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Resumo

A busca incessante de novos agentes quimicos bioativos mais eficientes e menos agressivos ao
homem e ao meio ambiente requer o desenvolvimento e a aplicagdo de metodologias da Sintese Organica,
visando o preparo desses agentes no laboratério e na inddstria. Muitos desses produtos sdo encontrados na
prépria natureza, e outros sdo baseados em moléculas naturais. Compostos fitotéxicos, como a citosporona
A (16), foram isolados de fungos endofiticos. Essa substancia (16) é um exemplo de inibidor da
germinacdo de sementes, com uma concentracdo inibitoria de apenas 3 pg/mL, para 50% das sementes.
Ela foi isolada a partir do fungo Phoma sp., em 1985, e foi novamente reportada como metabolito
secundario dos fungos Diaporthe sp. e Cytospora sp., em 2000. Outras quatro substancias de estruturas
semelhantes, as citosporonas B (17), C (18), D (19) e E (20) também foram isoladas a partir desses dois
altimos fungos. Segundo os autores, as citosporonas D (19) e E (20) foram igualmente ativas contras as
bactérias S. aureus, E. faecalis e E.. coli e o fungo C. albicans. Uma fonte recente demonstra que a
citosporona B (17) apresenta diversas funcbes bioldgicas e pode ser um importante agente terapéutico no
tratamento de diversas doencas. Com esses dados fornecidos pela literatura, estamos interessados na
sintese das citosporonas A (16), B (17) e C (18). A partir de reagentes comerciais (acido 3,5-
dimetoxifenilacético (30)) e com a etapa chave da acilacdo de Friedel-Crafts, para a insercdo de um grupo
octanoila no anel aromatico, seguido de uma simples desmetilagdo total do intermediério, foi obtida a
citosporona A (16) com bom rendimento global. A partir dela, as citosporonas B (17) e C (18) foram
preparadas por esterificacdo e reducdo, respectivamente, ambas com altos rendimentos. A metodologia da
acilacdo de Friedel-Crafts foi aplicada ao &cido 3,5-dimetoxibenzdico (21), e o produto principal formado
é um intermediario na sintese de uma nova citosporona (24), um analogo da citosporona E (20). Os
intermediarios e subprodutos obtidos foram submetidos a testes de atividade alelopatica, com sementes de
Lactuca sativa L., inseticida, com larvas de Aedes aegypti, e inibitéria da enzima tirosinase, a fim de
avaliar especialmente o potencial pesticida dos produtos.

A metodologia empregada para o preparo das citosporonas mostrou-se eficiente e os resultados
obtidos para as avaliagBes bioldgicas sdo bastante promissores. Os dados mostram que intermediarios
sintéticos ja apresentam atividade alelopatica e inibitoria da enzima tirosinase. Os métodos de sintese
orgénica e avaliagdes bioldgicas realizadas serdo discutidos ao longo desse trabalho.
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Abstract

The incessant search for new bioactive chemical agents, more effective and less agressive to the
people and to the environment, requires the promotion and application of Organic Synthesis
methodologies, aiming the preparation of these agents in the lab and in the industry. Many of these
products can be found in the nature and other are based on natural molecules. Phytotoxic compounds, such
as cytosporone A (16), were isolated from endophytic fungi. This substance (16) is an example of
inhibitor of seeds germination, with inhibitory concentration equal to 3 pg/mL for 50% of seeds. It was
isolated from the fungus Phoma sp., in 1985, and was reported once again as secondary metabolite of the
fungi Diaporthe sp. and Cytospora sp., in 2000. Other four similar substances, cytosporones B (17), C
(18), D (19) and E (20), were also isolated from these two last fungi. According to the authors, the
cytosporones D (19) and E (20) were equally active against the bacterias S. aureus, E. faecalis and E.. coli
and the fungus C. Albicans. A recent article reports that cytosporone B (17) has many biological functions
and can be an important therapeutic agent on the treatment of human diseases. Based on these
information, we are interested on the synthesis of cytosporones A (16), B (17) and C (18). Starting from
commercial reagents (3,5-dimethoxyphenylacetic acid (30)) with Friedel-Crafts acylation as key step, for
the insertion of an octanoyl group in the aromatic ring, followed by a total demethylation of this
intermediate, we prepared cytosporone A (16) with high global yield. Esterification and reduction steps of
cytosporone A (16) produced cytosporones B (17) and C (18), respectively, both with high yield. The
Friedel-Crafts acylation methodology was applied to 3,5-dimethoxybenzoic acid (21) and the main
product of this reaction is an intermediate in the synthesis of a new cytosporone (24), a cytosporone E (20)
analogue. The intermediates and main products were submitted to biological tests, such as allelopathic
activity against Lactuca sativa L. seeds, insecticide with Aedes aegypti larvae and inhibition of tyrosinase
enzyme activity, to the assessment of pesticide potential of the products.

The employed methodology to prepare of the cytosporones was efficient and the results of biological
tests are promising. These first results demonstrate that intermediates and main products have allelopathic
activity and inhibit activity of tyrosinase enzyme. The synthetic organic methods and biological tests will
be discussed in this present work.
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Abreviaturas e simbolos

XXVI

texto.

Abreviaturas e simbolos

0: deslocamento quimico

CCD: cromatografia em camada delgada

d: dubleto

dd: duplo dubleto

DEPT: Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
DMSO: dimetil sulféxido

DMSO-dg: dimetil sulfoxido deuterado

EM: Espectrometria de Massas

HMBC: heteronuclear multiple-bond connectivity

HSQC: heteronuclear single quantum coherence

Hz: Hertz

IV: infravermelho

J: constante de acoplamento

L-DOPA: L-3,4-diidroxifenilalanina

m: multipleto

MHz: megahertz

NOE: Nuclear Overhauser Effect

ppm: partes por milhdo

q: quarteto

gt: quinteto

RMN de 3C: Ressonancia Magnética Nuclear de carbono-13
RMN de 'H: Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio
s: singleto

sl: singleto largo

t: tripleto

As demais abreviaturas e simbolos encontram-se com seus respectivos significados ao longo do

Sintese total e avaliacao biologica das citosporonas A-C: Octacetideos com potencial propriedade pesticida



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Introducao



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Introducéo 1

1. Introdugéo

A Quimica Orgéanica tem acompanhado o desenvolvimento cientifico e tecnolégico do homem, ao
longo de suas historias. Primeiro porque a evolugdo da Quimica como ciéncia depende, em grande parte,
dos avancos da tecnologia humana e suas aplica¢des no campo cientifico; e segundo porque o0 progresso da
vida humana na Terra, no que diz respeito a saude, bem-estar e boa alimentacdo, € um reflexo direto dos
beneficios que a Quimica Organica cria e reproduz em larga escala para todos nés. Enfim, o homem
precisa da Quimica Organica para sua propria sustentabilidade.

Inserida nesse contexto, a sintese organica constitui uma das areas mais importantes da Quimica
Organica. Apenas como exemplo, até o ano de 2003, 85% dos farmacos terapéuticos eram de origem
totalmente sintética (fonte: www.cgee.org.br/atividades/redirect.php?idProduto=1702, 28/01/09). E
praticamente todos os produtos agroquimicos, as substancias utilizadas no combate as diversas pragas
agricolas, sdo produzidas em laboratério. As ultimas cinco décadas foram um marco para 0s quimicos
organicos sintéticos, os quais foram capazes de preparar importantes moléculas de elevada complexidade
estrutural, aquirais, racémicas ou enantiomericamente puras, através da aplicagdo de metodologias
quimicas inovadoras, com o uso de catalisadores metalicos, reagentes quirais, entre outras especiarias
quimicas.

Diversos compostos biologicamente ativos de uso difundido em nossa sociedade sdo produzidos em
laboratdrio, porém foram consumados a partir de moléculas de produto natural de origem vegetal, animal
ou microbiana. A natureza é uma fonte inesgotavel de substancias biologicamente ativas [BARBOSA et
al, 2001]. Nesse contexto, a sintese, a purificacdo e a caracterizacdo quimica, bioldgica e estrutural de
novas substancias bioativas provenientes da fauna e flora brasileiras sdo valiosas, uma vez que a prépria
evolugdo tratou de selecionar um vastissimo espectro de substancias com potencial de defender a saude

humana ou animal e a agricultura.

1.1. Os Lipideos Fendlicos

Fendis sdo descritos na literatura como metabdlitos secundarios de plantas. Neste grupo de substancias,
ha fendis simples, polifendis e seus dereivados. De maneira geral, um fenol, por sua definigdo quimica, é
uma substancia cuja molécula possui um anel aromatico com um substituinte hidroxi (-OH), podendo

conter outros derivados funcionais [KOZUBEK e TYMAN, 1999], como mostra a figura 1.
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OH

A

=t—R R: grupos funcionais

F

Figura 1: Estrutura basica de um fenol

Entre os fendis simples de origem natural, hd uma série de derivados classificados como lipideos
fendlicos ou fendis de cadeia longa. Os lipideos fendlicos sdo compostos derivados de policetideos
[DESZCZ e KOZUBEK, 2000], podendo ser derivados de unidades isoprénicas (a-tocoferol — Vitamina
E) e ndo-isoprénicas (1-hidroxi-3-(pentadec-8Z-enil) benzeno) [KOZUBEK e TYMAN, 1999] (figura 2).

derivado de unidade ndo-isoprénica

0 0 OH
_—
e
HSCMOH ©\/\/\/\/W—CH3
n

unidade ndo-isoprénica 1-hidroxi-3-(pentadec-8Z-enil) benzeno (14)

CHj | derivado de unidade isoprénical

H3C

CHs Vitamina E (a-tocoferol)

unidade isoprénica CHs

Figura 2: Exemplos de lipideos fendlicos derivados de unidades isoprénicas e nao-isoprénicas

Os lipideos fendlicos originados de unidades nao-isoprénicas sdo relativamente incomuns e podem
ser considerados, por simplificagcdo, como acidos graxos cuja carboxila foi substituida pelo anel
hidroxibenzeno. Dessa maneira, eles podem ser derivados de mono e diidroxifendis (catecol, resorcinol e
hidroquinona) ou poliidrofendis (1,2,4-triidroxifenol), e ainda de acidos fendlicos, acidos 6-alquil-2-
hidroxibenzdicos (acidos anacardicos) e acidos 6-alquil-2,4-diidréxibenzoicos (&cidos resorcindlicos)
[KOZUBEK e TYMAN, 2005], como mostra a figura 3.
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OH OH OH
HO.
HO
catecol resorcinol hidroquinona
OH

R: grupos alquil substituidos

Poliidroxifenodis Acidos fenélicos

OH OH o OH o)
\ OH
OH OH
/R
R HO R
OH acidos 6-alquil-2-hidroxibenzéicos acidos 6-alquil-2,4-diidroxibenzdicos
(acidos anacardicos) (acidos resorcinolicos)

1,2,4-triidroxifenois

Figura 3: Estruturas de diidrofenais, poliidrofendis e
acidos fenolicos precursores de lipideos fendlicos

1.1.1. Os Lipideos Resorcinolicos

Nas Ultimas décadas, varios pesquisadores de diferentes areas tém dado atencdo especial aos
compostos fendlicos biologicamente ativos, que compreendem um grupo heterogéneo do metabolismo
secundario de plantas, sendo encontrados também em microrganismos, como fungos e bactérias. Dentre
estes, 0s lipideos resorcindlicos tém sido objeto de estudos interdisciplinares devido as suas propriedades
bioativas. Trabalhos recentes demonstram que esses compostos apresentam atividades bactericida,
moluscicida, herbicida, fungicida e antitumoral [ALONSO et al, 1997; KOZUBEK e TYMAN, 1999].

Quatro substancias obtidas em nosso trabalho contém em suas estruturas o anel de resorcinol e uma

cadeia lateral de oito carbonos. Classificam-se, portanto, como lipideos resorcinolicos.

Do liquen Protousnea spp., por exemplo, foram isolados 5-alquilresorcinois (figura 4) identificados
como compostos formados durante o processo de extragdo. Entre os alquilresorcindis, foram isolados, 5-
propilresorcinol (1c) e seu derivado metoxilado 3-metdxi-5-hidréxi-1-propilbenzeno. O primeiro mostrou
forte atividade anti-tirosinase, enquanto que o segundo ndo mostrou qualquer efeito [KINOSHITA et al,
1994]. A elongacdo da cadeia alquilica, de metil ao nonil, em 5-alquilresorcindis (1a-i) resulta em um
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aumento da atividade anti-tirosinase. Portanto, o comprimento da cadeia alquilica nos derivados

resorcindlicos afeta sua atividade anti-tirosinase [MATSUBARA et al, 1997].

("1a, R = -CHj

OH 1b, R =-CyHsg

1c, R=-C3Hy

1d, R =-C4Hg

< le,R=-CgHy;

1f,R= 'CGHlS
"o | 19, R =-C7Hys
lh, R= 'C8H17

\li, R= -Cngg

Figura 4: 5-alquilresorcinois

Na casca do fruto da manga (Alternaria alternata), foram isolados os lipideos 2 e 3, representados na

.....

atividade fangica na casca do fruto, o que ja constitui em uma atividade biol6gica, uma protecéo natural
da planta contra a agdo de microrganismos externos [COJOCARU et al, 1986; DROBY et al, 1987].

OH

1,3-diidroxi-5-(n-pentadecila)benzeno (2)

HO

OH

1,3-diidroxi-5-(n-heptadec-12Z-enila)benzeno (3)

HO

Figura 5: Lipideos resorcinolicos presentes na casca do fruto da manga (Alternaria alternata)

Outra importante fonte natural de lipideos fendlicos é o cajueiro (Anacardium occidentale), uma
planta bem desenvolvida no Brasil e no cerrado de Mato Grosso do Sul. Na casca da castanha do caju,
existe um 6leo viscoso, denominado liquido da castanha do caju in natura, ou LCC, constituido de: 60 a
65% de &cido anacérdico (4-7), 15 a 20% de cardol (8-11), 10% de cardanol (12-15) e tracos de metil
cardol. A diferenga entre estas estruturas esta resumida ao anel aroméatico da molécula, sendo que cada
unidade aromatica contém uma cadeia lateral de 15 carbonos, saturada ou com uma, duas ou trés ligacGes
duplas ndo conjugadas, com estereoquimica cis. Sao, pelo menos, 12 substancias (lipideos resorcindlicos e
/ou fendlicos) diferentes [KOZUBEK e TYMAN, 1999] (figura 6).
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OH

CO,H (4). R=8Z, 11Z, 14-Pentadecatrienila
(5). R=8Z, 11Z-Pentadecadienila
(6). R=8Z-Pentadecenila

R (7). R=Pentadecila

Acido Anacardico

OH

(8). R =82, 11Z, 14-Pentadecatrienila
(9). R=8Z, 11Z-Pentadecadienila
(10). R= 8Z-Pentadecenila

HO R  (11). R=Pentadecila

Cardol

OH
(12). R =82, 117, 14-Pentadecatrienila
(13). R=8Z, 11Z-Pentadecadienila
(14). R= 8Z-Pentadecenila

R (15). R= Pentadecila

Cardanol

Figura 6: Constituintes do liquido da castanha do caju (LCC)

O LCC mais comumente encontrado, no entanto, apresenta uma constituicdo bem diferente do LCC
bruto (in natura): 60 a 65% de cardanol (12-15), 15 a 20% de cardol (8-11) e 10% de materiais
poliméricos [KRUMAR et al, 2002]. Esta é a composicdo do LCC técnico, obtido na torrefagcdo da castanha
de caju, processo que provoca a descarboxilacdo térmica do é&cido anacardico a cardanol. Dai a
predomindncia de cardanol na composicdo deste tipo de LCC [PARAMASHIVAPPA et al, 2001;
KOZUBEK e TYMAN, 2005].

Varios estudos demonstram que estes compostos apresentam atividade bactericida sobre cepas
resistentes de Staphylococcus aureus [TYMAN e VISANI, 1997, MUROI e KUBO, 1996], além de
propriedades moluscicida [SULLIVAN et al, 1982], antimicrobiana [Ref 1: KUBO et al, 1993] e
antitumoral [Ref. 2: KUBO et al, 1993]. Possuem ainda atividade antimicrobiana para Streptococcus
mutans, o microrganismo causador da cérie dental. Pesquisas visando a utilizacdo do acido anacérdico (4-
7) em produtos de higiene oral estdo sendo desenvolvidas [KOZUBEK e TYMAN, 1999].

As substancias que constituem o liquido da castanha do caju (LCC) sdo importantes ndo somente
pelas suas bioatividades, mas também pela grande aplicacdo comercial encontrada. O LCC técnico € usado
na fabricacdo de importantes produtos industriais como o cimento [MENON et al, 1985], pinturas e

vernizes como principais aplicacbes na industria de polimeros [PARAMASHIVAPPA et al, 2001] e é
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também uma resina altamente resistente & acdo da acidez de 6leos minerais, acidos e bases [KNOP e
SCHEIB, 1979].

A biossintese de lipideos resorcindlicos ocorre nas células através da via acetogénica ou policetidica,
postulada ha mais de cem anos. Os compostos chamados de policetideos sdo provenientes de cadeias
policetometilénicas, -(CH2-CO)n-, e portanto hd uma grande semelhanca entre a biossintese de &cidos
graxos e policetideos, porque em ambos 0s casos a formagdo de longas cadeias lineares ocorre pela adicdo
de diversas unidades de dois carbonos, derivados de &cido acético e formas ativas de acetil-S-CoA e
malonil-S-CoA [KOZUBEK e TYMAN, 1999]. Para os policetideos, ndo ha etapas de reducdo, conforme
mostra o esquema 1.

HsC=——COOH HzC——COOH

¢ -<——— (Condensagdo (+C)) — » l

0 Ho 0 H,
HgC = Comme C ==—=COOH HsC=——C C COOH
l -<«——  Reducdo
H, * Hy
HsC C =——C COOH
l <«——— (Condensacgdo (+Cy) ———
Y
o H
HgC====(CH,),==C==C ===COOH H3C=———(CO=—=CH),=——COOH
<«——  Reducgao
Hy H;
¢ <—— Condensagéo (+C;) ——»

o H
HaCom(CH,);==C==C =—=COOH

' Acidos graxos saturados livres '

1 Policetideos .

Esquema 1: Biossintese de acidos graxos saturados livres e policetideos
A formacdo da estrutura anelar a partir de poli-B-cetoacidos ocorre através de condensacdo
intramolecular, em razdo dos seus grupos metilénicos (potencialmente nucleéfilos) e grupos carbonila

(potencialmente eletrofilos). A biossintese de alquilresorcindis requer ainda a elongagdo da cadeia lateral
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seguida de descarboxilacdo, para formar esta cadeia com um nimero impar de carbonos [KOZUBEK e
TYMAN, 1999]. Enzimas do tipo lipase transformam os triglicerideos em acidos graxos livres, conforme

mostra o esquema 2.
p=——Chol CoA-SH

PLA,PLD FEA ;., acil-S-CoA

lipases
triglicerideo B'W Lx o

acetiI'S'COA —“—“ aCiI'S'ACP

| FEA: free fatty acid (&cido graxo livre)|

Cn
|
co
CH; ¢ |
CH, O
ACP CO,
ACP
HO OH
, . . HO OH
acido orselinico-ACP
|ACP:acyI carrier protein (proteina carregadora de acila) |
(o Ch
| |
<|3H2 H—clz—OH
CH, O CH, O

HS-ACP7( X HS-ACP
Co,

Cn

[

Cn
|
CHZ ?HZ
CH, CH,
OH
HO OH HO OH

l anuiIresorcinoI' (Ecido anuiIresorcinéIico'

Esquema 2: Biossintese de alquilresorcingis e acidos alquilresorcindlicos
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1.2. As Citosporonas, uma nova classe de lipideos resorcinélicos ndo-isoprénicos

Em 2000, pesquisadores norte-americanos isolaram e identificaram cinco novos octacetideos a partir
de dois tipos de fungos endofiticos: Cytospora sp. (CR200) e Diaporthe sp. (CR146). Os fungos foram
coletados em tecidos das plantas Conocarpus erecta e Forsteronia spicata. Essas novas substancias
provenientes de fungos foram caracterizadas por cristalografia de raio-X e Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN), e nomeadas de citosporonas A (16), B (17), C (18), D (19) e E (20) [BRADY et al, 2000]. Elas
apresentam notavel semelhanca estrutural, e possivelmente sdo produzidas a partir das mesmas rotas

biossintéticas (figura 7).

