unidade glical (ESQUEMA 12).

% ECHAVARREN, A.; STILLE, J. K. J. Am. Chem. Soc. 109, p. 5478-5486, 1987.
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ESQUEMA 12
CH
CH, :
O(SO,CF,),
Piridina
0.0
HO —>s~
07"\
CF;
p-cresol 4-trifluormetanossulfonil-tolueno (14)
52%

O aril triflato a partir de p-cresol é usualmente produzido através do
tratamento do correspondente fenol (p-cresol) com anidrido triflico na presencga de
um base como a piridina®. O produto foi obtido com um rendimento de 52%.

O rendimento foi praticamente o mesmo da literatura, até porque o material de
partida (p-cresol) e o procedimento seguido foram os mesmo?, com o intuito de
testarmos as condicdes reacionais e aplicarmos nos compostos de estruturas

semelhantes.

3.6 Tentativa de Acoplamento de Heck

O estudo da reagdo de Heck nos ultimos anos vem contribuindo cada vez
mais para o aprimoramento das condi¢cdes reacionais do acoplamento carbono-
carbono. Na literatura foram registradas varias dessas condigbes, nas quais
alterava-se o tipo de ligante®, de base?’, de solvente, de substrato, de catalisador e

a temperatura.

Como sao muitas as variaveis experimentais no acoplamento de Heck como,
por exemplo, a base, o sal de paladio, o substrato e o ligante. Resolvemos entéao,

testar as condigdes reacionais com um aril haleto simples, como o iodo benzeno.

% STANG, P. J.; HANACK, M.; SUBRAMANIAN, L. R. Synthesis. p. 85-126, 1982.
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Para este teste, seguimos o método definido por Jeffery27, porém com algumas
modificagbes em determinados pontos da reacdo, como por exemplo, o tipo de

olefina, temperatura e tempo de reacao.

Foram feitas duas tentativas, das quais n&o obtivemos resultados
satisfatérios, devido a precipitagdo de paladio no meio reacional, o que prejudica a
acao do metal paladio em catalizar o acoplamento carbono-carbono na reacao de
Heck. Nas duas reagdes foram usados o iodo benzeno como grupo aril substituido,

porém a olefina foi diferenciada para os dois processos (ESQUEMA ).

ESQUEMA 13
O
ON\CHQJ
crotonaldeido 3,4-dihidro-2-H-pirano

Dando continuidade aos nossos estudos, tentamos, entdo, estabelecer
condi¢bes da reagdo de acoplamento, utilizando como unidade aglical ndo um iodeto

mais um triflato. O derivado do p-cresol foi escolhido para o teste (ESQUEMA ).

ESQUEMA 14

CH, 0

o HsC / \o

. @/\OCatallsador/ngante'
Base

OTf o

H,C AN o

Em todos os métodos foram utilizados 4-trifluorometanossulfonil-tolueno,
como substrato, e furfurol aldeido como olefina glical. No método 1 utilizamos
brometo de tetrabutilaménio (BusNBr) como ligante, o qual foi substituido por 1,3-
bis(difenilfosfino)propano (DPPP) no método 2. Os dois métodos apresentaram as

mesmas caracteristicas, tais como, precipitacdo do paladio e coloracdo escura do

2" JEFFERY, T.; DAVID, M. Tetrahedron Letters. 35, p. 5751-5754. 1998
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meio reacional. Além do que, em nenhuma das reag¢des obtivemos o produto de
acoplamento esperado.

Ja o método 3 apresentou a formacédo de alguns produtos, porém sem a
possibilidade de podermos isola-los devido a uma mistura complexa de compostos
(varias manchas na placa ccd). No método 3 foram utilizados N,N diisopropilamina
como base e Pdy(dba);.dba como catalisador. Por causa da pequena quantidade em
massa obtido, e da complexidade da mistura, ndo foi possivel o isolamento e

identificacdo dos mesmos (Tabela 2).

Tabela 2. Catalisadores, ligantes e bases utilizados no acoplamento de Heck.

] ) Temperatura Tempo
Método Catalisador Ligante Base Solvente
(°C) (horas)
1 Pd(OAc), BusNBr KOAc DMF 60-70 24
2 Pd(OAc), DPPP KOAc DMF 60-70 24
N,N
3 Pd,(dba);.dba - . o DMF 65 6
diisopropilamina

As condigdes reacionais requeridas para o acoplamento.

Para podermos explicar os problemas enfrentados no acoplamento carbono-
carbono proposto neste trabalho, devemos inicialmente entender o processo do ciclo
catalitico do paladio na reagdo de Heck (ESQUEMA 15).

ESQUEMA 15
P dII
Base-HX

L. L ArX

Base \_) \P({)

d a
()
i
H X \Pgn
N
Ar A X
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Podemos observar no ciclo catalitico, apresentado acima, que para iniciar o
processo de acoplamento € necessario 0 metal paladio no estado de oxidacéo zero.
Esta espécie é produzida “in situ” com o auxilio de um grupo ligante bidentado, que
transfere seus elétrons para o Pd®*.

Na etapa a do ciclo o Pd° faz insercéo oxidativa na ligagdo Ar-x, passando a
Pd%*. A adigdo oxidativa forma um complexo quadrado planar, que por sua vez,
favorece a aproximacao do sistema m da olefina com o do metal favorecida pela
diminuicdo do impedimento estérico por cima e por de baixo do plano de
coordenacao (ESQUEMA 16).

ESQUEMA 16

]+
o

L///// ArOTf L’///// o OTF Ly, TfO

/ Aril triflato / A Olefina \Ar

Complexo arilpaladio

Na proxima etapa uma molécula de alceno é coordenado (etapa b). Tanto o
alceno quanto o grupo aril adotam a orientagao cis, influenciados principalmente
pela presenca do ligante bidentado. O alceno inserido na ligagéo c-arilpaladio forma
um complexo arilpaladio com um estado transi¢ao de quatro-centros (ESQUEMA ).

Depois da cis-adicdo do alceno, a reacdo prossegue com a cis-eliminacéo
de uma espécie hidro-paladio redutiva, que em presenca de uma base, regenera o
paladio(0), que podera novamente participar de uma nova reagao de acoplamento.

O bom desempenho, em termos de velocidade de reagdo e rendimento,
descrito na literatura?' observado para a arilagdo de olefinas heterossubstituidas
catalizada por paladio, pode estar relacionado com a alta estabilidade do
correspondente complexo de paladio(0) e a uma maior eficiéncia do ciclo catalitico,
que facilita a etapa de adigcao oxidativa, por causa do aumento da densidade de
carga no complexo do metal de paladio(0).

Outro aspecto importante é utilizacao de aril triflato no acoplamento de Heck,
considerado como bom grupo de saida, o que também favorece a formagédo de

produtos acoplados e a regeneracio do paladio no ciclo catalitico.
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Contudo, as reagbes de acoplamento relatadas neste trabalho,
apresentaram a precipitacdo do metal de paladio no meio reacional, o que impediu o

desempenho do ciclo catalitico demonstrado no ESQUEMA 16.

3.7 Atividade citotoxica

Muitos compostos naturais ou modificados novos séo caracterizados e nao
sdo submetidos a avaliagdo de testes de atividade biolégica. Suas propriedades
bioldgicas podem permanecer durante muitos anos desconhecidas. Isso se deve, em
parte, a dificuldades de realizagdo de ensaios biolégicos em laboratérios de Quimica
de Produtos Naturais. A pesquisa por atividades farmacoldgicas especificas, por
exemplo, a atividade antineoplasica, emprega bioensaios de alto custo e a pesquisa
por atividades especificas, em geral, sobrepdem outras atividades interessantes que
n&o s&o detectadas.

O teste de atividade citotdxica sobre Artemia sp, um micro-crustaceo de agua
salgada, € uma excelente opg¢do para uma varredura prévia de compostos que
podem ser potencialmente ativos e usados para testes mais refinados de atividade
bioldgica especifica. Isso se deve ao baixo custo da técnica, ao pequeno tempo de
execucao e utilizacao de pequenas quantidades de material.

Na tabela mostrada abaixo estdo resumidos os resultados dos testes
realizados com a Artemia sp, utilizado como uma indicagao preliminar de potencial
atividade biolégica.

Os dados obtidos a partir dos ensaios bioldgicos foram langados no programa
PROBITOS?® para obtengao de suas respectivas concentracdes letais.

