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ABREVIATURAS

B3LYP: Terceira Revisdao do método de Beeck incluindo os parametros de
correlacao de Lee, Yang e Parr

BDA: batata dextrose agar

CCD: cromatografia em camada delgada

cc-pVDZ: correlation — consistent polarized Valence Duble Zeta

d: deslocamento quimico em partes por milhdo

d: dubleto

dd: duplo dubleto

dt: duplo tripleto

DEPT: “Distortionless Enhancement by Polarization Transfer” ou intensificacao do
sinal sem distorcao por transferéncia de polarizacao

EM: espectrometria de massas

gCOSY: “gradiente Correlation Spectroscopy” ou espectroscopia de correlacao em
gradiente

gHMBC: “gradiente Heteronuclear Multiple-Bond Coherence” ou correlacao
heteronuclear de ligacdo multipla em gradiente

gHSQC: “gradiente Heteronuclear Single Quantum Coherence® ou correlagdo
heteronuclear quantica simples em gradiente.

NOE: “Nuclear Overhauser Effect” ou efeito nuclear de Overhauser

HCT-8: célula de carcinoma ileocecal humano

HL-60: célula leucémica promielocitica humana

IV: infravermelho

m: multipleto



MDA-MB 435: célula de cancer de mama humano
NBS: N-bromosuccinimida

-OMe: metoxila

-OAc: acetato

Py: piridina

Rac: racémico ou racemato

RMN 'H: ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
RMN '3C: ressonancia magnética nuclear de carbono
SF-295: célula tumoral de Sistema Nervoso Central (glioblastoma)
s. |.: sinal largo

TBABr: brometo de tetrabutilaménio

TMS: trimetilsilano

UV: Ultravioleta



RESUMO

Neste trabalho foi realizada a sintese de moléculas policiclicas do tipo gaiola (do
inglés cage-like) por reagdes organicas classicas e por biotransformacéao, visando
obter substancias potencialmente bioativas a partir do aduto de Diels-Alder
triciclo[6.2.1.0%"Jundeca-4,9-dien-3,6-diona. Foram preparados os compostos 7,
12, 15, 16, 28, 29, 30, 32, 34, 35a, 35b, 36, 37, 38 e 39, os quais foram submetidos
a avaliagao de atividades: citotoxica, hemolitica e inseticida. Os compostos 15, 32,

34, 35 e 35b sdo inéditos na literatura.
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Foram testados os compostos 7, 12, 15, 16, 28, 29, 30, 32, 34 e 39 quanto a
atividade citotéxica. Destes, o composto 34 mostrou acao citotdxica significativa
para as linhagens HCT-8 (carcinoma ileocecal - célon), SF-295 (glioblastoma -
tumor de SNC) e MDA-MB 435 (cancer de mamay), com valores de |Cso de 6,68

(17,9), 7,58 (20,4) e 13,51 (36,3) ug/ mL (uM), respectivamente. O composto 7

iii



apresentou citotoxicidade moderada embora inespecifica, para as linhagens HL-60
(leucemia), HCT-8 e MDA-MB 435, com valores de ICso de 11,34 (65,2), 13,62
(78,2) e 13,52 (77,7) ug/ mL (uM), respectivamente. A substancia 28 demonstrou
citotoxicidade apenas sobre a linhagem MDA-MB 435 com ICso correspondente a
10,4 (59,5) pg/mL (uM). Os compostos 7, 28, 30, 34 e 39 ndo apresentaram
atividade hemolitica sobre hemécias de Mus musculus Swiss. Os outros
compostos nao foram testados. Foram realizados teste de atividade inseticida
sobre individuos adultos ndo sexados de Sitophilus zeamais (gorgulho-do-milho).
Foram testados os compostos 7, 12, 28, 29, 30 e 34 e todos causaram mortalidade
significativa, sendo estes resultados bastante promissores, estimulando o
desenvolvimento de compostos inseticidas mais potentes e menos toxicos. Os
compostos 7, 12 e 28 foram submetidos a biotransformacdo com fragmentos de
cultura ou solucao de esporos de M. ramosissimus. Obtiveram-se os compostos 28
e 36 a partir da biotransformagéo do composto 7. O composto 28 foi obtido pela
biotransformacao do composto 12. Uma mistura diasterecisomérica dos alcoois 12
e 37 foi produzida a partir da substancia 28. O composto 28 foi submetido a
ensaios com variacdo na concentragdo de esporos (10°, 10* e 10? esporos/ mL) e
pH (4 a 9). Nestes ensaios obtivemos também misturas de diasterecisbmeros, 12 e

37, em diversas proporgdes e também o composto 15.

PALAVRAS-CHAVE: triciclo[6.2.1.0%*"|undeca-4,9-dien-3,6-diona,  Diels-Alder,
biotransformacédo, inseticida, atividade citotéxica, hemolise, quimica organica
medicinal
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ABSTRACT

In this work it was performed the synthesis of polycyclic cage-like molecules by
classical organic reactions and by biotransformation process in order to obtain
potentially bioactive compounds from the Diels-Alder adduct
trycyclo[6.2.1.0%"|Jundeca-4,9-dien-3,6-dione. We obtained the compounds 7, 12,
15, 16, 28, 29, 30, 32, 34, 35a, 35b, 36, 37, 38 e 39. The compounds 15, 32, 34, 35

and 35b are being reported for the first time.
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Among the tested compounds 7, 12, 15, 16, 28, 29, 30, 32, 34, 39 for cytotoxic
activity, compound 34 showed cytotoxic towards HCT-8, SF-295 and MDA-MB 435
cell lines, with ICs values of 6.68 (17.9), 7.58 (20.4) and 13.51 (36.3) ug/ mL (uM),
respectively. Compound 28 showed moderate albeit unspecific cytotoxic towards
HL-60, HCT-8 and MDA-MB 435 cell lines, with 1Csq values of 11,34 (65.2), 13,62

(78.2) and 13,52 (77.7) ng/ mL (uM), respectively. The results revealed the



absence of hemolytic activity for compound 7, 28, 30, 34 e 39 in mouse
erythrocytes. The others compounds were not tested.

Compounds 7, 12, 28, 29, 30 and 34 were tested for insecticidal activity and the
results were quite promising as they caused significant mortality on insects of the
species S. zeamais. Compounds 7, 12 and 28 were submitted to a
biotransformation assays employing the saprobe fungus Mucor ramosissimus. As a
result it was formed compounds 28 and 36 from 7. Compound 28 was obtained
from biotransformation of 12. A mixture of isomers 12 and 37 was produced from
compound 28. This compound was submitted to assays at different concentrations
of spores (10°, 10* e 10® spores/ mL) and pH (4-9), leading to diastereomeric

mixture of 12 and 37 with varied proportions.

KEY-WORDS: tricyclo[6.2.1.0%"|undeca-4,9-dien-3,6-dione, Diels-Alder,
biotransformation, insecticide, cytotoxic activity, hemolysis, medicinal organic
chemistry
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1 INTRODUCAO

A quimica orgéanica sempre influenciou nos habitos culturais das diversas
sociedades, desde a antiguidade. Muitas reacbes organicas foram realizadas por
Nnossos ancestrais na preparacao de alimentos, bebidas, corantes e muito antes de tais
preparagdes serem reconhecidos como uma area da ciéncia. Atualmente encontramos
em nosso cotidiano, muitos produtos disponiveis comercialmente que sao o resultado
de esforgcos incansaveis de pesquisadores em quimica organica e areas afins,
abrangendo desde detergentes, combustiveis, tintas, medicamentos, alimentos,
bebidas, defensivos agricolas, entre outros.

A sintese organica merece um destaque na preparagdo de inumeros
compostos. A descoberta e avaliacao das propriedades de novas substancias bioativas,
tém impulsionado a pesquisa em sintese organica no sentido de desenvolver e
descobrir novos compostos, tais como farmacos e/ou agroquimicos mais eficazes e

eficientes.

1.1 COMPOSTOS ORGANICOS POLICICLICOS CAGE-LIKE E REACAO DE
DIELS-ALDER

Durante muitos anos, os compostos policiclicos cage-like saturados tem
despertado o interesse de muitos quimicos organicos (*MARCHAND, 1989; GRIFFIN &
®MARCHAND, 1989). Os compostos cage-like ou do tipo gaiola contém um angulo de
ligacdo incomum entre as ligagdes C-C-C tetraédricas que se encontram num valor
significativamente diferente de 109,5 °. Muitos estudos tém sido realizados na tentativa

de explicar como esses compostos, com geometria incomum, afetam na reatividade
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quimica e seu comportamento (*MARCHAND, 1989). Na Figura 1 estdo listados os

melhores exemplos de moléculas cage-like.

pentacicloundecano trisomocubano
cubano basquetano adamantano

Figura 1: Exemplos de compostos policiclicos cage-like.

O interesse na farmacologia dos compostos policiclicos engaiolados foi
estimulado pela descoberta inicial da atividade antiviral da amantadina (1) e
posteriormente com a rimantadina (2), com efeitos colaterais reduzidos. Estudos
adicionais relacionados a compostos policiclicos engaiolados levaram a descoberta de
outros compostos com propriedades similares, como os pentacicloundecanos 3 e 4

(GOVENDER et al., 2005; GELDENHUYS et al., 2005, KITAGAWA et al., 1997) (Figura

H5C
NH, o NHe ﬁ g
@ @ HoN CeHs CzHsHN CHs
1 2

3 4

2).

Figura 2. Exemplos de compostos policiclicos cage-like bioativos.

Sintese, Biotransformagdo e Avaliagdo Bioldgica de Substancias Policiclicas Cage-like Derivadas do Aduto de
Diels-Alder Triciclo[6.2.1.0>"Jundeca-4,9-dien-3,6-diona
2
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Oliver et al. (1991) avaliou a atividade antiviral dos compostos 3 e 4 sobre
herpes simplex | e Il, influenza A2/Taiwan e virus Rhino 1A. Ambos os compostos
testados apresentaram uma atividade in vitro sobre herpes simplex Il e influenza A2/
Taiwan, comparaveis com o aciclovir e amantadina. Foi verificado também atividade
anti-parkinsoniana da amantadina através da observacao de um paciente com doenca
de Parkinson, infectado com o virus da influenza (GELDENHUYS et al., 2005).

A reacdo de Diels-Alder, desde a descoberta por Diels & Alder em 1928, se
destaca como uma das mais versateis estratégias empregadas na sintese organica
(OLIVEIRA, 2006). A descoberta teve inicio na reagdo de cicloadigdo envolvendo o
ciclopentadieno (5) e p-benzoquinona (6), formando principalmente o aduto
endo-triciclo[6.2.1.0%"Jundeca-4,9-dien-diona (7) como mostrado no esquema 1.
(DIELS & ALDER, 1928)

Esquema 1

Consiste de uma reacao entre um dieno conjugado e um diendfilo para formar
um aduto com anel de seis membros, na literatura mais antiga era conhecido como
sintese de dienos. O esquema 2 apresenta um exemplo geral da reacao de Diels-Alder,
em que duas moléculas insaturadas combinam para formar um composto ciclico onde

elétrons © sdo usados para formar duas novas ligagdes c.

Sintese, Biotransformagdo e Avaliagdo Bioldgica de Substancias Policiclicas Cage-like Derivadas do Aduto de
Diels-Alder Triciclo[6.2.1.0>"Jundeca-4,9-dien-3,6-diona
3
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Esquema 2

Ll — U

dieno diendfilo aduto

Esta é uma reacdo de cicloadicao [4+2], envolvendo um sistema de quatro
elétrons w € um outro sistema de dois elétrons . Em geral a reagédo ocorre facilmente,
simplesmente pela mistura dos componentes a temperatura ambiente ou por um leve
aquecimento em um solvente apropriado, apesar de que em casos de dienos e
diendfilos pouco reativos, condicbes mais rigorosas (altas temperaturas e/ou altas
pressdes, catalisadores etc.) podem ser necessarias. A reacdo de Diels-Alder é
reversivel e muitos adutos se dissociam nos seus componentes mesmo a baixa
temperatura (CARRUTHERS, 1986).

O aduto 7 possui uma caracteristica estrutural peculiar que é a sua alta simetria.
Contudo, transformagdes quimicas seletivas em um ou nos dois grupos carbonilicos
podem ser executadas sem muitos problemas por reagentes “classicos” ou
“ndo-classicos”, incluindo biotransformag¢des com células integras de microrganismos
e/ ou enzimas (MARCHAND et al, 1995). Uma outra caracteristica a ser considerada é
0 seu esqueleto semi-engaiolado (cage-like), que forca os grupos funcionais a ficarem
proximos espacialmente, como pode ser mais bem observado no esquema 3 na
transformacdo de 7 em 9, exemplificado pela sintese da dicetona de Cookson

(COOKSON et al. 1958).
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Esquema 3

Apesar do composto 7 ter sido intensivamente estudado, o seu potencial na
area da quimica medicinal ainda nao é bem explorado. Por outro lado, existe um
grande interesse no estudo da avaliagéo bioldgica destas moléculas policiclicas rigidas
devido a sua peculiaridade estrutural. Estes esqueletos moleculares sado Uteis na
interacdo especifica com receptores biolégicos e/ou na inibigdo competitiva ou
nao-competitiva com espécies quimicas menores em seu interior (RANGANATHAN et
al.,, 1999). Além disso, a incorporacado destas estruturas carbogénicas rigidas em
compostos biologicamente ativos geralmente aumentam sua atividade fisiologica.
Estruturas policiclicas rigidas aumentam a lipofilicidade através das membranas
celulares, bem como aumentam sua afinidade pelas regides lipofilicas nos receptores.
Estas estruturas também proporcionam estabilidade metabdlica, podendo prolongar o
efeito farmacolégico o que permitiria, por exemplo, a reducao da dose (BROOKES et al.,
1992; GOVENDER et al., 2005).

Em trabalhos anteriores, foram relatadas preparacdoes das substancias 10
(CONSTANTINO et al., 2000; BEATRIZ, 2001) e 11 (CONSTANTINO et al., 2003), que
possuem muitos dos aspectos estruturais do esqueleto basico de produtos naturais
denominados furanoeliangolideos (MINNAARD, 1999). Os compostos 10 e 11 foram
preparados a partir de reacoes de cicloadicao [4 +2] e [6 + 4], respectivamente, seguido

de clivagem de uma ligacao interna de uma estrutura policiclica (Figura 3).
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O 10

Figura 3: Compostos preparados a partir de reacdes de cicloadicao.

Em uma das rotas de sintese para a preparagédo da substancia 10 foi utilizado o

aduto de Diels-Alder 7 (CONSTANTINO et al., 2000; BEATRIZ, 2001) (Esquema 4):

Esquema 4
O
@f;} _2etapas_ @ij 2 etapas base @
0 OH
7 12 1 3

Durante esses estudos foram preparadas algumas substancias com
estruturas rigidas do tipo gaiola (CONSTANTINO et al, 2000; BEATRIZ, 2001), como

mostrado na Figura 4:

0]
7 0 o]
7/
g @]
7 14 15
(0]
O OH
7 MeO :
OMe
@]
16 17

Figura 4. Alguns exemplos de estruturas rigidas do tipo gaiola, preparadas pelo grupo de
pesquisa.
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1.2 BIOTRANSFORMAGCAO NA SINTESE ORGANICA: UMA VISAO GERAL

A incorporacdao da Dbiotransformagdo em rotas sintéticas usando
microrganismos e/ ou enzimas isoladas esta sendo bastante explorada por industrias e
pela comunidade académica. A primeira consideracao para o uso da biotransformacao
numa rota sintética € o controle régio e estereosseletivo, que podem ser alcangados
através de reacbes catalisadas por enzimas ou microrganismos. A biotransformacao
esta sendo um dos métodos eficazes na producao de compostos opticamente puros e
no desenvolvimento de rotas eficientes para compostos alvos. Ainda, a
biotransformacao proporciona alternativas para metodologia sintética classica, assim
representando uma ferramenta viavel para a sintese organica (LOUGHLIN, 2000).

Enzimas isoladas e/ ou microrganismos tém sido freqlientemente utilizados na
industria como catalisadores. Na Tabela 1 estdo sumariadas algumas aplicagdes de
sucesso no processo catalisado por células integrais de microrganismos para sintese
em larga escala. Comparando com enzimas isoladas, culturas de microrganismos
podem ser preparadas mais rapidamente e com menor custo. Em particular, os
microrganismos tém sido mais comumente utilizados em processos industriais gracas a
sua diversidade e facilidade de manuseio. Crescentes avancos na area académica tém
aumentado as vantagens do uso de microrganismos com catalisadores (ISHIGE et al.

2005).
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Tabela 1: Aplicagbes recentes de catalisadores microbianos em processos sintéticos

industriais.
itens Produtos Substrato(s) Microrganismo Enzima(s) Companhia
Acido (S)-2- Acido (R,9)-2- Pseudomonas sp. Desalogenase Avencia
cloropropidnico cloropropi6nico
L-DOPA Pilocatecol, Erwinia herbicola Tirosina fenol Ajinomoto
piruvato, NH4*, liase
Acido L- L-lisina E. coli Lisina amino- Mercian
pipeclico recombinante transferase (de
Flavobacterium
lutescens)
CDP colina Acido orético, Corynebacterium multiplos passos sob Kyowa
cloreto de colina ammoniagenes geracéo de ATP Hakko
Glutationa Acido glutamico, E. coli g-glutamilcisteina Kyowa
Produtos cisteina, glicina recombinante sintetase, glutationa Hakko
Farmacéuticos sintetase (de E. coli) sob
eseus geracao de ATP
intermediarios Hidroxiprolina Prolina E. coli Prolina hidroxilase Kyowa
recombinante (de Streptomyces sp.) Hakko
Alcoois quirais Cetonas E. coli Oxidoredutase Kaneda
correspondentes recombinante (de vérios
microrganismos)
Acido 5-hidroxi 2-cianopirazina Agrobacterium sp.  Nitrilase, Lonza
pirazina carboxilico hidroxilase
Acido (s)-2- Acido (R,9)-2- Klebsiella amidase Lonza
piperazina piperazina terrigena
carboxilico carboxilico
4-[6-hidroxipiridin-  (S)-nicotina Pseudomonas sp. multiplos passos Lonza
3-il]-4-oxobutirato
Pravastatina compactina Streptomyces Citocromo Sankyo
sodica carbophilus P450
(2R, 5R)-hexanodiol 2,5-hexanodiona lL(a?tobacillus Alcool desidrogenase JFC
efir
intermediario do DL-pantoil Fusarium lactonase Daiichi
pantotenato lactona osysporum Fine
Chemical
Vitaminas Ascorbato Acido Sphingomonas Fosfoquinase Kyowa
2-fosfato ascérbico trueperi Hakko
Nicotinamida 3-cianopiridina Rhodococcus Nitrila hidratase Lonza
rhodochrous J1
Aminoacidos L-Aminoacidos DL-hidantoinas E. coli L-hidantoinase, Degussa
recombinante L-carbamoilase
XMP E. coli XMP aminase Kyowa
Realgador 5-GMP recombinante (GMP sintase de Hakko
de flavor E. coli)
Guanosina, E. coli AP/PTase Ajinomoto
pirofosfato recombinante (de Escherichia
o e eiiciiiiiiceio_.______blattae) _________________________
, ; E. coli Guanosina/inosina Kyowa
5'-IMP Inosina recombinante cinase (de E. coli) Hakko
Inosina, E. coli AP/PTase Ajinomoto
pirofosfato recombinante (de Escherichia
_____________________________________________________________________ blattae) ______ .
Resinas Acrilamida Acrilonitrila Rhodococcus Nitrila hidratase Mitsubishi
rhodochrous J1 Rayon
Inseticidas Acido 6-hidroxi Niacina Achromobacter Niacina hidroxilase Lonza
nicotinico xylosoxidans

Fonte: copiada de ISHIGUE et al. 2005.
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As reaclOes catalisadas por enzimas podem ser divididas em seis principais
grupos, de acordo com a Unido Internacional de Bioquimica. Estes grupos sao: (1)
Oxidorredutases: realizam reagbes de oxidagédo e reducao; Oxigenacéo das ligagdes
C-H, C-C e C=C, remocao de atomos de hidrogénio equivalentes. (2) Transferases:
Transferéncia de grupos tais como o grupo acila, fosforila, aldeidico, ceténico e agucar.
(3) Hidrolases: Hidrdlise de glicosideos, anidridos, ésteres, amidas, peptideos e outras
funcdes contendo C-N. (4) Liases: Reacoes tais como adicdo de HX em ligacdes
duplas como em C=C, C=N e C=0 e processo reverso. (5) Isomerases: Isomeriza¢ao
tais como migracéao de ligacdo C=C, isomerizacao e racemizacao cis-trans. (6) Ligases:
Formacao de ligacdao C-O, C-S, C-N, C-C e formacdo de ligacdo éster de fosfato
(LOUGHLIN, 2000). A maior parte das biotransformacdes € realizada por enzimas da
classe das hidrolases, seguida das oxidorredutases e das demais classes (LOUGHLIN,
2000).

As principais vantagens do uso de enzimas na sintese organica sao: (i)
catalises eficientes, sendo o processo da reacao mais rapido comparado com a catalise
quimica (MENGER, 1993) e as enzimas podem ser efetivas mesmo em baixas
concentracées molares; (ii) reacdées sob condi¢cdes suaves, numa faixa de temperatura
moderada (20-40°C) e pH (em torno de 7,0), minimizando reacdes indesejadas, tais
como rearranjos e reagbes laterais; (iii) acdo catalitica sobre um grande numero de
substratos em locais ha molécula de dificil acesso por meio sintético; (iv) seletividade,
tais como: quimiosseletividade (as enzimas podem agir sobre varios grupos funcionais
na presenca de outros grupos funcionais sensiveis), regiosseletividade,
diastereosseletividade (SWEERS & WONG, 1986; SIH & WU, 1989) e

enantiosseletividade (as enzimas sdo catalisadores quirais e suas especificidades
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podem ser exploradas para conversdes seletivas e assimétricas) (SWEERS & WONG,
1986; SIH & WU, 1989); (v) catalise em meio ndo-aquoso, usualmente sdo enzimas
que podem também operar em solventes organicos (KLIBANOV, 1990; LAANE et al.,
1987).