OH 0 OH 0
COOH COOCH,CHj3
HO' HO' )
Citosporona A (16) Citosporona B (17)
OH OH OH
HO HO
0 (o)
0
HO O HO ) H_O
Citosporona C (18) Citosporona D (19) Citosporona E (20) §

Figura 7: As citosporonas A-E (16-20)

As citosporonas D (19) e E (20) apresentaram atividade bactericida para Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis e Escherichia coli, além de atividade fungicida para Candida albicans, enquanto a
citosporona C (18) ndo foi ativa contra estes microrganismos. A presenca de uma terceira hidroxila
fendlica na estrutura das citosporonas D (19) e E (20) foi considerado fator determinante para estas
atividades bioldgicas, pois a citosporona C (18) contém apenas duas hidroxilas fendlicas e ndo inibiu o
desenvolvimento destes microrganismos [BRADY et al, 2000]. O método empregado para os testes foi a
diluicdo direta e o controle positivo utilizado foi o antibiético gentamicina (tabela 1), cuja estrutura

quimica esta representada na figura 8.
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OH
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+ ReR:Houalquil s
fececccccccccccccnd , R
HoN .
H3C/ HO 0 _R
OH
o]
H,N O
NH,

ZT

Iz

Figura 8: Estrutura quimica da gentamicina
Tabela 1: Atividade antibidtica para as citosporona D (19) e E (20) [BRADY et al, 2000]

Concentracdo minima inibitoria (CMI) em pg/mL

Fungo (f) e Bactérias (b) Citosporona D (19) Citosporona E(20) Gentamicina

(controle)
Candida albicans (f) 4 4 >128
Staphylococcus aureus (b) 8 8 2
Enterococcus faecalis (b) 8 8 16
Escherichia coli (b) 64 64 2

Estes resultados de atividade antibidtica logo despertaram o interesse cientifico pela sintese da
citosporona E (20). Na busca por novos agentes antibioticos, a primeira sintese desta molécula ocorreu em
2003, quando uma dupla de cientistas japoneses, Ohzeki e Mori, preparou em laboratério a forma
racémica da citosporona E (20), bem como o0s seus enantibmeros puros, alegando que Brady e
colaboradores haviam isolado dos fungos Diaporthe sp. e Cytospora sp. somente a forma racémica da
substancia.

1.2.1. A primeira sintese da citosporona E (20)

Para a sintese racémica da citosporona E (20), o cloreto de acido A foi convertido na amida B com
dietilamina em tetraidrofurano (THF). A amida B foi tratada com sec-butil-litio na presenca de N,N,N’,N’-
tetrametiletilenodiamina (TMEDA) e reagiu com octanal. Posterior tratamento com base (KOH) em
metanol, 4gua e solucdo aquosa de &cido cloridrico forneceu o racemato C. A reacdo de desmetilagéo total
com brometo de boro em diclorometano foi a etapa final para a sintese da citosporona E (20) racémica
[OHZEKI e MORI, 2003]:
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H3CO. H3CO.
Cl : N(CzHs)2
HaC (CzHs),NH, THF
95%
B OCH;
i) sec-BuLi, TMEDA, THF
71% ||) CH5(CH,)¢CHO
iii) KOH, CH3;0H, H,0O
iv) HCI 2M
HO. H3CO.
BBI’3, CH2C|2
0,
HO' 79% HCO
OH (CH2)sCHs OCH; (CH2)6CH3
rac-Citosporona E (20) rac-C

Esquema 3: Sintese racémica da citosporona E (20) [OHZEKI e MORI, 2003]

Por outro lado, a sintese assimétrica da citosporona E (20) foi mais dificil do que havia sido
planejado, porque reacdes intermediarias, cujos produtos deveriam ser enantiomericamente puros, através
do uso de reagentes quirais comerciais, forneceram baixos graus de excesso enantiomérico. Este problema
foi evidenciado na reacdo de diidroxilacdo assimétrica do intermediario G com AD-mix-p®, etapa que
forneceu apenas 45% de excesso enantiomeérico Além disso, os intermediéarios quirais H, 1, e J ndo
demonstraram nenhuma cristalizagédo, dificultando ainda mais o processo de obtencdo de produtos
enantiomericamente puros. Felizmente, verificou-se que os enantiomeros do derivado da citosporona E
(20) cujas hidroxilas estavam protegidas por grupos terc-butildimetilsilila (TBS) poderiam ser facilmente
separados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com coluna preparativa Chiralcel® OD
[OHZEKI e MORI, 2003]:
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OH  (CH2)sCHs opn  (CH2)eCH: oBn (CH,)sCH
. (S)-J (3R, 1'R)-1 @ 2)5-113 OBn
(S)-20 (baixo e.e.) ' HO (CH2)sCH3

(3R, 1'R)-H
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o)
TBS H N
- Bn = CoHsCHy-
TBS = terc-BuSi(CH3),-
TBS H
(CH2)6CH3

oT1Bs (CH2)6CHz OH
(S)-L ((5)-20 (98,4% e.e))

i Reagentes: a) BnBr, K.COs, DMF (96%), b) NBS, DMF (96%), ¢) (E)-CHs(CHz)sCH=CHB(OH),, Pd(PPhs)s, K.COs,
i CeHe/EtOH (5:1) (71% de G e 19% de recuperacdo de F), d) AD-mix-p® CH3SO;NH,, terc-BuOH/H,0 (1:1) (54% de
{ (3R,1'R)-H e 46% de recuperaco de G), €) 1,1-tiocarbonildiimidazol, CH,Cl, (quantitativo), f) (n-Bu)sSnH, AIBN, tolueno
i (90%), g) Ha, Pd(OH),-C, EtOAc (92%), h) TBSCI, imidazol, DMF (98%), i) (i) Separacdo por CLAE, (i) HCI 4M/EtOH
{ (1:5) (40% de (S)-20 e 58% de recuperacéo de (S)-L)

Esquema 4: Sintese da S-citosporona E (S-20) [OHZEKI e MORI, 2003]

Para a preparacdo do enantibmero (R)-20 da citosporona E, foi utilizada a mesma rota sintética a
partir do intermediario G. Em seguida, as trés amostras disponiveis, a mistura racémica e os dois
enantidbmeros puros da citosporona E (20), foram submetidas a testes de atividade biolégica com quatro
cepas de Candida albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, Cryptococcus
neoformans, duas cepas de Aspergillus fumigatus e Asp. Flavas (tabela 2). O controle positivo utilizado foi

0 Itraconazol®, cuja estrutura quimica esté representada na figura 9 [OHZEKI e MORI, 2003].

Sintese total e avaliacao biologica das citosporonas A-C: Octacetideos com potencial propriedade pesticida



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Introducéo 12

T OO0,

—N

O
'II/,/’l/N\ /
N

Cl

Cl

Figura 9: Estrutura quimica do Itraconazol®

Tabela 2: Atividade antibidtica para a
citosporona E ((rac)-20, (R)-20 e (S)-20) [OHZEKI e MORI, 2003]

Concentracdo minima inibitoria do crescimento (CMI)

Microrganismos em pg/mL
(rac)-20 (S)-20 (R)-20 Itraconazol®
Candida albicans ATCC24433 >8 >8 >8 0,125
Candida albicans SANK51486 >8 >8 >8 0,031
Candida albicans TIMM3164 8 8 8 0,25
Candida albicans TIMM3164 >8 >8 >8 1
Candida parapsilosis ATCC90018 >8 >8 >8 0,125
Candida glabrata ATCC90030 4 4 4 1
Candida krusei ATCC6258 8 8 8 0,25
Candida tropicalis ATCC750 >8 >8 >8 0,5
Cryptococcus neoformans TIMM1855 >8 >8 >8 0,25
Aspergillus fumigatus ATCC26430 >8 >8 >8 0,25
Aspergillus fumigatus SANK 10569 >8 >8 >8 0,25
Aspergillus flavas SANK 18497 >8 >8 >8 0,5

Apesar do fato da citosporona E (20) ja ter sido relatada como um forte agente antibi6tico [BRADY
et al, 2000], as amostras sintéticas deste trabalho foram fracamente ativas contra 0s microrganismos
testados, em comparagdo com o controle positivo utilizado. A estereoquimica no carbono 3 (C-3) de 20
ndo influencia a atividade antibidtica, pois os resultados encontrados foram absolutamente iguais, tanto
para o racemato ((rac)-20) como para os enantiomeros puros ((S)-20 e (R)-20) desta substéncia. A
bioatividade da citosporona E (20) ndo depende da configuracdo absoluta do carbono quiral da molécula
[OHZEKI e MORI, 2003].
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1.2.2. A segunda sintese da citosporona E (20)

A segunda sintese da citosporona E (20) ocorreu dois anos depois, em 2005. Pesquisadores norte-
americanos desenvolveram uma nova sintese racémica desta substancia, gerando, portanto, somente o
racemato da mesma. Esta sintese é baseada no uso do reagente de Meyers para orto-alquilacdo de
oxazolinas aromaticas quirais, sendo esta a etapa-chave da sintese para formar o esqueleto ftalico da
citosporona E (20). Inicialmente, a formacdo da oxazolina aromatica foi feita através do éster imidato C.
O cloreto de acido A reagiu com acetato de aménio para formar a amida B, a qual foi tratada com o
reagente de Meerwein (Et;0.BF,) para formar o intermediério C. Na Ultima etapa, a reagcdo com L-valinol

rendeu a oxazolina quiral D (esquema 5) [HALL et al, 2005].

NH,OAc
Acetona
HCO 40% HaCO
A 3 B
OCH; OCHj
Et;0.BF,
CH,CI,

l\; NH,.BF,
H;CO H5CO
O OEt
L-Valinol
H;CO (2 etapas 56%) H,CO
D C
OCHjz OCHjs

Esquema 5: Sintese da oxazolina D, um intermediario na
sintese da citosporona E (20) [HALL et al, 2005]

Com um rendimento global de apenas 29%, obtido na sintese em questdo, a preparacéo da oxazolina
D foi revisada e planejada de maneira diferente. Entdo, o acido aromatico E foi acoplado com o éster
metilico de L-valina F para produzir o éster G. A reducdo do éster gerou o alcool H, cuja ciclizagdo com
cloreto de mesila e trietilamina produziu a oxazolina D (esquema 6). O rendimento global dessas trés
etapas foi de 83%, quase trés vezes maior do que o rendimento obtido na primeira sintese da oxazolina D
[HALL et al, 2005]
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H3CO 56% H3CO
OCH;  (CH,)sCHs (CH2)6CH;
I J
HCI 3N
refluxo, 30 min
99%
o}
HCO.
BBr3, CH2C|2 e)
-30°C para temp. amb.
90% H3CO
CH3)sCH3 (CHy)sCHz

OCHj

l rac-Citosporona E (20) ' L

Esquema 6: Sintese racémica da citosporona E (20) [HALL et al, 2005]

Com o intermediério D preparado, foi finalmente realizada a orto-alquilacdo de Meyers com sec-
butil-litio & baixa temperatura e com adi¢do de n-octanal. Posterior tratamento com solu¢do aquosa de

cloreto de amonio rearranjou o intermediario | para uma mistura equimolar dos diastereoisomeros da

Sintese total e avaliacao biologica das citosporonas A-C: Octacetideos com potencial propriedade pesticida



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Introducéo 15

imina lactona J. Nesse caso, métodos mais eficientes seriam estudados para aumentar o rendimento dessa
etapa e promover a sua diastereosseletividade. A hidrolise acida e a reacdo de desmetilacdo total com
brometo de boro em diclorometano foram as etapas finais para a segunda sintese racémica da citosporona
E (20) [HALL et al, 2005]. Os sinais observados nos espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN de
'H e 3C) coincidem com os dados do produto natural. O rendimento global desta sintese, que partiu do
acido aromatico E, foi de 41%.

Em seguida, a amostra sintética de citosporona E, na sua forma racémica ((rac)-20) foi submetida a
testes de atividade bioldgica com bactérias Gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Mycobacterium smegmatis e Citrobacter freundii) e bactérias Gram-positivas (Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Bacillus subtilis). Foi utilizado o método da medida
do halo de inibicdo em disco (tabelas 3 e 4) [HALL et al, 2005].

Tabela 3: Atividade antibiotica para a citosporona E ((rac)-20)
com bactérias Gram-negativas [HALL et al, 2005]

Diametro da zona de inibigdo (mm £1mm)
Kg de Citosporona E (20) por disco:

Bactérias Gram-negativas

40 60 80
Escherichia coli 25922 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa 27853 0 0 0
Mycobacterium smegmatis (silvestre) 0 0 0
Citrobacter freundii 8090 0 0 0

Tabela 4: Atividade antibiotica para a citosporona E ((rac)-20)
com bactérias Gram-positivas [HALL et al, 2005]

Diametro da zona de inibigdo (mm £1mm)

Bactérias Gram-positivas ug de Citosporona E (20) por disco:
40 60 80
Enterococcus faecalis 19433 10mm 11mm 10mm
Staphylococcus aureus 25923 13mm 13mm 13mm
Staphylococcus epidermidis 12228 13mm 14mm 14mm
Bacillus subtilis (silvestre) 12mm 12mm 11mm

Concluiu-se que, ao contrario do que foi relatado inicialmente [BRADY et al, 2000], a citosporona E
(20) ndo foi ativa contra as bactérias Gram-negativas, mas apresentou atividade antibidtica para as
bactérias Gram-positivas, nas trés concentragoes testadas [HALL et al, 2005].
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1.2.3. As funcdes bioldgicas da citosporona B (17)

Recentemente, um grupo de pesquisadores chineses usou modelos computacionais para descobrir
que a citosporona B (17) é um ligante fisiol6gico natural do receptor nuclear érfao Nur77. A molécula da
citosporona C (18) também foi testada como um ligante natural do receptor nuclear Nur77, mas ndo
apresentou interacOes favordveis com o sitio de ligacdo. Este receptor nuclear tem importantes funcées em
diversos processos bioldgicos, no entanto um ligante natural ainda ndo havia sido identificado. A
citosporona B (17) liga-se especificamente ao sitio de ligagdo do Nur77 e estimula a sua atividade para 0s
genes alvo, incluindo o Nr4al, que contém vérios elementos responsaveis por permitir a auto-regulacéo
positiva pela citosporona B (17). Dessa forma, vérias fungdes biologicas foram alteradas positivamente,
gracas a acdo desta molécula no organismo [ZHAN et al, 2008].

Foi utilizado um modelo molecular da estrutura cristalina do receptor Nur77 para analisar as suas
interacbes com a molécula da citosporona B (17). Quando a molécula esta exatamente no sitio de ligacdo,
observa-se uma ligacdo de hidrogénio com o grupo hidroxila do aminoacido Tyr453. A longa cadeia
alquilica constitui interagfes hidrofobicas com os residuos hidrofébicos que estdo alinhados na superficie
do sitio de ligagdo do Nur77 (figura 10). Por essa razdo, este modelo molecular revelou que o aminoécido
Tyr453 esta na superficie de um bolso, enquanto os seis residuos hidrofébicos, responsaveis por interferir
na interacdo do ligante, estdo enterrados dentro desse bolso [ZHAN et al, 2008].

A primeira figura mostra a estrutura do sitio de ligacdo do receptor Nur77. Em cinza, esta a estrutura do aminoacido Tyr453. A segunda
figura mostra as interagdes da citosporona B (em amarelo) sobre o sitio de ligagdo do Nur77. Residuos hidrofbicos estdo marcados em
azul. O modelo foi baseado na mais nova estrutura cristalina do Nur77 (cédigo PDB: 2QW4)

Figura 10: Modelo molecular para o receptor nuclear Nur77 e suas interagdes
com a molécula de citosporona B (17) [ZHAN et al, 2008]
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1.2.3.1. A citosporona B (17) aumenta o nivel de glicose no sangue

O receptor Nur77 eleva as concentragdes de glicose no sangue aumentando a expressdo do gene
gluconeogénico [PEI et al, 2006]. Se a citosporona B (17) é um ligante natural deste receptor, espera-se
que essa molécula também exerca algum efeito nos niveis de glicose no sangue. Para analisar esta funcao
bioldgica particular, foram testados os niveis de glicose no sangue em ratos silvestres e outros criados em
laboratério. Depois de 16 horas sob atividade fisica, o nivel de glicose no sangue em ratos silvestres caiu
para 3,2mM. No entanto, o tratamento com a citosporona B (17) elevou o nivel de glicose para 11,4mM
nos primeiros 30 minutos e estabilizou-o até a concentracdo inicial depois de 300 minutos. Para 0s ratos
criados em cativeiro, o aumento no nivel de glicose foi menor: de 3,7mM para 5,8mM [ZHAN et al,
2008].

Como a insulina atua para reduzir os niveis de glicose no sangue, foi investigado se a citosporona B
(17) tem um efeito antagonico a insulina. Em ratos tratados somente com insulina, o nivel de glicose no
sangue caiu a um terco do nivel inicial em trinta minutos, como esperado. No entanto, em ratos tratados
com insulina e citosporona B (17), ndo houve queda no nivel de glicose sanguinea, mostrando que 0s
padrdes de expressdo dos genes gluconeogénicos correlacionados com a concentracdo de glicose alteram-
se em ratos co-tratados com citosporona B (17) e insulina (figura 11) [ZHAN et al, 2008].

nivel de ;
dlicase nivel de
() glicoze
- [tnbA]
[-«-.‘; 12.04
25_ ‘.. i C¢_ B + Glicose (n=8) 1051 " | = inzuling + Czn-B (n=8)
a0 NN g g-,'t":;se (g==3) sol [ % - insulina (n=&)
I ':.'.\ 1: . . |:|'I—_j 754 [, 1 + Cit. B (n=8)
NN DMSO (n=8) so] #M v e DMSO (neg
10 % 7 Controle (n=g) B ﬁé\r’?'_"*"“1--'.-‘.{-1-:-_-... ()
104 | Sl 45 e =
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Apds 16h de corrida, os animais sofreram injeces de citosporona B (50mg/kg), glicose (A) (2g/kg) ou insulina (B) (0,5U/kg). DMSO (50pL)
foi utilizado como veiculo controle. Os grupos de controle referem-se aos ratos que receberam a inje¢do sem o veiculo de controle.