CHs

Ry
R3

Tabela 3. Derivados de orselinato de etila, do orcinol e outros fenodis testados com artemia
salina (TAS).

2 FINNEY, D.J. Probit Analysis 3°. Cambridge University Press, Cambridge, 1971.
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Substancia R R, R; R, LCso (uM) LogP ™
orcinol(8) H OH H OH 650+126,9 1,2240,21
3-metdxi-5-hidréxi-tolueno(9) H OCH3; H OH 931,3+£10,8 1,98+0,22
3,5-dimetdxi-tolueno(10) H OCHj, H OCHj; | 2039,62+32,2 | 2,39+0,23
3-benzenossulfonil-5-metoxil-
H 0SS0, H CH, 223,4+22 .1 3,43+0,32
tolueno(12)
3-tiofenol-5-metodxil-tolueno(11) H 0S H OCH3; >270 5,20+0,44
Orselinato de etila(3) COOEt | OH H OH 495 + 36*** | 2,91+0,33***
4-metdxi-orselinato de etila(5) H H H CH;, 93+45  |3,42+0,34
2,4-dimetoxi-6-metilbenzoato de
) COOEt | OCH;,3 H OCH; | 456,7+96,9 2,87+0,33
etila(6).
2,4-dibenzenossulfonil-6-
. . COOEt | ¢SO, H S0, >625,37 4,94+0,44
metilbenzoato de etila(7)
4-trifluormetanossulfonato(14) H H OSO0,CF; H 1435,05+45 3,41+0,75

*Valores obtidos com 95% de confianca usando o programa PROBITOS®.
**Valores obtidos com 95% de confianga usando o programa ACD LogP.

***\/alores obtidos da literatura®.

Foram testados alguns derivados do orcinol e do orselinato de etila, dentre
eles, o 3-metoxi-5-orcinol(9), 3,5-dimetoxi-tolueno(10) e o 3-benzenossulfonil-5-
metoéxil-tolueno  (12). Com relagdo ao composto 2,4-dibenzenossulfonil-6-
metilbenzenoato de etila (7) ndo podemos ser conclusivo, pois durante os testes nao
conseguimos solubilizar totalmente este composto em meio aquoso nas
concentragdes acima de 625,37uM.

Outros compostos também apresentaram baixa solubilidade em meio aquoso,
porém este problema foi amenizado quando usamos 1% de dimetil sulféxido (DMSO)
na solucao teste. Com a utilizagdo de DMSO foi necessario fazermos um branco
com 1% de DMSO.

E importante destacar que o 3-benzenossulfonil-5-metéxil-tolueno  (12)
apresentou a maior atividade citotoxica em relacdo aos demais derivados do orcinol.
Ja a substancia que apresentou a menor atividade foi o 3,5-dimetoxi-tolueno (10).

Outro fato importante é a relacado da atividade citotdxica com a hidroxila livre nos
derivados do orcinol, ou seja, a medida que ha um impedimento das hidroxilas do

orcinol é observada a diminuicdo na atividade biolégica. Os resultados mostram
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também a grande influéncia do grupo benzenossulfonila quando substituimos uma
das hidroxilas do orcinol por este substituinte.

De acordo com estudos anteriores??, os derivados do orselinato de etila também
tém sua atividade citotdxica relacionada a uma das hidroxilas livre. Porém, ao
substituir as duas hidroxilas livres do orselinato de etila pelo grupo benzenossulfonila
observamos uma queda na atividade contra arfemia sp, quando comparado com o
proprio orselinato de etila e com 4-metoxi-6-metilbenzoato de etila (5).

Podemos notar na Tabela 3 a importédncia do grupo carboxila inserido no
esqueleto base do orcinol. A sua presenca aumenta a atividade citotdxica, fazendo
com que o valor da LCso va de 650 uM a 495 uM. Aumenta também o valor do log P,

modificando assim o comportamento quimico e bioquimico do composto.

/\CH3

HO OH

Figura 12. Grupo éster presente na estrutura do orcinol.

Se compararmos os derivados do orcinol e do orselinato de etila, levando em
conta a estrutura base do orcinol, fica evidente a participagdo do grupo carboxila no
sitio da atividade citotoxica.

A diferenca dos valores da LCs, tornam-se maiores, quando analisamos os
derivados fendlicos que apresentam uma das hidroxilas metoxilada, como € o caso
do 3-metdxi-5-hidroxi-tolueno que apresenta um LCsy de 931,3 uM e do 2-hidréxi-4-
metoxi-6-metilbenzoato de etila com um LCsy de 93 uM. Novamente temos a forte
influéncia da carboxila no aumento da atividade citotdxica. Contudo, a hidroxila
entdo metoxilada causa efeitos diferentes nas moléculas de 3-metdxi-5-hidroxi-
tolueno e de 2-hidroxi-4-metoxi-6-metilbenzoato de etila.

Ao compararmos o orselinato de etila com seu derivado monometoxilado
notamos que este ultimo apresentou um aumento na atividade biolégica contra

Artemia salina. Porém, o derivado monometoxilado do orcinol teve sua atividade
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citotéxica diminuida pelo bloqueio de uma das hidroxilas em relacido ao préprio
orcinol.

O sucesso no desenvolvimento de novos farmacos requer ndo apenas estudos
de otimizagdo das interacdes ligante receptor, como também é preciso que o
farmaco atinja seu alvo®’. Assim por ndo apresentarem a biodisponibilidade
adequada, muitos compostos candidatos a farmacos que sao bastante ativos in vitro,
apresentam-se inativos in vivo. Assim, recomenda-se considerar os parametros
ADME (Absorgédo, Distribuicdo, Metabolismo e Excre¢do) ja no inicio do
planejamento. Sabe-se que a distribuicdo de um composto tem relagdo direta com
sua lipossolubilidade, podendo esta ser expressa por seu coeficiente de partigao,
logP.

Para cada composto, os valores de logP foram calculados pelo programa ACD-
logP. Podemos dizer que o logP pode também ser um parametro de analise da
atividade citotéxica, pois como é observado na Tabela 1 os derivados do orcinol
apresentam maior atividade biolégica quanto menor é o logP. Porém a forte
influéncia do grupo benzenossulfonila em um dos derivados do orcinol elevou o logP
e a atividade citotoxica. As hidroxilas fendlicas influenciam na atividade por serem

possiveis grupos farmacoféricos assim como o substituinte benzenossulfonila.
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Tabela 4. Relagdo da LC5, (ppm) com a LCs, (LM) dos compostos testados com Artemia sp

(TAS).

Substancia LCs, (ppm) LCso (uM) LogP
orcinol(8) 80,7+15,8 650+126,9 1,22+0,21
3-metoxi-5-hidroxi-tolueno(9) 128,67+10,8 931,378 1,98+0,22
3,5-dimetoxi-tolueno(10) 310,5+4,9 2039,62+32,2 | 2,39+0,23
3-benzenossulfonil-5-metoxil-tolueno(12) 62,216,1 223,4+22 1 3,4310,32
2-hidroxi-4-metoxi-6-metilbenzoato de etila(5) 19,549.5 93+45 | 342+0,34
2,4-dibenzenossulfonil-6-metilbenzenoato de etila(7) 298 >625,37 4,94+0,44
3-tiofenil-5-metodxi-tolueno(11) 66,4 >270 5,20+0,44
2,4-dimetoxi-6-metilbenzoato de etila(6) 102,4+21,8 456,7+96,9 3,40+0,33
4-trifluorometanossulfonil-tolueno(14) 344,7+108,2 1435,05+450 3,41+0,75
Orselinato de etila(3) 97,147 1 495 + 36 2,91+0,33

*Valores obtidos com 95% de confianca usando o programa PROBITOS?".