A principal desvantagem das enzimas na sintese € o fato delas usualmente
serem formadas por L-aminoacidos e entdo estarem impossibilitadas de inverter sua
inducdo quiral na reagdo. Entretanto, com o isolamento de novas enzimas e com o
avango da técnica em biologia molecular para criar enzimas modificadas, este
problema pode eventualmente ser superado. As enzimas sdo propensas a inibicao pelo
substrato ou pelo produto. Este problema pode ser contornado pela manutencao da
baixa concentragdo do substrato e/ ou pelo desencadeamento da reacao in situ onde o
produto de uma reacao torna-se o substrato da préxima reacao. Outra desvantagem é
que a enzima mostra alta atividade catalitica em solventes aquosos. Entretanto, em
muitas reagdes com compostos organicos o solvente de escolha geralmente é um
solvente organico para solubilizar o substrato. Assim, as enzimas requerem um
manuseio cuidadoso, para evitar desnaturacdo e conseqliente perda de atividade
catalitica (LOGHLIN, 2000).

As pesquisas em biotransformacao no Estado de Mato Grosso do Sul ainda se
restringem a um grupo de pesquisadores do Departamento de Quimica e do
Laboratério de Bioquimica Vegetal da UFMS. Os projetos envolvem a utilizagédo de
microrganismos brasileiros isolados de plantas nativas ou do solo da Mata Atlantica e
do Pantanal nas bioconversdes de substancias naturais e/ou sintéticas, a fim de
promover transformagdes quimicas que dificilmente seriam realizadas por reacdes

classicas (BEATRIZ et al., 2005).
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Na Tabela 2 estdo relacionadas biotransformagbes recentes realizadas pelo

grupo, utilizando-se os fungos M. ramosissimus e Beauveria bassiana.

Tabela 2: Recentes biotransformagdes de substancias organicas realizadas no Estado de Mato
Grosso do Sul.

Biotransformacéao Referéncia

o- Ho

2 O B
o ol
R e}

M. ramosissimus

20, R=H (~4%)
ou 21, R= CH 55%
Beauveria bassiana 3 (¥ ) (MARTINS, 2004)

0

(~68%)

(0] (0] (0] (0]
M. ramosissimus HOM
o o o (MARTINS, 2004)

22

(5%)

O| HO
B. bassiana
R ——
ou (ARRUDA et al., 2006)
CN Curvularia lunata

80%
2-ciano-norbonan-7-ona

I HO OH
B. bassiana
: - +
C. lmata (ARRUDA et al., 2006)
(70%)
(2:1)
NO NO, NO,
2-p-nitrofenil-norbonan-7-ona 26 27

Neste trabalho, utilizamos o fungo Mucor ramosissimus (Samusevich), uma

espécie saproébia isolada de folhas de Rudgea jasminoides (Rubiaceae) nativa de Mata
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Atlantica. Este fungo foi selecionado por ser componente da microbiota fungica de um
ecossistema brasileiro e por ndo existirem registros na literatura de sua utilizacdo em

biotransformagdes.
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1.3 ATIVIDADE BIOLOGICA

A seguir apresentamos trés ensaios bioldgicos de nosso interesse para

experimentagao de bioatividade dos compostos organicos.

1.3.1 Atividades citotoxica e hemolitica

De acordo com o Orgao Internacional de Padronizacgéo (International Standard
Organization), 1ISO 10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro € o primeiro passo para
avaliagdo da biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos
biomédicos. Depois de comprovada a toxicidade do produto este é utilizado em ensaios
pré-clinicos com animais de laboratorio. Varios métodos in vitro, para avaliar a
citotoxicidade de biomateriais foram padronizados, utilizando-se culturas celulares.
Estes testes consistem em colocar o material direta ou indiretamente em contato com
uma cultura de células de mamiferos, verificando-se as alteracbes celulares por
diferentes mecanismos, entre 0s quais a incorporacao de corantes vitais ou a inibicao
da formagé&o de coldnias celulares (CRUZ et al. 1987, GUESS et al. 1965, ROGERO et
al. 2000).

Os métodos in vitro apresentam vantagens em relagdo aos in vivo tais como:
limitam o nimero de variaveis experimentais, permitem obter dados estatisticamente
significativos, sao realizados em periodos de tempo mais curtos e sinalizam a presenca
de extrema citotoxicidade, evitando o sacrificio desnecessario de animais
experimentais. O problema da extrapolacdo dos dados obtidos in vitro para a aplicagao
clinica dos biomateriais pode ser superado pelo uso de materiais de referéncia

apropriados. Como a variedade de produtos a serem avaliados tem crescido muito,

Sintese, Biotransformagdo e Avaliagdo Bioldgica de Substancias Policiclicas Cage-like Derivadas do Aduto de
Diels-Alder Triciclo[6.2.1.0>"Jundeca-4,9-dien-3,6-diona
13



Introducdo

estudos como estes métodos demonstraram que os testes com culturas celulares
podem ser utilizados com sucesso, pois sdo reprodutiveis, rapidos, sensiveis e
financeiramente acessiveis para a execucao de estudos de biocompatibilidade in vitro
(ROGERO et al. 2003).

Analises de citotoxicidade pelo método do
3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) vém sendo
utilizadas no programa de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos
(NCI), que testa mais de 10.000 amostras por ano (SKEHAN et al., 1990). E um método
rapido, sensivel e barato, que foi descrito primeiramente por Mosman (1983) e
modificado por Alley et al. (1996) e que permite analisar a viabilidade e o estado
metabélico da célula. E uma andlise colorimétrica baseada na conversdo do sal
3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de
formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir
facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acao (BERRIDGE et al., 1996).

Apés a avaliacao citotoxica dos produtos geralmente sao realizadas avaliagbes
do potencial hemolitico das substancias-teste. Mesmo que as substancias testadas
apresentem baixa citotoxicidade, podem causar lesées na membrana plasmatica dos
eritrécitos, seja por formagdo de poros ou pela ruptura total impossibilitando o
transporte das substancias até o seu alvo ou receptor além de causar lesdes que

comprometem a saude geral do paciente.
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1.3.2 Atividade inseticida

O armazenamento impréprio de graos de milho e outros cereais é a principal
causa de infestagao por diversas espécies de insetos, destacando-se como uma das
principais pragas primarias internas o Sitophilus zeamais Mots., 1855 (Col.:
Curculionidae), conhecido como gorgulho-do-milho (Figura 5). O controle quimico desta
praga € geralmente efetuado como inseticidas fumigantes que, apesar de eficazes,
podem causar intoxicacoes aos aplicadores, presenca de residuos toxicos nos graos e
selecdo de populagdes resistentes (LORINI, 2003; RIBEIRO et al., 2003; BENHALIMA

et al., 2004).

Figura 5: Sitophilus zeamais (gorgulho-do-milho): principal praga associada aos gréos de

armazenamento.

No Brasil, as perdas de grdos sédo ocasionadas pelo ataque de pragas antes,
durante e depois da colheita. As maiores perdas dos graos sao durante o
armazenamento e sdo estimadas em cerca de 10% da produgéo. Considerando-se que
a estimativa da producao brasileira em 2002/2003 foi de aproximadamente 114 milhdes
de toneladas (BRASIL, 2005), fica evidente a relevancia destes prejuizos.

Dentre as pragas associadas aos graos armazenados no Brasil, o
gorgulho-do-milho é considerado como o mais importante, devido ao grande niumero de
hospedeiros, elevado potencial biético, infestacdo cruzada, praga de profundidade e

pelo fato de tanto as larvas como adultos danificarem os graos (GALLO et al., 2002).
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A descoberta de novas substancias sintéticas € uma demanda frequente tanto
para uso de novos inseticidas, com reduzido impacto ambiental e para a saude publica,
quanto para se desacelerar o desenvolvimento de resisténcia aos inseticidas,
utilizando-se diferentes classes de compostos quimicos num plano de manejo de
pragas.

Dentro deste contexto, o presente trabalho visou a descoberta e o
desenvolvimento de novas substancias com potencial atividade citotéxica e inseticida,
a partir do aduto de Diels-Alder obtido pela reagdo do ciclopentadieno com

benzoquinona.
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Planejou-se incorporar no esqueleto carbbnico do aduto de Diels-Alder
alguns grupos responsaveis por atividades bioldgicas conhecidas e que estao
presentes em farmacos ou em estruturas de produtos naturais bioativos. Por
exemplo, adenina, galato trimetoxilado e agucares, presentes em muitas
substancias bioativas.

A Tabela 3 exibe alguns exemplos de farmacos e produtos naturais

bioativos, destacando-se grupos importantes para a(s) atividade(s) biolégicas(s).
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Tabela 3: Substancias bioativas com grupos farmacoféricos com atividade conhecida.

Composto Grupo Farmacoforico Atividade Referéncia

(GAUKROGE
H5CO OCHj,4 antitumoral
OCHs R et al. 2003)
galoil
o/‘\‘\
o OH (PALERMO et
antitumoral
oH OH al. 2003)
OH OH
(-)-epigalocatequina- galato
3-galato
AN “
NN 2 (BALZARINI et
N
I NS al. 2004; DE
N . 3
HN- N KN/ N> antiviral
§j i CLERCQ et al.
HO 1997)
; adenina
abacavir
HoN
>=NH
HN OH
OH OH
" 0 HEIFETS &
"0 (
K antibacteriano LINDHOLM-LE
OH
| VY, 1989)
glicosilamina
HO
Q (ONISHI et al.
HﬁggS/OH antifingico
OH 2000)
glucose

enfumafugin
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F

O Bloqueador de
-HCl —\
‘ 2+
o H-N  N-H canal de Ca™, (HARA et al
OAE —
F LN o . . tratamento de 1998)
5 piperazina
- enxaqueca
lomerizine

2 O (TADASSE &
Antiinflamatéria e
N1 (0] NH odad SANNON,
NH proprieaade )
5 J 2005; LIMA et

© imunomoduladora
al. 2001)
talidomida ftalimida

O desafio em sintetizar um composto policiclico rigido inédito, também
norteou o desenvolvimento desta pesquisa. O policiclo 31, por exemplo, poderia
ser preparado através da sequéncia de reacdes simplificadas a seguir, gerando, no
final, um composto cage-like possuindo uma face hidrofobica (face P) e outra
hidrofilica (face a), o qual poderia, muito provavelmente, possuir propriedades

fisico-quimicas inusitadas, em meio biolégico ou nao.

27 X = leaving group

i

O/

31
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3 OBJETIVOS

a)

Sintese de substancias com estruturas policiclicas rigidas (cage-like), a
partir do aduto de Diels-Alder formado pela cicloadicdo entre
ciclopentadieno e benzoquinona.

Testar a capacidade de Mucor ramosissimus na biotransformagao dos
produtos sintetizados.

Delineamento de algumas condicbes O&timas de ensaios de
biotransformacao, tais como a concentracao de esporos do inéculo e pH
do meio.

Avaliar:

i) a atividade citotoxica com as linhagens: HL-60 (leucemia), MDA-MB
435 (mama-humano), HCT-8  (c6lon-humano) e  SF-295
(SNC-glioblastoma) e também testar a atividade hemolitica em
eritrécitos de camundongos Mus musculus Swiss.

i) a atividade inseticida e repelente sobre adultos ndo sexados de S.

zeamais (gorgulho-do-milho).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o intuito de facilitar a leitura, esta secao foi dividida em 4 partes: 4.1.
Sintese; 4.2. Biotransformacao; 4.3. Atividade Bioldgica e por ultimo apresentamos

uma discussao dos dados espectrais das substancias no item 4.4.

4.1 SINTESE

Nesta subsecdo nao sera dada atengédo a configuracdo absoluta, mas a
configuracédo relativa dos varios centros assimétricos. Todas as férmulas de
substancias dotadas de assimetria simbolizam misturas racémicas; é representada

apenas um dos enantidmeros por simplicidade, como exemplificado a seguir:

\
Br,
JOH

Br
© JOH

Br o

HO,
- rac-30

Algumas das substancias inicialmente propostas para serem submetidas
aos testes de atividade bioldgica e ensaios de biotransformagdes, foram
preparadas a partir da reacdo classica de Diels-Alder entre ciclopentadieno e a

benzoquinona.
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Esquema 5
(0]
/\ O
(@ Hexano/AcOEt 7
\—/ 0°C; 4 h
(97%) O
ciclopentadieno 7

benzoquinona

A reacao mostrada no esquema acima é bastante conhecida na literatura
(OLIVEIRA, 2006; MARCHAND & ALLEN, 1974; WASSERMAN, 1935; ODA et al.
1998; STROERMER et al. 2003). Entretanto, do ponto de vista experimental,
algumas desvantagens sao notadas, tais como o uso de solventes tdxicos e a
necessidade de temperaturas muito baixas. Estas caracteristicas conduziram-nos
a procurar um método mais eficiente para obtencao do composto 7.

Prop6s-se experimentar a reacdo de cicloadicdo da mistura de
benzoquinona em hexano:acetato de etila (5:1) com excesso de ciclopentadieno
recém-destilado (Esquema 5). Neste método, foi trocado o metanol, que é
reconhecidamente téxico, por um sistema menos toxico (AcOEt:hexano) e a
temperatura usada foi de 0° C em vez de -78° C. Este sistema de solvente foi
usado para forcar o controle cinético da reagdo e também para solubilizar os
reagentes. O procedimento levou a um rendimento de 97% do isdmero endo, ap6s
recristalizagdo de hexano.

Em seguida, foi realizada a redugdo seletiva das ligagbes duplas
conjugadas, utilizando Zn (zinco) e acido acético entre 50-60° C, método adaptado
de Marchand et al. (1991), produzindo-se a dicetona 28, que, por sua vez, teve

uma das suas carbonilas reduzida por NaBH.4, obtendo-se o ceto-alcool 12, como
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exibido no esquema 6.

Esquema 6
0] O NaBH4 2 o
7 Zn/AcOH 7 MeOH/H,0
55-60°C
0] 12h o) Sh HO
28 rac-12
7 (85%) (90%)

Na seqiéncia e partindo-se do composto 12, foram obtidos varios
compostos policiclicos, com funcionalidades quimicas diversificadas, como
mostrado no esquema 7.

O tetraciclo 29 foi obtido em rendimento quantitativo a partir do tratamento
do alcool 12 com NBS em diclorometano (YOSHIDA et al, 1998). Ao se tentar
preparar o composto altamente tencionado 31, por reducdo da carbonila do
composto 29 (pela face convexa), com subsequente ciclizacao apds deslocamento
do brometo, obtivemos apenas a conhecida bromoidrina 30 (KONNO &
OGASAWARA, 1998). Mesmo apo6s o tratamento da bromoidrina 30 com NaH em
THF sob refluxo, néo foi possivel obter o composto 31 desejado, recuperando-se o

material de partida.
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Esquema 7

o)

rac-32

Qi (70%)
NaH "
] THF o

refluxo MeQ
§:> /< rac-34
MeO (15%)
MeO 33

o CH.Cl, Py/Tolueno
rac-29 ta,5h refluxo, 24 h

(99%)
NaBH,
MeOH
AcO AgoCOs .
CH,Cl, a‘f,15
OACO OoC_> t.a. Omu (9/°
Br 24 hs
OH OAc Br argila
3 OAc
o

(0)
rac30 NaH X
(72%) Tf:*F
S reriluxo ACO ::
o' . 0 0
OAc
(9%)
OAc OAc
35b

Por outro lado, o tratamento do tetraciclo 29 com NaH e THF sob refluxo
levou a remocdo do hidrogénio acidico em C-2 e subseqlente reacao
intramolecular para formar o anel ciclopropano, tendo como produto o composto
32 (esquema 7).

O galato 34 foi obtido através de uma esterificacdo com o tratamento do
ceto-alcool 12 com o cloreto de acido 33, em tolueno sob refluxo, na presenca de
piridina. Juntamente com 34 foi obtido o tetraciclo 15, provavelmente formado pela
condicao reacional levemente &acida (apdés formacao inicial de 34, produz-se

cloreto de piridinio) favorecendo a protonagdo da ligacdo dupla levando a
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ciclizagao via grupo hidroxila (CONSTANTINO et al. 2001) (esquema 8). Com o
objetivo de verificar esta proposicao, checou-se a estabilidade do composto 12.
Observou-se que 12 permanece inalterado em acetato de etila puro, no entanto,
ele é rapidamente convertido em 15 quando se adiciona ao solvente uma pequena

quantidade de acido p-toluenossulfonico.

Esquema 8
H H
. O . O
H H
®
H.Q”“” Ouuu
rac-15

A mistura diastereoisomérica dos compostos glicosilados 35a e 35b foi
obtida através do tratamento do ceto-alcool 12 sob condicdo Koening-Knorr
(HANNA et al. 1987). Com o intuito de promover catalise ou manter o meio
reagente anidro, foi adicionada argila seca (esmectita 200 mesh) (esquema 7).
Com este procedimento, obtive-se rendimento de 9% apos 24 horas sob agitagao.
O material de partida que nao reagiu foi recuperado.

Todos o0s compostos foram identificados e elucidados por dados
espectroscopicos de RMN de hidrogénio ('H), carbono ('3C), infravermelho (IV),
espectrometria de massas, entre outros métodos, bem como por comparacao dos
dados de compostos conhecidos com a descricdo na literatura. No Iltem 4.4.
encontra-se uma discussdo dos dados espectroscépicos e espectrométricos das

substancias preparadas neste trabalho.
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4.2 BIOTRANSFORMAGOES

Nesta subsegdo, com excecdo do composto 12, ndo foi determinada a
configuracdo absoluta dos produtos que apresentaram atividade O&ptica;
novamente por simplicidade representamos apenas um dos enantibmeros com a
configuracéo relativa dos carbonos estereogénicos.

Os compostos 7, rac-12 e 28 foram submetidos aos ensaios de
biotransformacdo empregando o fungo saprobio Mucor ramosissimus. Os
resultados estdo sumarizados na Tabela 4. Os principais espectros de RMN de 'H
e ®C dos compostos 28 e 36 estdo na discussdo dos espectros (Item 4.4. Figuras

13 e 55, respectivamente).

Tabela 4: Resultados das Biotransformagdes de Adutos cage-like de Diels-Alder por

Mucor ramosissimus.
Exp. Substrato Produto t(d % M.P.rec.
O
1 Ioi 14 11
J 28 "0 6
(8%) (64%)
0
0 7
2 77
2 N (0] 12 [a]u =+2,5°
HO 28
rac-12 (7%)
OH
i = / O
Vi o) +
3 o] HO 10 10
o] (12 (70%) 37
28 (75:25)
[a2) = - 31,04°

Exp. = experimento; t (d) = tempo (dias); % M. P. rec. = porcentagem de material de partida

recuperado.
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A formacdo do produto 36 pode ser racionalizada como sendo uma
isomerizacao da enediona 7, provavelmente pela agcdo de uma base presente no
meio de cultura. A reducao que levou ao produto 28 sugere a participagdo de uma
coenzima (NADH ou NADPH) efetuando uma adicdo-1,4 de hidreto com

subsequente captura de préton (H*) do meio (esquema 9).

Esquema 9
5
5 . o
7 .. 7 QH 7
NAD(P)* tautomerizagéo
+ NAD(P)H T, !
(0] o (0]
7 U H 0 H

No experimento com o ceto-alcool 12 (racémico) foi obtida a dicetona 28,

um produto de oxidagao do carbono carbindlico de 12, muito provavelmente devido

a acao de oxidorredutases. O material de partida, que foi recuperado e purificado

por cromatografia em coluna de silica gel, apresentou atividade Optica ([06]20 =+
2,5, ¢ 0,04 CHCIs), indicando uma biotransformacao enantiosseletiva.

Quando a dicetona 28 foi submetida a biotransformacao, produziu-se uma
mistura diastereoisomeérica dos alcoois 12 e 37, com excesso da substancia 12
(75:25). Os esterecisbmeros 12 e 37 ndo puderam ser separados por
procedimento usual de cromatografia em coluna de silica gel. No entanto, foi
possivel identificar os sinais de RMN de 'H e de '*C de cada composto e
compara-los aos reportados na literatura (MARCHAND et al. 1995). A proporcao
entre os isdbmeros foi determinada através das integracoes relativas dos sinais de

H no espectro da mistura (Figura 6).
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A mistura dos alcoois diastereoisoméricos 12 e 37 apresentou atividade
optica ([0]p>°= -31,04, ¢ 0,06, MeOH), indicando uma biotransformacgéo

estereosseletiva.

Marchand et al. (1995) usaram uma cultura de Saccaromices cerevisae
para biotransformar a mesma substéncia 28 e foram produzidos os mesmos
alcoois 12 e 37 na proporgdo de 80:20, no entanto, apresentando atividade
optica contraria ([a]D® + 52,4; c. 1,4, CH,Cly). A configuragdo absoluta do
composto (+)-12, obtido no experimento de Marchand, foi determinada por difracao
de raios-X de um derivado. O alcool (+)-12 apresenta uma configuragéo absoluta S
em C-6, ou seja, 0 microrganismo usado promoveu biorredugdo com

especificidade Prelog (fornece S-alcoois).

(+)-12 (-)-12

Por correlacdo, o produto obtido na biotransformacdo por Mucor
ramosissimus, neste experimento, tem a configuracdo absoluta contraria ao
descrito por Marchand. Sendo, portanto, uma biorredugdo com especificidade

anti-Prelog (fornece R-alcoois) (ARRUDA et al. 2006).

Em estudos futuros pretende-se avaliar se a biorreducéo apresentada M.
ramosissimus (anti-Prelog) é uma generalizacdo ou especifica apenas para o

composto 28.
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Acquisition Time (sec) 2.1889 Comment Imported from UXNMR. | Date 08 Apr 2005 16:53:20 (degree C) 27.000
Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Number of Transients 8 Original Points Count 16384
Points Count 16384 Pulse Sequence 29 Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 7485.03
H,y (37)
O Hyo(12)
Hq (12)
1.00
[E—
UAIMASRSUAMEESY T T T T T T T T T T T T T T T T T
6.2 6.1 6.0 59 5.8 57 5.6 55 5.4 5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2
Chemical Shift (ppm)
Chloroform-d
1
s
1.28 1.00 2.19 2,93 1.021.332.38 4.69 2.10
Ly =] [E— | [ [ |
LI e o T o B I L o B L UL R R T UNBEER RS T T
7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0
Chemical Shift (ppm)

Figura 6: Espectro de RMN de 'H da mistura dos compostos 12 e 37.
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Acquisition Time (sec) 2.1889 Comment Imported from UXNMR. Date 02 Feb 2006 16:55:28 Temperature (degree C) 27.000
Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Number of Transients 8 Original Points Count 16384
Points Count 16384 Pulse uence 29 Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 7485.03

Ch!oroform-d

| \__

R S LA o o o B L o AL B o UL LA B o B
7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0
Chemical Shift (ppm)

Figura 7: Espectro de RMN de 1H do composto 37.