Figura 11: Efeito do tratamento da citosporona B (17) sobre o
nivel de glicose sanguinea em ratos silvestres [ZHAN et al, 2008]
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1.2.3.2. A citosporona B (17) induz apoptose celular

Sabe-se que o receptor Nur77 age na inducéo de apoptose celular, um tipo de auto-destrui¢do celular
que ocorre de forma ordenada e demanda energia para a sua execugédo. Por isso, a citosporona B (17)
também foi submetida ao teste de indugdo de apoptose em células cancerigenas. De fato, a molécula
estudada promoveu atividade pré-apoptotica em células gastricas cancerigenas (BGC-823). Foi observado
que 63,5% das celulas tratadas com citosporona B (17) sofreram apoptose em 48 horas. Tal inducdo de
apoptose por esta molécula estd intimamente relacionada com a atividade do receptor Nur77, pois a
introducdo de siRNA neste receptor provocou uma reducgéo de 2,5 vezes na apoptose induzida [ZHAN et
al, 2008].

Verificou-se também a localizacdo sub-celular do receptor Nur77 em resposta ao estimulo de
citosporona B (17). Em 70% das células tratadas, o receptor foi encontrado nas mitocéndrias. Em células
que ndo receberam o tratamento, o receptor nuclear encontra-se exclusivamente no nicleo em 90% destas
celulas. Ou seja, a citosporona B (17) induz a apoptose celular através da re-localizacdo do Nur77 a partir

do nucleo para a mitocondria [ZHAN et al, 2008].

1.2.3.3. A citosporona B (17) inibe a proliferacdo de células cancerigenas e o crescimento
tumoral

A acdo apoptotica da citosporona B (17), através da ligagdo com o receptor nuclear Nur77, induziu o
estudo de sua atividade anti-cAncer em células e tumores. Ensaios com o MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-
2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio) indicaram que a substancia estudada inibiu a proliferacdo de células
gastricas humanas cancerigenas (BGC-823) e células humanas de cancer do colon (SW620) com mais de
70% de inibicdo. Porém, o efeito foi moderado em células humanas de cancer de pulmdo (H1299) e
celulas humanas do hepatoma (HepG2), com uma inibicdo ligeiramente maior do que 40%. O efeito foi
menor ainda em fibroblastos de rato (NIH3T3), células humanas sadias do figado (HL-7702) e
hepatoblastos (ME-Hep4) de figado de rato. Portanto, existe um efeito seletivo da citosporona B (17) em
células cancerigenas [ZHAN et al, 2008].

Para o estudo em tumores, células de cancer do estbmago (BGC-823) foram injetadas em ratos.
Depois de uma semana, foi dado o inicio ao tratamento com citosporona B (17), numa dosagem de
13mg/kg, duas vezes por semana. ApoOs quatro semanas de tratamento, os tumores foram removidos para a
analise de peso. Paralelamente, outros dois grupos de ratos foram tratados de maneiras diferentes: um

grupo recebeu as células cancerigenas contendo siRNA e o receptor Nur77 (si-Nur77) e o outro grupo
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recebeu as células com siRNA controle (si-Ctrl) com alteragcdes em dois nucleotideos. Na amostra normal,
verificou-se uma inibicdo do peso tumoral da ordem de 41,6%. Porém, no grupo de ratos (si-Nur77)
administrados com siRNA e o receptor Nur77, a inibi¢cdo foi de apenas 10,2%, enquanto no grupo de
controle (si-Ctrl) esta inibi¢do chegou a 43,6% (tabela 5) [ZHAN et al, 2008].

Tabela 5: Efeito da citosporona B (17) sobre o crescimento de tumores em ratos
[ZHAN et al, 2008]

Grupos de ratos Peso do tumor (g) Inibicéo (%)
Nur77; Ctrl 1,86 £ 0,34
Nur77; Citosporona-B 1,09 + 0,26 41,6 (P=0,003)
si-Nur77; Ctrl 1,77 £ 0,27
Si-Nur77; Citosporona-B 1,59 + 0,20 10,2 (P=0,251)
si-Ctrl; Ctrl 1,95+0,26
si-Ctrl; Citosporona-B 1,10 + 0,20 43,6 (P=0,002)

1.2.3.4. A importancia da sintese da citosporona B (17)

Zhan e seus colaboradores realizaram diversos outros testes e estudaram com detalhes as fungdes
bioldgicas da citosporona B (17), isolada, nesse trabalho, do fungo Dothiorella sp. Inicialmente, quando as
citosporonas foram relatadas pela primeira vez como novos octacetideos isolados de fungos endofiticos
[BRADY et al, 2000], nenhuma funcdo ou atividade bioldgica foi descrita para esta molécula, mas agora
podemos enumerar diversas aplicacdes medicas e terapéuticas, como para o tratamento de hipoglicemia e
combate ao cancer, e imaginar a citosporona B (17) como um possivel novo candidato a prototipo de
farmacos. Diante de tantas aplicacdes bioldgicas estudadas, e cuja eficiéncia foi demonstrada por Zhan e
colaboradores, a citosporona B (17) tornou-se um alvo da quimica organica sintética e despertou 0 nosso

interesse pela sua sintese, ainda ndo relatada na literatura.

1.2.4. A Citosporona A (16), um herbicida natural

Em 1985, pesquisadores russos ja haviam isolado a citosporona A (16) de um fungo fitopatogénico,
do género Phoma sp. Nesse estudo, foi descrito também o possivel equilibrio tautomérico da molécula de
citosporona A (16). Sua estrutura contendo uma carbonila de cetona (carater eletrofilico) espacialmente
proxima a um grupo carboxila (cuja hidroxila é nucleofilica) favorece a ciclizacdo e forma um anel de
lactona de seis membros, semelhante a citosporona C (18). O par de elétrons livres do oxigénio da
hidroxila adiciona-se ao carbono da carbonila e as duas formas tautoméricas ficam em equilibrio natural
(esquema 7) [VOBLIKOVA et al, 1985].
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Esquema 7: O tautomerismo natural da citosporona A (16)

O estudo dos fatores que alteram o crescimento e a germinagao de plantas mostrou que a citosporona
A (16) é um potente inibidor desse processo em baixas concentragfes: 3ug/mL. Esta concentragdo inibe a
germinacdo de 50% das sementes, 0 que representa uma potencial acdo herbicida. Como foi isolada de um
fungo fitopatogénico coletado em uma macieira, os autores associaram a citosporona A (16) ao mecanismo
de infeccdo e morte da planta [VOBLIKOVA et al, 1985].

1.2.4.1. A importéancia da sintese da citosporona A (16)

A bioatividade da citosporona A (16) naturalmente requer estudos mais especificos, tais como a
realizacdo de testes de atividade alelopatica, inseticida e ensaios com a enzima tirosinase. Esses testes
bioldgicos serdo realizados no sentido de investigar a potencial acdo pesticida de nossos produtos
sintéticos. Para isso, estamos interessados também na sintese da citosporona A (16), fato inédito na
literatura. Esta substancia pode ser um novo herbicida natural, possivelmente de baixo impacto negativo
ao meio ambiente e facilmente degradavel. Este estudo justifica-se pelo importante mercado agricola do
estado de Mato Grosso do Sul, responsavel pela producdo de oito milhGes de toneladas de gréos (fonte:
Companhia Nacional de Abastecimento — Conab).

Os herbicidas e outros agrotoxicos comumente utilizados sdo danosos ndo somente as pragas
agricolas, mas também ao homem e ao meio ambiente, muitas vezes devido ao uso desenfreado destas
substéancias na natureza. Por isso, herbicidas baseados em produtos naturais podem representar uma classe
alternativa de novos agroquimicos, com sinteses mais rapidas, eficientes e baratas, atendendo aos padrdes

da Quimica Fina, e cujos produtos sejam potencialmente menos toxicos a natureza.
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1.2.5. A importancia da sintese da citosporona C (18)

Embora a citosporona C (18) ndo tenha sido relatada como agente antibi6tico no primeiro estudo das
citosporonas A-E (16-20) [BRADY et al, 2000], é importante verificar se ela apresenta outros tipos de
atividades bioldgicas, inseridas no programa de objetivos do presente trabalho: atividades inibitéria da
enzima tirosinase, alelopatica e inseticida sobre Aedes aegypti. Ndo ha dados na literatura sobre tais
ensaios bioldgicos para a citosporona C (18), nem sobre a sua sintese. Portanto, temos interesse em
realizar a primeira sintese total da citosporona C (18) e proceder a sua avaliacdo bioldgica, para a
elaboragdo de um trabalho inédito.

1.3. Atividades bioldgicas

Com os produtos obtidos em nosso trabalho de sintese, planejamos realizar 0s seguintes testes
bioldgicos, visando justamente o estudo do potencial pesticida das moléculas.

1.3.1. Atividade alelopética — ensaio de inibi¢ao da germinacgdo de sementes de Lactuca sativa L.
(alface)

Em um ecossistema, as plantas competem constantemente por recursos, tais como: luz, agua, macro e
micro-nutrientes. Na competicdo por estes recursos, muitas delas tém adotado vérias estratégias quimicas
para adquirir maior proporcdo destas fontes disponiveis. Dentro de um contexto geral, a estratégia
associada com a producdo de compostos quimicos por uma planta € denominada alelopatia, a qual
representa uma competicdo quimica e pode ser usada tanto pela fauna terrestre quanto aquatica. Agentes
alelopéaticos ou aleloquimicos sdo 0s compostos quimicos aos quais é associada a atividade alelopatica.
Uma vez liberados para o meio ambiente pelas plantas doadoras, 0s compostos alelopaticos entram em
contato com as plantas receptoras por um mecanismo muito sutil e dificil de determinar corretamente,
devido aos sintomas produzidos pelas plantas. Os fatores sdo freqlientemente secundarios na natureza e
influenciam os processos fisiologicos e bioldgicos. Basicamente, reconhece-se que 0s agentes alelopaticos
podem afetar as seguintes funcdes [YUNES e CALIXTO, 2001]:

a) absorcdo de nutrientes;

b) regulacdo do crescimento;

c) fotossintese;

d) respiracéo;
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e) permeabilidade da membrana;
f) sintese protéica e
g) atividade enzimatica.

Para determinar se um composto possui atividade alelopatica, é necessario realizar um bioensaio. E o
bioensaio mais usado para testar a atividade alelopética é a inibicdo, ou, algumas vezes, a estimulacdo da
germinacdo de sementes de espécies silvestres ou de culturas, visto que o agente alelopatico pode
influenciar tanto positiva como negativamente nas func@es bioldgicas ou fisioldgicas da planta. Avaliam-
se neste experimento os comprimentos da radicula e do hipocotilo. O teste de atividade alelopatica é
fundamental para avaliar se um composto quimico pode apresentar atividade herbicida. Produtos naturais
sdo uma fonte atrativa de aleloquimicos e, conseqiientemente, modelos de herbicidas naturais [YUNES e
CALIXTO, 2001].

1.3.2. Atividade anti-tirosinase

A tirosinase € uma enzima presente tanto em animais como em vegetais, e tem papel fundamental em
algumas fungdes bioldgicas. Apresenta dois tipos de atividades: a monofenolase catalisa a orto-
hidroxilag&o, e a difenolase catalisa a oxidacéo de difendis a quinonas. Em animais, a enzima catalisa a
etapa limitante na biossintese de melanina: faz a hidroxilagdo de L-tirosina a 3,4-diidroxi-L-fenilalanina
(L-DOPA) e subsequente oxidagdo a dopaquinona, dentro dos melandcitos. A dopaquinona resultante
sofre um rearranjo rapido e espontaneo conduzindo a dopacromo e finalmente ao polimero melanina

(esquema 8).
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Esquema 8: Biossintese da melanina, catalisada pela enzima tirosinase

O processo de biossintese da melanina é um dos fatores mais importantes que determinam a cor da
pele e do cabelo de mamiferos e a formacéo da cuticula dos insetos. Alteragbes na rota biossintética tém
papel importante em hiperpigmentacdo local como, por exemplo, os distirbios da pele melasma, efelideo e
lentigo. Compostos inibidores da biossintese de melanina podem ser Uteis ndo somente em produtos
cosméticos como agentes branqueadores da pele, mas também como medicamentos para distarbios de
pigmentacdo e no controle de insetos [MATSUBARA et al, 1997]. Como a enzima tirosinase age também
na formacdo do exoesqueleto dos insetos, € possivel que o agente quimico com atividade especifica anti-

enzimatica seja inclusive um inseticida.

1.3.3. Atividade inseticida

1.3.3.1. Mosquito da dengue (Aedes aegypti)

O Brasil é um pais essencialmente tropical, quente e imido na maior parte do ano e em quase todas
as regides, e esté sujeito a doengas tipicas de esta¢cdes chuvosas, como a dengue. A dengue ja se tornou um
dos mais graves problemas de satde publica no mundo. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima
que entre 50 e 100 milhdes de pessoas se infectem anualmente, em mais de 100 paises, de todos 0s
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continentes, exceto a Europa. Cerca de 550 mil doentes necessitam de hospitalizagdo e 20 mil morrem em
consequéncia da dengue.

No Brasil, 0 mosquito vetor Aedes aegypti foi reintroduzido em 1976 e o avango da doenga ndo
conseguiu ser controlado com os metodos tradicionalmente empregados no combate as doencas
transmitidas por vetores. Programas essencialmente centrados no combate quimico, com baixissima ou
mesmo nenhuma participacdo da comunidade, sem integracdo intersetorial e com pequena utilizagcdo do
instrumental epidemiolégico mostraram-se incapazes de conter um vetor com altissima capacidade de
adaptacdo ao novo ambiente criado pela urbanizacdo acelerada e pelos novos habitos (fonte:
www.saude.gov.br, 23/10/08).

A dengue € uma doenca infecciosa, aguda e de curta duragdo, de gravidade variavel, podendo ser
fatal na auséncia de tratamento. E causada por um arbovirus, do género Flavivirus (tipos 1, 2, 3 e 4). No
Brasil, circulam os virus do tipo 1, 2 e 3. O virus 3 esta presente desde dezembro de 2000 e foi isolado em
janeiro de 2001, no Rio de Janeiro [NOGUEIRA et al, 2001]. A doenca é transmitida através da picada do
mosquito Aedes aegypti, portador do virus da dengue (figura 12). As epidemias geralmente ocorrem no
verdo, durante ou imediatamente apds o0s periodos chuvosos, porque 0 mosquito precisa de agua limpa e
parada para por seus ovos. A transmissdo da dengue é mais comum em cidades. Também pode ocorrer em

areas rurais, mas € incomum em locais com altitudes superiores a 1200 metros.

Figura 12: Mosquito Aedes aegypti, transmissor do virus da dengue

Com nossas amostras sintéticas, os testes serdo realizados diretamente com as larvas do mosquito
Aedes aegypti, para verificar, dessa forma, as suas atividades larvicidas. Um agente larvicida elimina o
mosquito em sua etapa inicial de vida, ao contrario dos inseticidas dispersados pelos veiculos

popularmente conhecidos como “fumacé”, letais para o inseto adulto e inofensivos para os criadouros.
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1.3.3.2. Gorgulho-do-milho (Sitophilus zeamais)

Atualmente, entre algumas das pragas agricolas existentes, o gorgulho-do-milho (Sitophilus zeamais)
destaca-se como uma das mais importantes associadas aos grdos armazenados no Brasil (figura 13). O
inseto possui grande nimero de hospedeiros, elevado potencial biotico, capacidade de penetragdo na massa
de gréos e possibilidade de infestagéo tanto no campo como nas unidades de armazenamento, ocasionando
danos principalmente aos graos de milho, arroz e trigo [GALLO et al, 2002]. Os prejuizos sdo diversos:
reducdo severa do peso dos grdos, depreciagdo do valor comercial do produto e reducdo do seu valor
nutricional, atuando ainda como agente disseminador de fungos, favorecendo a deterioragéo do produto
armazenado, em razdo do aumento da umidade e da temperatura da massa de grdos, devido ao proprio
metabolismo dos insetos [POTENZA et al, 2004].

Figura 13: Gorgulho-do-milho (Sitophilus zeamais)
a esquerda (detalhe); a direita (orificios no gréo)

O uso de inseticidas de origem vegetal tem direcionado as pesquisas atuais com relacdo ao controle
de pragas de grdos armazenados. Os produtos quimicos disponiveis no mercado agricola para esse tipo de
controle s&o utilizados indiscriminadamente e acumulam residuos toxicos nos grdos que, por fim, chegam

até a mesa do consumidor. Por isso, é fundamental a pesquisa e a sintese de novos inseticidas naturais.
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1.4. Agroquimicos: agentes bioativos, do laboratoério para o campo e para a cidade

Herbicidas e inseticidas sdo dois tipos de agroquimicos, pesticidas ou defensivos agricolas. O decreto
4074, de 4 de janeiro de 2002, em seu artigo 1°, inciso 1V define os agroquimicos como:

“Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos destinados ao uso nos
setores de producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens,
na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢éo da flora ou da fauna, a
fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as
substancias de produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e
inibidores de crescimento”.

Os herbicidas, produtos destinados a eliminar ou impedir o crescimento de ervas daninhas a uma
cultura majoritaria, respondem por metade (50%) do mercado mundial de agroquimicos [MARTINS,
2000]. Isso ocorre porque foram produzidos herbicidas ndo-seletivos, ou seja, que atacam qualquer planta
concorrente a cultura. Além disso, os herbicidas sdo mais utilizados em culturas como a soja e 0 milho,
que apresentaram um crescimento significativo de suas areas plantadas nas ultimas décadas [VELASCO e
CAPANEMA, 2006]. J& os inseticidas representam 25% do mercado mundial de agroquimicos. Mas o
caminho a ser percorrido para uma simples molécula identificada com alguma atividade bioldgica e que
possa ser um principio ativo de um agroquimico € bastante longo. O setor de agroquimicos é fortemente
regulado. As maiores preocupacdes dizem respeito & preservacdo da saide humana e do meio ambiente,
por meio de medidas para evitar a contaminac¢do do solo e da &gua. A Organizacdo das Na¢des Unidas
para Alimentacdo e Agricultura (FAO), embora sem forga impositiva, vem liderando diversos acordos
internacionais, propondo e recomendando normas e padronizagdes de uso e de impacto ambiental para os
agroquimicos [VELASCO e CAPANEMA, 2006]. Portanto, se existe tanta regulagdo no setor, é devido a
uma série de motivos. Até meados de 1960, ndo havia sequer o controle da toxicidade dos novos
agroquimicos incorporados ao mercado, produzidos sem nenhum controle regulatério. O
diclorodifeniltricloroetano (DDT), um organoalogenado, foi aclamado como agroquimico universal e
tornou-se rapidamente o mais utilizado dos novos produtos sintéticos antes mesmo que seus efeitos
ambientais fossem estudados e conhecidos [VELASCO e CAPANEMA, 2006]. Hoje se sabe que o DDT ¢
altamente cancerigeno e pode afetar os sistemas nervoso e reprodutor, e seu uso j& foi banido em diversos

paises do mundo, inclusive no Brasil.
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Portanto, existe uma rapida necessidade na agricultura para o desenvolvimento de pesticidas
sintéticos mais eficazes e seguros. Produtos naturais sdo uma excelente alternativa para pesticidas
sintéticos no sentido de que reduzem impactos negativos a salde humana e ao meio ambiente [CLARK e
OHKAWA, 2005]. Nem todos os produtos naturais sdo absolutamente atdxicos. Seria um grande erro
afirmar isso, embora a toxicidade seja também uma medida relativa. Mas € fato que produto natural é, sim,
biodegradavel. Produtos sintéticos sdo estranhos na natureza e podem permanecer ativos por muitos anos.
Isso deve ser um marco cientifico da Quimica Verde, pois a biodegradabilidade de produtos naturais
oferece grandes vantagens em relacdo aos agroquimicos sintéticos tradicionais, diminuindo impactos
negativos a natureza. Outra vantagem dos biopesticidas é a sua especificidade em seus alvos, o que

mantém o equilibrio natural dos ecossistemas.
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2. Objetivos

O presente trabalho teve como principais objetivos 0s seguintes itens:

» Elaborar métodos eficientes para a preparacao das citosporonas A (16), B (17) e C (18).