**Valores obtidos com 95% de confianca usando o programa ACD LogP.

*** \/alores obtidos da literatura®.

3.8 Atividades antibacteriana

As substancias foram qualitativamente

testadas com as bactérias

Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

Tabela 5. Atividade antibacteriana de alguns derivados fenélicos

Bactéria Escherichia coli Stap a’m’ :;gcus Pzz‘;g;’.’::g:s
Substancia ATCC 25922 | ATcC 25923 | ATCC 27853
orselinato de etila 10 mm 12 mm 11 mm
2-h|d_rOX|-4-metOX|-6-met|Ibenzoato 11 mm 12 mm 11 mm
de etila
2,4-d|metOX|-6-metlIbenzoato de X X X
etila
3-metodxi-5-hidroxi-tolueno 09 mm 11 mm 10 mm
orcinol 09 mm X 08 mm
3,5-dimetoxi-tolueno 11 mm X 10 mm
3-benzenossulfonil-5-metdxil- X X 09 mm
tolueno
4-trifluorometanossulfonil-tolueno 09 mm X X
p-cresol 11 mm 11 mm 11 mm
Amicacina 25 mm 27 mm 22 mm
Imipenem 32 mm 4 5mm 14 mm

Diametro do halo de inibicao do crescimento bacteriano, em milimetros.
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Os experimentos foram realizados no laboratério de Microbiologia do Hospital
Universitario / UFMS conforme descrito na pagina 59.

Outro teste bacteriano também foi realizado, porém para a determinagao da
contracao inibitério minima (CIM). Estes testes foram conduzidos pelo Laboratorio de
Antibiético do Departamento de Microbiologia da UFSC?.

Para este ensaio foram testadas 4 bactérias: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Xanthomonas campestris vesicatoria e Ralstonia solanacearum.

Os resultados demonstraram atividade antimicrobiana em concentragdes igual ou
acima de 1000 ug/mL para os compostos: orcinol, 3-metdxi-5-hidréxi-tolueno e 3,5-dimetdixi-
tolueno.

As substancias testadas nao apresentaram resultado positivo frente as
bactérias testadas em concentragéo abaixo de 1000ug/mL, porém podemos notar,
que neste caso, a presenga de hidroxila livre ou mesmo impedida, ndo exerce

influéncia sobre a atividade frente estas bactérias.

3.9 Atividades fungitoxica

Os ensaios biolégicos foram realizados com o fungo Cladosporium
sphaerospermum Penzig e foram testadas as substancias 3-metoxi-5-hidroxi-
tolueno, 3,5-dimetoxi-tolueno, 2-hidroxi-4-metdxi-6-metilbenzoato de etila, 2,4-
dibenzenossulfonil-6-metilbenzenoato de etila, 2,4-dimetoxi-6-metilbenzoato de etila,
3-tiofenil-5-metoxi-tolueno, 3-benzenossulfonil-5-metdxil-tolueno.

A avaliagcdo da atividade fungitéxica foi feita observando-se ou ndo o
aparecimento de zonas de inibigdo do desenvolvimento do fungo.

O procedimento deste teste estd descrita na pagina 58 em procedimentos

esperimentais.

? SMANIA, A. JR. et al. Antibacterial activity of a substance produced by the fungus Pycnoporus
sanguineu. J. Ethnopharm. 45, 177-181, 1995.
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Tabela 6. Resultado da atividade fungitoxica

Substancias Atividade LogP
3-metoxi-5-hidroxi-tolueno - 1.98+0.22
3,5-dimetoxi-tolueno - 2.39+0.23
3-trifluorometanossulfonil-5-metoxi-tolueno - 4.97+0.68
3-benzenossulfonil-5-metoxi-tolueno 10 ug 3.43+0.32
3-tiofenil-3-metoxi-tolueno 50 ug 5.20+0.49
Orselinato de etila 50 ug 2.91+£0.33
2-hidroxi-4-metoxi-6-metilbenzoato de etila - 3.42+0.34
2,4-dimetdxi-6-metilbenzoato de etila 10 ug 2.87+0.33

Os compostos 2,4-dimetodxi-6-metilbenzoato de etila e 3-benzenossulfonil-5-
metoéxil-tolueno apresentaram inibicdo na concentragdo de 10 ug. Os demais
compostos foram ativos na concentragdo de 50 ug, com excegao do 3-metoxi-5-
hidréxi-tolueno, 3,5-dimetéxi-tolueno, 3-trifluorometanossulfonil-5-metoxil-tolueno e
2-hidréxi-4-metéxi-6-metilbenzoato de etila, os quais nado apresentaram atividade
fungitdxica.

A atividade citotdxica apresenta comportamentos diferentes dependendo do
grupo funcional presente na estrutura da molécula em analise.

Devido a grande variagdo de comportamento ndo podemos afirmar a
influéncia de um determinado grupo funcional em especifico. Para tanto, é
necessario uma analise mais detalha a respeito da estrutura e os fatores que

poderiam estar influenciando no sitio da atividade em questéo.
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4 Material e Equipamentos Utilizados

Para o processo de isolamento e purificagdo do depsideo acido lecanérico
foram utilizados cloroférmio e acetona grau PA (Carlo Erba ou Chemco) purificados
por destilagdo no laboratério LP2 do departamento de Quimica da UFMS. Para
isolamento e purificagdo dos derivados dos compostos fendlicos e dos derivados do
orselinato de etila foram utilizados hexano e acetado de etila grau P.A (Chemco ou
Merck) com purificagao prévia em destilacéo.

Na preparacao de derivados dos compostos fendlicos e do orselinato de etila
foram utilizados reagentes P.A (Producta, Aldrich e Merck) com purificacoes
prévia®®3".

Nas separagdes cromatograficas foram utilizados:
e Gel de silica 230-400 mesh (Merck) para cromatografia em coluna.
e Placas cromatograficas de aluminio cobertas com gel de silica 60 Fs4

(Merck).

A revelagao dos cromatogramas em placa foi feita empregando-se solugao de
metanol e acido sulfurico 90:10 seguida de aquecimento, ou p-anisaldeido seguida
de aquecimento, ou sulfato cério. Em todas as revelagdes a placa cromatografica era
inicialmente colocada em camara de iodo e sé depois de sublimado é que a placa
era empregada com as solugdes anteriores.

Foram utilizados os seguintes programas computacionais: PROBITOS para a
analise dos resultados obtidos nos ensaios de atividade citotoxica em Artemia salina,
ACD-LogP para a determinacao do logP das substancias testadas.

Os espectros de RMN 'H (300 MHz), *C (75 MHz) e DEPT 135 foram
registrados em espectrometro Bruker Advance DPX-300. Os solventes deuterados
usados foram de procedéncia Aldrich.

Os espectros de massas de alguns derivados fendlicos foram obtidos por CG-
EM no Departamento de Quimica da UFMS em aparelho Shimadzu QP 5000.

O ponto de fusdao do 2-hidroxi-4-metodxi-orselinato de etila foi obtido em
aparelho modelo UNI-498.

0 VOGEL, A. I., "Vogel's Textbook of pratical organic chemistry”, 5° Ed, Longman, 1989
31 PERRIN, D. D., ARMAREGO, W. L. F., PERRIN, D. R., "Purification of Laboratory Chemicals", 3°
Ed., Pergamon Press, Oxford, 1988
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5 Procedimentos experimentais

5.1 Obtencgao do acido Lecandrico.

O liqguen Parmotrema tinctorum foi coletado na regido de Piraputanga no Mato
Grosso do Sul e passou por um tratamento de limpeza prévio visando a retirada do
material aderido ao talo liquénico.

Apos a limpeza do talo liquénico, as amostras do liquen foram avaliadas
quanto a composigdo quimica. Para isso, os liquens foram separados por grupos,
respeitando as caracteristicas morfolégicas do material em analise.

De cada amostra, retirou-se um pequeno fragmento que foi triturado, tratado
com acetona sob aquecimento em chapa elétrica, até ebulicdo. Cada micro-extrato
obtido foi filtrado, seco e cromatografado em camada fina de silica.

Todas as amostras que demonstraram a mesma composi¢gao quimica foram
entdo agrupadas (35,79 @) e trituradas em gral de porcelana. O pé obtido foi
extraido exaustivamente e sequencialmente com cloroférmio e acetona em aparelho
de Soxhlet.

O depsideo atranorina foi obtido no extrato cloroférmico com um rendimento
bruto de 2,11%, o qual nao foi utilizado neste trabalho.

Apods a exaustiva extragdo com cloroférmio o residuo foi colocado no Soxhlet
para extragdo com acetona. A purificacdo do &acido lecandrico foi conduzida
inicialmente com a evaporacido do extrato acetdnico, dissolvido em éter e tratado
com solugado de bicarbonato de sodio a 5%. Adicionou-se a fase aquosa uma

solucao de acido sulfurico 1N até precipitacdo completa do acido lecandrico.