Objetivando obter o composto 37, para ser usado como padrdo nos
experimentos em cromatografia gasosa, submeteu-se o ceto-alcool rac-12 em
tratamento com cloreto de mesila e piridina a fim de produzir o mesilato
correspondente e, na sequéncia, obter o alcool rac-37, via uma reagao do tipo SN».
Porém, quando se tratou o mesilato do ceto-alcool rac-12, com uma mistura de
acetona:agua, sob refluxo, na presenca de K.COg3, se obteu apenas o ciclopropano

rac-16 (esquema 10 e Figura 42 - espectro).
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Esquema 10

acetona: H,O /7 N\ o
_ =
K,CO5
refluxo HO
37
O

16

Sabendo-se de antemao que o composto rac-12 em meio acido sofre
ciclizagdo para formar o composto 15, devido a sua estereoquimica,
alternativamente, para obter 37, dissolveu-se os produtos de biotransformacéo
(mistura de (-)-12 e 37) em acetato de etila, na presenca de acido
p-toluenossulfénico em quantidade catalitica. Com este tratamento, foi obtido o
esperado éter 15 e também o acetato 38, ambos derivados de 12 e 37,
respectivamente (esquema 11). Os produtos desta reagdo foram purificados por
cromatografia em coluna de silica gel.

A fim de evitar a formacgao do acetato 38, diclorometano foi utilizado como

solvente em vez de acetato de etila, obtendo-se apenas 37 e 15.
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Esquema 11
OH (e}
4 = N A% Ac. p-TsOH % %
AcOEt
o HO
(12 37
Ac. p-TsOH
diclorometano
37 + 15

4.2.1 Determinacao da concentracao 6tima de esporos de M. ramosissimus
para biotransformacao

O composto 28 foi submetido aos ensaios de biotransformacao
empregando os esporos do fungo saprébio Mucor ramosissimus em
concentracdes de 10°, 10* e 102 esporos/mL. Aparentemente, em CCD, foram
observadas transformagdes da substancia 28 produzindo uma mancha com Rf
compativel com a mistura dos ceto-alcoois (-)-12 e 37, ja observados nos
experimentos anteriores, onde se utilizou fragmentos de meio de cultura sélido.
Pode-se observar a similaridade dos espectros apresentados na Figura 8, com os
espectros da Figura 6, tratando-se, portanto, da mesma mistura. Os resultados

deste experimento estdo sumariados na Tabela 5.
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+
Acquisition Time (sec) 2.1889 Comment Imported from UXNMR. Date 25 Oct 2005 15:00:16 Temperature (degree C) 27.000
Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Number of Transients 8 Original Points Count 16384
Points Count 16384 Pulse Sequence 29 Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 7485.03
H9(37)/H10(12)
a
) H10(37) H
6(12)
H9(12)
Z —_
1.00 131  0.37
S — 1.26
T T I T T T
625 620 6.15 6.10 6.05 6.00 595 590 585 T T
Chemical Shift (ppm) 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0

Chemical Shift (ppm)

C C
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(37)' " '10(12)

b) He(wz)
1.00 1.24 0.28
] 125

B A L B L A A A A L L ML L
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Chemical Shift (ppm)

T
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Chemical Shift (ppm)

C
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Hg57/H

Hioan 987 o) Hgiz
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J A

1.00 1.23 0.30

L ) — 1.20
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Chemical Shift (ppm)

C
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7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5

4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0
Chemical Shift (ppm)
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’ (Jchemical Shift (
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Figura 8: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) dos produtos das biotransformacées 12 e 37 a
partir do composto 28 variando-se a concentracao de esporos. a) 10° esporos/ mL. b) 10* esporos/

mL. ¢) 10 esporos/ mL.
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Tabela 5. Produtos de biotransformacao obtidos com diferentes concentragbes de

€sporos.
Exp. Substrato [esporos] Produto t (d) % M.P. rec.
/ OH / =
/ = ’
10° © 67%) ° 20 7%
d ()12 _ 37
28 (77:23)
[a]g’ =-40,3°
/ " / =
/ o *
2 10* o oy O 20 21,5%
o 0 (-)-12 (66%) 37
28 (82:18)
[o]f) = - 44,2°
/ 2 / o
Vi O +
2 (6) HO
2 %
3 . 10 ()12 (59%) a7 0 5,5
28 (80:20)

20 _ _ 0
[0} = - 37,3

Exp. = experimento; t (d) = tempo (dias); % M. P. rec. = porcentagem de material de partida

recuperado.

Nestes ensaios, pode-se destacar o experimento 2, o qual apresentou
rendimento de 66%, semelhante ao experimento 1, no entanto, recuperou-se
21,5% do material de partida, o qual pode ser submetido novamente a

biotransformacéo.
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4.2.2 Determinacao do pH 6timo de crescimento de M. ramosissimus para

biotransformacao

O composto 28 foi submetido aos ensaios de biotransformacao
empregando os esporos do fungo saprobio Mucor ramosissimus em uma

concentracdo de 10* esporos/ mL variando-se o pH na faixa entre 4 a 9.

A mistura resultante das biotransformacdes nos diferentes valores de pH
foram cromatografadas em coluna de silica gel e os espectros de RMN de 'H de
cada experimento estdo apresentados na Figura 9. Os valores de rotagdo Optica,
bem como rendimentos e proporgéo entre os produtos estdo exibidos na Tabela 6.
O alcool (-)-12, obtido no experimento 9 (pH 6), isomerizou-se para formar a
substancia 15 devido ao fato do produto ficar mantido em solugé&o por longo
periodo em cloroférmio deuterado. Para evitar esta transformacgao indesejada, os
espectros dos produtos dos demais experimentos foram obtidos tdo rapido quanto

possivel.
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Tabela 6: Biotransformacao determinando as condi¢des 6timas de ensaio com diferentes
variagdes de pH utilizando 10* esporos/ mL de M. ramosissimus.

Exp. Substrato pH Produto t(d) M.P.rec. (%)
OH o)
7 4 g (46,68%) HQ 20 7, 1%
; ()12 60:40) 37
8 [OL]T-DO =-21,6°
OH o)
% N %
8 5 I (434%) 5 20 6,2 %
o (-)-12 (70:30) 37
28 [ = - 39,0°
D
0
%
9 6 d (41,5%) Qo 20 7,5 %
,f 15  (83:17) 37
8 [o]29 = - 55,6
J OH J o)
J 0 +
10 7 g (49,4%) HO 20 7,2%
08 ()12 (61:39) 37
[(x]2D° =-20,7°
OH o)
/ N J
by Y Ay
11 8 3 (43.2%) g 20 8,3 %
o (-)-12 (67:33) 37
28 []20 = - 8,450
D
OH o)
, o / S Z%
12 9 S (42,8%) HO 20 13,6 %
08 (12 (75:25) 37

20 _ 0
[ = - 16,54

Exp. = experimento; t (d) = tempo (dias); M. P. rec. (%)= porcentagem de material de partida

recuperado.
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Figura 9: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl,) dos produtos da biotransformagéo do

composto 28 em diferentes valores de pH.
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Os ensaios de determinagdo das condigcbes Ootimas de pH para
biotransformacado dessas substancias deverdao ser repetidos com modificacbes
metodoldgicas que permitam um melhor monitoramento e uma melhor separagéao
dos produtos obtidos. Para tanto sdo necessarios equipamentos que nao estao
disponiveis no momento, tais como cromatégrafo gasoso para controle detalhado
dos produtos formados ao longo do tempo de ensaio, bem como as proporgdes
entre eles. Além disso, para a determinacao do excesso enantiomérico de cada
composto, € necessdria a utilizagcdo de cromatografia liquida ou gasosa com
adsorvente quiral ou, como alternativa, a realizacdo de uma derivatizagao com
reagente de Mdsher e posterior anélise por RMN de 'H. Portanto, esta parte do
trabalho de dissertagdo carece de um estudo mais detalhado. De qualquer
maneira, temos informacdes valiosas sobre os tipos de transformacdes que o

fungo M. ramosissimus pode realizar.
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4.3 ATIVIDADE BIOLOGICA

Os testes de atividades citotoxica e hemolitica foram efetuados no
Laboratério de Oncologia Experimental da Unidade de Farmacologia Clinica da
Universidade Federal do Ceard, supervisionados pela Prof:. Dr?. Claudia do O
Pessoa.

Os ensaios de atividade inseticida sobre individuos adultos Sitophilus
zeamais foram realizados no Laboratério de Bioquimica Vegetal da Universidade
Federal do Mato Grosso do Sul, sob supervisdo do Prof. Dr. Anténio Pancracio de

Souza.

4.3.1 Atividade citotoxica in vitro

A atividade citotoxica de cada amostra esta apresentada na Tabela 7.
Foram consideradas substancias puras com potencialidade citotoxica, aquelas que
apresentaram ICso menor que 4 pg/mL, em mais de duas linhagens estudadas
(FAVARO, 1990). Dentre as seis amostras estudadas, a substancia 7 apresentou
citotoxicidade moderada, inespecifica, com ICso de 11,34 (65,2), 13,62 (78,2) e
13,52 (77,7) pug/mL (uM) sobre as linhagens celulares HL-60, HCT-8 e MDA-MB
435 respectivamente. De forma semelhante, a substéncia 34 mostrou acao
citotdéxica moderada sobre as linhagens (HCT-8, SF-295 e MDA-MB 435) com ICs
correspondendo respectivamente a 6,68 (17,9), 7,58 (20,4) e 13,51 (36,3) pg/mL
(uM). A amostra 28 apresentou citotoxicidade apenas para a linhagem MDA-MB

435 com ICsp correspondente a 10,47 (59,5) pg/mL (uM).

Sintese, Biotransformacdo e Avaliagdo Bioldgica de Substancias Policiclicas Cage-like Derivadas do Aduto
de Diels-Alder Triciclo[6.2.1.0*"Jundeca-4,9-dien-3,6-diona
39



Resultados e Discussio

Os_OMe

MeO OMe
OMe

39
Figura 9: metil galato (39)

Por outro lado, metil galato (39) ndo apresentou efeito citotoxico sobre as
quatro linhagens testadas (HL-60, HCT-8, SF-295 e MDA-MB 435) com ICsg maior
que >25(110,6) ug/mL (uM). Isto sugere que a estrutura engaiolada presente em

34 pode apresentar um importante papel no aumento de sua atividade.
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Tabela 7. Atividade citotéxica dos compostos sintéticos.

Células?
b
Amostras IC50 (Ug/mL) {I-IM}
HL-60 HCT-8 SF-295 MDA-MB 435
; o (11,34){65,2} (13,62){78.,2} (13,52){77.7}
(> 25){> 143,6}
s (8,68- 14,80){49,9- 85,1} (5,52- 33,63){31,7- 193,3} (11,57- 15,80){66,5- 90,8}
Z%O (10,47){59,5}
(> 25)(> 142,0} (> 25)(> 142,0} (> 25)(> 142,0}
y (4,80- 22,05){27,3- 125,3}

O
1?% (> 25){> 140,4} (> 25){> 140,4} (> 25){> 140,4} (> 25){> 140,4}
Br,
O
%}% (> 25){> 97,3} (> 25){> 97,3} (> 25){> 97,3} (> 25){> 97,3}
29
Br,
OH
% (> 25){>96,9} (> 25){> 96,9} (> 25){> 96,9} (> 25){> 96,9}
O

30
o]
. (> 25){> 142,0} (> 25){> 142,0} (> 25){> 142,0} (> 25){> 142,0}
ﬂ%"
o (6,68){17,9} (7,58){20,4} (13,51){36,3}

o (> 25){> 67,2}
u (4,22- 10,56){11,3- 28,4}  (6,12- 9,39){16,5- 25,2} (11,16- 16,37){0,03- 44,0}
MeQ OMe
OMe
O
(> 25){> 140,4} (> 25){> 140,4} (> 25){> 140,4} (> 25){> 140,4}
O
15
Oy OMe
J;I/L (> 25){>110,6} (> 25){> 110,6} (> 25){> 110,6} (> 25){> 110,6}
MeO OMe
OMe 39

As células foram cultivadas em placas de 96 pogos em estufa a 5% de CO,, a 37°C, por 72h, na
presenga das concentragées das substancias puras (0,39-25 pg/mL). Cada concentragdo foi
testada em triplicata, e as analises foram realizadas em duas determinagdes.

®ICso corresponde a concentragao que inibe 50% do crescimento celular (Intervalo de confianga).
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4.3.2 Avaliagcao da Atividade Hemolitica em Eritrocitos de Camundongos Mus
musculus Swiss

Esta metodologia, segundo Costa-Lotufo et al. (2002) e Dresch et al.
(2005), permitiu avaliar o potencial das substancias testadas em causar lesbées na
membrana plasmatica da célula, seja pela formagao de poros ou pela ruptura total.
A membrana dos eritrécitos € uma estrutura dindmica que pode revelar mudancgas
significativas em sua interacdo com o medicamento (AKI & YAMAMOTO, 1991;
MALHEIROS et al., 2000 ).

Dos compostos testados (7, 28, 30, 34 e 39) nenhum apresentou
atividade hemolitica em todas as concentragdes testadas, sugerindo que a
atividade citotoxica ndo esta relacionada com propriedade litica ou inducado da
instabilidade da membrana por estes compostos. Provavelmente as alteracbes
causadas pelas substancias teste devem ser resultados de modificagdo em

processos metabdlicos intracelulares.
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4.3.3 Atividade inseticida

Os graos de trigo (100 g) foram pulverizados com solugdes contendo 10
mg da amostra solubilizadas em solventes apropriados huma quantidade de 10 mL.
avaliacOes foram feitas no primeiro, segundo, quinto e décimo dia, contando-se o
namero de insetos mortos e descartando-os. Seguiu-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado, com dez repeticdes para cada tratamento
(TAVARES, 2003).

Através da Tabela 8 e gréafico da Figura 10, pode-se observar que até o
segundo dia ndo houve diferenca de mortalidade entre os tratamentos e os
controles, a partir do quinto dia todas as substancias testadas provocaram
mortalidade maior do que os controles, com destaque para o composto 12 que
causou 26,50% de mortalidade. No décimo dia, a mortalidade foi muito significativa
em todas as substancias testadas. O composto 29 com 80,50% de mortalidade, o
composto 34 com 78%, 28 com 78,00%, 12 com 76,50%, 30 com 66,00% e a
substancia 7 com 65,50%. Os resultados obtidos foram bastante promissores
justificando a complementacdo de experimentos para avaliagao da atividade de
repeléncia.

O potencial inseticida observado sobre S. zeamais (gorgulho-do-milho)
dos compostos testados torna-se mais importante com o fato de que essas
mesmas substancias ndo apresentam atividade citotoxica significativa e, mais
importante ainda, atividade hemolitica ndo foi observada nos testes realizados.
Portanto, sob esta oOtica, se pode preconizar que tais compostos, muito
provavelmente, apresentam pouca toxicidade sobre animais e serdo uteis como

protétipos de novos pesticidas mais potentes e menos toxicos para os animais.
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Tabela 8: Mortalidade de individuos de S. zeamais tratados com as substancias teste.

Dias
amostras
1 2 5 10
Br,
LOH
%% 0 (%0,00) 0 (%0,00) 10,5 (£2,84) 66,0 (18,76)
30
Z%O
ox/”" N 0 (£0,00) 0 (£0,00) 14,0 (£7,38) 78,0 (+9,49)
MeO OMe
OMe
Br
O
% 0 (£0,00) 0,5(+1,58) 15,0 (+3,33) 80,5 (+5,99)
29
7 O
0 (+0,00) 15 (+2,42)  26,5(%4,12) 76,5 (+10,81)
12 Ho™
7 0]
1(£2,11) 1(£2,11) 19,0 (+6,58) 78,0 (£7,89)
28 S
7 o]
0 (£0,00) 0 (£0,00) 12,0 (£5,87) 65,5 (1£6,43)
7 O
controle 1(£2,11) 0 (0,00) 2,5 (+4,86) 9,0 (+6,15)
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Figura 10: Porcentagem de mortalidade de adultos de S. zeamais tratados com compostos

cage-like.
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4.4. Discussao dos espectros

Nesta secdo a numeragcdo dos atomos de carbono e hidrogénio dos
compostos, ndo segue nenhuma norma ou recomendagao oficial. O objetivo é
facilitar a identificacdo dos atomos de carbono e hidrogénio nas discussdes dos
espectros das substancias sintetizadas e biotransformadas.

A nomenclatura dos compostos foi gerada a partir de programas
computacionais ChemDraw e/ou ACD/NAME e possui uma numeracao diferente
da utilizada nesta sec¢éo de discusséo.

Devido a proximidade dos deslocamentos quimicos de RMN '3C para
atomos de carbono numa mesma molécula, usou-se simbolicamente asterisco
para a incerteza na atribuicdo do deslocamento quimico, ou seja, atomos de
carbono com o mesmo numero de asteriscos podem ter os deslocamentos
quimicos trocados.

Para a atribuicdo dos sinais espectrais foram consultados artigos, revisoes,
tabelas e livros textos (SILVERSTEIN et al, 1994; PAVIA et al., 2001 e

BREITMEYER, 2001).
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endo-triciclo[6.2.1.0%"] undeca-4,9-dieno-3,6-diona (7)

Nos espectros de RNM de 'H e de 'C (figuras 11 e 12, respectivamente)
pode se notar a simetria deste composto pelo numero de sinais. O espectro de
RMN de 'H do composto 7 observa-se cindo sinais com integrais relativas na
proporcao de 2: 2: 2: 2: 2 onde os singletos, um em 3 6,03 ppm e outro em 4 6,53
ppm, indicam a presenca de olefinas. Os hidrogénios da ponte apresentaram
dubleto em & 1,40 ppm e outro em & 1,50 ppm atribuidos a H11b e H11a
respectivamente. Estes hidrogénios tém acoplamento geminal com J=8,8 Hz e o
deslocamento do H11a mais desblindado deve-se ao seu posicionamento dentro
do cone de desblindagem da olefina em C9-C10.

No espectro de RNM de '*C observam-se seis sinais confirmando a
presenca de carbonila em & 199,4 ppm e auséncia deste no DEPT 135. Além disso,
pode-se confirmar a presenca de CH, da ponte, em 6 48,6 ppm. Os sinais em o
142,0 e 136,2 ppm séo indicativos de carbonos de olefinas e em o 48,7 ppm o
carbono da ponte e em & 48,3 ppm os carbonos da conexdo entre os anéis. Os
sinais de RMN do composto 7, bastante conhecido, foram comparados com os da
literatura (MARCHAND, et al., 1974).

No espectro de IV (Figura 13), observam-se bandas de deformacéao axial
de C=0 de carbonila (1659 e 1670 cm™'), CH de olefinas (3032 e 3053 cm™) e CH

de alifatico (2941; 2991 e 2991 cm™). Ainda observam-se bandas de deformac&o
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angular de C(C=0)C.

Espectro de RMN de 'H

[ isition Time (sec) 2.2675 [ comment Imported from UXNMR. | Date 04 Mar 2005 19:46:08 | Temperature (degree C) 27.000 |
| Frequency MHz) 300.13 | Nucleus 1H | Number of 8 | original Points Count 16384, |
| Points count 16384 | Pulse 2930 | sovent CHLOROFORM-D | Sweep Width (Hz) 7225.43 |

H/H

475

Hy/H,g
Hy/H,
155 150 1.45 1.40 1.35 1.30
Chemical Shift (ppm)
Hip Hira
Chloroformyd

2.00 2.00 2.041.98 2.15

. B = U -

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5
Chemical Shift (ppm)

Figura 11: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 7, com expansdes de
alguns sinais.
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Espectro de RMN de **C
[ isition Time (sec) 0.8700 [ comment imported from UXNMR. | Date 20 Apr 2005 15:51:28 Temperature (degree C) 27.000
| Frequency (MHz) 75.48 | Nucleus 13C | Number of Transients 2854 Original Points Count 16384

| Points count 16384 | Puise 20pg30 | sotvent CHLOROFORM-D | sweep width (Hz) 18832.39 |
N h
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Figura 12: Espectro de RMN de '*C (75 MHz, CDCl;) do composto 7. (a) Totalmente
desacoplado; (b) DEPT 135, T(CH, CHs); {(CH,).
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Tabela 9: Atribuicdo dos deslocamentos quimicos aos hidrogénios (H) e carbonos (C) do

composto 7.
HeC  §('H) [m, integral relativa, J (Hz)] 5(*%c) DEPT
1e8 3,51 (m, 2H) 48,3 CH
2e7 3,18 (d, 2H, J= 2,1) 48,7 CH
3e6 - 199,4 C
4e5 6,53 (s, 2H) 135,3 CH
9e10 6,03 (dd, 2H, J=1,7) 142,0 CH
11a 1,40 (d, 1H, J= 8,8)
48,6 CH.
11b 1,50 (d, 1H, J= 8,8)
Espectro de Infravermelho
’% 25 Aug 2006 23:37:38 | Technique Infrared [ Spectral Region IR |
X Axis Wavenumber (cm-1) | v axis _ %Trar | Spectrum Range 549.6720 - 4000.0702 |
Points Count 1790 | Data spacing _ 1.9287

Y%Transmittance

RRRSRARRRRAR UNARRRRRRR) UVRARBRRN ARRRRRRR) UVABRRRREN UVARRRBRRR UVBRRRRRN UNBRRRRRR URABRRRREN UVARRRRRRR) UVABRREARN UNARRRERRR) UVABRRRRRRI UNARRRRRRR) UNABRRRREN UVARRRBRRRI BRRRRRRRRI BRRRARS
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Wavenumber (cm-1)

Figura 13: Espectro de IV do composto 7.