* Sintetizar novas citosporonas potencialmente bioativas.

« Avaliar as atividades de alelopatia, inseticida sobre Aedes aegypti e inibitria da enzima tirosinase,
visando justamente o estudo do potencial pesticida dessas substancias.

* Inovar na area de agroquimicos.

Sintese total e avaliacao biologica das citosporonas A-C: Octacetideos com potencial propriedade pesticida



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Resultados e Discussao



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Resultados e Discuss&o 29

3. Resultados e discussao

3.1. Proposta de sintese de uma nova citosporona

Inicialmente, foi planejada a preparacdo de compostos estruturalmente andlogos as citosporonas C
(18) e E (20), uma nova citosporona , através de uma rota de sintese rapida, simples e de baixo custo
(esquema 9).

OCH;
OCHj

0
acilacdo de
Friedel-Crafts
5 >
HyCO CooH o AAAA HaCO cooH
22

acido 3,5-dimetoxibenzéico (21)

reducéo

OCH; OH

OH
1) catélise acida
2) desprotecdo
5 -
H5CO COOH

o 23

‘ Nova citosporona (24).

Esquema 9: Proposta de sintese de uma nova citosporona (24)

HO

A partir do acido 3,5-dimetoxibenzdico (21), um reagente comercial barato, planejou-se inserir o
grupo octanoila no anel aroméatico através de uma reacdo de acilacdo de Friedel-Crafts, um tipo de
substituicdo eletrofilica aromatica. Essa acilacdo é a etapa chave da sintese proposta. Analisando a
estrutura do substrato 21, observam-se as possibilidades da ocorréncia da acilagdo sob os aspectos de
orientacdo e reatividade. As metoxilas ativam diretamente o anel aromatico para reacdes de substituicdo
eletrofilica, pois doam elétrons por efeito de ressonancia, e orientam a substituicdo nas posicdes orto e
para, devido ao mesmo efeito. A carboxila, por sua vez, retira elétrons do anel aromatico por ressonancia e
diminui a sua reatividade para substituicdes eletrofilicas. A orientacdo de grupos desativantes em reacdes
dessa classe é para posicfes meta, porém elas encontram-se ocupadas, embora o poder orientador da
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carboxila seja bem menor do que das metoxilas. A acilacdo, portanto, certamente ocorrerd nas posicoes

ativadas pelas metoxilas. A figura 14 resume esses efeitos estereoeletronicos.

grupos ativantes

orientadores orto e para\
B\ A
grupo desativante

@ @ — orientador meta

A
acido 3,5-dimetoxibenzdico (21)

Figura 14: Andlise da reatividade e orientacdo da acilacao de Friedel-Crafts
para o &cido 3,5-dimetoxibenzoico (21)

Diante da analise acima, conclui-se que o substrato 21 possui duas posi¢cdes A equivalentes e uma
segunda posi¢do B que podem sofrer a reacdo de substituicdo eletrofilica aromatica. O produto esperado
22 é resultado da acilagdo na posigdo A. Como existem duas dessas posicoes, é provavel que a acilacéo
ocorra em maior proporcao justamente neste sitio reacional, mas também é possivel que a reagdo ocorra na
posicdo B. Logo, temos dois produtos possiveis para a reagdo em questao.

Com o grupo octanoila inserido na posicao desejada, a posterior reducdo do intermediério 22 gera o
alcool correspondente 23, em sua forma racémica, que passa ainda pelas etapas de catalise acida e
desprotecdo para produzir a citosporona 24.

A estrutura da molécula natural da citosporona natural E (20) é semelhante a estrutura da citosporona
sintética 24. A diferenca encontra-se unicamente na presenca de uma terceira hidroxila fendlica na
molécula natural, considerada a regido molecular responsavel pela sua atividade bioldégica [BRADY et al,
2000]. A citosporona 24 apresenta apenas duas unidades de hidroxilas fendlicas, caracteristica estrutural
herdada do material de partida desta proposta sintética, o acido 3,5-dimetoxibenzéico (21).

Outra semelhanga notavel existe entre as estruturas da citosporona 24 e da citosporona C (18). Pode-
se afirmar que a citosporona C (18) € um homablogo da citosporona 24, pois a diferenca entre as moléculas
estd no tamanho do anel lactdnico: 6 e 5 atomos, respectivamente. A figura 15 mostra as semelhancas

entre essas trés estruturas quimicas.
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OH o OH

D S—
T e
(@)

o) O
HO HO HO 0
/ o} o /
' Nova citosporona (24)' Citosporona E (20) Citosporona C (18)

Figura 15: Semelhancas estruturais entre a citosporona 24 e as citosporonas E (20) e C (18)

Seguindo a proposta sintética, para a acilagdo de Friedel-Crafts, preparamos antes o acido octandico,

através da oxidagdo do alcool octilico (25) com solucdo aquosa de permanganato de potéassio (KMnQOy).

3.1.1. Sintese do acido octandico (26)

O 4cido octanoico (26) foi preparado a partir da oxidacdo do &lcool octilico (n-octanol) (25) atraves
de dois diferentes métodos oxidativos: 1) em solucdo aquosa de permanganato de potassio (KMnO,) e
carbonato de sédio (Na,COs) e 2) em solucéo aquosa de permanganato de potassio (KMnO,) e brometo de
tetrabutilaménio (TBABY), através de metodologia adaptada [MAHMOOD et al, 1999]. O TBABr é um
catalisador de transferéncia de fase, utilizado neste caso para aumentar a solubilidade de alcoois de cadeia
longa em &gua, agindo como um surfactante.

O primeiro método forneceu um rendimento de apenas 18%. Com o uso do transferidor de fase, o
rendimento aumentou em mais de trés vezes (70%). Ha um aumento consideravel no rendimento porque o
sal utilizado eleva as interacfes intermoleculares entre o n-octanol (25) e o solvente (dgua), melhorando
assim a sua solubilidade, que é de apenas 0,05g/100mL agua. Uma vez solubilizado, o alcool sofre o

processo de oxidacgdo a acido carboxilico (esquema 10).
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Método 1
KMnO, / Na,COs Q
NN /\/\/\)J\
OH OH
18% L .
n-octanol (25) acido octanoico (26)

Método 2 [MAHMOOD et al, 1999]

KMnO, / TBABr Q
NN 0oH /\/\/\)J\
70% . . OH
n-octanol (25) acido octanoico (26)

Esquema 10: Métodos de oxidacao do n-octanol (25)

A reacdo foi acompanhada através de cromatografia em camada delgada (CCD), que mostrou a
formacéo gradativa do acido octanoico (26). O produto é mais polar que o &lcool 25 e apresenta um fator

de retencdo menor (figura 16).

Eluente: acetato de etila/hexano 40%
Revelador: vanilina

/ acido octandico (26) formado

.+ 1:Alcool
1 2] 2:Reacao

Figura 16: Cromatografia em camada delgada da reagéo de oxidac@o do n-octanol (25)

Nos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), ha sinais caracteristicos que comprovam a
oxidacdo do carbono carbinélico do n-octanol (25). Para o espectro de RMN de *H (Espectro 1), hd um
sinal de tripleto em &4 2,38 ppm, aproximadamente, relativo aos hidrogénios metilénicos do carbono-a do
4cido carboxilico 26. Para o espectro de RMN de **C (Espectro 2), o sinal do carbono da carboxila em 8¢
179,2 ppm € outra evidéncia de ocorréncia da oxidacdo desejada. A auséncia dos sinais relativos ao alcool
25 indica um bom grau de pureza do acido octandico (26). A tabela 6 mostra os valores de deslocamentos

quimicos observados para este produto.
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Tabela 6: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o acido octandico (26). O espectro de

RMN de *H foi obtido a 300 MHz e de *C a 75 MHz.

O sinal residual do solvente (CHCIs) foi usado como referéncia interna.
0
Il

7 5 3 1.
8/ \6/ \4/ \2/ \OH

acido octandico (26)

Posicio RMN™C DEPT-135° RMN H & Multiplicidade
d (ppm) (ppm)
1 179,2 C - -
2 33,9 CH, 2,38 t (J =6 Hz, 2H)
3 31,6 CH, 1,67 gt (J = 6 Hz, 2H)
4 29,0 CH, 1,20 a 1,40 m (8H)
5 28,9 CH, 1,20 a 1,40 m (8H)
6 24,7 CH, 1,20 a 1,40 m (8H)
7 22,6 CH, 1,20 a 1,40 m (8H)
8 14,0 CHs 0,91 t (J=6,7 Hz, 3H)

3.2. Sintese de uma nova citosporona

Os reagentes necessarios para a reacao de acilacdo de Friedel-Crafts sdo cloreto de aluminio anidro
(AICIs), cloreto de tionila (SOCI), e o0 acido carboxilico 26, o eletrofilo da reacdo, além do substrato
aromatico 21. Apenas o acido carboxilico 26 precisava ser preparado. Com todos 0s reagentes disponiveis
e seguindo a proposta de sintese apresentada no esquema 9, foi efetuada a acilacédo de Friedel-Crafts com

0 &cido 3,5-dimetoxibenzdico (21).

3.2.1. Acilacéo de Friedel-Crafts do acido 3,5-dimetoxibenzoico (21)

Conforme andlise prévia feita na proposta de sintese da citosporona 24, a etapa da acilacdo de
Friedel-Crafts do substrato 21 pode gerar até dois produtos isoméricos, como mostra o esquema 11. O
cloreto de octanoila foi preparado no préprio baldo da reacdo, com adigdo de cloreto de tionila (SOCI,) ao

acido octanoico.

Sintese total e avaliacao biologica das citosporonas A-C: Octacetideos com potencial propriedade pesticida



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Resultados e Discuss&o 34
OCH; O
OCH,
H,CO COOH

A|C|3 CH2C|2 22
0 o + 0 OCHj,

HyCO COOH i AAAAA

acido 3,5-dimetoxibenzobico (21)
SOCl,| CH,CI,
H,CO COOH
0
HoJ'\N\/\ 22.1

Esquema 11: Resultado teodrico da acilagdo de Friedel-Crafts para o acido 3,5-dimetoxibenzdico (21)

Porém, o perfil cromatografico apresentado pela reacdo j& demonstrava uma mistura de trés
produtos, pelo menos, além do substrato 21 e do acido octandico (26). Um desses produtos estava
visivelmente mais concentrado, com um fator de retengdo elevado, o que caracteriza uma molécula de

baixa polaridade relativa (figura 17).

@[ Produto (mancha mais intensa)

Eluente: hexano/acetato de etila (3/1) > 4cido octanéico (26)
Revelador: vanilina
z-—> subprodutos
1: Substrato (21)

2: Reacéao
®®1—> substrato (21)
L _1|. _|_2_
Figura 17: Cromatografia em camada delgada da reagdo de
acilacdo de Friedel-Crafts do &cido 3,5-dimetoxibenzoico (21)

O mecanismo da reacdo de formacdo dos produtos acilados é o classico mecanismo da reacdo de
acilacdo de Friedel-Crafts. Inicialmente, o &cido de Lewis (AICIl;) liga-se ao oxigénio da carbonila do
cloreto de acido e, apos a eliminacdo do cloreto, é formado o eletrofilo da reacdo, o ion acilio. Na
seqliéncia, o substrato aromatico, rico em elétrons, ataca o carbono parcialmente positivo do ion acilio. No
mecanismo abaixo, esta representada a formacdo do produto 22, somente, mas € nessa etapa que produtos
isoméricos, como o0 22.1, podem também ser produzidos, dependendo da reatividade e orientacdo do anel
aromatico para substituicées eletrofilicas (esquema 12) [MARCH e SMITH, 2001].
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0 + AlCl,
/\/\/\)k + A|C|3 —_— —O 'é\lClS WWO
Cl Cl +
fon acilio
eletrofilo
OCH; O
OCHj
[ produto acilado (22)]
HsCO CO,H
H5CO CO,H
elaboracgéo
JAICl4
OCH; O
eliminacéo
H3;CO CO,H
3 2 H,CO

Esquema 12: Mecanismo da reacéo de acilagéo de Friedel-Crafts
para o &cido 3,5-dimetoxibenzoico (21)

O anel aromatico encontra-se deficiente de elétrons, nesse momento, porém a carga € deslocalizada
através de formas de ressonancia que constituem um hibrido estavel. A eliminacéo de hidrogénio restitui o
carater aromético do anel, mas somente apos a elaboracdo da reacdo o produto fica livre do acido de
Lewis.

Apbs a separagdo cromatografica, o espectro de RMN de 'H (Espectro 4) do principal produto
(maior massa isolada) mostrou um sinal ndo esperado para 0s produtos da equacdo tedrica: um tripleto em
84 5,77 ppm, integrando para um (1), caracteristico de hidrogénio olefinico. O espectro de RMN de *C
(Espectro 5) mostrou também um sinal de carbono olefinico em d¢ 112,55 ppm. Este produto apresentou
baixa polaridade e foi o primeiro a ser eluido da coluna cromatogréfica. Estes dados indicam a formacéo
da enol-lactona 27, através de um mecanismo de adi¢do e eliminacdo a partir do produto acilado 22. A
adicdo intramolecular & carbonila é favorecida pela proximidade entre a hidroxila &cida e a carbonila do
grupo acila inserido durante a reacdo, e o aquecimento (40°C) do processo auxilia a ocorréncia de

eliminagdo, como est4 demonstrado no esquema 13.

Sintese total e avaliacao biologica das citosporonas A-C: Octacetideos com potencial propriedade pesticida



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Resultados e Discussao 36
OCH, cﬁ
OCH; _
o)
\ o —_— +
OH OH
H,CO
H3CO
22 1 A O
H OCH, H
OCH; HQ
-H,0 5
0
H3CO
H3CO 22 O
0

‘ enol lactona 27 .

Esquema 13: Formacéo da enol lactona 27

A etapa de eliminacdo do intermedidrio hidroxilado 22.2, mostrada no esquema acima, poderia
formar os diastereoisdmeros cis (Z) e trans (E) da enol lactona 27. No entanto, somente um
diastereoisdbmero foi identificado, o que qualifica a reacdo de eliminacdo como diastereoespecifica.
Célculos tedricos (programa Chem Draw 3D Ultra 8.0) indicam que o diastereoisdmero trans (E)
apresenta uma distancia de 5,56A entre o hidrogénio olefinico e o hidrogénio mais préximo da metoxila
aromatica, enquanto a forma cis (Z) mostra uma distancia calculada de apenas 3,47A para estes mesmos
nacleos de hidrogénio (figura 18). Portanto, o efeito Overhauser Nuclear (NOE), relativo a interacdo de

hidrogénios préximos no espaco, deve ocorrer somente com o diastereoisdmero cis (2).

5,56A
OCH H

H4CO
cis (27) 0 trans (27) ©

Figura 18: Distancias calculadas entre o hidrogénio olefinico e os hidrogénios da metoxila aromatica
mais préxima para os diastereoisdmeros cis e trans da enol lactona 27
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O experimento de efeito Overhauser Nuclear (NOE) mostrou correlagdo espacial entre o Unico

hidrogénio olefinico e a metoxila mais proxima da estrutura 27, comprovando a estereoquimica cis (Z) e a
formacéo exlusiva deste diastereoisdmero (Figura 19). Outro fator que evidencia a sintese deste isbmero €
o deslocamento quimico observado para o hidrogénio olefinico da molécula no espectro de RMN de *H
(Espectro 4), em dy 5,77 ppm. Para o outro diastereoisdmero, célculos tedricos indicam que este

hidrogénio é mais protegido e seu deslocamento quimico, menor.

................................

i correlacao fundamental }
! para a determinacgéo da !
estereoquimica

................................

enol lactona cis (27)

Figura 19: Correlagdes observadas no experimento NOE para a enol lactona cis (27)

A formacgédo exclusiva deste diastereoisomero (cis-27) pode ser resultado da conformacdo mais
estavel do intermedidrio hidroxilado 22.2 da reagdo (esquema 13), produto da adicdo a carbonila. Tal
conformacdo é aquela na qual o grupo alquila estd o mais afastado possivel do anel aromatico e da
metoxila (22.2-B). Esta conformacgdo, além de ser menos impedida estericamente, apresenta a
configuracdo anti-periplanar (dngulo de 180°) entre a hidroxila e o hidrogénio a serem eliminados, uma
exigéncia mecanistica da reacdo de eliminacdo, e deve ser responsével pela estereoespecificidade da
reacdo (figura 20). A analise tridimensional da conformacdo 22.2-A mostra que ela também pode
apresentar tal configuragdo anti-periplanar exigida pelo mecanismo da eliminacdo, mas como é menos
estavel por questbes estéricas, ela provavelmente ndo existe, pois ndo foi detectada a formagdo do

diastereoisbmero trans-27.
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22.2-B

WWOH N
P -
H4CO

Conformag@es do intermediério hidroxilado 22.2: na segunda (22.2-B), o grupo alquila €sta afastado do anel
aromatico (mais estavel). *Estruturas tridimensionais calculadas no programa Chem Draw 3D Ultra 8.0

Figura 20: Conformacd@es do intermediario hidroxilado 22.2,
precursor da formacéo da enol lactona cis-27

Com este conjunto de dados, foi confirmada a estrutura do composto (Z)-3-heptilideno-4,6-
dimetoxiisobenzofurano-1(3H)-ona (27), produzido com 93% de rendimento (figura 21).

OCH;

H4CO
o]
(2)-3-heptilideno-4,6-dimetoxiisobenzofurano-1(3H)-ona (27)

Figura 21: Estrutura e nome (ITUPAC) do composto 27

Esta estrutura esta de acordo com os sinais observados nos espectros de RMN de *H, de **C, DEPT-
135° e NOE (Espectros 4, 5, 6, 7 e 8). A analise do ponto de fusdo e 0s espectros mostram que 0 composto
estd puro, devido & auséncia de sinais de quaisquer outros subprodutos ou reagentes da acilacdo de
Friedel-Crafts. A tabela 7 mostra os valores de deslocamento quimico observados para o composto 27.
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Tabela 7: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para (Z)-3-heptilideno-4,6-

dimetoxiisobenzofurano-1(3H)-ona (27). O espectro de RMN de *H foi obtido a 300 MHz e de *C a

75 MHz. O sinal residual do solvente (CHCI5) foi usado como referéncia interna.
17

15—16

: 13,1
\1/1

i
2/L\4/1J
PSS

(Z)-3—heptiIideno-4,6—d|metOX||sobenzofurano-1(3H)—ona (27)

Posicio RMN™C DEPT-135° RMN 'H & Multiplicidade
d (ppm) (ppm)
1 162,1 C - -
2 105,2 CH 6,67 d (J =3 Hz, 1H)
3 155,4 C - -
4 121,7 C - -
5 127,2 C - -
6 98,2 CH 6,90 d (J=3Hz, 1H)
7 55,8 CHs 3,85 s (3H)
8 56,0 CHs 3,92 s (3H)
9 171,5 C - -
10 143,9 C - -
11 112,6 CH 5,77 t (J =9 Hz, 1H)
12 31,9 CH, 2,42 q ({J=9Hz, “J=6Hz, 2H)
13 29,5 CH, 1,28 a 1,54 m (8H)
14 29,0 CH, 1,28 a 1,54 m (8H)
15 26,2 CH, 1,28 a 1,54 m (8H)
16 22,6 CH, 1,28 a 1,54 m (8H)
17 14,1 CH; 0,87 t (J =6 Hz, 3H)

Da mesma coluna cromatogréfica, foram isolados e identificados dois subprodutos da acilagdo de
Friedel-Crafts do acido 3,5-dimetoxibenzdico (21). Um dos compostos € a substancia 22, produto direto
da reacdo de acilacdo e provavel precursor sintético da enol lactona 27, como foi apresentado no esquema
13. Este fato demonstra que uma pequena fragdo dos compostos acilados ndo sofreu 0s processos de
adicdo e eliminagdo. O outro subproduto (28) é resultado de uma segunda acilacdo do composto 27. A
identificacdo desses compostos ampara o resultado da cromatografia em camada delgada (figura 17) desta
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reacdo de acilacdo. Devido as semelhancas de polaridade e as baixas quantidades de massa, pois ambos

foram formados com menos de 4% de rendimento cada, estes subprodutos ndo foram completamente
separados um do outro. As estruturas quimicas dos subprodutos desta reacéo estdo representadas na figura
22.