H H
JUse
S g CH4

HHD o

CH3

acido lecandrico (1)
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O precipitado branco-amorfo obtido foi dissolvido em éter etilico, e o extrato
tratado com sulfato de sédio anidro. Apds evaporacdo do éter, o material foi
submetido a cromatografia de coluna flash, eluida com cloroférmio/acetona em
escala gradiente. Obtivemos 4,75 g (13,3%) de acido lecandérico puro.

O resumo esquematico da purificacdo do acido lecanérico encontra-se no

fluxograma abaixo:

Parmotrema tinctorum
35,799
Extragdo com
cloroformio 7
[ 1
Residuo (1) Extrato
Cloroférmio
Extragdo com ‘
acetona 3 Atranorina (bruto)
0,7560 g (2,11%)
[ 1
Acido lecanérico impuro Residuo (2)
12,79
Dissolugao em éter
Lavagem com 3 porgdes de
20 mL de solugéo de
bicarbonato de sédio 5%
|
[ 1
” Fase Etéria ‘| ” Fase Aquosa ‘|
Lavagem do &gua destilada Tratamento com &cido sulfiirico 1 N
até pH neutro = até cessar borbulhamento =
sequida de filtragao
[ 1 [ 1
Fase Aquosa Fase Etéria Filtrado Precipitado branco amorfo
descartada (Atranorina) descartado
Dissolugéo em acetna
e tratamento com 4
Sulfato de sédio
[ 1
solido Filtrado com solvente evaporado
Sulfato de sédio (Acido lecandrico)
5009

Cromatografia flash
eluida com Cloroférmio/Acetna
em escala gradiente

[

Acido Lecandrico
4759 (13.3%)
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O acido lecandrico foi confirmado por espectros de RMN de 'H e *C e

infravermelho (em anexo).

5.2 Preparacgao do orselinato de etila

Esquema 2

OH
(¢]
COOH
HO OH
CH

Acido Lecanérico

_Etanol OCH,CH3
Reﬂ uxo por 48
horas

Orselinato de etila

Acido orselinico

Num baldo de 500 mL colocou-se 1,7042 g (5,36 mmol) de acido lecandrico

para reagir com aproximadamente 250 mL de etanol seco. Deixou-se em refluxo por

aproximadamente 48 horas.

O produto bruto foi purificado por cromatografia flash utilizando como eluente

HCCIl3/Acetona 98:2 v/v com polaridade crescente.

O rendimento do produto obtido foi de 68% (0,7191 g) de orselinato de etila.

RMN 'H (C3D6O, & ppm): 1,38 (t, 3H, CH3); 2,47 (s, 3H, 7-CH3); 4,38 (q, 2H, CH,);
6,22-6,23 (m, 2H, ArH); 9,13 (s, 1H, 4-OH); 11,72 (s, 1H, 2-OH). (Espectro VIII)

RMN "3C (C3DsO, § ppm): 14.42 (CHy); 24,39 (7-CHy); 61,88 (CH.); 101,62 (5-C):
144,40 (6-C); 112,29 (3-C); 105,39 (1-C); 163,18 (4-C); 166,40 (2-C); 172,55 (8-

COO). (Espectro IX)
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5.3 Derivados do Orselinato de Etila.

5.3.1 Preparacao do 2-hidroxi-4-metoxi-6-metilbenzoato de etila

Esquema 4
CH o
3 (0]
CH3 ”
O/\CH \ / \ / -
K,CO,/(CH,) X CHy
HO OH refluxo por 24 h com || |
Acetona 3CO \ /
11
Orselinato de etila 2-hidroxi-4-metoxi-6-metilbenzoato de etila

Em um baldo de 100 mL colocou-se 52,9 mg (0,27 mmol) de orselinato de
etila, 0,8 mL de dimetil sulfato (102,2 mg; 0,81 mmol), 260 mg (1,88 mmol) de
carbonato de potassio, 7 mL de acetona e 3 mL de dimetilformamida. A mistura
reacional foi deixada sob agitacao e refluxo por aproximadamente 24 horas.

Houve formagao de apenas um produto, o qual foi extraido do meio reacional
por tratamento com agua destilada (3 x 25 mL) e em seguida o solvente organico foi
evaporado com o auxilio de um rotaevaporador. Obteve-se um sélido branco de
ponto de fusdo 72-73°C. O rendimento do produto obtido foi de 71,3% (40,2 mg) de
2-hidroxi-4-metoxi-6-metilbenzoato de etila.

RMN "H (CDCls, § ppm): 1,34 (t, 3H, CH3); 2,42 (s, 3H, CHs); 3,72 (s, 3H, CHs); 4,31
(q, 2H, CHy); 6,2-6,26 (m, 2H, ¢); 11,8 (s, 1H, OH).

RMN "3C (CDCl3, § ppm): 14,1 (10-C); 24,4 (7-C); 55,2 (11-CHs); 61,2 (9-C); 111,1

(5-C); 143,1 (6-C); 98,7 (3-C); 105,3 (1-C); 165,6 (4-C); 163,8 (2-C); 171,752 (8-
COO0).
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5.3.2 Preparacgéao do 2,4-dibenzenossulfonil-orcelinato de etila

Esquema 7

N
(0] CH3 Cloreto de benzenossulfonila

H,CCl,/Piridina
HO OH
em 1 h. de agitagéo OES/ g

Orselinato de etila 2,4-dibenzenossulfonato-orselinato de

etila

Para uma quantidade de 0,1045 g (0,533 mmol) de orselinato de etila foram
adicionados 3 mL de diclorometano, 0,11 mL de piridina (195,6 mg; 2,47 mmol) e 0,2
mL (276.8 mg; 1,57 mmol) de cloreto de benzenosulfonila.

A mistura foi agitada a temperatura ambiente por 1 hora.

A extragcdo do produto foi feita com agua (30 mL) e com cloroférmio (3 x 50
mL).

Houve a formacado de um unico produto com polaridade maior do que a do
orselinato de etila. O rendimento deste Produto foi de 0,1000 g (64,2%).

RMN "H (CDCls, § ppm): 1,23 (t, 3H, CHs); 2,19 (s, 3H, CHs); 6,70 (g, 2H, CH,);
6,42-7,76(ArH)

RMN '3C (CDCl, § ppm): 13,94 (10-CHs); 19,66 (7-CHa); 61,64 (9-CH,); 113.83 (5-

C); 122,51; 126,62 (12-C e 16-C); 128,11; 129,17 (13-C e 15-C); 134,50 (14-C);
139,75; 146,62 (6-C); 149,48; 164,53 (8-COO).
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5.3.3 Preparacao do 2,4-dimetdxi-6-metilbenzoato de etila

Esquema 5
CH P
3 (0]
P 7l
o] CHs 6 8 9
NN
K,CO,/(CH,),SO, T/ \i/ o] CHs
HO OH Refluxo por 30 h com 4 2
Acetona H,CO~ \3/ \OCH3
11
Orselinato de etila 2,4-dimetdxi-6-metilbenzoato de etila

Para uma quantidade de 219,6 mg (1,04 mmol) de orselinato de etila foram
adicionados em um baldo de 100 mL onde adicionou-se 0,90 mL (672,2 mg; 5,33
mmol) de dimetil sulfato (DMS), 784,2 mg (5,67 mmol) de carbonato de potassio, 45
mL de acetona anidro. A mistura reacional foi deixada em agitacéo e refluxando por
aproximadamente 30 horas. Apos o término da reacao o K,COj foi filtrado e lavado
com acetona. A fase organica (filtrado) foi evaporada a presséao reduzida e o residuo
da reagéo foi lavado com agua (50 mL) para eliminar o excesso de dimetil sulfato (3-
5 minutos em agitacdo). A extracao foi feita com acetato de etila (25 mL x 2), lavado
com agua e seco com NaSO4. Novamente, a fase orgénica foi evaporado sob
pressao reduzida produzindo 105,5 mg (0,47 mmol) de 2,4-dimetdxi-6-metilbenzoato

de etila. A massa do produto obtido representa a 42% de rendimento.

RMN "H (CDCIs, § ppm): 1,35 (t, 3H, 10-CHs); 2,28 (s, 3H, 7-CHs); 3,76 (s, 3H, 12-
CH30); 3,78 (s, 3H, 11-CH30); 4,35 (q, 2H, 9-CHy); 6,28(s, 1H, 5-Ar), 6,30 (s, 1H, 3-
Ar).