Tabela 10: Atribuicdo das bandas de absorcao de IV a grupos funcionais do composto 7.

vmax (cm™) Atribuicao

3053 e 3032 Deformagéao axial de CH olefinico

2991, 2970 € 2941  Deformacao axial de CH alifatico

1663 Deformacéao axial de C=0 de cetona conjugada
1658 Deformacéao axial de C=C de alceno

1278 e 1302 Deformacéao angular de C(C=0)C.
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endo-triciclo[6.2.1.0>"Jundec-9-eno-3,6-diona (28)

Nos espectros de RMN de 'H e '*C (figuras 14 e 15, respectivamente)
pode-se notar, pelo nimero de sinais, que a molécula apresenta plano de simetria.
O espectro de RMN de 'H mostra sinal em & 6,13 ppm indicativo de olefina. Em &
1,32 ppm atribui-se um dubleto referente ao H11a (J= 8,8) e 6 1,44 ppm referente a
um duplo tripleto do H11b (J= 8,8; 1,9) dos hidrogénios da ponte. Sinais na regiao
de 6 3,0 — 3,5 ppm, o mais desblindado em & 3,41 ppm refere-se aos hidrogénios
da cabeca de ponte e em 4 3,18 ppm o da juncao entre os anéis (referentes ao H2
e H7). Além disso, pode se observar o desdobramento dos sinais em 6 2,27 e 2,60,
multipletos referentes aos H4 e H5.

No espectro de RMN de '*C observa-se sinal de carbonila em & 209,6 e
auséncia deste no DEPT 135°. Ainda no DEPT pode se observar a presenca de
trés sinais de CH, podendo confirmar a redugéo seletiva do composto 7 para o 28.
Os valores de RMN deste composto foram comparados com os descritos na
literatura (MARCHAND et al., 1991).

No espectro de infravermelho (Figura 16), atribui-se bandas referentes as
deformacdes axiais de olefina (3065 cm™), de alifatico (2943; 2970 e 2989 cm™) e
de carbonila da cetona (1709 cm™). Além disso, observam-se bandas de

deformacéo angular de C(C=0)C (1302 cm™).
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Espectro de RMN de 'H

ion Time (sec) 2.3724 Comment Imported from UXNMR. | Date 16 Mar 2005 18:16:32 (degree C) 27.000
Frequency (MHz) 300.13 Nucleus H Number of Transients 8 Original Points Count 16384
Points Count 16384 Pulse 2930 Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 6906.08
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Figura 14: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) do composto 28.
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Espectro de RMN de **C

Acquisition Time (sec) 0.8700 ‘ Comment Imported from UXNMR. ‘ Date 18 Mar 2005 10:03:44 ‘ Temperature (degree C) 27.000 ‘
Frequency (MHz) 75.48 \ Nucleus 13C \ Number of Transients 6202 \ [o]
Points Count

riginal Points Count 16384
16384 | Pulse 29pg30 | solvent Pyr | sweep width (Hz) 18832.39
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Figura 15: Espectro de RMN de ®*C (75 MHz, CDCl;) do composto 28. (a) Totalmente
desacoplado; (b) DEPT 135, T(CH, CHj); {(CHo).
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Tabela 11: Atribuicdo dos deslocamentos quimicos aos hidrogénios (H) e carbonos (C) do
composto 28.

HeC  §('H) [m, integral relativa, J (Hz)] 5(*%c) DEPT
1e8 3,41 (m, 2H) 51,8 CH
2e7 3,18 (m, 1H) 47,3 CH
3e6 0 209,6 C
4 2,60 (m, 1H)
37,8 CH.
4 2,27 (m, 1H)
5 2,60 (m, 1H)
37,8 CH,
5 2,27 (m, 1H)
9e10 6,13 (t, 2H, J=1,7) 136,5 CH
11a 1,32 (d, 1H, J=8,8)
48.6 CH>
11b 1,44 (td, 1H, J= 8,8; J=1,9)
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Figura 16: Espectro de IV do composto 28.

Tabela 12: Atribuicdo das bandas de absorcao de IV a grupos funcionais do composto 28.

vmax (cm™) Atribuicdo

3065 Deformacao axial de C-H olefinico
2989, 2970 e 2943 Deformacéao axial de C-H alifatico
1709 Deformacgéao axial de C=0 de cetona
1302 Deformacéao angular de C(C=0)C
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rel-(1S,2S,6S,7R,8R)-6-hidroxitriciclo[6.2.1.0°"Jundec-9-en-3-ona (12)

No espectro de RMN de 'H (Figura 17) do composto 12 observa-se um
duplo-dubleto (J = 5,6; 2,9 Hz) em 6 6,04 e 6,12 ppm correspondente a hidrogénio
de olefinas. A presenca do multipleto em & 4,23 ppm referente ao hidrogénio
carbindlico (H6), confirma a transformacdo do composto 28 para 12. Os
hidrogénios da cabeca-de-ponte apresentam na forma de um multipleto, mas
aparentemente aparecem como um singleto largo que absorvem em & 3,18 (H4)
sofrendo efeito de desblindagem da carbonila em relagdo ao H8 absorvendo em o
3,01. O dubleto (J = 8,4 Hz) em 6 1,21 ppm e duplo tripleto em & 1,33 ppm
referem-se aos H11b e H11a da ponte, respectivamente.

No espectro de RMN de 'C (Fugura 18) observam-se onze sinais
diferentes conferindo a assimetria do composto, podendo observar a presencga de
carbonila em & 213,4 e auséncia deste no DEPT 135. Além disso, no espectro de
DEPT 135, confirma a presenca de CH; referentes ao carbono da ponte (5 49,8) e
C-4 (27,6) e C-5 (35,9).

Os dados espectrais de RMN deste composto foram comparados com os
dados descritos na literatura (BEATRIZ, 2001; MARCHAND, 1995), se
confirmando a estrutura.

No espectro de infravermelho (Figura 19) se confirma a presenca de banda
larga de O-H em 3439 cm™ caracteristico de alcool. Observa-se ainda deformagao

axial de alcenos (3062 cm™), de alifatico (2872 — 2961 cm™) e carbonila de cetona
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(1688 cm™). Além disso, deformacdo angular de C(C=0)C (1331 cm™) e C-O-H

(1074 cm™).
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Figura 17: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) do composto 12.
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Espectro de RMN de **C
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desacoplado; (b) DEPT 135, T(CH, CHs); {(CH,).

Sintese, Biotransformacdo e Avaliagdo Bioldgica de Substancias Policiclicas Cage-like Derivadas do Aduto

de Diels-Alder Triciclo[6.2.1.0*"|Jundeca-4,9-dien-3,6-diona

57



Resultados e Discussio

Tabela 13: Atribuicdo dos deslocamentos quimicos aos hidrogénios (H) e carbonos (C) do
composto 12.

HeC  §('H) [m, integral relativa, J (Hz)] 5(*%c) DEPT
1 3,18 (m, 1H) 45,6 CH
2 2,71 -2,82 (m, 1H) 51,3 CH
3 e 213,4 C

4b 1,65—1,84 (m, 1H)
27,6 CH>
4a 2,01 —2,20 (m, 1H)
5a 2,01 —2,20 (m, 1H)
35,9 CH;
5b 1,65—1,84 (m, 1H)
6 4,23 (m, 1H) 67,4 CH
7 2,71 -2,82 (m, 1H) 45,7 CH
8 3,01 (m, 1H) 44,9 CH
9 6,05 (dd, 1H, J= 5,6; 2,9) 135,2 CH
10 6,13 (dd, 1H, J= 5,6; 2,9) 136,4 CH
11a 1,21 (d, 1H, J=8,4)
49,8 CH,
11b 1,33 (dt, 1H, J=8,4; J=1,8)
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Figura 19: Espectro de IV do composto 12.
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Tabela 14: Atribuicdo das bandas de absorcéo de IV a grupos funcionais do composto 12.
vmax (cm™) Atribuicao

3439 Deformacao axial de O-H

3062 Deformagéao axial de C-H olefinico
2961 - 2872 Deformagéao axial de C-H alifatico
1688 Deformacéao axial de C=0 de cetona
1331 Deformagéao angular de C(C=0)C
1074 Deformacéao angular de C-O
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rel-(4S,5S,6S,8S,1R,2R,12R)-5-bromo-7-oxatetraciclo[6.4.0.0>°.0*'?|dodecan-
11-ona (29)

Pelos espectros de RMN de 'H e 'C (figuras 20 e 21, respectivamente)
observa-se assimetria na molécula. O espectro de RMN de 'H revela 10 sinais
com integrais relativas de 1: 1:1:1:2:1:2:2:1: 1. OH11aem § 1,66 (dd, J = 11,2
e 2,2) torna-se mais blindado devido a presenca do atomo de bromo. O dubleto
mais desblindado em 6 4,59 refere-se ao H9 e o ddd (J = 4,2; 4,0; 1,8) em & 4,28
ao He6.

O dubleto observado em & 3,72 atribui-se ao H10. Este se encontra em
uma regiao mais blindada devido a presenca do cone de protecdo da carbonila
causando um efeito anisotrdpico sobre o H10.

O espectro de RMN de *C apresenta onze sinais, e em & 211,7 ppm
observa-se sinal de grupo carbonila e auséncia deste no espectro de DEPT 135°.
No DEPT ainda observa-se trés sinais de CH, referentes aos carbonos da ponte e
C4 e C5. No espectro de gHSQC foi identificada a correlacao direta de H-C e nos
espectro de gHMBC foram observadas as correlacdes (Tabela 16 e figuras 22 e 23,
respectivamente).

No espectro de IV (Figura 24) podem-se observar bandas de absorcao de
deformagcdes axiais de carbonila (1697 cm™), C-H de alifatico (2982, 2951 e 2883

cm’™") e deformagéo axial de C-Br (1184 cm™).
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Espectro de RMN de 'H

[‘Acquisition Time (sec) 2.6935 [ comment Imported from UXNMR. | Date 17 Nov 2005 18:10:08 | (degree C) 27.000 |
\ Frequency (MHz) 300.13 \ Nucleus 1H \ Number of Transients 8 \ Original Points Count 16384 \
[ Points count 16384 | Puise 2930 | soivent CHLOROFORM-D | sweep width (Hz) 6082.73 |

L e e L
3.0 2.9 2.8 2.7 26 25 24 23 2.2 5 2.0 1.9 1.8 17

Chemical Shift (ppm)

Chemical Shift (ppm)

Chlorgform-d

1.00 1.05 1.04 1.07 2.031.03 1.91 1.99 1.71
[ [ S D s g
T R T e B T o R R I e A SR
45 25
Chemical Shift (ppm)

Figura 20: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) do composto 29.
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Espectro de RMN de **C
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Figura 21: Espectro de RMN de ®*C (75 MHz, CDCl;) do composto 29. (a) Totalmente
desacoplado; (b) DEPT 135, T(CH, CHs); L(CH,).

Sintese, Biotransformacdo e Avaliagdo Bioldgica de Substancias Policiclicas Cage-like Derivadas do Aduto
de Diels-Alder Triciclo[6.2.1.0*"Jundeca-4,9-dien-3,6-diona
62



Resultados e Discussio

Tabela 15: Atribuicdo dos deslocamentos quimicos aos hidrogénios (H) e carbonos (C) do
composto 29.

HeC  §('H) [m, integral relativa, J (Hz)] 5(*%c) DEPT
1 2,54 — 2,60 (m, 1H) 42,2 CH
2 2,69 - 2,77 (m, 1H) 49,8 CH
3 e 211,7 C

4a 2,34 - 2,41 (m, 1H)
35,0 CH.
4b 2,18 -2,31 (m, 1H)
5a 2,18 -2,31 (m, 1H)
25,8 CH>
5b 1,85 —-1,96 (m, 1H)
6 4,28 (ddd, J = 4,2; 4,0; 1,8, 1H) 75,2 CH
7 3,00 (m, 1H) 46,8 CH
8 2,69 - 2,77 (m, 1H) 48,5 CH
9 4,59 (d, J= 5,1, 1H) 88,4 CH
10 3,72 (d,J =2,3, 1H) 55,0 CH
11a 2,17 (dd, J = 11,2; 1H)
34,8 CH.
11b 1,66 (d, J = 11,2; 2,2, 1H)
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Figura 22: Espectro 2D em CDCI; (gHSQC; C/ H) do composto 29.

ppm

Sintese, Biotransformacdo e Avaliagdo Bioldgica de Substancias Policiclicas Cage-like Derivadas do Aduto
de Diels-Alder Triciclo[6.2.1.0*"Jundeca-4,9-dien-3,6-diona

64



Resultados e Discussio

Acquisition Time (sec) (0.0183, 0.8110) Date 15 Jan 2007 13:05:56
Freq 'y (MHz) (75.48, 300.13) Nucleus (13C, 1H) Number of Ti 8
Original Points Count (345, 2048) Points Count (512, 2048) Pulse Sequence hmbcgpndgf
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (18867.92, 2525.25) Temperature (degree C) 27.000
p o = F 20
o LN T ?
] @ P e 40
— & A & i
JRR— Y @ “ e F
F 60
. . - o 3 a4 SR
£ 80
& o oo E
£ 100
£ 120
£ 140
E 160
[ 180
£ 200
— = - e 3
\H\‘HHUH\‘\H\U\H‘\\H\HH‘\H\U\H‘HH\HH‘HH\HH‘HH\HH‘HH\\H\‘HH\\H\‘\H\U\H‘HH\HH‘HH\HH;
7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0
ppm
- ' ag c 24
— L & S 02 e . e £ 32
— ] 5D + w £ 40
—_— 2] L) a g
— o a2 # o % Ao &5 & E 48
D — - & La <l ‘o %
E 56
£ 64
p— Lo gy PR E 72
| E
£ 80
— | & o ‘ —
& - 88
\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\:
4.5 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
ppm

Figura 23: Espectro 2D em CDCI; (gHMBC; C/ H) do composto 29.
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Tabela 16: Dados espectrais (5) do composto 29 obtidos por gHSQC ['J (C, H)] e gHMBC

["J(C, H), n=2 e 3].

gHSQC gHMBC

8¢ 3 2J(C,H) 3J(C,H)
C-1 42,2 2,54 — 2,60 H2 H9; H8
C-2 49,8 2,69 2,77 H7; H1 H6
C-3 211,7 - H2; H4a; H4b H5a
C-4a 2,34 — 2,41
Cap 350 2 18— 231 H5a; H5b H2
C-5a 2,18 — 2,31
csp 258 1.85-1.96 H4a; H4b H6; H2
C-6 75,2 4,28 H5a; H7 H5a; H8; H9; H2; H4a
C-7 46,8 3,00 H2; H8 H11b;
C-8 48,5 2,69 —2,77 H11a; H11b; H9 H2; H10
C-9 88,4 4,59 H10; H8 H11b
C-10 55,0 3,72 H9; H8 H11b
C-11a 34,8 2,17
c-11b 34.8 1,66 H1; H8 H7; H10; H2
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Figura 24: Espectro de IV do composto 29.

Tabela 17: Atribuicao das bandas de absorcao de IV a grupos funcionais do composto 29.
VMAX Atribuicao

2982, 2951e 2883  Deformacéo axial de C-H alifatico

1697 Deformagéao axial de C=0 de cetona

1184 Deformagéao angular de C-Br
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rel-(4S,5S,6S,8S,1R,2R,11R,12R)-5-bromo-7-oxatetraciclo[6.4.0.0>°.0*'?]dode
can-11-ol (30)

No espectro de massas (Figura 32) observa-se o pico do ion molecular em
m/z = 260 e 258. No espectro de RMN de 'H (Figura 25) observa-se um dubleto
em & 4,55 referente ao H9, o dubleto em 6 4,25 referente ao H10, deslocado para
regido mais desblindada em relacdo ao material de partida 29, corroborando a
transformacgéo. Pode-se destacar o multipleto em & 3,96 referente ao H3, que nao
foi notado no espectro do composto 29. Os acoplamentos dos hidrogénios da
ponte seguem o0s mesmos padrdoes que o material de partida (composto 29),
duplo-dubletos observados em & 1,52 e 2,14.

No espectro de RMN de '3C (Figura 26) observam-se onze sinais e no
DEPT 135. Pode-se notar a presenca de trés carbonos metilénicos. Ainda no
DEPT 135 observa-se que nesta estrutura nao existe carbono quaternario,
confirmando a redugéo da carbonila. O CH, em 6 35,4 refere-se ao carbono da
ponte. Com o espectro gHSQC foi possivel correlacionar os carbonos e seus
respectivos hidrogénios (Tabela 19 e Figura 27). O espectro de gCOSY foi
essencial para atribuicdo dos sinais de H1, H2, H4, H5, H7 e H8 (Tabela 20 e
Figura 29) que ainda n&o estavam definidos.

No espectro de IV (Figura 31) observa-se banda larga na regido de 3269
cm™ indicativa de grupo hidroxila. As bandas entre 2976 — 2922 cm™ indicam

deformacéao axial de C-H de alifatico.
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Espectro de RMN de 'H
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| Frequency (MHz) 300.13 | Nucleus 1H | Number of i 8 | original Points Count 16384 |
| Points count 16384 | Puise 2930 | sotvent CHLOROFORM-D | sweep width (Hz) 6906.08 ]
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Figura 25: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) do composto 30.
Espectro de RMN de *C
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Figura 26: Espectro de RMN de ®*C (75 MHz, CDCl;) do composto 30. (a) Totalmente
desacoplado; (b) DEPT 135, T(CH, CHs); {(CH,).
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Tabela 18: Atribuicdo dos deslocamentos quimicos aos hidrogénios (H) e carbonos (C) do
composto 30.

Posicdo & ('H) [m, J (Hz), integral relativa] 5(*%c) DEPT
1 2,63 (m, 1H) 44,2 CH
2,41 (m, 1H) 42,9 CH
3 3,96 (dd, J = 7,9; 18,0, 1H) 69,7 CH
4§
1,61-1,68 (m, 1H) 26,7
4b CHz
52 1,97 (ddd, J = 14,4; 6,8; 3,4, 1H)
26,1 CH.
5b 1,40-1,47 (m, 1H)
6 4,13 (m, 1H) 76,1 CH
7 2,31 (m, 1H) 39,5 CH
8 2,92 (m, 1H) 49,1 CH
9 4,55 (d, J= 5,1, 1H) 88,7 CH
10 4,25 (dd, J=17,9; 7,7, 1H) 56,5 CH
112 1,52 (dd, J= 11,1; 1,7, 1H)
35,4 CH.
11b 2,14 (d, J= 11,1; 1,7, 1H)
-OH Nao observado - o
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Acquisition Time (sec) (0.0063, 0.2052) Date 23 Feb 2007 14:38:30

Freq 'y (MHz) (75.48, 300.13) (13C, 1H) Number of Tr i 6

Original Points Count (119, 512) Points Count (128, 1024) Pulse hsqcedetgp
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (18832.39, 2495.01) Temperature (degree C) 27.000
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Figura 27: Espectro 2D em CDClI; (gHSQC; C/ H) do composto 30.
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Acquisition Time (sec) (0.0136, 0.8208) Date 23 Feb 2007 15:40:44

Frequency (MHz) (75.48, 300.13) Nucl (13C, 1H) Number of Transi 6

Original Points Count (256, 2048) Points Count (256, 2048) Pulse Seq hmbcgpndaf
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (18832.39, 2495.01) Temperature (degree C) 27.000
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Figura 28: Espectro 2D em CDCI; (QHMBC; C/ H) do composto 30.
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Tabela 19: Dados espectrais (5) do composto 30 obtidos por gHSQC ['J (C, H)] e gHMBC
["J(C, H),n=2¢ 3].

- gHSQC gHMBC

Posicao 3 3

dc OH J(C,H) J(C,H)
C-1 442 2,63 H2; H11a H10
C-2 429 2,41 HA1 H4a
C-3 69,7 3,96 H4a H5; H1
C-4a

26,7 1,60-1,68 H5
C-4b
C-5a 1,93-2,01

26,1 H6
C-5b 1,40-1,47
C-6 76,1 4,13 H5 H4a
C-7 39,5 2,31 HA1
C-8 491 2,92 H10
C-9 88,7 4,55 H10 H11b
C-10 56,5 4,25 H1; HY;
C-11a 2,14

35,4 HA1 H10
C-11b 1,52

*sinais que podem estar trocados
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Acquisition Time (sec) (0.1200, 0.4178) Date 19 Mar 2007 16:01:52

Frequency (MHz) (300.13, 300.13) Nucleus (1H, 1H) Number of Transients 8
Original Points Count (294, 1024) Points Count (512, 1024) Pulse cosygpaf
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (2450.98, 2450.98) Temperature (degree C) 27.000
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Figura 29: Espectro 2D (gCOSY 1H/ 1H) do composto 30.
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Tabela 20: Dados espectrais (8) do composto 30 obtidos por gCOSY ["J (H, H), n=2, 3 e
4]

posicao (1) COSY:'H/'H
1 2,63 H2; H8(w); H10; H11a; H11b;
2 2,41 H1; H3; H7
3 3,96 H2; H4a; H4b
4a 1,60 — 1,68 H3; H4b; H5a; H5b
4b H3; H4a; H5a; H5b
5a 1,93 - 2,01 H4a; H4b; H5b; H6
5b 1,40 - 1,47 H4a; H4b; H5a; H6
6 4,13 H5a; H5b; H7
7 2,31 H2; H6; H8
8 2,92 H1(w); H7; H9; H11a; H11b
9 4,55 H8
10 4,25 H1; H11b(w)
11a 2,14 H1; H8; H11b
11b 1,52 H1; H8; H10(w); H11a

a) b)
Figura 30: Acoplamento a longa distancia observado no espectro de gCOSY do composto
30. a) acoplamento em W entre H1 e H8. b) acoplamento em W entre H10 e H11b.
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Espectro de Infravermelho
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Figura 31: Espectro de IV do composto 30.

Tabela 21: Atribuicdo das bandas de absorcao de IV a grupos funcionais do composto 30.

vmax (cm™) Atribuicao

3269 Deformacao axial de O-H

2922, 2951 € 2976  Deformacgéo axial de C-H alifatico
1067 Deformagéo angular de C-Br

Espectro de Massas

Scan # s 2263
Mass Peak # : 98 Ret. Time : 21.850
Base Peak : 41.10 ( 70812)
41 g1
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Figura 32: Espectro de massas do composto 30.
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rel-(7S,8S,9S,11S,12S,1R,5R)-6-oxapentaciclo[6.4.0.0"°.0%'2.0"""]dodecan-2-0
na (32)

O espectro de RMN de 'H (Figura 33) mostra multipletos que aparecem
em J 4,56 e 4,36 e referem-se aos H6 e HI9 respectivamente. Os dubletos (J =
11,3 Hz) em & 1,73 e 1,79 referem-se aos hidrogénios da ponte seguindo os
mesmos padrdoes de acoplamento do material de partida (composto 29).