OCH; O

OH HyCO
H4CO
22

Figura 22: Subprodutos da acilacdo de Friedel-Crafts do &cido 3,5-dimetoxibenzdico (21)

Com o produto 27 em méos, procedemos inicialmente uma reacdo de desmetilacdo total, a fim de
gerar a unidade resorcindlica na molécula, etapa prevista na proposta de sintese da citosporona 24
(esquema 9), embora em sequéncia diferente, para entdo testa-la em seus aspectos biol6gicos. Dessa
forma, podemos produzir um novo lipideo resorcindlico. O composto 27 foi submetido também a uma
reacdo de reducdo com boridreto de sddio (NaBH,). A idéia € reduzir a ligacdo dupla carbono-carbono do

alceno, embora seja possivel também reduzir a carbonila da lactona, na mesma reagéo.

3.2.2. Desmetilacéo total do (Z)-3-heptilideno-4,6-dimetoxiisobenzofurano-1(3H)-ona (27)

A tentativa de desmetilagdo do composto 27 foi realizada com cloreto de aluminio anidro (AICI3) em
diclorometano (CH.Cl,), através de metodologia adaptada [MALI et al, 1998], cujo mecanismo sugerido
sera discutido na sintese da citosporona A (16). Porém, apds a extracdo da reacdo, ndo foi observada
formacdo do produto resorcindlico 29 esperado, e nenhuma massa do substrato 27 foi recuperada
(esquema 14). A desmetilacdo ndo procedeu para esta substdncia e acabou degradando-a, pois a
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cromatografia em camada delgada ndo revelou sinal do substrato 27, bem como ndo foram observados

sinais relativos a esta estrutura nos espectros de RMN.

OCHs

AICl; CH,Cl,
0 A

27 @]

H,CO

Esquema 14: Desmetilagéo total do (Z)-3-heptilideno-4,6-dimetoxiisobenzofurano-1(3H)-ona (27)

E possivel que a ligacio dupla carbono-carbono esteja interferindo neste mecanismo de
desmetilacdo, por isso é conveniente realizar primeiro a etapa da reducdo dessa ligacdo dupla para entéo
proceder a desmetilagdo com cloreto de aluminio. As redugdes quimica e biolégica do composto 27,
através de ensaios de biotransformacdo, foram estudadas em outro trabalho de pesquisa do nosso
laboratorio [SOUZA e BEATRIZ, 2008].

Por outro lado, futuramente, outras metodologias de desmetilagdo também serdo aplicadas a este
composto (27) em particular, como, por exemplo, o uso de brometo de boro (BBr3). O objetivo é produzir
uma unidade resorcindlica e manter a cadeia alquilica intacta, o que caracteriza um lipideo resorcinélico.
Caso o preparo da substancia 29 seja feito com sucesso, a sua reducdo quimiosseletiva pode gerar uma
citosporona sintética inédita (24).

3.3. Proposta de sintese das Citosporonas A (16), B (17) e C (18)

Seguindo uma rota quimica semelhante a utilizada na proposta de sintese da citosporona 24
(esquema 9), planejamos uma rota sintética visando inicialmente o preparo da molécula de citosporona A
(16), a partir do acido 3,5-dimetoxibenzoico (21). O esquema 15 mostra a inédita proposta de sintese da
citosporona A (16), um produto natural com potencial a¢do herbicida jamais sintetizado em laboratorio.
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OCH;

OCHj

homologacéao
COOH

H,CO COOH HsCO

30
acido 3,5-dimetoxibenzdico (21)

o acilacdo de )?\/\/\/\
acilacdo de )j\/\/\/\ Friedel-Crafts| ¢

Friedel-Crafts | ¢

o}
OCH; @ OCHs
/@f‘\/\/\/\ -
HCO COOH HCO
22 31

desmetilacéo
homologacdo

OH O]

31 desmetilacao

COOH
HO

[Citosporona A (16) ]

Esquema 15: Proposta de sintese da citosporona A (16)

A acilacdo de Friedel-Crafts do substrato 21 produziu, de fato, a estrutura 22, porém com baixo
rendimento (cerca de 4%), porque a molécula reagiu naturalmente, no proprio meio reacional, até o estado
de enol lactona (27), através das etapas de adicdo a carbonila e eliminagdo, como foi demonstrado no
esquema 13. Devido a formacdo de outro produto majoritario, esta primeira rota proposta para a sintese da
citosporona A (16) foi abandonada.

Por outro lado, a homologacéo do acido 3,5-dimetoxibenzdico (21) deve gerar o seu homologo 30. A
acilacdo desta molécula produz o intermediério acilado 31, importante precursor sintético da molécula-
alvo. Observando a estrutura do substrato 30, verificamos as possibilidades da ocorréncia da acilacdo sob
0s aspectos de reatividade e orientacdo. As metoxilas ativam o anel aromatico para reacdes de substitui¢éo
eletrofilica, pois doam elétrons por efeito de ressonancia, e orientam a reacdo para as posi¢des orto e para,
devido ao mesmo efeito. O principal efeito da homologacdo observado nesta estrutura € de afastar a
carboxila do anel aroméatico em um atomo de carbono, impedindo a ressonancia da sua carbonila com a

unidade aromatica da molécula. Dessa forma, a carboxila ndo pode retirar elétrons por ressonancia. Logo,

Sintese total e avaliacao biologica das citosporonas A-C: Octacetideos com potencial propriedade pesticida



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Resultados e Discussdo 43
ndo existe nenhum substituinte desativador para rea¢des de substituicdo eletrofilica aromatica (figura 23).

Teoricamente, para reacoes dessa classe, o acido 3,5-dimetoxifenil acético (30) seria mais reativo do que o
acido 3,5-dimetoxibenzdico (21).

grupos ativantes
orientadores orto e para

A
acido 3,5-dimetoxifenil acético (30)

Figura 23: Andlise da reatividade e orientacdo da acilacao de Friedel-Crafts
para o acido 3,5-dimetoxifenil acético (30)

Diante da andlise anterior, novamente conclui-se que o substrato 30 possui duas posicOes A
equivalentes e uma segunda posicdo B que podem sofrer a reacdo de substituicdo eletrofilica aromética. O
produto esperado 31, precursor da citosporona A (16), é resultado da acilacdo na posicdo A. Como
existem duas dessas posicoes, € provavel que a acilagdo ocorra em maior propor¢do justamente neste sitio
reacional, mas também é possivel que a reagdo ocorra na posi¢do B. Logo, temos dois produtos acilados
possiveis para esta reagao.

A simples desmetilacéo total do intermediario 31 deve produzir a citosporona A (16). Certamente, a
etapa chave desta proposta sintética é a substituicdo eletrofilica aromatica, a acilagdo de Friedel-Crafts,
pois introduz o grupo octanoila em um substrato aparentemente simples, tornando-o, em apenas uma
reacdo, o precursor sintético da citosporona A (16). Com apenas trés etapas, temos uma proposta simples
para o preparo deste produto natural, cumprindo um dos principais objetivos do nosso trabalho.

A citosporona A (16), por sua vez, pode ser o material de partida para a sintese das citosporonas B

(17) e C (18), através das seguintes reacdes quimicas (esquema 16):
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OH O

HO [Citosporona B (17)

o” o N

T esterificacdo

OH

i 5 0
COOH E reducdo

Citosporona A (16) HO O

rac-Citosporona C (18)

Esquema 16: Proposta de sintese das citosporonas B (17) e C (18)

A simples esterificacdo com etanol, em meio &cido, transforma o &cido carboxilico (16) em éster
etilico (17). A reducdo da citosporona A (16), com um agente redutor, deve ser suficiente para promover a
lactonizacdo e produzir, de forma racémica, a molécula da citosporona C (18).

Em relagdo a proposta apresentada no esquema 15, é importante considerar que a homologagéo
classica € a reacdo de Arndt-Eistert [FREUND et al, 2000], que utiliza o reagente diazometano na segunda
etapa deste processo. Diazometano é um gas amarelo, potencialmente toxico e explosivo. Por isso,

decidimos adquirir comercialmente o produto desta homologacéo, o &cido 3,5-dimetoxifenil acético (30).

3.4. Sintese da citosporona A (16)

Seguindo a proposta de sintese apresentada no esquema 15, foi utilizada novamente a metodologia
da reacdo de acilacdo de Friedel-Crafts, na tentativa de produzir o intermediério acilado 31, precursor
sintético da citosporona A (16).

3.4.1. Acilacdo de Friedel-Crafts do acido 3,5-dimetoxifenil acético (30)

Conforme anélise feita na proposta de sintese da citosporona A (16), a acilagdo de Friedel-Crafts do
substrato 30 pode gerar até dois produtos isoméricos. O cloreto de octanoila foi novamente preparado no
préprio baldo da reacdo, com adicao de cloreto de tionila (SOCI,) ao &cido octandico (26) (esquema 17).
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OCH; O
QCHs COOH
H,CO
AICl, CH,Cl, 31
COOH 0 o *
H,CO Cl)\N\,\ 0 OCH,
acido 3,5-dimetoxifenil acético (30)
SOCIZ CH2C|2
o 32 COOH
HOPNASASA HsCO

Esquema 17: Resultado teodrico da acilagdo de Friedel-Crafts
para o acido 3,5-dimetoxifenil acético (30)
No entanto, a cromatografia da reacdo aparentemente indicava apenas uma mancha de produto. Mas
a mancha do substrato 30 sempre estava bem intensa, mesmo apds refluxo exaustivo, o que poderia
indicar a presenga de um possivel segundo produto, cuja polaridade era semelhante ao acido 3,5-
dimetoxifenil acético (30). Era observada também a mancha relativa ao acido octandico (26) (figura 24).

) — acido octandico (26)
Eluente: hexano/acetato de etila/ (2/1)
Revelador: UV/vanilina

@®1—— Produto
1: Substrato (30)

2: Reacao @@ {—substrato (30)

Figura 24: Cromatografia em camada delgada da reagdo de
acilacdo de Friedel-Crafts do 4cido 3,5-dimetoxifenilacético (30)
Apos o processo de extragdo dos produtos da reacdo, uma segunda cromatografia (CCD) revelou

uma nova mancha, de fator de retencdo menor do que do substrato, indicando um possivel subproduto de
alta polaridade relativa. E provavel que este subproduto tenha sido formado durante o processo de
extracdo, ou estava em concentracdo baixa o suficiente para ndo ser detectado na primeira cromatografia,
realizada no percurso da reagéo.

O mecanismo da reacdo de formagdo dos produtos acilados 31 e 32 € 0 mesmo apresentado no
esquema 12, o mecanismo da acilacéo de Friedel-Crafts, catalisado por cloreto de aluminio anidro (AICI5).
Para o &cido 3,5-dimetoxifenil acético (30), a reacdo ocorre da mesma maneira, gerando também dois
produtos possiveis (31 e 32).
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A separacdo cromatografica do extrato desta reacdo revelou inicialmente a presenca de acido

octandico (26), cujo espectro de RMN de *H mostrava sinais de deslocamento quimico muito semelhantes
ao espectro padrdo. A maior massa isolada foi relativa a segunda substancia eluida da coluna. Seu espectro
de RMN de *H (Espectro 11) mostrou um tripleto com deslocamento em &y 2,92 ppm, com integral dois
(2), padrdo de sinal tipico de hidrogénios metilénicos homotdpicos vizinhos a uma carbonila. Dois
dubletos na regido de hidrogénios aromaticos também foram observados, em oy 6,49 ppm e 6,42 ppm,
cada um com integral um (1) e constante de acoplamento de 2 Hz, caracteristico de hidrogénios
aromaticos com acoplamento em meta. O espectro de RMN de **C (Espectro 12) mostrou, entre outros
sinais, um pico em d¢c 41,5 ppm, possivelmente relativo ao carbono metilénico (CH,) a a carbonila. Um
importante sinal deste espectro foi observado em d¢ 210,1 ppm (C), relativo a carbonila de cetona,
comprovando que a acilagdo de Friedel-Crafts realmente ocorreu.

A simetria molecular da estrutura 32 ndo poderia fornecer dois sinais de hidrogénios aromaticos e
seis sinais de carbonos aromaticos na RMN, por isso concluimos que o espectro em questdo € relativo ao

produto 31, sendo este o produto principal da reacdo, exatamente como havia sido previsto (figura 25).

(AL L I L L L L L L L L L L L X Perecccccccccccccccccccccccccccccccscccccccssssaan
OCH; O O  OCH,
[ L3 [
[ ] N [] .
L] ¢ [] .
[ L3 [
[ ] : [] .
: . : :
' COOH E; COOH
§ HsCO ' H3CO
' 31 o) 32 H
' o H
E 2 sinais de H arométicos :E 1 sinal de H aromatico E
! 6 sinais de C aromaticos K 4 sinais de C aromaticos :
L] : [] .

. L]

Figura 25: Diferencas dos espectros de RMN de *H e de **C
para os anéis aromaticos dos produtos 31 e 32

A tabela 8 mostra todos os valores de deslocamento quimico observados para 0 composto 31.
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Tabela 8: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o acido 2-(3,5-dimetdxi-2-octanoilfenil)
acético (31). O espectro de RMN de *H foi obtido a 300 MHz e de **C a 75 MHz.
O sinal residual do solvente (CHCIs) foi usado como referéncia interna.

\O 0
2/!\4/1|1\12/13 NN
7\0/!|\6/!\9
/‘I’\

acido 2-(3,5-dimetoxi-2-octanoilfenil) acético (31)

Posicio RMN™C DEPT-135° RMN'H & Multiplicidade

3 (ppm) (ppm)

1 162,6 C - -

2 98,2 CH 6,42 d(J=2Hz, 1H)
3 159,9 C - -

4 1227 C - -

5 1354 C - -

6 107,6 CH 6,49 d (=2 Hz, 1H)
7 55,5* CHs 3,83* s (3H)

8 55, 7% CHs 3,85 s (3H)

9 44,2 CH, 3,53 s (2H)

10 1723 C - -

11 210,1 C - -

12 41,5 CH, 2,92 t(J=7 Hz, 2H)
13 316 CH, 1,66 qt (J= 7 Hz, 2H)
14 29,3 CH, 1,21a 1,39 m (8H)

15 29,0 CH, 1,21a1,39 m (8H)

16 247 CH, 1,21a1,39 m (8H)

17 22,6 CH, 1,21a1,39 m (8H)

18 14,1 CHs 0,88 t(J=7 Hz, 3H)

*Devido a pequena diferenca de deslocamento, é possivel que estas atribuicbes possam estar trocadas
(C7 x C8, H7 x H8).

Na sequiéncia da mesma coluna cromatografica, foi identificado o substrato da reacédo, o acido 3,5-
dimetoxifenil acético (30), através de espectroscopia de RMN. Mesmo com o uso de reagentes em excesso
estequiométrico e apoOs refluxo exaustivo, cerca de 57% deste material foi recuperado. Embora a
conversao tenha sido apenas razoavel, o rendimento do produto 31 foi de 90%.
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Uma anélise mais detalhada e uma nova cromatografia em coluna revelaram que a mancha mais

polar da cromatografia do extrato desta reagdo consiste em uma mistura de dois produtos de polaridades
bem semelhantes (B e C). O espectro de RMN de *H (Espectro 16) do produto B apresentou dois sinais de
hidrogénios aromaticos em dy 6,49 ppm e 6,30 ppm, sendo ambos dubletos com constante de acoplamento
de 2 Hz. Um singleto em &y 13,35 ppm foi atribuido a uma hidroxila fendlica que deve fazer ligagdo de
hidrogénio com o oxigénio da carbonila proxima. Apenas um sinal de metoxila foi observado, em dy 3,87
ppm. J4 no espectro de RMN de **C (Espectro 17), seis sinais de carbonos aromaticos foram detectados,
além dos sinais da carbonila em d¢ 207,6 ppm e do carbono da Unica metoxila em d¢ 55,7 ppm. Estes e 0s
demais sinais observados nos dois espectros de RMN sugerem que ocorreram a acilagéo e a desmetilacao
de uma das metoxilas.

A presenga de uma hidroxila fendlica no produto B é possivel porque o cloreto de aluminio anidro
(AICI3), utilizado como catalisador da reacdo de acilagdo de Friedel-Crafts, pode agir também como
reagente desmetilante, através de um mecanismo que sera apresentado posteriormente. Neste caso, 0
reagente promoveu a desmetilacdo parcial da molécula.

Estas informacGes preliminares presumiram duas propostas estruturais possiveis para este produto B
da reacdo (figura 26). Uma proposta é a molécula 32 monodesmetilada, que sera numerada como

substancia 33, dessa forma sem simetria estrutural. A outra proposta possivel é o produto principal 31

monodesmetilado, que serd numerado como estrutura 34.

OH O] 0] OH

COOH COOF
HzCO H3CO
’ 34 7 33

Figura 26: Propostas estruturais para o produto B

Estas duas estruturas apresentam espectros de RMN de 'H e de **C bem semelhantes, porém as
correlages heteronucleares (*H x *3C) & longa distancia sao diferentes. No espectro de HMBC (Espectros
20 e 21), as correlacBes fundamentais observadas foram do tipo 3J, entre os dois hidrogénios aromaticos
(0w 6,49 ppm e 6,30 ppm) e o carbono benzilico (CH;) em 6¢ 41,3 ppm (figura 27). Essas duas correlagdes
SO sdo possiveis para a estrutura 33, porque, para a estrutura 34, um dos hidrogénios aromaticos esta a
cinco ligagBes do carbono benzilico, e esta correlacdo provavelmente é inexistente ou apresenta uma

constante de acoplamento muito baixa para ser detectada. Logo, o produto B tem a estrutura 33.
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Tabela 9: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o acido 2-(3-hidroxi-4-octanoil-5-

metoxifenil) acético (33). O espectro de RMN de *H foi obtido a 300 MHz e de **C a 75 MHz.