RMN "3C (CDCls, 5 ppm): 14,25 (10-CHs); 19,81 (7-CHs); 55,30 (12-CH50); 55,84

(11-CH50); 60,87 (9-Ar); 96,19 (3-Ar); 116,75 (5-Ar); 106,61 (1-Ar); 137,98 (6-Ar);
158,10 (4-Ar); 161,23 (2-Ar); 168,16 (8-COO).
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5.4 Preparagdo do orselinato de octila

ESQUEMA 17
HsG 0 CHs i CHs Q
OH
o Octanol OCHy(CH3)gCH3 OH
Refluxo por 24
horas +
HO OH COOH HO OH HO OH
CH
acido lecandrico(1) Produtos esperados

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 200,4mg de acido lecandrico e 50
mL de octanol. A mistura foi deixada em refluxo por 24 horas. Apds término da
reagdao o octanol foi destilado sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado em
coluna flash com eluente hexano/acetato 7:3 (v/v). Um dos produtos (menos polar)
obtido apresentou massa igual a 192,5 mg. Apds analise dos espectros de RMN de

préton e carbono observou-se que os produtos ndo estavam isentos de octanol.
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5.5 Derivados do orcinol.

5.5.1 Preparacao do 3-metoxi-5-hidroxi-tolueno e do 3,5-dimetodxi-tolueno.

Esquema 8
CH, ?H3
1
K,CO,/(CH,),SO, T|/ \T
Refluxo em Acetona 3 5
HO OH Por18h. R;0” \4/ “OR,
8 9

Orcinol R;=CHj; R;=H= 3-metdxi-5-hidroxi-
tolueno
R1=CHs;; R,=CH3;= 3,5-dimetdxi-tolueno

Em um baldo de 250 mL colocou-se 2,00 g (16,1 mmol) de orcinol, 3,2 mL de
dimetil sulfato (33,83 mmol), 12,2 g de carbonato de potassio e 100 mL de acetona.
A mistura reacional foi deixada sob agitagdo e refluxo por aproximadamente 18
horas.

Apods o término da reagédo, esta foi tratada com HCI 10%. A fase aquosa foi
separada da fase organica por meio de um funil de separagéo. A fase organica foi
seca com MgSO, e evaporado sob pressao reduzida para a remogao do solvente. A
analise por CCD (eluente: Hex/AcOEt; 7:3 v/v) indicou a formagéo de dois produtos,
que foram isolados por coluna de silica flash em eluente hex/AcOEt 7:3 v/v. Foram
obtidos 1,4650 g (59,8%) de 3,5-dimetdxi-tolueno e 0,1710 g (7,68%) de 3-metoxi-5-

hidroxi-tolueno.

3-metoéxi-5-hidroéxi-tolueno (7,68% de rendimento)
RMN "H (CDCls, § ppm): 2,24 (s, 3H, 3-CHs); 2,4 (s, 3H, 5-OCHs)

RMN '3C (CDCls, & ppm): 21,6 (MeAr); 55,2 (MeO); 160,7 (C-OH)

3,5-dimetoxi-tolueno (59,8% de rendimento)

RMN 'H (CDCls, § ppm): 2,31(s, 3H, CHa3); 3,77(s, 6H, CHs); 6,35(m, 3H, Ar).

RMN "C (CDCls, § ppm): 21,71(MeAr); 55,1(MeQ); 97,43(C-6); 106,99(C-2, 4);
140,10(C-2), 160,64(C-1, 5).
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5.5.2 Preparagao do 3,5-dimetoxi-tolueno.

Esquema 16

CH, ?Ha
1
K,CO,/(CH,),SO, T|/ \T
—_————
HO OH ACZifn'ZXSOTT4 h. ';'3(30/3\4/ 5\(9)CH3
Orcinol 3,5-dimetdxi-tolueno

Em um baldo de 250 mL colocou-se 1.0800 g (8,7 mmol) de orcinol, 2,4 mL
(25,4 mmol) de dimetilssulfato, 6,60 g de carbonato de potassio em 55 mL de
acetona. A mistura reacional foi deixada em agitacdo e refluxando por
aproximadamente 14 horas.

A mistura reacional foi tratada com HCI 10%. A fase aquosa foi separada da
fase organica por meio de um funil de separagdo. Em seguida. a fase organica foi
seca com MgSO, e colocada no rota evaporador para a remog¢ao do solvente. O

rendimento do produto foi de 75,6% (0,9981 g; 6,6 mmol) de 3,5-dimetdxi-tolueno.

RMN "H (CDCls, § ppm): 2,31(s, 3H, CHs); 3,77(s, 6H, CH3); 6,35(m, 3H, Ar).
(Espectro XV em anexo)

RMN *C (CDCl;, § ppm): 21,71 (MeAr); 55,1 (MeO); 97,43 (C-6); 106,99 (C-2 e 4);
140,10 (C-2), 160,64 (C-1 e 5). (Espectro XVI em anexo)
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5.5.3 Preparacao do 3-metdxi-5-benzenossulfonil-tolueno

CHj
CH3 7
1
Cloreto de benzenossulfonila 2/ \6
H,CCl,/Piridina em U l
~ N
H3CO OH 48 h. de agitaggo HaCO & o 0
8 9 \Sf
A
o7 |
1
Y
15\14//13
3-metdxi-5-hidroxi-tolueno 3-metdxi-5-benzenossilfonil-
tolueno

Foram adicionados a um baldo de 100 mL 182,1img (1,33 mmol) de 3-
metoxi-5-hidroxi-tolueno, 0,3 mL (418,6 mg; 2,37 mmol) de cloreto de
benzenossulfonila e 0,2 mL (187,5 mg; 2,37 mmol) de piridina em 45 ml de CI,CH..
A mistura reacional foi agitada a t.a. por 48 horas. Foram obtidos 223,5 mg (61%) de
um solido com P.F. igual a 50-52 °C e identificado com 3-meto6xi-5-benzenossilfonil-

tolueno.

RMN "H (CDCls, & ppm): 2,2(s, 3H, CHs); 3,63(s, 3H, CHs); 6,18-8,93(m, 26H, Ar).

(Espectro XVII em anexo)

RMN C (CDCls, & ppm): 19,27(MeAr); 53,18(MeO); 102,86(C-2); 111,68 e
112,93(C-4,6); 139,49(C-5). (Espectro XVIIl em anexo)
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5.6 Desmetilagdo do 3,5-dimetéxi-tolueno

ESQUEMA 9
CH, CH, C?)H3
5 CH
Tiofenol/Dimetil formamida/HNa 4/ \6 ®
Refluxo por 48 h. /N, * || | +
HeCO oCHs HyCO OH  HC—0" g ~0-§
8
914 HO OH
10// \\13
N\ _/
1M==12
3,5-dimetoxi- 3-metoxi-orinol 3-metdxi-5-tiofenil-tolueno Orcinol
tolueno (3,6%) 9,54% (34,1%)

Em um baldo de 3 bocas foram adicionados 250 mL de dimetil formamida
(DMF) seco, 246 mg de hidreto de sodio (60%) formando uma dispersdo oleosa. A
suspensao foi agitada sob atmosfera de nitrogénio seco e resfriada com banho de
gelo, enquanto uma solugao de 0,51 mL (550 mg; 0,5 mmol) de tiofenol em 4 mL de
dimetil formamida (DMF) seco foram adicionados vagarosamente sobre a mistura
reacional por um periodo de 20 minutos.

O banho de gelo foi removido e a agitagao prosseguiu por mais 10 minutos.
Uma solucédo de 380 mg (2,50 mmol) de 3,5-dimetodxi-tolueno em 3 mL de dimetil
formamida (DMF) foram adicionados de uma so vez e a mistura foi entdo deixada
em refluxo sob nitrogénio por 48 horas. A mistura foi resfriada adicionando-se uma
porcao de agua gelada (50 mL) e extraida com duas porgdes (2 x 50 mL) de éter de
petréleo,o qual foi descartado. A fase aquosa foi acidificada com HCI 4M gelado até
pH neutro. Em seguida a reacgao foi extraida com trés porgcdes de éter (3 x 50 mL).
Os extratos etérios foram combinados e lavados com 50 ml de solugao saturada de
NaCl e seco com MgSO,4. Apds a evaporagao do solvente em rotaevaporador o
material residual foi purificado em cromatografia flash eluiada com hexano/acetato
de etila 7:3 (v/v) obtendo-se 105,6 mg (34,1%) de orcinol e 58,7 mg (9,54%) do 3-
tiofenil-5-metoxi-tolueno. O 3-metodxi-5-hidréxi-tolueno também foi obtido, porém em
pequena quantidade (12,4 mg; 3,6%).