No espectro de RMN de *C (Figura 34) observam-se onze sinais sendo &
209,4 ppm indicativo de grupo carbonila de cetona. O DEPT 135° confirma com o
desaparecimento desse sinal. Ainda no DEPT 135°, um sinal referente a um
carbono quaternario em 8 33,1 ndo esta presente, enquanto que sinais referentes
C-2 e trés CH, referentes a C-4, C-5 e C-11, em o 38,3, 30,39 e 30,37
respectivamente, estao presentes.

Através da regressao linear entre os valores & experimentais e teodricos
obtidos com o programa GAUSSIAN ’03, usando o método GIAO com teoria da
funcional da densidade, B3LYP e conjunto de bases cc-PVDZ, ficou constatado
que os valores de RMN de '*C possuem étima correlagéo r = 0,99975 (Figura 37).

Pelo espectro de gHSQC foi possivel identificar a conectividade de cada
carbono ligado diretamente ao seu hidrogénio correspondente e no espectro de
gHMBC foram observadas as correlacdes previstas (Tabela 23; figuras 35 € 36).

O espectro de IV (Figura 38) confirma a presenca de grupo carbonila em

1695 cm™ e deformagao axial de C-H de grupos alifaticos em 2872, 2941, 2955 e
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2997 cm™.

Espectro de RMN de 'H

ion Time (sec) 2.6935 [ comment Imported from UXNMR. | Date 17 Nov 2005 17:40:16 |

(degree C) 27.000

\ Frequency (MHz) 300.13 \ Nucleus 1H \ Number of 8 \ Original Points Count 16384
| Points count 16384 Pulse 2930 | sotvent CHLOROFORM-D | sweep width (Hz] 6082.73
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Figura 33: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) do composto 32.
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Espectro de RMN de **C
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Figura 34: Espectro de RMN de '*C (75 MHz, CDCl;) do composto 32. (a)Totalmente
desacoplado; (b) DEPT 135, T(CH, CHs); {(CH,).
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Tabela 22: Atribuicdo dos deslocamentos quimicos aos hidrogénios (H) e carbonos (C) do
composto 32.

HeC  §('H) [m, integral relativa, J (Hz)] 5(*%c) DEPT
1 2,33 - 2,45 (m, 1H) 21,8 CH
2 33,1 C
3 e 209,4 C
4 2,33 - 2,45 (m, 1H) 38,3 CH>
5a 2,33 - 2,45 (m, 1H)

30,39 CH;
5b 1,98 - 2,15 (m, 1H)
6 4,56 (dt, J=7,0; 2,8; 2,8, 1H) 74,2 CH,
7 2,31 - 2,41 (m, 1H) 42,0 CH,
8 2,58 (t, 1H; J=2,8; 3,2) 46,3 CH>
9 4,36 (t, J=2,2; 2,9, 1H) 82,3 CH
10 1,69 (dd, 1H; J = 5,0; 0,8) 35,3 CH:
11a 1,79 (d, 1H, J = 11,3 Hz)
30,37 CH,
11b 1,73 (d, 1H, J= 11,3 Hz)
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Acquisition Time (sec) (0.0177,0.1708) Date 16 Jan 2007 10:53:26 | Temperature (degree C) 27.000
Frequency (MHz) (75.48, 300.13) Nucleus (13C, 1H) Number of Transients 8

Original Points Count (334, 512) Points Count (512,512) Pulse Sequence hsqcedetgp
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (18867.92, 2997.60)
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Figura 35: Espectro 2D em CDCI; (gHSQC; C/ H) do composto 32.
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Figura 36: Espectro 2D em CDCI; (gHMBC; C/ H) do composto 32.
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Tabela 23: Dados espectrais (5) do composto 32 obtidos por gHSQC ['J (C, H)] e gHMBC

["J(C, H), n=2 e 3] em CDCls.

gHSQC gHMBC

¢ 34 2J(C,H) 3J(C,H)
C-1 21,8 231-245 H10; H11
C2 81 - H7; H1 He; H; H11a; H11b
C-3 2094 - H4 H1; H5a; H5b; H7; H10
C-4 383 231-245 H5a; H5b H6
C-5a 2,31-2,45
C-5b 30.4 1,98-2,12 He
C6 742 456 H5a; H5b; H7 H4; H8; H9
C-7 420 231-245 H8 H5a; H10; H11a; H11b
C-8 463 258 H9; H11a; H11b; H7  H6
C9 823 436 H8; H10 H1; H7; H11a; H11b
C-10 353 1,69 H9 H8: Hi1a: H11b
C-11a 1,79

30,3 H1; H8 H7
C-11b 1,73
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Tabela 24: Valores dos deslocamentos quimicos teéricos e experimentais de RMN de '*C
e valores corrigidos do composto 32.

oc Exp.* oc Teor.* dc Teor. Corrig.* erro
C-1 21,8 28,76 21,07 0,728924
C-2 33,1 40,18 33,37 -0,2682458
C-3 209,4 203,02 208,72 0,6840138
C-4 38,3 44,07 37,56 0,7429633
C-5 30,4 37,38 30,35 0,0468222
C-6 74,2 78,36 74,48 -0,38088516
C-7 42,0 50,11 44,06 -2,0609691
C-8 46,3 52,91 47,08 -0,7760371
C-9 82,3 86,56 83,31 -1,0106936
C-10 35,3 42,34 35,69 0,6840138
C-11 30,3 35,01 27,80 2,5888619

*8¢ Exp.= Deslocamento quimico experimental de RMN de "°C.
*8¢ Teor.= Deslocamento quimico teérico de RMN de '°C.

*8¢ Teor. Corrig.= Deslocamento quimico teérico corrigido de RMN de '°C.

R=0.99975
200 +

150

100

& Tedrico

50

T T T T T T
50 100 150 200
5 Experimental

Figura 37: Regresséo linear dos valores de deslocamento quimico de RMN de *C do
composto 32.
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Espectro de Infravermelho

[ Date 26 Aug 2006 00:33:12 | iq Infrared | Spectral Region IR |
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Figura 38: Espectro de IV em filme de CHCI; do composto 29.

Tabela 25: Atribuicao das bandas de absorcao de IV a grupos funcionais do composto 32.
VMAX Atribuicao

2872 - 2997 Deformacéao axial de C-H de alifatico
1695 Deformacéao axial de C=0 de cetona
1123 e 1171 Deformacao axial de C-O de éter

Espectro de Massas

Scan # : 1760
Mass Peak # : 58 Ret. Time : 17.658
Base Peak : 91.10 ( 73571)
. 91
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Figura 39: Espectro de Massas do composto 32.
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rel{1S,3S,7S,2R,8R)-6-Ox0-3-(3,4,5-trimetoxifenilcarbonil dxi)triciclo[6.2.1.0%’
Jundec-9-eno (34)

~ 34

No espectro de RMN de 'H (Figura 41) observam-se dois hidrogénios em
0 7,17, indicativo de aromatico. O sinal intenso em & 3,83 indica grupos metoxilas
com integracdo para 9 prétons, revelando 3 grupos metoxilas na estrutura. Os
duplo-dubletos (J = 5,3; 2,9 Hz) em 6 5,93 e 6,13 ppm indicam a presenca de
olefinas de H9 e H10, respectivamente e o sinal desprotegido observado como
multipleto em & 5,52 refere-se ao H6 ligado ao um grupo éster. Em & 1,92-2,29
foram atribuidos para os dois grupos metilénicos referentes a H4 e H5. Os
hidrogénios da ponte em & 1,26 e 1,34 seguem 0s mesmos padroes de
acoplamento do material de partida (composto 12).

O espectro de RMN de '*C (Figura 42) mostra sinais em & 211,5 e § 165,1
indicativo de grupos carbonilas de cetona e éster respectivamente, ndo sendo
observado no DEPT 135°. Trés sinais de carbonos quaternarios referentes aos
carbonos aromaticos substituidos foram confirmados, bem como os carbonos de
olefinas que aparecem em 6 135,4 e 135,8. Foi possivel identificar os 3 sinais
relativos a CH, em 25,6 (C-4), 35,6 (C-5) e 49,7 (C-11).

Pelo espectro de gHSQC (Figura 43) foi possivel de observar a correlacao
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dos carbonos ligados diretamente ao seu hidrogénio correspondente. Este
espectro nao foi elucidativo em relacao aos hidrogénios metinicos H1, H2, H7 e H8.
No espectro de gHMBC (Figura 44) foram observadas as correlagdes previstas
mas também nao foram decisivos para elucidagao dos hidrogénios em questao.

Experimento de NOESY foi decisivo para definir a estereoquimica deste
composto, sendo observado, neste experimento, correlagao entre o H9 e H10 com
as metoxilas, demonstrado na Figura 46. No espectro de COSY foi possivel
identificar as correlagdes dos hidrogénios H10 com H1, H9 com H8 e H6 com H7 e
H5 (Figura 45).

No espectro de IV (Figura 47) observam-se a presenca de bandas
indicativas de deformagdo axial de aromatico e olefinas em 3069 e 3107,
deformagéao axial de alifatico em 2839 e 2962, deformacao axial de C=0 de éster
em 1711, deformacao axial de C=0 de cetona em 1589 e deformagéao axial de C-O

em 1225 e 1126.

Figura 40: Estereoquimica do composto 34.

Sintese, Biotransformacdo e Avaliagdo Bioldgica de Substancias Policiclicas Cage-like Derivadas do Aduto
de Diels-Alder Triciclo[6.2.1.0*"Jundeca-4,9-dien-3,6-diona
88



Resultados e Discussio

Espectro de RMN de 'H
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Figura 41: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) do composto 34.
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Espectro de RMN de **C
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Figura 42: Espectro de RMN de ®*C (75 MHz, CDCl;) do composto 34. (a) Totalmente
desacoplado; (b) DEPT 135, T(CH, CHs); L(CH,).
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Tabela 26: Atribuicdo dos deslocamentos quimicos aos hidrogénios (H) e carbonos (C) do
composto 34.

HeC 81 [m, integral relativa, J (Hz)] 5(*C) DEPT
1 3,24 (s. I, 1H) 45,0 CH
2 2,91-3,03 (m, 1H) 45,4 CH
3 211,5 C
4 2,16-2,29 (m, 2H) 35,6 CH:
5 1,92-2,05 (m, 2H) 25,6 CH:
6 5,52 (m, 1H) 70,0 CH
7 2,91-3,03 (m, 1H) 44.4 CH
8 2,91-3,03 (m, 1H) 51,7 CH
9 5,93 (dd, 1H, J=5,3; 2,9) 135,4 CH
10 6,12 (dd, 1H, J=5,3; 2,9) 135,8 CH
11a 1,34 (d, 1H, J=8,4)
11b 1,26 (d, 1H, J=8,4) 49,7 CHz
= 165, 1 C
3 142,2 C
14 7,14 (s, 2H) 106,8 CH
15 e 152,9 C
e 125,0 C
C15-OCHjs 3,83 (s, 6H) 56,1 CHs
C15-OCHs 3,83 (s, 3H) 60,8 CHs
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Acquisition Time (sec) (0.0159, 0.2138) Date 12 Jan 2007 11:24:54
Frequency (MHz) (75.48, 300.13) Nucleus (13C, 1H) Number of Transients 8

Original Points Count (512, 512) Points Count (512, 1024) Pulse Seq hsqcedetgp
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (18867.92, 2394.64) Temperature (degree C) 27.000

AN A —

i

)

6
4]
3 s

(2}
o

I
~
o

e ]
o

©
o

—_
o
o

-
—
o

ppm

-
W
o

—
N
o

—_
(o))
o

—_
[e2]
o

-
3
o

s aCiDl TR (DD (B T O CEE e R IHET e s
T
o

—_
@
o

@
T
—

©

o

=
n
o
o

N CYate]
n
=
o

6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1
ppm

oty

485

— 495

ppm

— 50.5

— 515

525

T T T T T T T T T T T T T T T [T T 7T 70
ppm PPM (F2) 3.28 326 3.24 3.22 320 3.18 3.16 3.14 3.12 3.10 3.08 3.06 3.04 3.02 3.00 2.98 2.96 PPM (F1)

Figura 43: Espectro 2D (gHSQC; C/ H) do composto 34 e ampliacao.
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Tabela 27: Dados espectrais (5) do composto 34 obtidos por gHSQC ['J (C, H)] e gHMBC
["J (C, H), n=2 e 3] em CDCls.

gHSQC gHMBC

¢ S 2J(C,H) 3J(C,H)
C-1 45,0 3,24 H2; H9; H11 H7; H9
C-2 45,4 2,91 - 3,03 H1; H7 H8
C-3 211,56 - H2; H4 H7; H5
C-4 35,6 2,16 —2,29 H5
C-5 25,6 1,92 - 2,05 H4 H7
C-6 70,0 5,52 H5; H7 H4; H2
C-7 44.4 2,91 -3,03 H2; H8 H1
C-8 51,7 2,91 -3,03 H7; H9; H11 H2
C-9 135,4 5,93 H8; H10 H11
C-10 135,8 6,12 H1; HO H11
C-11a 1,34 H9; H10
C-11b 49,7 1,26 H9; H10
C-12 1651 - H14
C-13 1422 - H14
C-14 106,8 7,14 H14
C-15 152,9 - H14 C15-OCHs
C-16 1250 - H14
C15-OCHjs 56,1 3,83
C16-OCHjs 60,8 3,83
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Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (3531.07, 3531.07) Temperature (degree C) 27.000
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Figura 46: Espectro 2D (NOESY) do composto 34.
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Tabela 28: Dados espectrais (8) do composto 34 obtidos por gCOSY ["J (H, H), n=2e 3] e
NOESY em CDCl;.

posicdo (&) gCoSY: 'H/'H NOESY: 'H/ 'H
1 3,24 H2; H7; H8 H10
2 2,91 -3,03 H11a; H7; H8 H6; H9
3 ...............
4 2,16 — 2,29 H6 H5; H2; H7; H8
5 1,92-205  H6 H4; H2; H7; H8
6 5,52 H5; H2; H7; H8 H5
7 2,91 -3,03 H2; H7; H8 H6; H9
8 2,91-3,03  H2;H7; H8 H6; H9
9 5,93 H2; H7; H8; H10 H10; H8; H7; 15-OCHjs; 16- OCHj
10 6,12 H1; H9 H9; H1; 15-OCHjs; 16- OCHj3
11a 1,34 H11b; H2; H7; H8; H1 H11b; H8; H1
11b 1,26 H11a; H2; H7; H8; H1 H11a; H8; H1
12 e e
13 - e e
14 7,14 H9; H10
15 e e
16 - e e
15-OCH; 3,83
16- OCH; 3,83
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Figura 47: Espectro de infravermelho do composto 34.

Tabela 29: Atribuicao das bandas de absorcao de IV a grupos funcionais do composto 34.

VMAX Atribuicao

3069 e 3107 Deformagéao axial de C-H de aromatico e olefina
2839 - 2962 Deformacéao axial de C-H de alifatico

1711 Deformacéao axial de C=0 de éster

1589 Deformacéao axial de C=0 de cetona

1225 e 1126 Deformacéao axial de C-O
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rel-(8S,12S,1R,2R,4R,6R)-7-oxatetraciclo[6.4.0.0%°.0*'?]dodecan-11-ona (15)

O espectro de massas (Figura 54) registrou o pico do ion molecular (M*)
em m/z = 178 como esperado. No espectro de RMN de 'H (Figura 48) o multipleto
atribuido a ¢ 4,22 ppm refere-se ao H6 e o tripleto em 6 4,40 ppm refere-se ao H9
como principais sinais.

No espectro de RMN de '*C (Figura 49) podem ser identificados onze
sinais e no experimento de DEPT 135° pode-se notar que o composto contém um
carbono quaternario em & 214,0 ppm indicando carbonila, bem como a presenca
de quatro sinais de CH; e seis sinais de CH.

No espectro bidimensional de gHSQC (Figura 50) foi possivel identificar a
conectividade de cada carbono ligado diretamente ao hidrogénio. Assim, as
correlacdes observadas no espectro de COSY 'H/'H foram essenciais para atribuir
os sinais de H10 correlacionados com H9, de H6 correlacionando com H5 e H4
(Figura 52) que no espectro de gHSQC ainda ndo estavam totalmente definidos. O
acoplamento a longa distancia foi decisivo para atribuicio do H10a
correlacionando com H2 e de H4a correlacionando com H6. Foram observados

ainda correlacao a longa distancia entre H1 e H8.
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Espectro de RMN de 'H
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Figura 48: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) do composto 15.
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Espectro de RMN de **C
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Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 18832.39 (degree C) 27.000
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Figura 49: Espectro de RMN de '*C (75 MHz, CDCl3) do composto 15. (a) Totalmente
desacoplado; (b) DEPT 135, T(CH, CHs); L(CH,).
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Tabela 30: Atribuicdo dos deslocamentos quimicos aos hidrogénios (H) e carbonos (C) do
composto 15.

HeC  §('H)[m, J (Hz), integral relativa] 5(*%c) DEPT
1 2,39 (d, J =5,8, 1H) 39,3 CH
2 2,51 2,61 (dd, J = 3,6; 10,3, 1H) 51,2 CH
3 e 214,0 C

4a 2,42 — 2,47 (m, 1H)
35,1 CH,
4b 2,23 (d, J = 5,5, 1H)
5a 2,10 —2,21 (m, 1H)
26,5 CH>
5b 1,83 (dt, J = 5,5, 13,8; 14,9, 1H)
6 4,21 (m, 1H) 74,4 CH
7 2,47 — 2,51 (m, 1H) 43,5 CH
8 2,89 (t, J = 4,0; 6,3, 1H) 49,1 CH
9 4,39 (t, J=6,3, 7,4 1H) 79,7 CH
10a 1,36 (d, J=7,4, 1H)
37,4 CH,
10b 1,44 (dt, J = 7,4; 2,7 1H)

11a 1,30 (d, J= 10,3, 1H)

37,2 CH,
11b 1,52 (d, J= 10,3, 1H)
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Acquisition Time (sec) (0.0136, 0.2040) Date 22 Feb 2007 18:17:46
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Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (18832.39, 2510.04) Temperature (degree C) 27.000

i o _wrnlll_

n
(6]

T
(o) w
(&) o

T
» S
(&) o

(2
o

#
(3]
ppm

(2}
o

T T T
~ ~ (2}
(6] o [,

[er)
o

| e

)

[ec]
[,

4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0
ppm

L 352
356
L 360
- 36.4
- 368
L 372
L 376
L 380
384
L 3838
- 392

T — 39.6

T ‘ ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘
PPM(F2) 156 154 1.52 150 148 146 144 142 140 1.38 1.36 1.34 132 1.30 PPM (F1)

Figura 50: Espectro 2D (gHSQC; C/ H) do composto 15.
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A isition Time (sec) (0.0136, 0.8159) Date 23 Feb 2007 02:28:28

[ (MHz) (75.48, 300.13) Nucl (13C, 1H) Number of Transi 48

Original Points Count (256, 2048) Points Count (256, 2048) Pulse Sequence hmbcgpndagf
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (18832.39, 2510.04) Temperature (degree C) 27.000
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Figura 51: Espectro 2D (gHMBC; C/ H) do composto 15.

Sintese, Biotransformacdo e Avaliagdo Bioldgica de Substancias Policiclicas Cage-like Derivadas do Aduto
de Diels-Alder Triciclo[6.2.1.0*"Jundeca-4,9-dien-3,6-diona
104



Resultados e Discussio

Tabela 31: Dados espectrais (5) do composto 15 obtidos por gHSQC ['J (C, H)] e gHMBC
["J (C, H), n=2 e 3] em CDCls.

. gHSQC gHMBC
posicao > 3
c dH J(C,H) J(C,H)
H2; H10a; H10b; H11a;
1 39,3 2,36-2,40 H11b H7; H8
H4a; H6; H8; H10a;
2 52 251261  H7 H10b: Hi1a: H11b
3 2140 - H2; H4 H1; H5a; H7
4a 2,42-2,47
35,1 H5a; H5b H6
4b 2,23
5a 2,10-2,21
26,5 H4a; H4b H7
5b 1,83
6 74.4 421 H5a; H7 H9; H4a; H4b
7 43,5 2,47-2,51 H11a; H5
8 49,1 2,95-3,01 H9; H7 H6; H10b; H11a
9 79,7 4,39 H10a; H10b H7; H11a; H11b
10a 1,36
37,4 H11a; H11b
10b 1,44
11a 1,30
37,2 H8 H10
11b 1,52
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Acquisition Time (sec) (0.1020, 0.4080) Date 23 Feb 2007 04:42:26

Frequency (MHz) (300.13, 300.13) (1H, 1H) Number of Ti i 16
Original Points Count (256, 1024) Points Count (256, 1024) Pulse Seq cosygpqf
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (2510.04, 2510.04) Temperature (degree C) 27.000
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Tabela 32: Dados espectrais (8) do composto 15 obtidos por gCOSY ["J (H, H), n=2, 3 e
4].

posicao (8H) COSY:'H/'H
1 2,36 — 2,40 H2; H8(w); H10a
2 2,51 — 2,61 H1; H7; H10a(w)
3 __________
4a 2,42 —-2,47 H4b; H5a; H5b; H6(w)
4b 2,23 H4a; H5a; H5b
5a 2,10 - 2,21 H4a; H4b; H5b; H6
5b 1,83 H4a; H4b; H5a; H6
6 4,21 H5a; H5b; H7
7 2,47 — 2,51 H2; H6; H8
8 2,95 — 3,01 H1(w); H7; H9; H811a; H11b
9 4,39 H8; H10a
10a 1,36 H1; H2(w); H9; H10b
10b 1,44 H1; H9; H10a
11a 1,30 H1; H2(w); H8; H11b
11b 1,52 H1; H8; H11a

a)

Figura 53: Acoplamento em W observados no espectro de gCOSY do composto 15. a)
entre H10a e H2. b) entre H1 e H8. c) entre H6 e H4a.
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Espectro de Massas

Scan ¢ : 1769 5
Mass Peak # : 64 Ret. Time : 17.733
Base Peak : 41.10 ( 477175}
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Figura 54: Espectro de Massas do composto 15.