O sinal residual do solvente (CHCIs) foi usado como referéncia interna.
0 OH

11/10\ -~ 2\3 Q

N o ‘N /4\7/8\OH

16 14 12
7~ 7~
1777 N5 N4

acido 2-(3-hidréxi-4-octanoil-5-metoxifenil) acético (33)

Posicio RMN®™C DEPT-135° RMN'H & Multiplicidade
d (ppm) (ppm)
1 110,2 C - -
2 164,8 C 13,35 (OH) s (1H)
3 111,8 CH 6,49 d (J = 2 Hz, 1H)
4 141,4 C - -
5 102,5 CH 6,30 d (J = 2 Hz, 1H)
6 161,3 C - -
7 41,3 CH, 3,56 s (2H)
8 175,9 C - -
9 55,7 CHs 3,87 s (3H)
10 207,6 C - -
11 44,9 CH, 2,99 t (J=7 Hz, 2H)
12 245 CH, 1,61a 1,66 m (2H)
13 29,4 CH, 1,232 1,30 m (8H)
14 29,2 CH, 1,232 1,30 m (8H)
15 31,7 CH, 1,232 1,30 m (8H)
16 22,6 CH, 1,23a 1,30 m (8H)
17 14,1 CHs 0,87 t (J =7 Hz, 3H)

acido 2-(3-hidroxi-4-octanoil-5-metoxifenil) acético (33)

Figura 27: Correlagdes *H x **C (3, 3J e “J) observadas no experimento bidimensional
HMBC para o acido 2-(3-hidroxi-4-octanoil-5-metoxifenil) acético (33)

Sintese total e avaliacao biologica das citosporonas A-C: Octacetideos com potencial propriedade pesticida



Resultados e Discussao

Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

50

Na tabela 10, estdo descritas todas as correlagdes heteronucleares (*H x '*C) observadas nos
experimentos bidimensionais (*J (HSQC), 2J, %J e *J (HMBC)) para o composto 33 (Espectros 19, 20 e

21).

Tabela 10: Correlacdes *H x **C (13, 2J, 2J e “J) observadas para o 4cido 2-(3-hidroxi-4-octanoil-5-
metoxifenil) acético (33) nos experimentos bidimensionais HSQC (J) e HMBC (3, *J e *J).
O sinal residual do solvente (CHCIs) foi usado como referéncia interna.

HSQC HMBC
Posicio RMN™®C RMN'H & H “den *Jen “Jen
d (ppm) (ppm)

1 110,2 - - - - -

2 164,8 - -OH C2 C3,C1  C4,C10
3 102,5 6,30 H3 C2 C7,C5,C1 -
4 1414 - - - - -

5 1118 6,49 H5 C6C4 C7,C3,Cl CI0
6 161,3 - - - - -

7 41,3 3,56 H7  C4,C8 C3, C5 -

8 175,9 - - - - -

9 55,7 3,87 H9 - C6 C5
10 207,6 - - - - -
11 44,9 2,99 H11 C10, C12 C13 -
12 24,5 161a166 HI2 C13 C10 -
13 29,4 1,2321,30 Hi3 Cl14 C11 -
14 29,2 1,2321,30 H14 C15 - -
15 31,7 1,2321,30 Hi15 - C17 -
16 22,6 1,23a1,30 H16 C17 - -
17 14,1 0,87 H17 C16 C15 -

O produto 33 foi produzido com cerca de 5% de rendimento em todas as vezes que a reagdo de

acilacdo de Friedel-Crafts do acido 3,5-dimetoxifenilacético (30) foi realizada, exceto em uma, quando a

reacdo foi feita em escala maior, com quantidades maiores de reagentes, seu rendimento foi de 30% nesta

ocasiao.

O produto C, por sua vez, ndo apresentou solubilidade em cloroférmio. Outro solvente deuterado

precisava ser utilizado para realizar os experimentos de RMN, fundamentais na determinacéo estrutural de

moléculas organicas. Em dimetilsulfoxido, houve certa solubilidade, porém os espectros de RMN néo

ficaram bem definidos. O produto C foi sol(ivel em metanol. Seu espectro de RMN de *H (Espectro 23)

ndo apresentou o sinal relativo aos hidrogénios metilénicos do carbono benzilico, bem como o espectro de

RMN de *3C (Espectro 24) ndo mostrou os sinais dos carbonos benzilico e da carboxila. Exceto a auséncia

desses sinais, 0s espectros do produto C eram bem semelhantes aos espectros do composto 33.
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No espectro de infravermelho (IV) do produto C (Espectro 28), ndo se observou a banda larga

caracteristica de grupo carboxila, entre 3400 e 2500cm™, aproximadamente, evidenciando que esta
substancia ndo continha mais o grupamento acido. No entanto, ndo existia um terceiro sinal de hidrogénio
ou carbono aromatico do tipo CH, o que seria facilmente identificado pelo experimento de DEPT-135°
(Espectro 25). Além da acilagdo, houve uma substituicdo no carbono aromético que estava ligado ao grupo
—CH,COOH, por um atomo diferente de carbono ou hidrogénio e a desmetilagdo de uma das metoxilas da
molécula.

Como hé &nions cloreto presentes no meio reacional, sugerimos a formacao do produto 35 a partir do
produto 33, atraves do seguinte mecanismo de adigdo nucleofilica aromatica, seguido de eliminacéo,

resultando em uma substituicdo no anel aromatico (esquema 18).

(6 on

HsCO
33
cl
!......".-...: (@] OH
v i (P
CH,COOH <1 ¢ :
N~ '
: OH
eeccceeenead HsCO cl

Esquema 18: Mecanismo de formacao do composto 35

O poder retirador de elétrons que a carbonila do grupo acila exerce sobre o anel aromatico favorece a
ocorréncia dessa reacdo, através deste mecanismo. O grupo —CH,COOH ¢ eliminado na forma ibnica e,
em seguida, um proton € capturado para produzir acido acético. Conforme o mecanismo proposto, este
subproduto 35 s6 pode ser gerado na reacao apds a etapa da acilacdo. A tabela 11 mostra os deslocamentos
quimicos observados para o composto 35 e a figura 28 indica as correlagdes heteronucleares a longa
distancia *H x *C (%J e *J) observadas no experimento HMBC.
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Tabela 11: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para 1-(4-cloro-2-hidroxi-6-

metoxifenil)octan-1-ona (35). O espectro de RMN de *H foi obtido a 300 MHz e de *C a 75 MHz.
O sinal residual do solvente (MeOH) foi usado como referéncia interna.

157 14\13/ l2\11/ RN N

1-(4-cloro-2-hidroxi-6-metoxifenil)octan-1-ona (35)

Posicio RMN™C DEPT-135° RMN'H & Multiplicidade

3 (ppm) (ppm)

1 111,3 C - -

2 162,0 C - -

3 111,7 CH 6,44 d (J=2Hz, 1H)
4 1459 C - -

5 104,5 CH 6,50 d (J=2Hz, 1H)
6 162,0 C - -

7 209,6 C - -

8 55,5 CH; 3,87 s (3H)

9 44,6 CH, 2,96 t(J=7 Hz, 2H)
10 24,7 CH, 1,50 a 1,65 m (2H)

11 29,2 CH, 1,20 a 1,40 m (8H)

12 29,0 CH, 1,20 a 1,40 m (8H)

13 31,6 CH, 1,20 a 1,40 m (8H)

14 22,5 CH, 1,20 a 1,40 m (8H)

15 14,3 CH; 0,85 t(J=7 Hz, 3H)

1-(4-cloro-2-hidréxi-6-metoxifenil)octan-1-ona (35)

Figura 28: Correlagdes *H x **C (%J e *J) observadas no experimento bidimensional
HMBC para 1-(4-cloro-2-hidroxi-6-metoxifenil)octan-1-ona (35)
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Na tabela 12, estdo descritas todas as correlagdes heteronucleares (*H x '*C) observadas nos

experimentos bidimensionais (*J (HSQC), 2J, *J e “J (HMBC)) para o composto 35 (Espectros 26 e 27).

Tabela 12: Correlacdes *H x **C (13, 23, 2J e “J) observadas para 1-(4-cloro-2-hidréxi-6-
metoxifenil)octan-1-ona (35)) nos experimentos bidimensionais HSQC (1J) e HMBC (3J e %J).
O sinal residual do solvente (MeOH) foi usado como referéncia interna.

HSQC HMBC
Posicio RMN™®C RMN'H & H “den *Jen
d (ppm) (ppm)

1 1113 - - - -

2 162,0 - - - -

3 111,7 6,44 H3 C2 C5, C1

4 145,9 - - - -

5 104,5 6,50 H5  C6,C4 C3,C1

6 162,0 - - - -

7 209,6 - - - -

8 55,5 3,90 H8 - C6

9 44,6 2,99 H9 C7,Cl10 C11

10 24,7 155a1,70 HI10 C9 C12,C7

11 29,2 1,2021,40 HI11 C10, C12 C9

12 29,0 1,2021,40 HI2 C13 -

13 31,6 12021,40 H13 Cl14,Cl2 C11

14 22,5 1,20a21,40 H14 C13 C12

15 14,3 0,88 H15 Cl4 C13

O rendimento do produto 35 foi semelhante ao rendimento do produto 33, seu precursor sintético na
reacdo: 5% em todas as vezes que a reacdo de acilacdo de Friedel-Crafts do acido 3,5-dimetoxifenil
acético (30) foi realizada, exceto quando a reacdo foi feita em escala maior, com 30% de rendimento. Por
alguma razdo, nessa escala maior de reacdo, a acilagdo de Friedel-Crafts do acido 3,5-dimetoxifenil
acético (30) tem um rendimento de 60% para os compostos acilados 33 e 35 (30% cada), e 0 composto
esperado 31, precursor da citosporona A (16), torna-se apenas um produto secundario.

Antes de realizar a reacdo de desmetilacdo total da molécula 31 e, dessa forma, sintetizar a
citosporona A (16), submetemos o composto 33, subproduto da acilacdo de Friedel-Crafts do cido 3,5-

dimetoxifenil acético (30), a esta metodologia de desmetilagéo.

Sintese total e avaliacao biologica das citosporonas A-C: Octacetideos com potencial propriedade pesticida



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Resultados e Discussao o4
3.4.1.1. Desmetilacéo do acido 2-(3-hidroxi-4-octanoil-5-metoxifenil) acético (33)

O objetivo desta reagdo foi produzir um isémero de posicdo da citosporona A (16), e testar a
eficiéncia do reagente cloreto de aluminio anidro (AICIs) como agente desmetilante. O solvente utilizado
para a reacdo foi o tolueno, que apresenta um ponto de ebulicdo mais elevado do que o diclorometano:
110°C e 40°C, respectivamente. O diclorometano foi o solvente utilizado na tentativa de desmetilacéo da
enol lactona 27, que ndo formou o produto fendlico esperado (29). Para esta reacdo, teoricamente apenas

um produto é possivel, conforme mostrado no esquema 19.

0 OH
0 OH
COOH AICl;
—>
HsCO Tolueno COOH
HO

acido 2-(3-hidroxi-4-octanoil-5-metoxifenil)

i iSO 36) da citosporona A
acético (33) isomero (36) da citosp

Esquema 19: Resultado tedrico da desmetilagdo do
acido 2-(3-hidroxi-4-octanoil-5-metoxifenil) acético (33)

Na cromatografia da reacdo, esta evidéncia foi logo verificada. Apenas duas manchas foram
observadas na placa cromatografica, uma delas possivelmente seria relativa ao produto fendlico (36), e a
outra pertencia ao substrato da reacdo (33). O produto fendlico (36) € relativamente mais polar, devido a
sua estrutura molecular que contém uma segunda hidroxila fenolica apta a realizar ligacdes de hidrogénio

intermoleculares (figura 29).

Eluente: hexano/acetato de etila/ (1/1)
Revelador: UV/iodo

®@®{— substrato (33)
1: Substrato (33)
2: Reacao ® —— Produto

Figura 29: Cromatografia em camada delgada da reagdo de desmetilacéo do
acido 2-(3-hidroxi-4-octanoil-5-metoxifenil) acético (33)
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O mecanismo para a formacdo do produto 36 é o mecanismo de desmetilagdo promovido pelo

cloreto de aluminio (AICI3). O orbital vazio (d) do atomo de aluminio acomoda um par de elétrons do
oxigénio, enquanto um dos 4tomos de cloro ataca o carbono da metila. Apos a hidrolise &cida, o oxigénio

esta ligado a um &tomo de hidrogénio, constituindo, portanto, uma hidroxila fendlica (esquema 20).

O  OH O  OH
/\/\/\ib\/coﬂ_' /\/\/\;:b\/COZH
* 33

CI\< /CI

[}
]
'.' cl
‘Al C|—A|_
| |
Cl Cl
0 OH
0 OH
HCl aquoso + CHsC CO,H
0
CO,H H
HO !
[]
(]
A

‘ produto desmetilado (36). o’ I=cl

Esquema 20: Mecanismo da reagéo de desmetilagéo do
acido 2-(3-hidroxi-4-octanoil-5-metoxifenil) acético (33)

O produto 36 desta reacdo de desmetilacdo é um isémero de posicdo da citosporona A (16), mas
apresenta uma caracteristica inerente: simetria molecular. Seu espectro de RMN de 'H deve apresentar
somente um sinal de hidrogénio aromatico integrando para dois (2) hidrogénios, enquanto o espectro de
RMN de **C deve mostrar apenas quatro sinais na regido de carbonos aromaticos (figura 30). Conforme
foi descrito na literatura [BRADY et al, 2000], a citosporona A (16) apresenta dois sinais de hidrogénios
aromaticos e seis sinais de carbonos aromaticos em seus espectros de RMN. Essa observagdo seria mais
uma comprovacao estrutural da molécula 33, substrato desta reagdo de desmetilacdo, pois € uma evidéncia

quimica de que a reacdo de acilacdo de Friedel-Crafts ocorreu naquela posicao do anel aromatico.
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Eececccccnaen.

COO

HO HO

citosporona A (16) isdbmero (36) da citosporona A

2 sinais de H aromaticos
6 sinais de C aromaticos

1 sinal de H aromatico
4 sinais de C aromaticos

] []
. (]
. (]
] (]
] (]
] (]
. [}
. (]
. (]
. (]
. (]
. (]
. (]
] (]
H COOH H
. [}
. [}
. (]
. (]
. (]
. (]
. (]
] (]
] (]
] (]
. [}
: ;

Figura 30: Diferencas dos espectros de RMN de *H e de **C para os anéis aromaticos da
citosporona A (16) e do seu isdmero sintético (36)

Apos a separacdo cromatogréfica, foi identificado o substrato 33 da reacdo, de acordo com seus
espectros de RMN. Cerca de 22% da massa do substrato 33 foi recuperada. A segunda e Gltima substancia
eluida da coluna ndo foi solivel em cloroférmio. Para a anélise de RMN, foi utilizado metanol deuterado.
O espectro de RMN de *H (Espectro 29) mostrou, principalmente, um singleto em 8y 6,31 ppm e integral
para dois (2) nicleos de hidrogénio. O espectro de RMN de **C (Espectro 30) apresentou quatro sinais de
carbonos aromaticos, além de um sinal em d¢ 209,3 ppm, relativo a uma carbonila de cetona, dois sinais
de carbonos metilénicos (CH;) em dc 42,1 ppm e 44,4 ppm, além de sinais de uma cadeia alquilica (tabela
13).

Estes dados sugerem a formagdo do produto esperado 36, o isdmero de posicdo da citosporona A
(16). Correlacdes heteronucleares (*H x **C) auxiliaram na confirmaco estrutural do produto desta reagéo
(Espectros 32 e 33), como mostra a figura 31.
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Tabela 13: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o acido 2-(3,5-diidroxi-4-octanoilfenil)
acético (36). O espectro de RMN de *H foi obtido a 300 MHz e de **C a 75 MHz.

O sinal residual do solvente (MeOH) foi usado como referéncia interna.
OH

0]
| I

13 11 9 5 2
14/ \12/ N Ny \|1|/ \i ii

2 4 I
vo” NN o

acido 2-(3,5-diidroxi-4-octanilfenil) acético (36)

Posicio RMN™C DEPT-135° RMN'H & Multiplicidade

d (ppm) (ppm)

1 110,1 C - -

2 1634 C - -

3 109,4 CH 6,31 s (2H)

4 1446 C - -

5 209,3 C - -

6 42,1 CH, 3,46 s (2H)

7 174.4 C - -

8 44,4 CH;, 3,10 t(J=7 Hz, 2H)
9 258 CH, 1,67 qt (3 = 7 Hz, 2H)
10 30,3* CH, 1,23a 1,40 m (8H)

11 30,5* CH, 1,23a 1,40 m (8H)

12 32,9 CH, 1,23a 1,40 m (8H)

13 23,7 CH, 1,23a 1,40 m (8H)

14 14.4 CH, 0,91 t(J =7 Hz, 3H)

*Devido a pequena diferenca de deslocamento, é possivel que estas atribui¢cbes possam estar trocadas.

acido 2-(3,5-diidroéxi-4-octanilfenil) acético (36)

Figura 31: Correlagdes *H x **C (23, 3J e “J) observadas no experimento
bidimensional HMBC para o acido 2-(3,5-diidréxi-4-octanoilfenil) acético (36)
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Na tabela 14, estdo descritas todas as correlagdes heteronucleares (*H x '*C) observadas nos

experimentos bidimensionais (*J (HSQC), 2J, *J e “J (HMBC)) para o composto 36 (Espectros 32 e 33).

Tabela 14: Correlacdes *H x **C (13, 23, 2J e “J) observadas para o 4cido 2-(3,5-diidroxi-4-
octanoilfenil) acético (36)) nos experimentos bidimensionais HSQC (*J) e HMBC (3J, *J e 4J).
O sinal residual do solvente (MeOH) foi usado como referéncia interna.

HSQC HMBC
Posicio RMN®C RMN'H & H “Jen *Jen “Jen
d (ppm) (ppm)
1 110,1 - - - - -
2 163,4 - - - - -
3 109,4 6,31 H3 C2,C4 C6,Cl1  C7,C5
4 144.6 - - - - -
5 209,3 - - - - -
6 42,1 3,46 H6 C4,C7 C3 -
7 174.4 - - - - -
8 44,4 3,10 H8 C5, C9 C10 -
9 25,8 1,67 H9 C8 C11,C5 -
10 30,3* 1,23a1,40 HI10 C11 C8 -
11 30,5* 123a140 HI11 C10,C12 C13 -
12 32,9 1,23a1,40 H12 C11,C13 Cl14 -
13 23,7 1,23a1,40 H13 Cl14,C12 - -
14 14,4 0,91 H14 C13 C12 C11

O produto fendlico 36, isdmero da molécula natural de citosporona A (16), foi produzido com um
rendimento de 37% nesta reacéo.
Em seguida, adotamos esta metodologia de desmetilagcdo para o0 composto 31, com o uso de cloreto

de aluminio em tolueno, para sintetizar a molécula da citosporona A (16).

3.4.2. Desmetilacao total do acido 2-(3,5-dimetoxi-2-octanoilfenil) acético (31)

Conforme a rota sintética proposta no esquema 15, o composto 31 é o precursor da citosporona A
(16). Sua desmetilacao total deve gerar o produto fendlico de interesse com bom rendimento. Mesmo com
0 baixo rendimento obtido na desmetilacdo do composto 33, de apenas 37%, optamos por utilizar
novamente o cloreto de aluminio anidro como agente desmetilante. Para esta reacgdo, teoricamente

somente um produto € possivel, conforme mostra 0 esquema 21.
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OCH,4
AICI3
Tolueno COOH
COOH HO
H4CO
acido 2-(3,5-dimetoxi-2-octanoilfenil) acético (31) citosporona A (16)

Esquema 21: Resultado teodrico da desmetlla(;ao total do
acido 2-(3,5-dimetdxi-2-octanoilfenil) acético (31)

A cromatografia da reagéo indicou apenas uma mancha, de polaridade relativamente maior do que a
mancha do substrato (31), quando comparadas na mesma placa cromatografica. Caso esta mancha seja, de
fato, relativa a citosporona A (16), a conversdo do substrato ao produto foi muito alta ou quantitativa, pois
ndo se observou a mancha relativa a substancia 31. A molécula da citosporona A (16) é mais polar porque
apresenta duas hidroxilas fenolicas capazes de realizar ligacGes de hidrogénio intermoleculares. Portanto,
a mancha observada na cromatografia da reagéo deve ser relativa ao produto desejado 16 (figura 32).