RMN 'H (CDCls, § ppm): 2,33 (s, 3H, CH3); 3,73(s, 3H, CH30); 6,25 — 6,41 (m, 3H,
Ar); 6,94 — 7,42 (m, 5H, Ar). (Espectro XXIII)
RMN "3C (CDCl;, § ppm): 21,36 (C7); 56,13 (C8); 97,42 (C2); 109,87 (C6); 124,47
(C4); 125,45 (C10 e C12); 128,66 (C9 e C13); 138,46 (C5); 146,59 (C11);
157,75(C3); 162,11 (C1).

48



PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.7 Preparagao do 3-metoxi-5-trifluorometanossulfonil-orcinol.

ESQUEMA 11

CH
{ 3
1

(CF.S0,),0/piridina 2 e

—_—

0°C / fluxo de N, U l
H3CO OH HaCO™ >\ “0SO0,CF,
8 9
3-metoxi-5-hidréxi-tolueno 3-metoxi-5-trifluorometanossulfonil-orcinol

Adicionou-se em um baldao de duas bocas, equipado com condensador de
refluxo e “peixinho” para agitagdo magnética, 210,0 mg (1,52 mmol) de 3-metdxi-5-
metil-orcinol em 3 mL de piridina seca e tratada®®. O material ficou sob fluxo de N, e
agitacao por aproximadamente 5 minutos. Apds este procedimento, resfriou-se o
sistema de reacao, com banho de gelo, e adicionou-se lentamente 0,3 mL (476,5
mg; 169 mmol) de anidrido trifluorometanossulfénico. Em seguida, depois que todo
anidrido trifluorometanossulfonico foi adicionado, deixou-se a mistura reacional sob
fluxo de N, e agitacdo em banho de gelo, até quando retirou-se o gelo e manteve-se
a agitagao (overnight)

A reacao foi extraida adicionando-se agua destilada e acetato de etila, sendo
que a fase organica foi tratada com MgSO, e evaporado sob pressao reduzida.
Foram obtidos 166,10 mg (0,61 mmol) de 3-metodxi-Strifluorometanossulfonil-orcinol
correspondente a 46,3% de rendimento.

O produto foi identificado por espectros de RMN de 'H e **C.
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5.8 Derivados do cresol

5.8.1 Preparacéao do 4-trifluorometanossulfonil-tolueno.

ESQUEMA 12

CHs 7

~
HO Z

Cresol 4-trifluorometanossulfonil-

tolueno

Em um baldo de 50mL foram adicionados, sob atmosfera de N, e agitacao, p-
cresol (1g, 9,25 mmol), piridina (4 mL), e peneira molecular 4 Angstrons. Apds 6
horas de agitagdo a mistura reacional foi resfriada em banho de gelo e adicionou-se
trifluorometanosulfénico anidro (1,8 mL, 10,7 mmol) gota a gota. A reagdo foi
mantida a 0°C com agitagao e fluxo de N, por 5 minutos, em seguida elevou-se a
temperatura do sistema até a temperatura ambiente, na qual deixou-se por 25 horas
sob agitacao e fluxo de N,. Foram adicionados entdo ao meio reacional 50 mL de
agua e extraido com éter etilico (3x25 mL). As fases etérias foram combinadas e a
solugao resultante foi lavada com H;O (20 mL), HCI 10% (2x20 mL), H,O (20 mL) e
solugao saturada de NaCl (20 mL). A fase organica foi secada com MgSQO, anidro e
concentrada em rotaevaporador. O residuo foi purificado em coluna flash com
eluente hexano/AcOEt (7:3)v/v. O rendimento foi de 51,45% (1,1427 g, 4,76 mmol)

4-trifluorometanossulfonil-tolueno.

RMN H' (CDCls, § ppm): 2,35 (s, 3H, CH3); 7,1 — 7,5 (m, 4H, Ar)

RMN C™ (CDCl;, § ppm): 20,8 (C7); 116,6 (C4); 120,9 (C3, C5); 130,3 (C2, C6);
138,5 (C1); 147,6 (q, C8).
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5.9 Tentativas de Acoplamento

5.9.1 Acoplamento com crotonaldeido

ESQUEMA 18
| o7 N cH,
S AT © %é’ N
ANF CH,
Crotonaldeido  iodobenzeno Produtos esperados

Em um baldo de 100 mL foram adicionados iodeto de benzeno e 1,5 mL
acetonitrila com 10% de agua, sob agitagcdo colocou-se 0,11 mL (141,8 mg; 2,00
mmol) de crotonaldeido, 345,5 mg (2,5 mmol) de K;CO3, 26,2 mg (0,1 mmol) de
trifenilfosfina (PhsP), 322,4 mg (1.00 mmol) de brometo de tetrabutilamonio e 11,22
mg (0,05 mmol) de Pd(OAc),. Deixou-se por aproximadamente 1 hora sob agitacao
em temperatura de 40-55 °C. A extragao foi feita com agua e HCI 10%, onde a fase
organico foi evaporada e seca sob vacuo. Os produtos nao foram formados devido a
precipitacdo do paladio no meio reacional, o que também dificultou a visualizagao

das manchas na placa de cromatografia de camada delgada.

5.9.2 Acoplamento com 3,4-dihidro-2-H-pirano (DHP)

ESQUEMA 19
|
o ) 0
O OO0 -0
DHP  iodobenzeno Produtos esperados

Em um baldo de 100 mL foram adicionados iodeto de benzeno e 1,5 mL
acetonitrila com 10% de agua, sob agitacéo colocou-se 72,0 mg ( 2,00 mmol) de 3,4-
dihidro-2-H-pirano, 348,0 mg (2,50 mmol) de K,CO3, 26,5 mg (0,10 mmol) de Ph3P,
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326,5 mg (1,00 mmol) de brometo de tetrabutilaménio e 13,5 mg (0,05 mmol) de
Pd(OAc),. Deixou-se por aproximadamente 19 hora sob agitacdo em temperatura
ambiente. A extragdo foi feita com agua e HCl 10%, onde a fase organica foi
evaporado e seca sob vacuo. Durante a reacdo podemos observar, através da
cromatografia de camada delgada, algumas machas com Rfs diferentes aos dos
materiais de partida. Contudo, nado foi possivel separarmos os produtos, pois
tinhamos varias manchas de cor laranjada com Rfs muito préximos uns dos outros,

dificultando uma possivel separagao dos mesmos.

5.9.3 Acoplamento de furfuraldeido com 4-trifuorometanossulfonil-tolueno.

ESQUEMA 14
CHy o)
o H4C / \o
Catalisador/Ligante
Base
+
OTf 0]
. H,C
trifato furfuraldeido ’ \O

5.9.3.1 Método 1

Em um baldo 50 mL com agitador magnético, sob atmosfera de N,, foram
adicionados 0,38 mL (442 mg; 4,6 mmol) de furfuraldeido, 14,83 mg de brometo de
tetrabutilamonio (BusNBr) (0,046mmol), 120 mg de KOAc (1,225 mmol) e 5,5 mg de
Pd(OAc); (0,245 mmol) em 3mL de dimetil formamida (DMF), o baldo foi mergulhado
em banho de 6leo a 60-70°C e s6 entdo foi adicionado na mistura 110,5mg de 4-
trifluorometanosulfonil-tolueno (0,46 mmol). O aquecimento foi mantido por 4 horas,
em seguida a mistura foi deixada sob agitagdo a temperatura ambiente em

overnight. Durante todo o periodo varias analises por ccd indicavam que o material
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de partida ndo estava sendo consumido. Houve o aparecimento de muitas manchas

a baixo ao do material de partida (possivel degradagao).