Sintese, Biotransformacdo e Avaliagdo Bioldgica de Substancias Policiclicas Cage-like Derivadas do Aduto
de Diels-Alder Triciclo[6.2.1.0*"Jundeca-4,9-dien-3,6-diona
108



Resultados e Discussio

Compostos 35a e 35b

AcO. 17
1
OAc
15
14 (13
OAc
OAc
35a
1
Espectro de RMN de 'H
[ isition Time (sec) 5.1905 [ Date 20 Dec 2006 17:31:44__| (degree C) 27.000 |
\ Frequency (MHz) 300.13 \ Nucleus 1H \ Number of i 8 \ Original Points Count 32768 \
| Points count 32768 | Pulse 29 | sotvent CHLOROFORM-D | sweep width (Hz) 6313.13 |

Composto 35a ou 35b

Chloroform-d
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Figura 55: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) do composto 35a e/ou 35b.
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Espectro de RMN de **C

ion Time (sec) 0.8700 Date 28 Feb 2007 15:32:16 [ Original Points Count 16384 |
Frequency (MHz) 75.48 Nucleus 13C | solvent CHLOROFORM-D |
Points Count 16384 Pulse zgpg30 (degree C) 27.000
Sweep Width (Hz) 18832.39
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Figura 56: Espectro de RMN de '*C (75 MHz, CDCl3) da mistura dos compostos 35a e
35b. (a) Totalmente desacoplado; (b) DEPT 135, T(CH, CHs); {(CHo).
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Tabela 33: Atribuicdo dos deslocamentos quimicos aos hidrogénios (H) e carbonos (C) da

mistura do composto 35a e/ou 35b.

HeC 5 ("H) [m, integral relativa, J (Hz)]* 5 (*c) DEPT
1 2,79 (m, 1H) 49,7/ 50,1 CH
2 1,66-1,78 (m, 1H) 50,7/ 51,6 CH
3 e 212,6 C
4a *2,38 (dd, J=8,1; 3,9, 1H)
31,7/ 31,8 CH:
4b *2,27 (dd, J=8,1; 3,9, 1H)
5a 1,36 — 1,47 (m, 1H)
32,2/35,5 CH,
5b 1,36 — 1,47 (m, 1H)
6 3,62 (m, 1H) 67,3/ 67,8 CH
7 1,66-1,78 (m, 1H) 45,3/ 45,5 CH
8 2,83 (m, 1H) 44,3/ 45,2 CH
9 5,73 (dd, J= 5,45, 3,0) 131,7/134,6 CH
10 5,82 (dd, J= 5,45, 3,0) 135,1/137,6 CH
11a 1,20 (d, J= 7.6, 1H)
50,2/ 50,9 CH,
11b 1,03 (d, J= 7,6, 1H)
12 4,83 (d, J= 8,1, 1H) 96,0/ 96,1 CH
13 4,96 — 5,17 (m, 1H) 73,1/ 73,3 CH
14 4,96 — 5,17 (m, 1H) 71,1/ 71,7 CH
15 4,96 — 5,17 (m, 1H) 67,8/ 68,5 CH
16 4,03 (m, 1H) 68,6/ 69,8 CH
17a *3,92 (m, 1H)
61,2/ 62,2 CH,
17b *4.16 (m, 1H)
13-OAc(CHs) 1,94 (sl, 3H) 20,5 CHs
13-OAc(C=0) - 169,4 C
14-OAc(CHs) 1,95 (sl, 3H) 20,6 CHs
14-OAc(C=0) - 169,5 C
15-OAc(CHs) 2,00 (sl, 3H) 20,7 CHs
15-OAc(C=0) - 170,1 C
17-OAc(CHs) 2,04 (sl, 3H) 20,9 CHs
17-OAc(C=0) - 170,5 C

*Os sinais podem estar trocados

#0s valores de hidrogénios referem-se ao espectro do composto 35a ou 35b.
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Triciclo[6.2.1 .02’7]undeca-2,4,6,9-tetraene-3,6-dioI (36)

Ha 11 Hb

1
10 2  OH

s

9" 8 3
4

HO 6 5

36

No espectro de RMN de 'H (Figura 57) é possivel identificar 4 sinais com
integral relativa proporcional a 2: 2: 2: 2. O tripleto (J = 1,9 Hz) em & 6,79 ppm é
indicativo de olefina e o singleto em & 6,34 ppm de aromatico. Os duplos-tripletos
J = 69; 1,8 Hz) em & 2,20 e 2,25 ppm referem-se aos Hila e Hiib,
respectivamente.

O espectro de RMN de C (Figura 57) apresenta seis carbonos, dois
destes podem ser identificados como quaternarios pelo DEPT 135° e um CH>
refere-se ao carbono da ponte. Tanto no espectro de RMN de 'H e *C pode-se
notar pelos sinais apresentados que se trata de uma estrutura com plano de
simetria. Estes valores de deslocamentos quimicos de RMN foram comparados

com os valores reportados por Souza (1999).

Espectro de RMN de 'H

Acquisition Time (sec) 2.2807 . :52: Temperature (degree C) 27.000
Frequency (MHz) 300.13 Number of Transients 8 Original Points Count 16384
[Points count 16384 [ Puise 29 | sotvent CHLOROFORM-D | sweep width (Hz) 7183.91

ChIorpform-d

H,/H
“° HidHito

Hy/H,g H,/H

1.98 2.00 151  2.01 272
[ = e =

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.0 65 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 1.5 1.0
Chemical Shift (ppm)

Figura 57: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) do composto 36.
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Espectro de RMN de **C

[ isition Time (sec) _0.8700 [ comment Imported from UXNMR. | Date 18 Aug 2004 10:37:52 | Temperature (degree C) 27.000
\Frequency(MHz) 75.48 \Nucleus 13C \Numberol i 21102 Original Points Count 16384
[ Points count 16384 [ Puise 2apg30 | solvent CHLOROFORM-D | sweep width (Hz) 18832.39 |
Chloroform-d
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Figura 58: Espectro de RMN de '*C (75 MHz, CDCl3) do composto 36. (a) Totalmente
desacoplado; (b) DEPT 135, T(CH, CHs); L(CH,).
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Tabela 34: Atribuicdo dos deslocamentos quimicos aos hidrogénios (H) e carbonos (C) do

composto 36.

HeC  §('H) [m, integral relativa, J (Hz)] 5(*3c) DEPT
1e8 4,08 (m, 2H) 46,5 CH
2ici7 143,9 C
3e6 - 137,4 C
4e5 6,34 (s, 2H) 142,3 CH
9e10 6,79 (t, J=1,9; , 2H) 113,9 CH

11a 2,20 (dt, J=6,9; 1,8, 1H)

69,5 CH,
11b 2,25 (dt, J=6,9; 1,8, 1H)
-OH @17sl,2H) e e
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rel-(1S,2S,6R,7R,8R)-6-hidroxitriciclo[6.2.1.0>"Jundec-9-en-3-ona (37)

No espectro de RMN de 'H (Figura 59) observam-se sinais em & 6,09 e
6,17ppm atribuidos ao H9 e H10 respectivamente. Os sinais em § 1,28 e 1,47 ppm
seguem 0s mesmos padroes de acoplamento observados nos compostos 7, 12 e
28, sendo assim atribuido aos hidrogénios da ponte. Na regiao de 8 3,5-5,5 ndo se
observa sinais de hidrogénio carbindlico (H6). Devido ao fato de que H6 esta no
lado cbéncavo, seu sinal aparece em 3,23 ppm (mais blindado que o H6 do
composto 12), confirmando a estereoquimica em C-6.

No espectro de RMN de '*C (Figura 60) observa-se a presenca de 11
carbonos e no DEPT 135° a auséncia de um carbono em & 213,3 sendo indicativo
de carbonila de grupo cetona. Ainda no DEPT pode-se identificar 2 sinais de

carbonos metilénicos e em § 48,3 pode ser atribuido ao carbono da ponte.
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Espectro de RMN de 'H

[ isition Time (sec) 2.1889 [ comment Imported from UXNMR. | Date 02 Feb 2006 1655:28 | (degree C) 27.000 |

\ Frequency (MHz) 300.13 \ Nucleus 1H \ Number of e 8 \ Original Points Count 16384 \

| Points count 16384 | Pulse 29 | soivent CHLOROFORM-D | sweep width (Hz) 7485.03 |
Hb. 11 _Ha

11b
11a

Chlorqform»d

.
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4.0
Chemical Shift (ppm)

Figura 59: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) do composto 37.

Espectro de RMN de **C

Acquisition Time (sec) 0.8700 Comment Imported from UXNMR. Date 03 Feb 2006 10:22:56 Temperature (degree C) 27.000
Frequency (MHz) 75.48 Nucleus 13C Number of Transients 22772 Original Points Count 16384
Points Count 16384 Pulse Sequence 2gpg30 Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 18832.39
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Figura 60: Espectro de RMN de '*C (75 MHz, CDCl3) do composto 37. (a) Totalmente
desacoplado; (b) DEPT 135, T(CH, CHs); {(CH,).
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Tabela 35: Atribuicdo dos deslocamentos quimicos aos hidrogénios (H) e carbonos (C) do
composto 37.

HeC  §('H) [m, integral relativa, J (Hz)] 5(*3c) DEPT
1 2,84 (m, 1H) 45,3 CH
2 3,17 (m, 1H) 52,0 CH
3 e 213,2 C

4a 1,85—1,93 (m, 1H)
37,2 CH,
4b 1,95 - 2,03 (m, 1H)
5a 1,95 - 2,03 (m, 1H)
30,9 CH;
5b 1,85 —1,93 (m, 1H)
6 3,23 (m, 1H) 71,7 CH
7 2,35 (m, 1H) 49,3 CH
8 2,50 — 2,58 (m, 1H) 443 CH
9 6,06 (dd, J=6,2; 3,3, 1H) 138,1 CH
10 6,17 (dd, J=6,2; 3,3, 1H) 134,6 CH
11a 1,28 (d, J= 8,7, 1H)
48,3 CH,
11b 1,47 (dd, J=8,7; 2,0, 1H)
-OH 3,06(sl,TH) e
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rel-(2S,7S,8S,1R,3R,5R)-tetraciclo[6.2.1.0>”.0*°*Jundec-9-en-6-ona (16)

16 5:
Hb

Ha

No espectro de RMN de 'H (Figura 61) observa-se duplo-dubletos em &
6,09 e 6,18 ppm, atribuidos aos H9 e H10 respectivamente. Os hidrogénios da
ponte podem ser observados como duplo-tripleto em & 1,44 e 1,53 ppm referentes
ao H11a e H11b, respectivamente. O sinal mais blindado em & 0,61 atribui-se ao
H5b devido a este préton estar na face endo desta molécula, podendo contribuir
para identificar o ciclopropano na estrutura. Os hidrogénios da cabeca de ponte
(H1 e H8) apresentam-se como um singleto largo. Tém sido observados em outras
estruturas como nos compostos 7, 12 e 28 que freqiientemente seguem o mesmo
padrdo de acoplamento. Este composto foi identificado a partir da comparacao

com o espectro descrito por Beatriz (2001).
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Espectro de RMN de 'H
Acquisition Time (sec) _2.2807 | comment Imported from UXNMR. | Date 29 Sep 2005 17:42:24 | Temperature (degree C) 27.000 |
Frequency (MHz 300.13 \ Nucleus 1H \ Number of Transients 8 \ Original Points Count 16384
Points Count 16384 | Puise 29 | solvent CHLOROFORM-D | Sweep Width (Hz) 7183.91

Had1 Hb

11b)

Hio H
5:
Hy a
Chloroform-d U
2.00 122 3.12 341 244 1.25
[S— [ —] ] = [
7.‘0 ' 8,‘5 ' 8‘,0 ' 5,‘5 ' 5.‘0 ' 4.‘5 3.‘0 ' 2,‘5 ' 2‘,0 ' 1,‘5 ' 1.‘0 ' 0.‘5

4.0 5
Chemical Shift (ppm)

Figura 61: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) do composto 16.

Tabela 36: Atribuicdo dos deslocamentos quimicos aos hidrogénios (H) do composto 16.
HeC 5 (*H) [m, integral relativa, J (Hz)]

1 3,01 (m, 1H)

2 3,09 (dd, 1H, J= 10,9; J= 4,2)
3 _______

4 1,92 (d, J =3,9;9,7, 1H)

5 0,61 (dt, J = 5,2; 9,3; 10,0, 1H)
5 1,75-1,83 (m, 1H)

6 1,75-1,83 (m, 1H)

7 3,28 (m, 1H)

8 2,91 (m, 1H)

9 6,09 (dd, 1H, J= 5,5; J= 3,0)
10 6,18 (dd, 1H, J= 5,5; J= 3,0)
11a 1,44 (d, 1H, J=8,3)
11b 1,53 (d, 1H, J=8,3; J=1,7)
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Acetato de p-6-oxotriciclo[6.2.1 .02’7]undec-9-en-3-il (38)

/8
120 5
13 o 38

No espectro de RMN de 'H (Figura 62) observa-se duplo-dubleto em &
6,10 e 6,14 ppm (dd = 5,4; 2,7 Hz) de proton de olefina. O multipleto em & 4,36
ppm pode ser designado como o H6. O sinal intenso em & 2,06 ppm indica trés
hidrogénios da metila de grupo acetil também de acordo com a integral relativa.

O espectro de RMN de '®C (Figura 63) revela treze sinais, apresentando
grupamento carbonila de cetona em 6 212,2 ppm e carbonila de éster em 5 170,4
ppm que pode conferir sua auséncia no DEPT 135°. Ainda o DEPT 135° mostra
trés sinais de CHareferentes aos hidrogénios da ponte (6 48,1) e ao H4 (5 37,0) e
H5 (6 27,2). O carbono mais blindado em 6 21,2 ppm refere-se ao carbono metilico
do grupo acetila. Os sinais observados em o 135,3 ppm e o6 137,8 ppm sao

indicativos de olefinas e em & 73,4 refere-se a sinal de carbono ligado a oxigénio

(C8).
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Espectro de RMN de 'H

Acquisition Time (sec) 2.1889 Comment Imported from UXNMR. Date 16 Feb 2006 09:55:12 Temperature (degree C) 27.000
Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Number of Transients 8 Original Points Count 16384
Points Count 16384 Pulse Sequence 29 Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 7485.03

His
Hs
T T T T T
6.20 6.15 10
Chemical Shift (ppm) Hia it
H10 Hg
Chloroform-d
]
1.191.36
T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0

Chemical Shift (ppm)

Figura 62: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) do composto 38.
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Espectro de RMN de **C

ion Time (sec) 0.8700 Comment Imported from UXNMR. Date 02 Mar 2006 17:38:08
Frequency (MHz) 75.48 Nucleus 13C Number of i 4201
Original Points Count 16384 Points Count 16384 Pulse 2gpg30
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 18832.39 (degree C) 27.000
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Figura 63: Espectro de RMN de ®*C (75 MHz, CDCl;) do composto 38. (a) Totalmente
desacoplado; (b) DEPT 135, T(CH, CHs); {(CH,).
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Tabela 37: Atribuicdo dos deslocamentos quimicos aos hidrogénios (H) e carbonos (C) do
composto 38.

HeC  §('H) [m, integral relativa, J (Hz)] 5(*%c) DEPT
1 2,96 (m, 1H) 45,7 CH
2 2,65 - 2,72 (m, 1H) 46,0 CH
3 e 212,2 C
4 2,39 (dt, J = 4,3; 5,0; 18,3, 2H) 37,0 CH>
5 1,84 - 1,89 (m, 2H) 27,2 CH,
6 4,36 (m, 1H) 73,4 CH
7 2,91 (m, 1H) 448 CH
8 3,24 (m, 1H) 52,1 C
9 6,10 (dd, J=5,4; 2,7, 1H) 135,3 CH
10 6,14 (dd, J=5,4; 2,7, 1H) 137,8 CH

11a 1,44 (dt, J=8,4; 1,8, 1H)

48,1 CH,
11b 1,22 (d, J= 8,4; 1H)
12 e 170,4 C
13 2,06 (s, 3H) 21,3 CHs
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi realizada sintese de treze substancias com estruturas
rigidas policiclicas do tipo gaiola (cage-like), com o intuito de obter novos
compostos organicos potencialmente bioativos, a partir da classica reacao de
Diels-Alder entre benzoquinona e ciclopentadieno.

Dos compostos sintetizados, trés foram submetidos a transformacdes com
o fungo Mucor ramosissimus. Foram testados nove compostos em ensaios de
atividade citotdxica, cinco compostos em ensaios de atividade hemolitica e seis
compostos em ensaios de atividade inseticida.

Os compostos 7, 12, 15, 28, 29, 30, 32, 34, 39 foram testados quanto a
atividade citotéxica. O composto 34 mostrou acao citotéxica moderada sobre as
linhagens HCT-8, SF-295 e MDA-MB 435 com ICsy correspondendo
respectivamente a 6,68 (17,9), 7,58 (20,4) e 13,51 (36,3) ug/mL (uM). A substancia
28 demonstrou citotoxicidade apenas sobre a linhagem MDA-MB 435 com ICs
correspondente a 10,4 (59,5) ug/mL (uM). O composto 7 apresentou citotoxicidade
moderada embora inespecifica, para as linhagens HL-60 (leucemia), HCT-8 e
MDA-MB 435, com valores de ICso de 11,34 (65,2), 13,62 (78,2) e 13,52 (77,7) ng/
mL (uM), respectivamente.Os compostos 7, 28, 30, 34 e 39 ndo causaram
hemolise sobre hemécias de Mus musculus Swiss.

Os compostos 7, 12, 28, 29, 30 e 34 foram testados quanto a atividade
inseticida sobre os individuos adultos da espécie Sitophilus zeamais. Todos o0s
compostos testados apresentaram uma alta atividade inseticida. Estudos dessa
natureza deverdo ser conduzidos com mais detalhes.

Os compostos 7, 12 e 28 foram submetidos a biotransformagdo com
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fragmentos de meio de cultura ou solucado de esporos de M. ramosissimus. Os
compostos 28 e 37 foram obtidos a partir da biotransformacao do composto 7. O
28 foi obtido da biotransformacédo de 12. A mistura de diastereocisomeros foi
produzida a partir da substancia 28. Este ultimo também foi biotransformado em
diferentes concentracdes de esporos de M. ramosissimus e em diferentes valores
de pH.

Em todos os ensaios de biotransformacao obtivemos diferentes produtos,
de oxidacdo e/ou redugdo, com enatiosseletividade, indicando que Mucor
ramosissimus é uma espécie promissora para uso em biotransformacdes.

Os métodos de biotransformacdo bem como o monitoramento e
isolamento dos produtos formados deverdo ser melhorados, para obtengao de
resultados mais precisos e com maior rendimento.

O potencial inseticida sobre o Sitophilus zeamais (gorgulho-do-milho) das
substancias testadas, torna-se mais importante com o fato de que essas mesmas
substanciais nao apresentaram atividade citotoxica significativa e, mais importante
ainda, atividade hemolitica ndo foi observada nos testes realizados. Portanto, sob
esta Otica, podemos preconizar que tais compostos, muito provavelmente,
apresentardo pouca toxicidade sobre animais e serdo uteis como protétipos de

novos pesticidas mais potentes e menos toxicos.
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6 PARTE EXPERIMENTAL

6.1 MATERIAL E METODOS

Os solventes utilizados foram da marca Merck, Acros e tratados conforme
descrito na Literatura (PERRIN & ARMAREGO 1988).

As reac6es envolvendo reagentes sensiveis a umidade foram conduzidas
sob atmosfera de nitrogénio em vidraria previamente secada e resfriada em
dessecador.

Para cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas
cromatofolhas de aluminio — Silica Gel 60 Fs4 da Merck.

As revelacbes cromatograficas foram feitas com os reveladores: Vapor de
iodo e/ou solucao de vanilina/ acido sulfarico/ metanol.

Para o fracionamento em coluna foi utilizada, como fase estacionaria, silica
gel 60 (230-400 mesh ASTM) da Merck e silica gel 60 (70-230 mesh ASTM) da
Acros.

Os solventes foram evaporados a pressao reduzida em rotaevaporador
Fisaton 802D.

Os espectros de RMN de 'H a 300 MHz e de '*C a 75 MHz foram
registrados no Espectrometro Bruker Avance DPX-300.

Todos os espectros de RMN de 'H e de '°C foram obtidos em CDCl; e
como referéncia interna foram utilizados os sinais relativos ao hidrogénio residual
do solvente e/ou do TMS.

Os espectros de massas foram registrados no espectrdmetro de massas

acoplado a cromatégrafo gasoso modelo QP500 da Shimatzu.
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Os espetros de absorcdao de infravermelho foram registrados em
espectrometro Perkin Elmer modelo 783, com transformada de Fourrier, em filme
de CHCI; para liquidos ou em pastilhas de KBr para sélidos.

As rotacbes O6pticas foram observadas no polarimetro Perkin Elmer,
modelo 341.

Os pontos de fusdo foram obtidos no equipamento Uniscience do Brasil,
modelo 498.

Cultivo, inoculacdo e coleta das amostras biotransformadas foram feitas
em camara de fluxo laminar da Labconco, previamente esterilizada com alcool
70% e incidéncia de luz UV.

A contagem dos esporos foi realizada em camara de Neubauer 1/400 mm?
com auxilio de microscoépio 6ptico da Nikon.

As biotransformagbes foram realizadas em incubadora refrigerada com
agitacao, marca Marconi, modelo MA 830/A.

Os ensaios de atividade citotoxica e atividade hemolitica foram realizados
no Laboratério de Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceara, sob
a supervisdo da Prof. Dra. Claudia do O Pessoa.

Os testes de atividade inseticida foram realizados no Laboratério de
Bioquimica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob a superviséo do

Prof. Dr. Antonio Pancracio de Souza.
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6.2 SINTESE

6.2.1 p-Benzoquinona (6)

OH o)
HOQ oﬁ
hidroquinona benzoquinona

Procedimento: Uma solucdo de 33 g (0,33 mol) de hidroquinona em 150 mL de
acido acético a 60% foi resfriada em banho de gelo. 42 g de trioxido de cromo
(0,42 mol) foram dissolvidos em 70 mL de agua destilada e 30 mL de acido acético
glacial. Esta solugdo de trioxido de cromo foi adicionada gota-a-gota durante 2
horas sobre a solugéo de hidroquinona em banho de gelo e agitacdo. Em seguida
a mistura foi filtrada a vacuo e lavado varias vezes com porcdes de 10 mL de agua
gelada até que o precipitado adquirisse uma coloracao amarelada. O precipitado
foi secado em dessecador e purificado por sublimacao. Rendimento: 60%. Cristal

amarelo brilhante, estocado em local escuro. (FURNISS, 1998).