Eluente: hexano/acetato de etila/ (1/3) | @ —— substrato (31)
Revelador: UV/iodo

1: Substrato (31)
2: Reacéo @®1— Produto

Figura 32: Cromatografia em camada delgada da reagdo de desmetilacdo total do
acido 2-(3,5-dimetdxi-2-octanoilfenil) acético (31)

O extrato da reacdo foi filtrado em silica de baixa granulometria (0,040 mm a 0,063 mm), e a Unica
substancia eluida foi submetida as analises de RMN. Foi utilizado metanol deuterado para o preparo da
amostra, pois ndo houve solubilidade em cloroférmio. Seu espectro de RMN de *H (Espectro 35) ndo
mostrou os dois singletos em torno de dy 3,90 ppm, relativos as metoxilas fendlicas presentes na estrutura
do substrato 31. Como é grande a semelhanca entre as estruturas, os demais sinais foram observados sem
alteracOes significativas de deslocamentos quimicos, exceto os dois dubletos relativos aos hidrogénios
aromaticos, que agora foram detectados em oy 6,26 ppm e 6,22 ppm, cada um com integral igual a um (1)
e ambos com uma constante de acoplamento de 2 Hz. As hidroxilas doam elétrons por ressonancia para o

anel aromético e concentram cargas negativas nas posicoes orto e para, de maneira mais intensa do que as
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metoxilas. Por isso, os hidrogénios aromaticos da citosporona A (16) estdo mais blindados e apresentam

um deslocamento quimico menor do que os mesmos hidrogénios do substrato 31, como demonstra a

figura 33.
gecccccccccccccccccccccccccccccccccccccccncas ; -
: OCH; O e :
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: 6,42 H :
: H :
: COOH 'y :
+H3CO H :
31 HE :
: 6,49 H HE :
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As hidroxilas protegem mais os hidrogénios aromaticos do que as metoxilas. Isso é
evidenciado pelos deslocamentos quimicos destacados.

Figura 33: Deslocamentos quimicos (ppm) observados para os hidrogénios aromaticos da
citosporona A (16) e do seu precursor sintético (31)

Foram observados também um singleto em dy 3,56 ppm com integral igual a dois (2), um tripleto em
On 2,92 ppm integrando para dois (2) hidrogénios e uma constante de acoplamento da ordem de 7 Hz e
sinais relativos aos hidrogénios de uma cadeia alquilica, abaixo de 6y 1,70 ppm. O espectro de RMN de
3¢ (Espectro 36) ndo apresentou sinais relativos aos carbonos de metoxilas, evidenciando a ocorréncia da
desmetilacdo total, e todos os sinais relativos a estrutura da citosporona A (16) foram observados. Os
espectros de RMN do produto desta reacdo estdo de acordo com os dados fornecidos na literatura
[BRADY et al, 2000] para a estrutura da citosporona A (16), cuja denominacdo, segundo as regras da
IUPAC, ¢ acido 2-(3,5-diidréxi-2-octanoilfenil) acético.

A tabela 15 mostra os deslocamentos quimicos observados para o produto dessa reacdo de
desmetilacdo. Com a analise completa dos dados fisicos, foram confirmadas a estrutura do produto natural
e a sintese pioneira da citosporona A (16).
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Tabela 15: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o acido 2-(3,5-diidroxi-2-octanoilfenil)
acético (16). O espectro de RMN de *H foi obtido a 300 MHz e de **C a 75 MHz.

O sinal residual do solvente (MeOH) foi usado como referéncia interna.
OH 0

il éll 10 14 16
1 5
Ho” \6/ \i
8
O/ \OH

acido 2-(3,5-diidroxi-2-octanoilfenil) acético (16)

Posicio RMN®™C DEPT-135° RMN'H & Multiplicidade

d (ppm) (ppm)

1 161,4 C - -

2 102,7 CH 6,22 d (J= 2 Hz, 1H)
3 159,8 C - -

4 121,4 C - -

5 1373 C - -

6 111,6 CH 6,26 d (J=2Hz, 1H)
7 452 CH;, 3,56 s (2H)

8 1754 C - -

9 209,7 C - -

10 40,6 CH;, 2,92 t(J =7 Hz, 2H)
11 32,9 CH;, 1,62 qt (3 = 7 Hz, 2H)
12 30,4 CH;, 1,25a 1,45 m (8H)

13 30,3 CH;, 1,25a 1,45 m (8H)

14 25,6 CH;, 1,25a 1,45 m (8H)

15 23,7 CH, 1,25a 1,45 m (8H)

16 14,4 CH; 0,90 t(J =7 Hz, 3H)

O rendimento da reacdo de desmetilacéo total do &cido 2-(3,5-diidroxi-2-octanoilfenil) acético (31),
para a producdo da citosporona A (16), foi de 90%. Considerando que pode ocorrer perda de material nos
processos de extracdo e de purificacdo, é possivel que este rendimento se aproxime de 100% (rendimento
quantitativo). O cloreto de aluminio anidro (AICI3) mostrou ser um 6timo agente desmetilante para o
substrato 31, nesta metodologia empregada.

O tautomerismo da molécula de citosporona A (16), relatado inicialmente em sua referéncia original
[VOBLIKOVA et al, 1985], mostrado no esquema 7, ndo foi observado nos espectros de RMN, pois ndo

hé sinais relativos a estrutura do tautdmero 16.1 (figura 34).
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: Sinais ndo observados
: Nos espectros da citosporona A (16)

B3C: ~ 8¢ 100 ppm 'H diastereotdpicos:

oH oH 2 duplos tripletos entre oy 2,30 e 2,00ppm

I —7
*/\/\/\/
o

HO @)

'H diastereotdpicos:
2 dubletes entre 04 3,30 e 3,00ppm
Tautdmero da Citosporona A (16.1)

Figura 34: Exemplos de sinais importantes, ndo observados nos espectros de

RMN de 'H e de *C, relativos ao tautdmero da citosporona A (16.1)

Por outro lado, esse tautomerismo natural da molécula de citosporona A (16) pode ter sido verificado

na cromatografia em camada delgada, quando a placa cromatografica foi eluida novamente. Ap6s uma

eluicdo, aparentemente somente uma mancha era observada através de luz ultravioleta. Mas apos a

segunda eluicdo, uma segunda mancha ligeiramente superior tornava-se visivel. Essa segunda eluigdo

aumenta a diferenca dos fatores de retencdo das moléculas e melhora a separacdo e a visualizacdo de

substancias de polaridades proximas na placa cromatografica. Além disso, a silica da placa pode catalisar o

processo de ciclizacdo que forma o tautbmero da citosporona A (16.1). Provavelmente devido a grande

semelhanca de polaridade observada, apenas uma mancha foi identificada na filtragdo em coluna

cromatogréfica do extrato da reacdo, sendo que sua analise por dados espectrais de RMN revelou somente

0s sinais da estrutura aciclica da citosporona A (16). Essa forma tautomérica deve ser bem mais estavel no

equilibrio (esquema 22).

HO

o]

OH OH
0
—
-
HO o)
0 OH
Citosporona A (16) Tautdmero da Citosporona A (16.1)

Esquema 22: Deslocamento observado no equilibrio tautomérico da citosporona A (16)
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3.4.3. Esterificacao da citosporona A (acido 2-(3,5-diidroxi-2-octanoilfenil) acético (16))

Seguindo a proposta apresentada no esquema 16, podemos agora utilizar a citosporona A (16),
sintetizada através de apenas duas etapas e um rendimento global de cerca de 80%, para o preparo da
citosporona B (17). Uma simples reacéo de esterificacdo do grupamento &cido da citosporona A (16), com
etanol, deve produzir a substancia de interesse (esquema 23).

OH 0O OH Q

o EtOH _ 1o
H,S0,

o) OH o) o/\
Citosporona A (16) ( citosporona B (17) '

Esquema 23: Reacdo de esterificacdo da citosporona A (16)

A cromatografia de camada delgada da mistura reagente mostrou apenas uma mancha de maior fator
de retencdo (Rf), uma caracteristica tipica de reacOes de esterificagdo, pois o produto (éster) € uma
molécula menos polar do que o seu substrato, o &cido carboxilico (figura 35). A citosporona A (16) deve
estabelecer ligagdes de hidrogénio intermoleculares de maneira mais intensa porque, além de suas
hidroxilas fendlicas, ainda contabiliza uma carboxila, enquanto a molécula da citosporona B (17) apresenta

a carboxila esterificada.

+—
Eluente: hexano/acetato de etila/ (1/1) o Produto

Revelador: UV/iodo

1: Substrato (16)
2: Reacao ® —|—> substrato (16)
._|.-|--

2

Figura 35: Cromatografia em camada delgada da reagéo de esterificagéo da citosporona A (16)

O mecanismo da reacdo de esterificacdo é classico e amplamente conhecido na Quimica Orgéanica
[SOLOMONS e FRYHLE, 2002]. A esterificacdo catalisada por &cido ocorre da seguinte forma: o
oxigénio da carbonila do substrato (16) liga-se a um préton (H"), ativando esta carbonila para a etapa de
adicdo nucleofilica. O solvente (etanol) ataca o carbono desta carbonila, através de um dos pares de
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elétrons livres do seu oxigénio. Entdo, duas etapas sucessivas de eliminacdo de &gua e transferéncia de

préton para uma base geram o éster (17).
OH O

Q OH
Citosporona A (16)

e
HO HO ( Citosporona B (17)'
Gz
H,0, i o o7 N

oo
Esquema 24: Mecanismo da reacao de esterificagdo da citosporona A (16)

Apos a extracdo da reacéo, foi feita a anélise do residio bruto por dados espectrais de RMN de 'H e
de *3C, sem prévia purificacdo. O extrato foi bastante solivel em cloroférmio. O espectro de RMN de *H
(Espectro 39) mostrou um quarteto com uma constante de acoplamento da ordem de 7 Hz, em o4 4,18
ppm e integral dois (2). Este sinal deve ser relativo aos hidrogénios metilénicos do carbono vizinho (a) ao
oxigénio. No espectro de RMN de **C (Espectro 40), o sinal deste mesmo carbono foi observado em 8¢
61,6 ppm, e o sinal de uma segunda metila foi verificado em torno de d¢c 14 ppm. Estes dois carbonos
devem ser relativos ao grupo etila (éster) que agora esta presente na molécula (17). Os demais sinais dos
espectros sdo semelhantes aos sinais observados para a estrutura da citosporona A (16).
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Os dados espectrais de RMN do produto desta reacdo (tabela 16) estdo de acordo com os dados

fornecidos na literatura [BRADY et al, 2000] para a estrutura da citosporona B (17), cuja denominacéo,
segundo as regras da IUPAC, é acetato de 2-(3,5-diidréxi-2-octanoilfenil) etila. Os dados fisicos
confirmam a primeira sintese da citosporona B (17).

Tabela 16: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o acetato de 2-(3,5-diidroxi-2-
octanoilfenil) etila (17). O espectro de RMN de *H foi obtido a 300 MHz e de *C a 75 MHz.

O sinal residual do solvente (CHCIs) foi usado como referéncia interna.
OH

o)
[
- \4 _ \ /11 /13\14 A5
I

SN

1
NN

16

8 17,
O/ \O/ \18
acetato de 2-(3,5-diidroxi-2-octanoilfenil) etila (17)

Posicio RMN®™C DEPT-135° RMN'H & Multiplicidade

d (ppm) (ppm)
1 164,5 C - -
2 103,3 CH 6,25 sl (1H)
3 160,2 C - -
4 116,6 C - -
5 136,7 C - -
6 112,5 CH 6,27 sl (1H)
7 41,8* CH, 3,82 s (2H)
8 1713 C - -
9 206,7 C - -
10 43,4* CH, 2,81 t (J =7 Hz, 2H)
11 31,7 CH, 1,60a 1,72 m (2H)
12 29,2 CH, 1,15a 1,34 m (11H)
13 29,1 CH, 1,15a 1,34 m (11H)
14 243 CH, 1,15a 1,34 m (11H)
15 22,6 CH, 1,15a1,34 m (11H)
16 14,1* CHs 0,86 t (J =7 Hz, 3H)
17 61,6 CH, 4,18 q (J =7 Hz, 2H)
18 14,04* CH; 1,15a1,34 m (11H)
*Devido a pequena diferenca de deslocamento, é possivel que estas atribui¢fes possam estar trocadas
(C7 x C10 e C16 x C18).

O rendimento da reacdo de esterificacdo da citosporona A (16) foi quantitativo, pois toda a massa de

substrato foi convertida a citosporona B (17).
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3.4.4. Redugdo da citosporona A (&cido 2-(3,5-diidroxi-2-octanoilfenil) acético (16))

Agora, podemos submeter a citosporona A (16) a uma reagdo de reducdo quimica com boridreto de
sodio (NaBH4) em etanol, para produzir a molécula da citosporona C (18), conforme a equagdo do
esquema 25. Esta reducdo é simétrica, ou seja, o produto formado é, necessariamente, um racemato. Nao

ha excesso enantiomérico de nenhum estereoisdémero.

OH O
OH
(@]
o COOH NaBH,
H EtOH
Citosporona A (16) HO O

rac-Citosporona C (18)

Esquema 25: Reacé&o de reducédo da citosporona A (16)

A cromatografia em camada delgada da mistura reagente mostrou apenas uma mancha de maior
fator de retencdo (Rf), indicando a possivel formacdo da molécula da citosporona C (18). O produto
apresenta uma polaridade relativa menor porque ndo possui mais a carboxila livre. A presenca de um anel
de lactona na estrutura da citosporona C (18) justifica a diferenca da polaridade entre as duas substancias
(figura 36).

| ol -
Eluente: hexano/acetato de etila/ (1/1) Produto

Revelador: UV/iodo

1: Substrato (16)
2: Reacao ® —|—> substrato (16)
._|.-|--

Figura 36: Cromatografia em camada delgada da reagdo de reducéo da citosporona A (16)
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O mecanismo da reducédo consiste em uma adicdo nucleofilica a carbonila, na qual o &nion hidreto é

o nucletfilo (esquema 26). Este reagente de reducdo ndo diferencia as faces enantiotopicas da carbonila da
citosporona A (16), e a reagdo ocorre em ambas as faces de maneira equivalente, produzindo o racemato.
Na seqliéncia, 0 atomo de oxigénio carregado negativamente ataca o carbono da carboxila e promove o
processo de ciclizagdo, formando o anel de lactona de seis membros. De fato, esta segunda etapa é uma
esterificacdo da carboxila, pois a mesma passa ao estado de carbonila de um éster ciclico, uma lactona.

© Citosporona A (16)

H\’(‘)/\
OH

HO

OH £~

HO O HO (@]

‘rac-Citosporona C (18%

Esquema 26: Mecanismo da reacao de reducéo da citosporona A (16)

O extrato da reacdo passou por uma filtracdo em silica de baixa granulometria (0,040 mm a 0,063
mm), e a Unica substancia eluida foi analisada através de dados de RMN. O espectro de RMN de *
(Espectro 43) mostrou um duplo dubleto com deslocamento em &4 5,57 ppm e integral igual a um (1),
sinal possivelmente relativo ao hidrogénio do carbono quiral. Também foram observados dois dubletos
entre oy 3,40 ppm e 3,80 ppm, cada um com integral um (1) e constante de acoplamento de 17 Hz,
relativos aos hidrogénios metilénicos diastereotopicos do carbono benzilico (C-7) da citosporona C (18).
O espectro de RMN de **C (Espectro 44) mostrou um sinal de carbono metinico (CH) em 8¢ 80,1 ppm,
relativo ao carbono quiral ligado ao oxigénio. N&o se observou sinal de carbonila de cetona. Esses dados
somados aos demais sinais observados e outras andlises realizadas confirmam a estrutura e a primeira

sintese da citosporona C (18).
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Os espectros de RMN do produto desta reacdo (tabela 17) estdo de acordo com os dados fornecidos

na literatura [BRADY et al, 2000] para a estrutura da citosporona C (18), cuja denominacdo, segundo as
regras da IUPAC, é 1-heptil-6,8-diidroxi-1H-isocromen-3(4H)-ona.

Tabela 17: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o 1-heptil-6,8-diidroxi-1H-isocromen-
3(4H)-ona (18). O espectro de RMN de *H foi obtido a 300 MHz e de *C a 75 MHz.