5.9.3.2 Método 2

Em um baldo 50 mL com agitador magnético, sob atmosfera de N,, foram
adicionados 0,40 mL (465,3 mg; 4,84 mmol) de furfuraldeido, 13,2 mg (0,03 mmol)
de DPPP, 128 mg (1,225 mmol) de KOAc, 23,1mg (0,103 mmol) de Pd(OAc), e 395
mg (1,225 mmol) de TEBAB em 3,5 mL de DMF. O balao foi mergulhado em banho
de 6leo a 60-70°C e s6 entédo foi adicionado na mistura 114,5 mg (0,48 mmol) de 4-
trifluorometanossulfonil-tolueno. O aquecimento foi mantido por 6 horas, em seguida
a mistura foi deixada sob agitacdo a temperatura ambiente em overnight. Durante
todo o periodo varias analises por ccd indicavam que o material de partida nao

estava sendo consumido e estava em processo de degradagéo.

5.9.3.3 Método 3

Em um baldo 50mL com agitador magnético, sob atmosfera de N,, foram
adicionados 0,5 mL (442 mg; 4,6 mmol) de furfuraldeido, 1,57 mL (1,82 mg; 19
mmol) de N,N diisopropilamina, 8,35 mg (0,015 mmol) de Pd2(dba)s;.dba e 395mg
(1,225 mmol) de TEBAB em 3,5 mL de DMF com peneira molecular 4 Angstrons. O
baldo foi mergulhado em banho de 6leo a no maximo 65°C e s6 entao foi adicionado
na mistura 110,4mg (0,46 mmol) de 4-trifluorometanosulfonil-tolueno. O aquecimento
foi mantido por 6 horas, em seguida a reacéo ficou sob agitacdo a temperatura
ambiente em overnight. A mistura reacional foi deixada em aquecimento (65°C no
maximo) por mais 7 horas ao dia nos proximos 3 dias seguintes. O produto formado
foi extraido com éter de petrdleo o qual filtrou-se através de celite, obtendo um
liquido de cor vermelho. O filtrado foi purificado por cromatografia flash Eter de
petroleo / AcOEt 15%. Nao foi possivel isolarmos o produto devido a pequena
quantidade de material formado. As primeiras fragbes (1 — 20) foram colocadas
juntas e em seguida analisadas em espectro de RMN de H' e C", da qual nao foi

obtida nenhuma resposta.
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5.9.4 Acoplamento de 2,3-dihidrofurano com 1-trifuorometanossulfonato-3-metéxi-5-

metilbenzeno.

Foram adicionados em um baldo de 3 bocas 166,1 mg (0,65 mmol) de 1-
trifuorometanossulfonato-3-metdxi-5-metilbenzeno em 5 mL de dimetilformamida
(DMF) sob fluxo de N2 e com agitacéo, sequencialmente adicionou-se 0,1 mL (0,780
mmol) de trietilamina, 0,3 mL (227,5 mg; 3,25 mmol) de 2,3-dihidrofurano, 7,2 mg
(0,04 mmol) de neocuproina e 7,2 mg (0,033 mmol) de acetato de paladio
(Pd(OAc)2). A mistura reacional foi agitada por aproximadamente 25 horas com uma
temperatura de 80 °C. A reacao foi deixada em overnight e o aquecimento foi
desligado, o qual foi religado no dia seguinte.

A extracao foi feita com acetato de etila e logo em seguido lavou-se com agua
destilada. O material resultante apresentou apenas uma mancha na cromatografia
ccd, sendo posteriormente identificada como 1-trifuorometanossulfonato-3-metoxi-5-
metilbenzeno (material de partida) e apresentou uma massa igual a 135,3 mg

(81,5% de rendimento) do material de partida recuperado.
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5.10 Teste da Artemia Salina (TAS).

Para os testes biologico foi preparada solugdo de sal-marinho na
concentracao de 38 g/L. Os ovos de Artemia sp, adquiridos comercialmente em lojas
de aquaristas, foram adicionados a solu¢cao de sal-marinho, mantido em uma cuba
de vidro grande. O sistema foi mantido iluminado com lampada de 60W e sob
aeragdo com bomba de oxigénio propria para aquario.

Apds a eclosdo dos ovos com 48 horas, 10 larvas (em média) foram
colocadas em pequenos frascos de vidro de boca larga contendo uma concentragao
especifica da substancia teste num volume final de 3mL. Os testes foram conduzidos
em triplicata para cada diluicao, branco e padrdo. Como substancia padrao foi
utilizado sulfato de atropina nas concentracdes de 1500 ppm, 1250 ppm, e 1000
ppm. Os dados obtidos a partir dos ensaios biolégicos foram langados no programa

PROBITOS?® para obtengao de suas respectivas concentracées letais.

5.10.1 Concentragdes testadas no TAS

Para cada composto, foram inicialmente testadas concentracbes em
intervalos indefinidos, objetivando uma avaliacdo prévia. Apds a analise desta
varredura prévia foram testadas concentracdes préoximas a LCsy determinado pelo
programa probitos, no intervalo da varredura prévia.

Portanto, as tabelas mostradas abaixo contém as concentracdes testadas

para cada composto analisado neste trabalho.

Tabela 7. Concentragoes testadas do orcinol no TAS.

Conc Conc (uM)

Estrutura
(ppm)
508 4092,3 oH
3
254 2046,2
152,4 1227,7
68 547,8
50,8 409,2 HO oH
8,84 71,2 Férmula Molecular = C, Hg O,
4,46 35,9 Massa Molecular = 124.137
3.4 27 4 Composigéo = C(67.73%) H(6.50%) O(25.78%)
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Tabela 8. Concentragoes testadas do 3-metoéxi-5-hidroxi-tolueno no TAS.

Conc (ppm)  Conc (uM) Estrutura

688 4979,589 CH,

344 2489,795

206,4 1493,877
140 1013,289 HaC
105 759,9664 h oH
91 658,6376 )

68,8 497,9589 Férmula Molecular = CgH,, O,

Massa Molecular = 138.164
Composigdo = C(69.54%) H(7.30%) O(23.16%)

Tabela 9. Concentragées testadas do 3,5-dimetoxi-tolueno no TAS.

Conc Conc (uM)

Estrutura
(ppm)
672 4415533 CHs
336 2207,767
201,6 1324,66
202 1327,288 HiC _CHy
70,7 464,5509 o] o)
67,2 441,5533
54,5 358,105 Férmula Molecular = C4H,, O,
40’4 265,4577 Massa Molecular = 152.190

Composigao = C(71.03%) H(7.95%) O(21.03%)

Tabela 10. Concentragoes testadas do 3-benzenossulfonil-5-metoéxil-tolueno TAS.

Conc  Conc (uM) Estrutura
(ppm)

248 891,0446 1-benzenossulfonato-3-metdxi-5-metilbenzeno
148,8 534,6268 CH,4

92 330,5488
69 247,9116
59,8 214,8567
49,6 178,2089 o) O—CH,

Férmula Molecular =C,,H,, O, S

Massa Molecular = 278.325
Composigdo = C(60.42%) H(5.07%) O(22.99%) S(11.52%)
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Tabela 11. Concentragoes testadas do 2,4-dibenzenossulfonato-orselinato de etila no TAS.

Conc  Conc (uM) Estrutura
(ppm)
298 625,3659 CHy ?
178,8  375,2196 PN
o} CH,

59,6 125,0732

Férmula Molecular = Cy, H,, Og S,

Massa Molecular = 476.521
Composicao = C(55.45%) H(4.23%) O(26.86%) S(13.46%)

Tabela 12. Concentragoes testadas do 2,4-dimetéxi-6-metilbenzoato de etila no TAS.

Conc Conc (uM)

(ppm)
520 2318,3

CHj; o)
260 1159,2
156 695,5 0~ CH,
52 231,8
H3CO OCH,

Férmula Molecular = C,, H,;s O,
Massa Molecular = 224.253
Composigao = C(64.27%) H(7.19%) O(28.54%)

Estrutura

Tabela 13. Concentragées testadas do 4- trifluorometanossulfonil-tolueno no TAS.

Conc Conc (uM)

Estrutura
(ppm)
536 2231,5 CHj
268 1115,7
160 666,1
53,6 223,1
O§S< ©

~0 Férmula Molecular = CgH,F,0,8
CFs Massa Molecular = 240.201

Composigao = C(40.00%) H(2.94%) F(23.73%)
0(19.98%) S(13.35%)
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5.11 Atividade antifungica
5.11.1 Cultivo do fungo

O fungo Cladosporium sphaerospermum Penzig foi cultivado em meio BDA a
28 °C, na auséncia de luz até a esporulagao adequada. A manutengao dos indculos
foi feita em agua destilada estéril, segundo a referéncia bibliografica®.