6.2.2 endo-Triciclo[6.2.1.0%"] undeca-4,9-dien-3,6-diona (7)

I %

ciclopentadieno benzoqumona
Procedimento: A uma solugédo de benzoquinona (3,3 g, 30,4 mmol) em hexano e
acetato de etila (40:30), resfriada a 0° C, foi adicionado ciclopentadieno (2,2 g,
33,5 mmol) recém destilado. A mistura resultante foi agitada durante 1 hora e meia

em banho de gelo e agua. Evaporou-se o solvente e o produto foi recristalizado em
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hexano, obtendo-se um cristal amarelo. Rendimento: 97%. Ponto de Fusio:
61-65°C. RMN-"H (300MHz, CDCls): & 1,40 (dt, 1H, J= 8,8 Hz; J = 1,7 Hz); 1,50 (dt,
1H, J=8,8 Hz, J= 1,7 Hz); 3,18 (m, 2H); 3,51 (m, 2H); 6,03 (t, 2H, J = 1,7 Hz); 6,53
(s, 2H). RMN-"3C (75MHz, CDCls): 5 48,3 (CH); 48,6 (CH,); 48,7 (CH); 135,3 (CH);
142,0 (CH); 199,4 (C). L.V. (cm™): 3032; 3035; 2991; 2941; 2970; 1670; 1659;

1278; 1302.

6.2.3 endo-Triciclo[6.2.1.0%"Jundec-9-eno-3,6-diona (28)

7 0o Zn/AcOH 7 O
55-60°C
g 12h g
7 28

Procedimento: A uma solucdo do composto 7, (0,64 g, 3,7 mmol) em &cido
acético glacial (4,6 mL) foi adicionado Zn em p6 (0,46 g) sendo a mistura
resultante foi agitada a 55-60°C num periodo de 2 horas. Ainda sendo observada a
presenca de material de partida por CCD, foi adicionada mais 0,46 g de Zn em pé
e 4,6 mL de acido acético glacial com posterior por mais 10 horas. A mistura foi
entdo filtrada e o residuo solido foi lavado com CH,Cl, (4 X 20 mL). O filtrado foi
colocado em funil de separagédo juntamente com solucdo saturada de NaCl. A
mistura foi vigorosamente agitada e as fases foram separadas. A fase aquosa foi
novamente lavada com CHxCl, (2 X 50 mL). As fases orgéanicas foram combinadas
e lavadas com agua destilada (100 mL), solucdo aquosa de NaHCO3 (100 mL) e
agua destilada (100 mL) novamente. Apds secagem da fase organica com MgSQO,
anidro e filtracdo, o solvente foi removido a vacuo. O produto foi purificado por

cromatografia em coluna de silica gel, usando-se acetato de etila/ hexano (2:1)
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como eluente. Rendimento: 85%. Oleo amarelo. RMN-'H (300MHz, CDCls): § 1,32
(d, 1H, J=8,8 Hz); 1,44 (dt, 1H, J;=8,7 Hz, J>= J3= 1,9 Hz); 2,27 (m, 2H); 2,59 (m,
2H); 3,18 (s, 2H); 3,40 (m, 2H); 6,12 (t, 2H, J = 1,7 Hz). RMN-"3C (75MHz, CDCl5):
37,8 (CHy); 47,3 (CH); 48,6 (CHa); 51,8 (CH); 136,5 (CH); 209,6 (C=0). L.V. (cm™):

3065; 2989; 2970; 2943; 1709; 1302.

6.2.4 rel{1S,2S,6S,7R,8R)-6-Hidroxitriciclo[6.2.1.0>"Jundec-9-en-3-ona (12)

; O NaBH, 0

7

MeOH/HQO HOIII
(@)
28 12

Procedimento: Uma solugdo do composto 28 (250 mg, 1,41 mmols) em uma
mistura de metanol (4,0 mL) e agua (0,7 mL) foi resfriada a 0° C. A esta mistura fria
foi adicionado NaBH4 (15 mg, 1,56 mmol). Apds a adicao do agente redutor a
temperatura ambiente, a mistura reagente foi agitada por 2,5 horas. Acido acético
glacial (0,05 mL) foi adicionado, seguido da adicdo de agua gelada (3 mL). O
produto foi extraido com CH.Cl, (3 X 10,0 mL). Ap6s a secagem da fase organica
com MgSO;, anidro, o solvente foi removido com vacuo. Rendimento: 90%. Oleo
alaranjado. RMN-"H (300MHz, CDCls): § 1,21 (d, 1H, J = 8,4 Hz); 1,33 (dt, 1H, J; =
8,4 Hz, J> = J3 = 1,8 Hz); 1,65-1,84 (m, 2H); 2,01-2,20 (m, 2H); 2,71-2,82 (m, 2H);
3,01 (s, 1H); 3,18 (s, 1H); 4,23 (m, 1H); 6,05 (dd, 1H, J; = 5,6 Hz, J>= 2,9 Hz); 6,13
(dd, 1H, J; = 5,6 Hz, J> = 2,9 Hz). RMN-"3C (75MHz, CDCls): § 27,6 (CHy); 35,9
(CHy); 44.9 (CH); 45,6 (CH); 45,7 (CH); 49,8 (CH,); 51,3 (CH); 67,4 (CH); 135,2
(CH); 136,34 (CH); 213,4 (C=0). L.V. (cm™): 3439; 3062; 2961; 2937; 2903; 2871;

1687, 1331; 1074.
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6.2.5 rel-(4S,5S,6S,8S,1R,2R,12R)-5-Bromo-7-oxatetraciclo[6.4.0.0%°.0*'*]dod
ecan-11-ona (29):

Br

CH,CI
HO™ 2Ulp 5

12 29

Procedimento: O composto 12 (0,9 g, 5 mmol) foi dissolvido inicialmente em 30
mL de CH.Cl, e em seguida foi adicionado NBS (1,08 g, 6 mmol). A mistura
resultante foi agitada por 1 hora em temperatura ambiente. Por CCD observou-se
que o material de partida foi consumido, elaborando-se a reacdo com um
acréscimo de CHxCl, e lavagem com H,O destilada (3 X 20 mL). A fase orgénica
foi secada com MgSO, anidro e filtrada e o solvente removido a vacuo. O produto
foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel, usando hexano:acetato de
etla (1:1) como eluente. Rendimento: 99%. Oleo amarelo-alaranjado a
temperatura ambiente. RMN-"H (300MHz, CDCls): 51,66 (d, J = 11,2, 1H), 1,85 —
1,96 (m, 1H), 2,17 (dd, J = 11,2; 2,2, 1H), 2,18-2,31 (m, 1H), 2,34 — 2,41 (m, 1H),
2,54 — 2,60 (m, 1H), 2,69 — 2,77 (m, 1H), 3,00 (m, 1H), 3,72 (d, J = 2,3, 1H), 4,28
(ddd, J = 1,8; 4,0; 4,2, 1H), 4,59 (d, J = 5,1, 1H). RMN-"3C (75MHz, CDCls): & 25,8
(CH), 34,8 (CHy), 35,0 (CH), 42,2 (CH), 46,8 (CH), 48,5 (CH), 49,8 (CH), 55,0
(CH), 75,2 (CH), 88,4 (CH), 211,7 (C). LV. (cm™): 2982, 2951, 2924, 2883, 1697,

1184.
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6.2.6 rel-(4S,5S,6S,8S,1R,2R,11R,12R)-5-Bromo-7-oxatetraciclo[6.4.0.0%°.0*'?]
dodecan-11-ol (30):

Br. Br
@) NaBH, OH

MeOH
29 30
Procedimento: Uma solucao do composto 29 (0,53 g, 0,6 mmol) em MeOH (1,6
mL) foi resfriada em banho de gelo. Em seguida foi acrescentou-se NaBH, (0,034
g, 0,89 mmol). Depois de acrescidos os reagentes a solugao foi retirada do banho
de gelo e agitada por 1 hora em temperatura ambiente. A reacao foi interrompida
com 1 gota de acido acético, extraida com CH.Cl, (3 X 2 mL) e lavada com H>O
destilada. A fase organica foi secada em MgSO, anidro e o solvente foi removido
sob pressao reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel, usando-se hexano/acetato de etila (2:1) como eluente. Rendimento: 72%.
Ponto de Fus&do: 156~158°C. RMN- 'H (300MHz, CDCls): 1,40 - 1,47 (m, 1H), 1.52
(dd, J=11,1;1,7 Hz, 1H); 1.61 - 1.68 (m, 2H); 1.97 (ddd, J = 14,4; 6,8; 3,4 Hz, 1H);
213 (d, J= 11,1 Hz, 1H); 2,31 (m, 1H); 2,41 (m, 1H); 2,63 (m, 1H); 2.92 (m, 1H),
413 (m, 1H); 4,25 (d, J = 17,9; 7,7 Hz, 1H); 4,55 (d, J = 5,1 Hz, 1H). RMN-"*C
(75MHz, CDCls): 26,1 (CHy); 26,7 (CH,); 35,4 (CH); 39,5 (CH); 42,9 (CH); 44,2
(CH); 49,1 (CH); 56,5 (CH); 69,7 (CH); 76,1 (CH); 88,7 (C-O). L.V. (cm™): 3269;
2975, 2950, 2922, 2870, 1067. EM m/z: 260 [(M + 2)*, 8'Br], 258 (M*, "°Br), 242 [(M

- H20 + 2)*, 8'Br], 240 [(M - H20)*,"*Br].
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6.2.7 6,9-Epoxitetraciclo[6.2.1.0%7.0*'°lundecan-3-ona (32)

Br
0 NaH 60% 0

—_—
THF
o] refluxo 0

29 32

Procedimento: A uma solugédo do composto 29 (0,60 g, 2,3 mmol) em THF (1,6
mL) foi adicionada uma mistura de NaH 60% (0,11g, 2,8 mmol) resfriada em banho
de gelo. Depois de acrescidos os reagentes a mistura foi retirado do banho de gelo
e agitada por 1 hora em temperatura ambiente e depois sob refluxo por 6 horas. A
extracao foi feita com CH.Cl, (3 X 2 mL). A fase orgéanica foi secada em MgSO4
anidro e o solvente foi removido sob pressao reduzida. O produto foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel, usando-se hexano/acetato de etila (2:1)
como eluente. RMN-"H (300MHz, CDCls): § 1,69 (dd, J = 5,0; 0,8 Hz, 1H), 1,73 (d,
J=11,83Hz, 1H),1,79 (d, J= 11,3 Hz, 1H), 1,98 — 2,15 (m, 1H), 2,31 — 2,41 (m, 1H),
2,33-2,45 (m, 3H), 2,58 (t, J= 2,8; 3,2 Hz, 1H), 4,36 (t, J = 2,2; 2,9 1H), 4,56 (dd, J
=7,0; 2.8, Hz, 1H). RMN-"3C (75MHz, CDCls): § 21,8 (CH); 30,3 (CHy), 30,4 (CH,),
33,1 (C), 35,3 (CHy), 38,3 (CHy), 42,0 (CH), 46,3 (CHy), 74,2 (CH), 82,3 (CH),

209,4 (C). EM m/z: 176 [M"].

6.2.8 3,4,5-Trimetoxi-benzoato de metila (39)

(0] (0]
Me,SO,/ TBABr
Ho OH K,COgyacetona MeO OMe
_—
HO refluxo MeO
OH 12 hs OMe
acido galico 39
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Procedimento: Uma mistura de &cido galico (50 g; 0,294 mols), Me,SO, (178,1
mg; 1,413 mols), Ko.COj3 anidro (175,5 g; 1,293 mols) e TBABr (1,0 g) em acetona
(375 mL) foi refluxada por 12 horas. Em seguida foi filtrada em funil de Blchner e
lavada com acetona (3 X 150 mL). Os filtrados foram reunidos para remocao do
solvente obtendo-se um produto sélido branco com rendimento de 90%. Ponto de

fusao: 78-80° C.

6.2.9 Acido 3,4,5-trimetoxi-benzoico (40)

o O
MeO Sol. NaOH 5% MeO OH
OMe _—_—~ ~— "o
Ve 0°C—t.a. MeO
OMe OMe
39 40

Procedimento: Foi adicionada uma solugdo aquosa de NaOH 5% (5,6 mL) ao
composto 39 (0,567 g, 2,76 mmol). A mistura foi resfriada a 0°C e agitada por 4
horas a temperatura ambiente. Apds este periodo, adicionou-se 9 mL de agua
destilada. Lavou-se a solucdo aquosa com hexano (5 X 3 mL). Acidificou-se a
solucdo com HCI concentrado até o pH 2,0 obtendo-se um precipitado branco.
Este foi filtrado e lavado com agua destilada gelada e em seguida mantido em

dessecador.
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6.2.10 (1S,3S,7S,2R,8R)-6-0x0-3-(3,4,5-trimetoxifenilcarbonildxi)triciclo
[6.2.1.0>"Jundec-9-eno (34) e rel-(8S,12S,1R,2R,4R,6R)-7-oxatetraciclo[6.4.0.0
26 0*')dodecan-11-ona (15)

i \0’5‘0/33 ) é%o
+
O\ - O
H

o Tolueno
12 Piridina o o~ 15

Procedimento: Sob atmosfera inerte (N2), foi adicionado o cloreto de tionila (0,270
mL; 3,6 mmol) a foi adicionado numa solu¢cado do composto 40 (0,385 g; 1,8 mmol)
em CH.Cl> (5,5 mL). A mistura foi refluxada por 4 horas. Ap6s a remocao do
solvente a vacuo, o cloreto do acido foi dissolvido em tolueno (5,5 mL). A esta
solucao foram adicionados o composto 12 (0,318 g, 1,8 mmol) e piridina (5,0 mL)
sendo a mistura refluxada por 24 horas e a reagdo monitorada por CCD. A solucao
foi diluida em CHxCl, e extraida com solugéo saturada de CuSO,. A fase organica
foi secada com Na,SO, anidro e concentrada a pressao reduzida. O produto foi
purificado por cromatografia de coluna em silica gel, usando-se hexano/ acetato de
etila (1:1) como eluente. Composto 34: Rendimento: 15%. Ponto de Fusao:
42-46°C. RMN-"H (300MHz, CDCl3): § 1,26 (d, J= 8.4 Hz, 1H); 1,34 (d, J = 8.4 Hz,
1H), 1,92-2,05 (m, 2H); 2,16-2,29 (m, 2H); 2.91-3.03 (m, 3H); 3.24 (s. |., 1H); 3,83
(s, 9H), 5,52 (m, 1H); 5,93 (dd, 1H, J = 5,3; 2,9 Hz, 1H); 6,12 (dd, J = 5.3; 2.9 Hz,

1H); 7,14 (s, 2H). RMN-"3C (75MHz, CDCls): § 25,6 (CH>), 35,6 (CHz), 45,0 (CH),
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44 4 (CH), 45,4 (CH), 49,7 (CH,), 51,7 (CH), 56,1 (CHs), 60,8 (CH3), 70,0 (CH),
106,8 (C), 125,0 (CH), 135,4 (CH), 135,8 (CH), 142,2 (C), 152,9 (C), 165,1 (C),
211,5 (C). Composto 15: Rendimento: 9%. Oleo transparente incolor. RMN-'H
(300MHz, CDCls): 5 1.30 (d, J = 10.3, 1H); 1,36 (d, J = 7,4, 1H); 1,44 (dt, J=7,4; 2,7,
1H) 1,52 (d, J = 10.3,1H); 1,83 (dt, J = 5,5; 13.8; 14,9 Hz, 1H): 2,10 - 2,21 (m, 1H):
223 (d, J = 5,5 Hz, TH); 2.39 (d, J = 5,8, 1H); 2,42 - 2,47 (m, 1H); 2,47 - 2,51 (m,
1H); 2,56 (dd, J = 3,6; 10,3, 1H); 2,89 (1, J = 4,0; 6,3 Hz, 1H); 4,31 (m, 1H); 4,49 (t,
J = 6,3; 7,4 Hz, 1H); RMN-"3C (75 MHz, CDCls): & 26.5 (CHz), 35.1 (CHz), 37.2
(CHz), 37.4 (CH2), 39.3 (CH), 43.5 (CH), 49.1 (CH), 51.2 (CH), 74.4 (CH), 79.7

(CH), 214.0 (C=0). EM m/z: 178 [M"].

6.2.11 Compostos 35a e 35b

; O AgCO;,CH,Cl, Ao
. AcO o O
HO' 0] OAc
12 OAC > | Argila
OAc Br OAc

OAc

Procedimento: Uma mistura do composto 12 (45 mg; 0,25 mmol), Ag.CO;
(138mg; 0,50 mmol) e diclorometano (4,0 mL) seco foi agitado por 1 hora a
temperatura ambiente e sob atmosfera de nitrogénio. Em seguida foi resfriado a 0°
C e acrescentou-se argila (0,05 g), o brometo de tetra-O-acetil-a-D-Glucopiranosil
(105 mg; 0,26 mmol) sob agitacao. Apds 24 horas adicionou-se diclorometano (4
mL) e a mistura foi filtrada em celite. O filtrado foi lavado com agua destilada (3 X 2

mL) e a fase orgéanica foi secada com MgSO, anidro sendo o solvente removido
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sob pressao reduzida. O produto foi purificado por cromatografia de coluna de
silica flash usando-se hexano/ acetato de etila como eluente. Oleo amarelo
(mistura).

Composto 35a ou 35b: RMN-'H (300MHz, CDCl3): § 1,03 (d, J = 7,6, 1H); 1,20 (d,
J =76, 1H); 1,36-1,47 (m, 2H); 1,66-1,78 (m, 2H); 1,94 (s. I., 3H); 1,95 (s. I., 3H);
2,00(s. I., 3H); 2,04(s. I., 3H); 2,27 (dd, J = 8,1; 3,9, 1H); 2,38 (dd, J = 8,1; 3,9, 1H);
2,79 (m, 1H); 2,83 (m, 1H); 3,62 (m, 1H); 3,92 (m, 1H); 4,03 (m, 1H); 4,16 (m, 1H);
4,83 (d, J = 8,1, 1H); 4,96-5,17 (m, 3H); 5,73 (dd, J = 5,5; 3,0, 1H); 5,82(dd, J = 5,5;
3,0, 1H). RMN-"3C (75 MHz, CDCls): & 20,5 (CH3); 20,6 (CHs); 20,7 (CHs); 20,9
(CHs); 31,7/ 31,8 (CH,); 32,2 / 35,5 (CHy); 44,3/ 45,2 (CH); 45,3/ 45,5 (CH); 49,7/
50,1 (CH); 50,2/ 50,9 (CH.); 50,7/ 51,6 (CH); 61,2/ 62,2 (CHy); 67,3/ 67,8 (CH);
67,8/ 68,5 (CH); 68,6/ 69,8 (CH); 7 1,1/ 71,7 (CH); 73,1/ 73,3 (CH); 96,0/ 96,1 (CH);
131,7/ 134,6 (CH); 135,1/ 137,6 (CH); 169,4 (C); 169,5 (C); 170,1 (C); 170,5 (C);

212,6 (C).

6.2.12 rel-(2S,7S,8S,1R,3R,5R)-Tetraciclo[6.2.1.0%>.0*°Jundec-9-en-6-ona (16)

6]
; O MsCl, Py ; O Acetona:H,O 2
CH,Cl, . K,COs
HO MsO refluxo F| H
12 16

Procedimento: Em atmosfera de N,, o composto 12 (240 mg, 1,35 mmol) foi
dissolvido em diclorometano (6,5 mL) e piridina (1,3 mL) sob agitacdo a 0°C por 1
hora. Apos atingir a temperatura ambiente, acrescentou-se cloreto de mesila (0,21

mL, 2,7 mmol) sob agitacao por 6 horas. A reagéo foi interrompida com 4,3 mL de
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agua destilada e em seguida extraida com acetato de etila (3X2mL) sendo a fase
organica seca com MgSQO, anidro e o solvente removido sob pressao reduzida,
obtendo-se o produto mesilado. Este produto mesilado foi tratado sob refluxo em
uma solucdo de 8 mL de acetona: agua (75:25) e K.COs (0,065g, 0,325 mol) por
10 horas. A extracao foi feita com acetato de etila (3 X 2 mL). A fase organica foi
secada em MgSO, anidro e o solvente foi removido sob pressédo reduzida. O
produto foi purificado por cromatografia de coluna de silica gel, usando-se
hexano/acetato de etila (1:1) como eluente. Composto 16: RMN-'H (300MHz,
CDCl3): 8 0,61 (dt, J =5,2;9,3; 10,0, 1H), 1,44 (dt, J= 8,3 Hz, 1H), 1,53 (dd, J = 8,3;
1,7 Hz, 1H), 1,75~1,83 (m, 2H), 1,92 (d, J =3,9; 9,7, 1H), 2,91 (m, 1H), 3,01 (m, 1H),
3,09 (dd, J = 10,9; 4,2 Hz, 1H), 3,28 (m, 1H), 6,09 (dd, J = 5,5; 3,0, 1H), 6,18 (dd, J

- 5,5; 3,0, 1H).

6.2.13 (-)-B-6-Hidroxitriciclo[6.2.1 .027]undec-9-en-3-ona-(37),
rel-(8S,12S,1R,2R,4R,6R)-7-oxatetraciclo[6.4.0.0>°.0*'*]dodecan-11-ona (15) e
acetato de (3R)-6-oxotriciclo[6.2.1.0>"Jundec-9-en-3-il (38)

A%O %O Ac. stOH
+
A OEt
HO™ HO ’
12 37

Procedimento: Os produtos da biotransformacao (compostos 12 e 37) foram
dissolvidos em 1 mL de acetato de etila. Em seguida acrescentou-se 10 mg de
acido p-toluenossulfénico e a mistura foi agitada por 6 horas em temperatura

ambiente. A extracao foi feita com acetato de etila (3 X 2 mL). A fase orgénica foi
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secada em MgSO, anidro e o solvente foi removido sob pressédo reduzida. O
produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel, usando-se
hexano/acetato de etila (1:1) como eluente. Composto 37: RMN-'H (300MHz,
CDCI3): 6 1,28 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 1,47 (dd, J= 8,7; 2,0, 1H), 1,85~1,93 (m, 2H),
1,95~2,03 (m, 2H), 2,35 (m, 1H), 2,50~2,58 (m, 1H), 2,84 (m, 1H), 3,06 (-OH), 3,17
(m, 1H) 3,23 (m, 1H), 6,06 (dd, J = 6,2; 3,3, 1H), 6,17 (dd, J = 6,2; 3,3, 1H).
RMN-"3C (75MHz, CDCls): § 30,9 (CH,), 37,2 (CH,), 44,3 (CH), 45,3 (CH), 48,3
(CH.), 49,3 (CH), 52,0 (CH), 71,7 (CH), 134,6 (CH), 138,1 (CH), 213,2 (C).
Composto 15: RMN-"H (300MHz, CDCls): § 1.30 (d, J = 10.3, 1H); 1,36 (d, J = 7.4,
1H); 1,44 (dt, J=7,4; 2,7, 1H) 1,52 (d, J=10.3,1H); 1,83 (dt, J = 5,5; 13.8; 14,9 Hz,
1H); 2,10 - 2,21 (m, 1H); 2,23 (d, J= 5,5 Hz, 1H); 2.39 (d, J = 5,8, 1H); 2,42 - 2,47
(m, 1H); 2,47 - 2,51 (m, 1H); 2,56 (dd, J = 3,6; 10,3, 1H); 2,89 (t, J = 4,0; 6,3 Hz,
1H); 4,31 (m, 1H); 4,49 (t, J = 6,3; 7,4 Hz, 1H). RMN-"3C (75 MHz, CDCl3): § 26.5
(CHz), 35.1 (CHz), 37.2 (CHz), 37.4 (CHz), 39.3 (CH), 43.5 (CH), 49.1 (CH), 51.2
(CH), 74.4 (CH), 79.7 (CH), 214.0 (C=0). Composto 38: RMN-'H (300MHz,
CDCls): 81,22 (d, J = 8,4, 1H), 1,44 (dt, J = 8,4; 1,8, 1H), 1,84 — 1,89 (m, 2H), 2,06
(s, 3H), 2,31 — 2,40 (m, 2H), 2,65 - 2,72 (m, 1H), 2,91 (m, 1H), 2,96 (m, 1H), 3,28
(m, 1H), 4,36 (m, 1H), 6,10 (dd, J = 5,4; 2,7, 1H), 6,14 (dd, J = 5,4; 2,7, 1H).
RMN-"3C (75MHz, CDCls): & 21,3 (CHs), 27,2 (CH,), 37,0 (CH>), 44,8 (CH), 45,7
(CH), 46,0 (CH), 48,1 (CH,), 52,1 (CH), 73,4 (CH), 135,3 (CH), 137,8 (CH), 170,4

(C), 212,2 (C).
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6.3 BIOTRANSFORMACOES

6.3.1 Condicoes microbioldgicas

Manutencao dos Microrganismos
A manutencao dos microrganismos foi feita por subcultura sucessivas em

meio sélido BDA da Merck, em tubos inclinados e placas de Petri.

Microrganismo utilizado
Culturas do fungo Mucor ramosissimus Samutsevitsch (URM 3087), foram

obtidos do Laboratério de Bioquimica Vegetal do Departamento de Morfofisiologia.

Meio de Cultura Liquido

O fungo Mucor ramosissimus foi cultivado em erlenmeyers de 250 mL
previamente autoclavados em meio de cultura contendo D-glucose (4,0 @),
asparagina (0,2 g), fosfato de potassio monobasico (0,05 g), sulfato de magnésio
(0,025 @), tiamina (0,05 g) dissolvidos em 100mL de agua destilada (MARQUES,
1998). O pH do meio foi ajustado para 6,0 com uma solucdo aquosa de NaOH

0,1M.

6.3.2 Ensaio padrao

Inoculacao do Microrganismo ao Meio Liquido
A inoculagdo do meio de cultura liquido foi realizada pela retirada de um
pequeno fragmento do meio de cultura soélido contendo o fungo com a ajuda de

uma alca do tipo agulha em forma de “L”, o qual foi adicionado ao meio de cultura
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liquido. Este procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar previamente

esterilizada com alcool 70% e com incidéncia de luz ultravioleta por 15 minutos.

Reacao de Biotransformacao

Experimento 1:

Esquema 12
O
"/
7 O
meio de cultura sélido con/t;mo
30°C
150 rpm —— > monitoramento
48 hs

meio
liquido

Biotransformag&o do composto 7: Apés a inoculagao com M. ramosissimus
o meio liquido (200 mL) foi mantido em incubadora a 30°C com agitagdo a 150 rpm
na auséncia de luz. Apds um periodo de 48 horas o substrato organico 7 (200 mg)
foi adicionado. Foram utilizados trés tipos de controles para as reacdes: apenas
meio de cultura, meio de cultura e substrato, meio de cultura e fungo. A reacao foi
monitorada a cada 24 horas por 2 dias e depois a cada 28 horas, por remogao
continua de aliquotas que foram analisadas por CCD durante 14 dias. O meio foi
filtrado em celite para retirada dos micélios e os produtos extraidos com acetato de

etila (3 X 50 mL), sendo a fase organica secada sobre MgSO, anidro e
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concentrado em evaporador rotativo. O residuo da fase organica foi purificado por
cromatografia de coluna em silica gel, usando hexano/ acetato de etila (2:1) como
eluente, obtendo-se rendimentos de 8% da substéancia 28, 64% da substancia 36 e
11% de material de partida recuperado. Composto 28: RMN-'H (300 MHz,CDCls):
81,32 (d, 1H, J= 8,8 Hz); 1,44 (dt, 1H, J; = 8,7 Hz, J>= J3 = 1,9 Hz); 2,27 (m, 2H);
2,59 (m, 2H); 3,18 (s, 2H); 3,40 (m, 2H); 6,12 (t, 2H, J = 1,7 Hz). RMN-"3C (75MHz,
CDCls): 37,8 (CH,); 47,3 (CH); 48,6 (CH,); 51,8 (CH); 136,5 (CH); 209,6 (C=0).
Composto 36: RMN-'H (300 MHz,CDCls): & 2,20 (dt, J = 6,9; 1,6 Hz, 1H), 2,25 (dt,
J1=6,9; 1,6 Hz, 1H), 4,10 (m, 2H), 4,08 (m, 2H), 6,34 (s, 2H), 6,79 (t, J = 1,9 Hz,
2H). RMN-"3C (75 MHz, CDCls): § 46,5 (CH), 69,5 (CH,), 113,9 (CH), 137,4 (C),
142,3 (CH), 143,9 (C).

Experimento 2:

Biotransformagdo do composto rac-12: O procedimento foi idéntico ao
descrito no Experimento 1. O tempo total da reacao foi de 12 dias. O produto foi
purificado por cromatografia de coluna em silica gel, usando-se hexano/acetato de

etila (1:1) como eluente. Obteve-se 7% de rendimento do composto 28 e 77% do

D
material de partida, que apresentou atividade éptica (%= +2.5, ¢ 0,04 CHCly).

Composto 28: Os espectros de RMN de 'H e de '*C apresentaram-se idénticos

aos espectros de uma amostra auténtica da dicetona 28.

Experimento 3:
Biotransformagdo do composto 28: Procedimento idéntico ao descrito no

Experimento 1. O tempo total da reacado foi de 10 dias. O produto bruto foi

Sintese, Biotransformacao e Avaliagdo Bioldgica de Substancias Policiclicas Cage-like Derivadas do Aduto
de Diels-Alder Triciclo[6.2.1.0*"Jundeca-4,9-dien-3,6-diona
142



Parte Experimental

purificado por cromatografia de coluna em silica gel usando-se hexano/ acetato de
etila (1:1) como eluente. Foram recuperados 10% de material de partida e 70% da
mistura dos alcoois 12 e 37 na proporcdo de 75:25 (determinada através do
espectro de RMN de 'H). Os dados de RMN de 'H e de °C da mistura estio de

acordo com os reportados na literatura (MARCHAND, 1995). Os valores da

D
atividade optica obtidos foram %0 = -31,04, c. 0,057, MeOH.

6.3.3 Determinacao da concentracao 6tima de esporos de M. ramosissimus
para biotransformacao

Coleta e Contagem de Esporos M. ramosissimus

Culturas de M. ramosissimus cultivadas por 8 dias em meio BDA foram
lavadas com agua destilada estéril com auxilio de um pincel. A suspensao de
esporos foi filtrada com gaze e nylon (Figura 64). Uma aliquota da suspenséo de
esporos foi diluida em agua (1:10) e utilizada para contagem de esporos em
camara de Neubauer em microscopio Optico. A contagem foi realizada em 5

campos uniformemente distribuidos nos reticuladores da camara (Figura 65).
HQO destilada pincel
estéril )

filtracéo

/—\ com
gaze e nylon

Contagem dos esporos
em camara de Neubauer

Figura 64: Esquema de preparo da suspensao de esporos
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Cada campo numerado na Figura 65 possui uma area de 1/ 25 mm? e é
composto por 16 campos menores de 1/ 400 mm?. O célculo da concentragdo de

esporos na suspensao foi realizado da seguinte forma:

_D,xN

susp

;onde:

campo

C. . : Concentracdo de esporos na suspensao (esporos/ mL)

susp *
D, : Fator de Diluigao
N : Nimero médio de esporos no campo de 1/ 25 mm?

Vampo - VOlUMe de um campo de area 1/ 25 mm? e espessura de 0,1 mm de

filme liquido (V=4 x 10° mL)

Figura 65: Esquema Camara de Neubauer 1/ 400 mm? com destaque para o reticulo

central.
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6.3.4 Ensaio com diferentes concentracoes de esporos do fungo M.
ramosissimus

ApGs determinar a concentragao inicial de esporos, foram feitas diluicdes
finais de 10°, 10* e 10% esporos/mL que foram utilizados nos ensaios de

biotransformacao.

Reacao de Biotransformacao

Experimento 4:

Biotransformagdo do composto 28: Ap6s a inoculagdo dos esporos na
concentracdo 10° esporos/ mL do fungo M. ramosissimus no meio liquido (100 mL)
foi colocado em uma incubadora a 32°C com agitagdo a 150 rpm na auséncia de
luz. Apds um periodo de 48 horas o substrato organico 28 (100 mg) foi adicionado.
Foram utilizados trés tipos de controles para as reacdes: apenas meio de cultura,
meio de cultura e substrato, meio de cultura e esporos do fungo (1 mL) com
concentracdo definida. A reac&do foi monitorada a cada 24 horas por remogao
continua de aliquotas de 0,5 mL e analisadas por CCD e CG durante 20 dias. O
meio foi filtrado em celite para retirada dos micélios e os produtos foram extraidos
com acetato de etila. O residuo da fase organica foi purificado por cromatografia

de coluna de silica gel, usando hexano/ acetato de etila (2:1) como eluente.

Experimento 5:
Biotransformagdo do composto 23: O procedimento foi idéntico ao

Experimento 4 mas inoculando no meio liquido com uma solugdo de 10 esporos/
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mL de M. ramosissimus.

Experimento 6:
Biotransformagdo do composto 23: O procedimento foi idéntico ao
Experimento 5 mas inoculando no meio liquido com uma solugdo de 107 esporos/

mL de M. ramosissimus.

6.3.5 Determinacao do pH 6timo de crescimento de M. ramosissimus em
meio liquido para biotransformacao

Nos ensaios com diferentes concentracées de esporos, optou-se pela
concentracdo de 10* esporos/ mL. Foram preparados meios de cultura com pH
variando de 4 a 9, com intervalos de 1,0. Os ensaios foram feitos em ftriplicata e
como controle foi utilizado o meio de cultura e substrato apenas. 48 horas apés a
inoculacdo dos esporos, o composto 28 (25 mg) dissolvido em etanol (1 mL) foi
adicionado aos meios. A reacao foi monitorada a cada 48 horas por remocéao
continua de aliquotas e analisadas por CCD durante 20 dias. O meio foi filtrado em
celite para separagdao dos micélios e os produtos foram extraidos com acetato de
etila (3 X 50 mL). A fase organica foi secada em MgSO, anidro e concentrado em
evaporador rotativo.

Os experimentos foram numerados de 7 a 12, conforme o pH: Experimento
7: pH 4; Experimento 8: pH 5; Experimento 9: pH 6; Experimento 10: pH 7;

Experimento 11: pH 8; Experimento 12: pH 9.

Sintese, Biotransformacao e Avaliagdo Bioldgica de Substancias Policiclicas Cage-like Derivadas do Aduto
de Diels-Alder Triciclo[6.2.1.0*"Jundeca-4,9-dien-3,6-diona
146



Parte Experimental

6.4 ENSAIOS DE ATIVIDADE BIOLOGICA

6.4.1 Atividade citotoxica

6.4.1.1 Ensaio de Citotoxicidade in vitro

As culturas de células e os ensaios de citotoxicidade foram realizados no
Laboratério de Oncologia Experimental da Universidade Federal de Ceara, sob

supervisao da Profa. Dra. Claudia do O Pessoa.

Material Biologico

Foram utilizadas as seguintes linhagens de células: HL-60 (célula
leucémica promielocitica humana), MDA-MB 435(célula de cancer de mama
humano), HCT-8 (célula de carcinoma ileocecal humano) e SF-295 (célula tumoral
de SNC) todas cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (USA), cultivadas em
meio RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibi6ticos,

mantidas em estufa a 37°C e atmosfera contendo 5% de CO..

Amostras: foram testados nove compostos sintetizados (Tabela 37)
descritos neste trabalho. Estas amostras foram diluidas em DMSO e preparadas

nas concentracdes estoques de 5mg/ mL.
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Tabela 38: Amostras testadas para ensaio in vitro.

amostras Nomenclatura
7 0 . 27 . .
endo-triciclo[6.2.1.07"Jundeca-4,9-dieno-3,6-diona
7 O

o]
Z% rel -(1S,28,6S,7R,8R)-6-hidroxitriciclo[6.2.1.0%Jundec-9-en-3-ona

%0 rel-(85,12S,1R,2R,4 R 6 R)-7-oxatetraciclo[6.4.0.0%°.0*'?]dodecan-1
e} 1-ona

0]
/
L% endo-triciclo[6.2.1.0%"Jundec9-eno-3,6-diona

Br.
%‘) rel-(4S,5S,6S,8S,1R,2R,12R)-5-bromo-7-oxatetraciclo[6.4.0.0%¢.0*"
o ®ldodecan-11-ona

Br%%.@“ rel-(4S5,55,6S,8S,1R,2R,11R,12R)-5-bromo-7-oxatetraciclo[6.4.0.0%

€.0*"*dodecan-11-ol

%O rel-(7S,8S,9S,11S,12S,1R,5R)-6-oxapentaciclo[6.4.0.0"°.0>'2.0" ']
° dodecan-2-ona

7 O
Lo% rel-(15,3S,7S,2R,8R)-6-Ox0-3-(3,4,5-trimetoxifenilcarboniléxi)triciclo
¥ [6.2.1.0*"|lundec-9-eno

Oy, -OMe
j%j)\ 3,4,5-trimetoxi-benzoato de metila
MeO OMe

Método
As células foram plaqueadas na concentracdo de 2 x 10* céls./ 100pL,

para células em suspensdo de 2 x 10° céls./ 100uL, para células aderidas. Os
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diversos compostos foram acrescidos em diferentes concentragdes, que variaram
entre 3,9 a 100ug/ mL para as misturas e 0,39 — 25ug/ mL para substancias puras.
As células foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Em
seguida, as placas foram centrifugadas e o sobrenadante foi removido. Foram
entdo adicionados 200uL de uma solugcéo de MTT (sal de tetrazolium) e as placas
incubadas por 3h. As absorbancias em 550 nm foram registradas apds dissolugéao

do precipitado com DMSO em espectrofotdmetro de placa leitor de ELISA.

6.4.1.2 Atividade Hemolitica sobre Eritrocitos de Camundongo (Mus musculus
Swiss)

Estes ensaios foram realizados no Laboratério de Oncologia Experimental
da UFC. A metodologia utilizada foi descrita por Costa-Lotufo et al. 2002; Dresh et
al. 2005 (COSTA-LOTUFO et al., 2002; DRESCH et al., 2005), permite avaliar o
potencial de substancia em causar lesées na membrana plasmatica de eritrécitos,
seja pela formacao de poros ou pela ruptura total da mesma.

Foram testadas amostras puras (Composto 7, 12, 15, 28, 29, 30, 32, 34 e
39) diluidas em DMSO na concentragcéo de 5 mg/ mL.

Foi realizada a coleta de sangue de trés camundongos (Mus musculus
Swiss) via plexo orbital apds anestesia, posteriormente sendo diluido em 30
volumes de solugédo salina (NaCl 0,85% + CaCl, 10 mM). Os eritrocitos foram
lavados 2 vezes em solucao salina por centrifugacdo (1500 rpm/ 3 min.) para
reducdo da contaminacado plasmatica e ressuspensos em solucado salina para

obtencao de uma suspensao de eritrécitos (SE) a 2%. Os ensaios foram realizados
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em multiplacas com 96 cavidades. Cada poco da 12 fileira recebeu 100 uL da
solucdo salina. Na 22, os pogos receberam 50 uL da solucéo salina e 50 uL do
veiculo de diluigdo da substancia teste, neste caso, DMSO 10%. Aos pogos da 32
fileira, foram adicionados 100 pL de solugdo salina e 100 pL das substancias teste
em solugdo. Da 42 fileira em diante os pogos receberam 100 uL da solugéo salina,
excetuando-se os da ultima fileira, que receberam 80 pL de solugao salina e 20 uL
de Triton X — 100 1% (controle positivo). As diluicbes foram feitas da 32 a 112
cavidade, retirando-se 100 pL da solugédo da cavidade anterior e transferindo para
a seguinte de modo que as concentracdes foram sempre diluidas pela metade,
variando de 200 a 3,9ug/ mL. Em seguida, 100 pL da suspensao de eritrocitos
foram plagueados em todos os pogos. Apds incubacdo de 1 hora, sob agitacao
constante a temperatura ambiente (26 + 2°C), as amostras foram centrifugadas
(5000 rpm/3 min.) e o sobrenadante transferido para uma outra placa para a leitura
da absorbancia em leitos de ELISA, a 540 nm. A atividade hemolitica das

substancias foi determinada a partir dos valores de referéncia.

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrdo da meédia
dos n experimentos. Para verificagdo da ocorréncia de diferengas significativas
entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por andlise de variancia
(ANOVA) seguida de Student Newman Keuls, com nivel de significancia de 5%

(p<0,05).
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6.4.2. Atividade Inseticida

Material Biologico

Insetos: Individuos ndo sexados de Sitophilus zeamais utilizados nos
ensaios foram provenientes de criagdo mantida em laboratério a temperatura de
25+22°C, umidade relativa de 60+10% e fotoperiodo natural, em graos de trigo,
utilizando-se frascos de vidro de 300 mL, com o gargalo vedado com fil6.

Amostras: Foram testados seis compostos (Tabela 38) descritos neste
trabalho. Estas amostras puras foram diluidas em metanol, etanol, cloroférmio e

hexano.

Tabela 39: Amostras testadas para ensaios de atividade inseticida.

amostras Nomenclatura

endo-triciclo[6.2.1.0%/Jundeca-4,9-dieno-3,6-diona

rel-(1S,2S,6S,7R,8R)-6-hidroxitriciclo[6.2.1.0%’Jundec-9-en-3-ona

rel-(4S,55,65,8S,1R,2R,12R)-5-bromo-7-oxatetraciclo[6.4.0.0%¢.0*"
®ldodecan-11-ona

rel-(4S,5S,6S,8S,1R,2R,11R,12R)-5-bromo-7-oxatetraciclo[6.4.0.0%

€.0*'?]dodecan-11-ol

ﬂ% rel-(15,3S,7S,2R,8R)-6-Ox0-3-(3,4,5-trimetoxifenilcarbonildxi)tricicl

Me!
M

0[6.2.1.0%"] undec-9-eno

/:l K ;O
7 O
ﬂ%"
12 Ho'
4 ° 27 .
endo-triciclo [6.2.1.0%"Jundec-9-eno-3,6-diona
28 9
Br,
o)
Ly
29
Br,
OH
&)
30
7 jo]
O, o) |
o
eO 34
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Procedimento: Os grdos de trigo foram pulverizados em capela de fluxo
laminar com pulverizador acoplado a uma bomba de vacuo, com solucoes
contendo 10 mg de cada amostra. Estas foram diluidas em solventes apropriados
numa quantidade maxima de 10 mL por amostra em 100 g de trigo. Apos
evaporacgao do solvente por 72 horas a 38°C, o trigo foi acondicionado em caixas
plasticas circulares (6 cm de diametro e 2,1 cm de altura), totalizando 10 g de trigo
por recipiente. O controle foi feito com trigo ndo tratado e tratado somente com
solvente. Em cada recipiente foram liberados 20 adultos ndo sexados de S.
zeamais, com idade entre dez e vinte dias. As avaliagdes foram feitas no primeiro,
segundo, quinto e décimo dia, contando-se 0 numero de insetos mortos e
descartando-os. As parcelas foram organizadas segundo delineamento
experimental inteiramente casualizado com dez repeticdes para cada tratamento.

Os resultados dos ensaios foram submetidos a andlise de variancia pelo
teste F e quando evidenciada diferenca significativa entre as médias ao nivel de
5% de probabilidade de erro, foi efetuada a complementagao da andlise através da

comparagao entre médias pelo teste de Tukey.
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6.5 CALCULO DE DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE '3C

Os experimentos de calculo tedrico de deslocamento quimico foram
realizados no Laboratério de Modelagem Molecular da Universidade Federal de

Mato Grosso do Sul pelo Mestrando Euzébio Guimaraes Barbosa.

Método

O composto 32 foi totalmente otimizado com o programa Gaussian no nivel
de teoria B3LYP/cc-pVDZ (FRISCH et al. 2004). Em seguida, foram realizados
calculos de single point em solvente cloroférmio por meio do Modelo de Continuo
Polarizavel (PCM) no mesmo nivel de teoria. Os conférmeros de menor energia
foram utilizados para realizacdo de calculo de deslocamento quimico de '°C pelo
método GIAQO, utilizando como referéncia a blindagem correspondente do TMS
calculados no mesmo nivel de teoria. As analises de correlacao linear foram feitas
usando o programa XMGrace. A qualidade da correlacao foi julgada examinando R,

e o coeficiente de correlagdo de Pearson.
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