Foram realizados testes de bioautografia utilizando o 3-metdxi-5-hidroxi-
tolueno, 3,5-dimetoxi-tolueno, 2-hidroxi-4-metodxi-6-metilbenzoato de etila, 2,4-
dibenzenossulfonil-6-metilbenzenoato de etila, 2,4-dimetoxi-6-metilbenzoato de etila,
3-tiofenil-5-metdxi-tolueno, 3-benzenossulfonil-5-metdxil-tolueno. Foram preparadas
solugbes dessas substancias e aplicadas (em volumes varidveis, necessarios para
obtermos as concentracbes de 100, 50 e 10 pg de massa) sobre placa
cromatografica (Merck) de aluminio coberto de silica, com dimensdes de 20 x 20 cm
ou 20 x 16 cm. Foram avaliadas as concentragdes de 100, 50 e 10 ug para todos os
compostos citados acima.

As placas foram nebulizadas com uma suspensdo de esporos do fungo
Cladosporium sphaerospermum na concentracdo de 4,87 x 107 esporos/mL em
solugéo nutriente contendo glicose e incubadas em camara umida por 48 horas, na
auséncia de luz e em estufa a aproximadamente 30 °C*.

A avaliacdo da atividade fungitdéxica foi feita observando-se ou nédo o
aparecimento de zonas de inibigdo do desenvolvimento do fungo.

Os testes de atividade antifungica foram realizados sob a orientagcao da Profa
Dra. Maria Rita Marques no Laboratério de Bioquimica do Departamento de
Morfofisiologia da UFMS.

32 FIGUEIREDO, M.B. & Pimentel, C.P. Métodos utilizados para conservagdo de fungos na micoteca
da seg¢éo do Instituto Biolégico. Summa Phytopatologica 1(4), 299-302, 1975.

* HoMANS, A.L.; FUCHS, A. Direct bioautography on thin-layer chromatograms as a method for
detecting fungitoxic substances; J. Chromat. 51, 327-329, 1970.
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5.12 Teste de atividade antimicrobiana™.

As substincias foram testadas com as bactérias Echerichia coli,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

Um in6culo bacteriano foi preparado com 3-5 colbnias em caldo Muller-Hilton
e em seguida foi incubado por 5 horas a 37 °C. Apds esse periodo, o indculo foi
diluido em solugao salina 0,45% (1/100) e semeado, com o auxilio de swab estéril
em placas de Petri contendo agar Muller-Hilton com sangue de carneiro a 5%
[Staphylococcus aureus (Gram-negativa ATCC 25923)] e sem sangue [(Echerichia
coli (Gram-positiva ATCC 25922)] e Pseudomonas aeruginosa (Gram-negativa
ATCC 27853).

As amostras foram solubilizadas em DMSO a uma concentragdo de 5 mg/mL
e aplicadas em discos de papel de filtro autoclavados (espessura 0,38 mm e
didmetro 6 mm) com pipeta automatica de 20 L. Na mesma placa foram colocados
discos com DMSO com os antibiéticos: Amicacina e Imipenen. Apos 24 horas de
incubacdao a 37°C a atividade foi avaliada através da medida do halo de inibicdo
(mm).

Os experimentos foram realizados no laboratério de Microbiologia do Hospital
Universitario / UFMS pelas estagiarias Fernanda Pais Reis (Académica de Farmacia-
Bioquimica) e Andressa Bolzan (Académica de Farmacia-Bioquimica) sob orientagéo

das professoras: Gisele Silva Lima Moreira e Nadia Cristina Pereira Carvalho.

5.13 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

Uma massa de 4 mg da substancia a ser testada foi solubilizada em 200 uL
de DMSO. Adicionou-se 1800 uL de caldo Mdueller-Hinton e fez-se diluigbes
sucessivas a partir desse tubo e da adicdo de 1 mL de agar Muieller-Hinton em cada
um dos tubos subsequentes. Esses sistemas foram aquecidos em banho-maria a 56
°C. As concentragdes obtidas nos tubos foram as seguintes: 1000 ; 500 ; 250 ; 125 ;
62,5 ;46,87 ; 31,25 ; 15,63 e 7,8 ug/mL respectivamente.

* MURRAY, B. R. Medical Microbiology. Guanabara Koogar S.A. St. Louis, 3" ed., 2000.
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A placa de micro-diluigdo foi preparada através da distribuicdo de 200 uL
desses meios juntamente com 5 uL de indéculo com a bactéria e 20 pL de solugdo de
iododinitrotetrazole (INT) a 0,2 % ou 1 % para cada um dos orificios da placa.

As bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Ralstonia
solanacearum e Xanthomonas campestris vesicatoria foram testadas em duplicata
nas oito concentragdes descritas.

A incubacao foi feita a 34,5 °C com as placas de micro-diluicdo sendo
envolvidas em rolopac®. O crescimento da bactéria foi evidenciado com o uso do
corante INT e a leitura foi feita 18 horas apés a incubacéao

A atividade antibacteriana foi realizada pelo Prof°. Dr. Artur Smania Junior no

Laboratério de Antibidticos da UFSC em Floriandpolis.
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6 Conclusao

O é&cido lecandrico foi isolado do liquen Parmotrema tinctorum (Nyl.)Hale com
rendimento de 13% do extrato liquénico.

A alcoolise deste composto com etanol produziu o orselinato de etila, ao qual foram
feitas modificagbes nos seus grupos funcionais.

Foram testadas varias condigdes de reacdo para a obtencido de C-nucleosideo, via
reagdes de Heck, onde n&o foi possivel a obtengéo dos produtos desejados.

Derivados analogos também foram preparados a partir do orcinol.

Todas as sustancias preparadas foram submetidas a ensaio de atividade bioldgica.

Todas as substancias preparadas foram avaliadas quanto a atividade citotoxica
sobre o microcrustacio Artemia sp., atividade antibacteriana e fungitéxica.

A série dos derivados do orcinol apresentou atividade citotéxica decrescente com a
metoxilagdo das hidroxilas. Podemos concluir que ha uma participacdo direta das
hidroxilas com sitio receptor deste sistema biologico. Contudo, se tivermos um grupo
benzenossulfonato em uma das hidroxilas do orcinol, observaremos um aumento
significativo na atividade citotoxica.

Na série dos derivados do orselinato de etila a maior atividade citotdxica foi
apresentada pelo 2-hidréxi-4-metdxi-6-metilbenzoato de etila (4).

O 2,4-dimetdxi-6-metilbenzoato de etila (5) apresentou praticamente a mesma
atividade do orselinato de etila (3).

Fazendo um estudo de SAR, podemos concluir que a presenga de um grupo etil
carboxilato na estrutura base do orcinol pode ter contribui para o aumento na atividade
citotdxica, quando comparamos as estruturas do orcinol e do orselinato de etila.

Todas as substancias foram ativas quanto a atividade antibacteriana, apresentando
atividade moderada, em comparagdes com os padrbes utilizados, com a excecao da
sustancia 2,4-dimetoxi-6-metilbenzoato de etila (5), que ndo apresentou atividade contra as
trés bactérias testadas. De todas substancias avaliadas observou-se a atividade inibitéria
frente a E. coli e P. aeruginosa.

O ensaio de atividade fungitdxica indicou inibicdo do fungo fitopatogénico
Cladosporium shaerospermum nas diferentes concentragdes testadas.

Os compostos 2,4-dimetoxi-6-metilbenzoato de etila e 3-benzenossulfonil-5-metoéxil-

tolueno apresentaram inibicdo na concentracdo de 10 ug. Os demais compostos foram
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ativos na concentragdo de 50 pg, com excecédo do 3-metoxi-5-hidroxi-tolueno, 3,5-dimetoxi-
tolueno, 3-metodxi-5-trifluorometanossulfonil-orcinol e 2-hidréxi-4-metoxi-6-metilbenzoato de
etila, os quais ndo apresentaram atividade fungitoxica.

Pelos resultados obtidos, pode-se dizer que as substancias testadas sao
promissores agentes toxicos e antimicrobianos.

As substancias obtidas, fora enviadas para avaliagdo da atividade antitumoral, o qual

nao foi concluido até o término deste trabalho.
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