O sinal residual do solvente (MeOH) foi usado como referéncia interna.
16

14
J
12
|
OH 10
B8
I N N
1-heptil-6,8-diidroxi-1H-isocromen-3(4H)-ona (18)
Posicio RMN®™C DEPT-135° RMN'H & Multiplicidade
d (ppm) (ppm)
1 159,6 C - -
2 102,1 CH 6,22 sl (1H)
3 155,3 C - -
4 114,0 C - -
5 132,8 C - -
6 106,1 CH 6,13 sl (1H)
7 36,8 CH, 3,76 € 3,45 2xd(J=19,5Hz, 1H)
8 169,1 C - -
9 80,1 CH 5,60 dd (*{J=8,2 Hz, “J = 5,5 Hz, 1H)
10 32,7 CH, 1,79 ¢ 1,52 2 x m (1H)
11 30,7 CH, 1,19 a 1,42 m (10H)
12 30,3 CH, 1,19 a 1,42 m (10H)
13 30,2 CH, 1,19 a 1,42 m (10H)
14 26,7 CH, 1,19 a 1,42 m (10H)
15 23,7 CH, 1,19 a 1,42 m (10H)
16 14,4 CHs 0,90 t (J =7 Hz, 3H)

*Devido a pequena diferenca de deslocamento, é possivel que estas atribui¢cbes possam estar trocadas.
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E importante notar que o novo centro quiral localizado no carbono-9 altera a topicicidade de todos os

hidrogénios metilénicos (geminais) da molécula. Na estrutura da citosporona A (16), esses atomos de
hidrogénio eram todos homotdpicos e apresentavam o mesmo deslocamento quimico, sem qualquer
constante de acoplamento entre si. Mas, na citosporona C (18), tais hidrogénios, conectados ao mesmo
nucleo de carbono, sdo diastereotopicos, apresentam diferentes deslocamentos quimicos e podem acoplar
entre si. Isso acontece devido ao novo e Unico centro quiral presente na estrutura do produto, que altera
estericamente as faces da molécula. No entanto, este efeito provocado pelo carbono quiral diminui
conforme aumenta a distancia até ele. Por isso, apenas os hidrogénios ligados aos carbonos C-7 e C-10
mostram, de fato, diferentes deslocamentos quimicos e acoplamentos geminais, embora todos os demais
hidrogénios metilénicos também sejam diastereotopicos [PAVIA et al, 2001].
A citosporona C (18) foi sintetizada com 90% de rendimento, nesta reacéo.
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3.5. Analise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-HPLC)

Além de analises por dados espectrais de RMN, algumas de nossas amostras sintéticas também

foram injetadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia (High Precision Liquid Chromatography-
HPLC), com o objetivo de verificar, principalmente, o grau de pureza e o tempo de retencdo no eluente
selecionado. As substancias analisadas foram as seguintes (figura 37):

0 OH

OCH50

COOH

HaCO o I HaCO cl

acido 2-(3,5-dimetoxi-2-octanoilfenil) 1-(4-cloro-2-hidréxi-6-metoxifenil)
acetico (31) octan-1-ona (35)

ecccccccccccccccncccccccccnccccccccccnncccccad :...............................................
Peeccccccccccccccccccccccccccccccccccnccnccccce ecccccccccccay

(eeccccccccccccacs

H,CO

O
(2)-3-heptilideno-4,6-dimetoxiisobenzofurano
R  L1) 1 1i2 Y €10 KRR

OH O

OH O

COOH COOCH,CH3

.
Q

HO
Citosporona A (16) Citosporona B (17)

Figura 37: Substancias analisadas em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE)

As cinco substéncias foram solubilizadas em solvente ultrapuro (grau HPLC), injetadas no
cromatdgrafo e eluidas com um sistema de solvente e fluxo iguais, para efeito de comparacéo do tempo de
retencdo em coluna de fase reversa. Esse tipo de coluna é constituido de longas cadeias de
hidrocarbonetos, e apresentam baixo grau de polaridade. As cadeias carbdnicas dessas colunas interagem
com moléculas de baixa polaridade, principalmente por interacdes do tipo Forcas de van der Waals. O
resultado é que moléculas mais polares ndo interagem com 0s compostos da coluna de fase reversa e sao
eluidas primeiro, e moléculas de baixa polaridade sdo eluidas por Gltimo. Os resultados obtidos com esse
experimento, para as substancias acima, estdo relatados na tabela 18 e os cromatogramas encontram-se

logo na sequiéncia.
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Tabela 18: Resultado da analise em Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE)

Substéncia Eluente Fluxo Volume de Log P Tempo de
(VIV) (mL/min) injecao (polaridade retencdo
(L) relativa) (min)

H
OCHs MeOH/H,0 0,5 5 5,65+0,60 9,63
- (90/10)
H;CO

O
(2)-3-heptilideno-4,6-dimetoxiisobenzofurano
-1(3H)-ona (27)

OCH30

" com MeOH/H,O 0,5 5 4,31+0,28 5,00

aC|do 2-(3,5-dimet6xi-2-octanoilfenil) (90/10)
acético (31)

M/\)Ib\ MeOH/H,0 05 5 6,72£0,37 7,67
H,CO

(90/10)

1-(4-cloro-2-hidroxi-6-metoxifenil)
octan-1-ona (35)

OH O

Ob:',\cz;/\/\ MeOH/H.0 05 5 4,21+0,30 7,85
H

(90/10)

Citosporona A (16)

OH O

MeOH/H,0 0,5 50 5,21+0,31 5,68
o COOCH,CHs (90/10)

Citosporona B (17)
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Cromatograma 1: Analise em HPLC (CLAE) do
(2)-3-heptilideno-4,6-dimetoxiisobenzofurano-1(3H)-ona (27)
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Cromatograma 2: Anélise em HPLC (CLAE) do &cido 2-(3,5-dimetdxi-2-octanoilfenil) acético (31)
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Cromatograma 3: Andlise em HPLC (CLAE) do 1-(4-cloro-2-hidrdxi-6-metoxifenil)octan-1-ona (35)
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Cromatograma 4: Analise em HPLC (CLAE) do acido 2-(3,5-diidroxi-2-octanoilfenil) acético (16)
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Cromatograma 5: Analise em HPLC (CLAE) do
acetato de 2-(3,5-diidrdxi-2-octanoilfenil) etila (17) — 12 injecao
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Cromatograma 6: Analise em HPLC (CLAE) do
acetato de 2-(3,5-diidrdxi-2-octanoilfenil) etila (17) — 22 inje¢éo
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Cromatograma 7: Analise em HPLC (CLAE) do
acetato de 2-(3,5-diidrdxi-2-octanoilfenil) etila (17) — 32 injecéo

Com a molécula da citosporona B (17), aconteceu algo interessante durante a sua analise no
cromatdgrafo. Houve a hidrolise acida do seu grupamento éster e a formacao da citosporona A (16). Esta
reacao ocorreu porque a agua utilizada no sistema de solvente contém &cido acético que, apesar de ser um
acido orgéanico fraco, é capaz de catalisar a hidrélise e formar a carboxila. Foram feitas trés injecGes
consecutivas da amostra de citosporona B (17) e claramente observou-se o decréscimo do pico principal e
0 aumento do pico relativo a citosporona A (16), como mostram 0s cromatogramas 5, 6 e 7.

Os resultados observados mostraram ainda que o tempo de retencdo ndo depende somente da
polaridade relativa. O célculo da polaridade relativa é um céalculo teérico feito através de programas
computacionais (ACD Labs LogP dB) e leva em consideracdo fatores lipofilicos e hidrofilicos da
molécula para medir, de maneira aproximada, seu grau de polaridade. Os resultados estdo expressos na
tabela como logaritmo de P (Log P) sugere que a citosporona A (16) tenha o menor tempo de retencéo
dentre todos os compostos analisados, pois é a substancia mais polar (menor LogP). Mas ndo € o que foi
observado. A citosporona B (17) e os compostos 35 e 31 apresentaram tempo de retengdo na coluna menor
em relacdo a citosporona A (16), embora sejam substancias menos polares. A ordem crescente de eluicdo

esperada, de acordo com os célculos teoricos da polaridade relativa (Log P) era a seguinte (figura 38):
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Figura 38: Ordem tedrica da eluicdo dos compostos analisados em
cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE)

Porém, a ordem observada de eluicdo, também em ordem crescente foi 31<17<35<16<27.
Provavelmente, ha outras interacfes e propriedades moleculares que interferem no comportamento dessas
substancias na coluna de fase reversa do cromatédgrafo, tais como a massa molecular e o tamanho das
cadeias carbdnicas, que estdo intimamente relacionadas com a lipofilicidade das moléculas. Esses
resultados sugerem que a polaridade relativa ndo é a Unica propriedade molecular importante a ser
observada nas anélises em colunas de fase reversa.

Em relacéo a pureza, todas as amostras caracterizavam-se por um bom grau de pureza, o que pode

ser constatado através dos cromatogramas apresentados.

Sintese total e avaliacao biologica das citosporonas A-C: Octacetideos com potencial propriedade pesticida



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Resultados e Discussdo 77
3.6. Atividades bioldgicas

3.6.1. Atividade alelopatica sobre sementes de Lactuca sativa L.

Foram realizados testes para verificar a agdo dos compostos 27, 31 e a citosporona A (16) sobre a
germinacdo Das sementes e 0 desenvolvimento de plantulas de Lactuca sativa L. (alface). Foi avaliado o
nimero de sementes germinadas, em relagdo aos controles, durante trés dias e apos este periodo foi

realizada a medida das radiculas e hipocoétilos das plantulas cujas sementes germinaram.

H
QCH; / OCH; 0 OH o

0
H;CO H,CO COH HO COH
27 ¢ 31 Citosporona A (16)

Nos ensaios de germinagdo, 0 composto 27 apresentou capacidade de inibicdo moderada no primeiro
dia, porém foi ineficiente na inibi¢cdo nos segundo e terceiro dias (tabela 19). Tais resultados sugerem que
este composto ndo € inibidor, mas sim retardador da germinacdo. Esta mesma substancia apresentou
atividade baixa de inibicdo do crescimento da radicula, mas inibiu substancialmente o crescimento do
hipocétilo, podendo ser um alvo em potencial de herbicidas inibidores do crescimento da parte aérea de
plantas invasoras.

Tabela 19: Resultados do teste de atividade alelopatica (composto 27)

Concentracao %inibicéo Tamanho Tamanho
Substancia testada germinagao das raiz hipocotilo
(mg/mL) sementes primaria  (mm)
(3 dias) (mm)
. x 1° dia: 100
Cafeina (padréo) 6 20 dia- 100 0 0
3° dia: 100
1° dia: 40
H 2° dia: 10
OCH
y > % dia: 8 17 2
0
H3CO
27 O
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O composto 31 causou 100% de inibicdo da germinacdo de sementes de Lactuca sativa L. na
concentracdo de 5 mg/mL (grafico 2). Posteriormente foram realizados testes em trés concentracGes
menores (2,5 mg/mL, 1,25 mg/mL e 0,625 mg/mL), para determinar a concentragdo minima inibitoria da
germinacao (gréficos 1 e 2).
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Gréfico 1: Comprimento das radiculas e hipocétilos de plantulas de

L.sativa L. tratadas com diferentes concentracéo do composto 31
*0 cédigo CEMZ-23 corresponde a amostra relativa ao produto 31.
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Gréfico 2: Porcentagem de inibi¢do da germinacgdo de sementes de

L.sativa L. do composto 31 em diferentes concentragdes
*0 cddigo CEMZ-23 corresponde a amostra relativa ao produto 31.
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Observou-se que na concentracdo de 2,5 mg/mL o composto 31 também causou 100% de inibicéo,
enquanto que nas concentragdes de 1,25 mg/mL e 0,625 mg/mL houve 67% e 43% de inibicdo da
germinacéo, respectivamente. Nos ensaios para verificar a acdo do composto 31 sobre o desenvolvimento
de hipocdtilos e radiculas de Lactuca sativa L., verificou-se que somente na concentragdo de 1,25 mg/mL,
houve uma redugdo no tamanho da radicula de 94%, como também uma reducéo de 89% no tamanho do
hipocétilo. Na concentragdo de 0,625 mg/mL, o composto 31 foi razoavelmente ativo sobre os
crescimentos da radicula (46% inibicéo) e do hipocétilo (38% de inibicdo).

O produto 31, um precursor na sintese da citosporona A (16), tem uma massa molecular de 322
g/mol. Um calculo aproximado indica que o valor de sua concentra¢gdo minima inibitoria para inibir a
germinacdo de 50% das sementes (ICsg) é de 2,48 mM. Estes resultados mostram que a substancia 31
apresenta alta atividade alelopatica sobre a germinacdo de sementes, bem como sobre o desenvolvimento
de radiculas (ICso = 2,11 mM) e hipocoétilos (ICs = 2,55 mM). A titulo de comparacdo, o herbicida
comercial acetocloro® apresenta uma 1Cso de 10° M para a germinacio de sementes de Lactuca sativa L.
[CAZAR et al, 2005]. Embora com uma atividade bem menor do que o produto comercial citado, pelos
resultados obtidos, o composto 31 é um candidato a principio ativo de herbicidas pds-semeadura. Sua
atividade pode ser potencializada através de modificagcfes estruturais simples, como a neutralizacdo do
grupo &cido e a producdo do sal de acido carboxilico, para melhorar a sua solubilidade em agua, um fator
que afeta diretamente a atividade alelopatica.

A citosporona A (16) foi submetida & avaliacdo de atividade alelopatica, através da mesma
metodologia. Como seu precursor sintético, o produto 31, mostrou uma atividade consideravel sobre a
germinacdo das sementes de alface e sobre o crescimento da radicula e do hipocétilo, além do registro de
atividade alelopética da citosporona A (16) na literatura [VOBLIKOVA et al, 1985], as concentracfes
testadas foram 1,25 mg/mL, 0,625 mg/mL e 0,312 mg/mL (graficos 3 e 4). Além disso, estendeu-se o
periodo de contagem das sementes germinadas, para uma melhor avaliagdo do tempo de acdo deste
composto sobre o processo de germinacao.

A citosporona A (16) foi mais ativa sobre a germinacdo do que a cafeina nas concentragdes de 1,25
mg/mL e 0,625 mg/mL, nos trés primeiros dias de testes (65% e 54% de inibicdo, respectivamente).
Porém esta eficacia diminuiu nos dias subseqiientes (grafico 3). Do mesmo modo, a citosporona A (16)
inibiu substancialmente o crescimento da raiz priméria e do hipocotilo (gréafico 4). Nas concentracdes de
1,25 mg/mL e 0,625 mg/mL, a amostra foi ativa na inibigdo do crescimento do hipocétilo (85% e 52%,

respectivamente) e mostrou atividade ainda superior para a raiz primaria (94% e 88%, respectivamente),
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em comparagdo com a substancia padrdo, a cafeina. A inibi¢cdo dos crescimentos do hipocétilo (23%) e da

raiz primaria (45%) foi observada mesmo na concentra¢do mais baixa testada, de 0,312 mg/mL.
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W 5° dia
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Gréfico 3: Porcentagem de inibi¢do da germinacao de sementes de L. sativa L. da citosporona A (16)
*0 cédigo CEMB-41-A corresponde a amostra relativa ao produto 16

30

N
o1
H

Tamanho (mm)
PPN
o o1 O o1 O
| L
—
tampéao

|
b

o 2 95 < 2 < <
oS o 5 g E Yo ¥ o2
Lo S8 ] D £ D I =
88 g2 22 28§ 235
re]
(2 g« oc°E oc°E
(O] (@] (@]

B Hipocatilo
W Raiz Primaria

Gréfico 4: Comprimento da radicula e hipocétilo de plantulas de L.sativa L.

tratadas com diferentes concentragdo de citosporona A (16)
*0 cddigo CEMB-41-A corresponde a amostra relativa ao produto 16

Diante desses resultados, e sabendo que a citosporona A (16) tem uma massa molecular de 294
g/mol, um célculo aproximado indica que sua concentragdo minima inibitoria para 50% das sementes
(ICs0) é de 2,04 mM, ou seja, esta substancia foi mais ativa do que o produto 31, seu precursor na rota

sintética. Tais dados s&o suficientes para afirmar que as hidroxilas fendlicas tém funcdo importante neste
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tipo de atividade bioldgica, pois a Unica diferenca estrutural entre os produtos 16 e 31 € o par de hidroxilas

fendlicas no lugar das metoxilas, respectivamente (figura 39). Assim como a substancia 31, a citosporona
A (16) tambeém é um excelente candidato a herbicida pos-semeadura.

.' """"""""""""""" \. .' """"""""""""""" \.
! OCH; 0 ' OH o '
: | :
' CO,H i CO,H '
I HyCO i1 HO ;
! 31 ' Citosporona A (16) '
(] [ (]
) [ )
0T E M. b MCGwz20mM . 3

Figura 39: Concentragdo minima inibitéria para 50% das sementes (1Cs) dos produtos 31 e 16

H4 evidéncias cientificas de que moléculas cujas estruturas quimicas apresentem alguma separagdo
de cargas i6nicas com distancia da ordem de 0,5 nm demonstram atividade alelopatica, como o acido
indolacético, o &cido fenilacético e o agroquimico 2,4-D [PORTER e THIMANN, 1965]. Esta separacéo
de cargas € observada também na estrutura quimica do produto 31 e da citosporona A (16), de maneira

semelhante, como se observa na figura 40.

A separacao das cargas parece ser uma caracteristica em comum entre diversas moléculas com poder
de atividade alelopatica, fator igualmente observado nas estruturas de 16 e 31. O receptor bioldgico
responsavel do vegetal deve aceitar moléculas com essa caracteristica, e dessa forma elas interferem no
desenvolvimento da planta. Nossas duas amostras apresentam essa separacdo de cargas de forma muito
semelhante ao acido fenilacético, porém o grupo acila presente nas estruturas da citosporona A (16) e do

produto 31 aumenta a concentragdo da carga positiva localizada no anel aromatico, por ressonancia.
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Figura 40: Separacéo de cargas idnicas para a citosporona A (16) e o produto 31
*Estruturas tridimensionais calculadas no programa Chem Draw 3D Ultra 8.0
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3.6.2. Atividade inibitoria da enzima tirosinase
3.6.2.1. Em solucéo

Os compostos 27, 31 e 35 foram testados frente a enzima tirosinase, para avaliar o potencial de
inibicdo da atividade enzimatica de cada uma dessas amostras. A enzima tirosinase esta relacionada, por
exemplo, com a formacdo do exoesqueleto de insetos e catalisa uma das etapas da biossintese da
melanina, substancia responsavel pela pigmentacdo da pele [MATSUBARA et al, 1997], entre outras
funcgdes bioldgicas importantes.

H
OCH; O 0 OH OCHg,

O
COOH
H3CO H3CO Cl H3CO

31 o
35 27

As amostras foram solubilizadas em agua:Tween 20 (90:10, V:V), sistema no qual somente a enol
lactona 27 permaneceu insoltvel, mesmo apds intensa agitacdo e aquecimento. Apds a adicdo de tampéo
fosfato, L-DOPA e solugéo da enzima tirosinase (em tampéo fosfato) ao meio reacional (esquema 27),

foram realizadas as leituras das absorbancias no espectrémetro. O grafico 5 mostra as leituras obtidas:
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Graéfico 5: Leituras de absorbancia para os compostos 31 e 35
para a avaliacdo da atividade inibitéria da enzima tirosinase
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A absorbancia reduzida em relacdo ao valor do branco, no grafico, significa que esta ocorrendo a

inibicdo na atividade da enzima, pois 0 produto da reacdo catalisada pela tirosinase (dopaquinona) €
convertido a dopacromo, e este torna a solu¢cdo mais escura. Portanto, onde ndo existe inibidor algum, a

absorbancia deve aumentar, exatamente como ocorre com a linha do branco.

COOH COOH COOH
NH, tirosinase D/\r tirosinase

tirosina L-DOPA dopaguinona

Esquema 27: ReagOes catalisadas pela enzima tirosinase
*a dopaquinona sofre um rearranjo a dopacromo, tornando a solugéo escurecida

O percentual de inibicdo é calculado segundo a formula (Abranco -Ainibidor)/Abranco™100%,
considerando a absorbancia do branco e das amostras ap6s 10 minutos de reacdo. Na tabela 20,

encontram-se 0s resultados.

.....

para os compostos 31, 35 e 27

Concentracao Inibicdo da
Substancia final testada atividade
(mM) enzimatica (%0)
OCH; Q
1 15,85
COOH
H3CO
31
(o] OH
1 20,73
H,CO' Cl
35
H Insoldvel n .
OCH;, SOIUVE] nesse Impossivel
sistema de .
determinar
solvente
O
H5CO
[e]
27
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As amostras apresentaram uma inibicdo moderada da atividade da enzima tirosinase, na

concentragéo testada de 1 mM. O composto 35 foi ligeiramente mais ativo do que o composto 31.

3.6.2.2. Em camada delgada

Como ndo houve solubilidade para a enol lactona 27 no solvente &gua:Tween 20 (90:10, V:V),
devido ao seu baixo grau de polaridade e alto fator lipofilico, foi providenciada uma metodologia
alternativa para esta avaliacdo biologica, em cromatografia de camada delgada. Neste caso, cada amostra
poderia ser solubilizada em um solvente apropriado, desde que esse solvente fosse volatil o bastante para

ndo interferir na avaliacdo do teste e na visualizagdo dos halos formados na placa cromatogréfica.

Além do composto 27, as citosporonas A (16) e B (17) e os compostos 31 e 35 foram testados frente
a enzima tirosinase em cromatografia de camada delgada (CCD). A substancia utilizada como controle
positivo foi o &cido ascorbico, que possui conhecida atividade inibitoria da enzima tirosinase [ROS et al,

1993].

COOH
CltOSPOFOHa A (16) Citosporona B (17) HyCO
O OH
H
o HaCO Cl
HaCO 35
27 O

Os resultados observados na placa cromatografica estdo mostrados na figura 41. Na primeira coluna,
estdo os pontos de aplicacdo correspondentes aos brancos: agua, cloroférmio, acetato de etila e metanol,
nessa sequéncia, de cima para baixo. Na segunda coluna, estdo os nimeros das cinco amostras testadas.
Nas cinco colunas seguintes (32 a 79), estdo os pontos de aplicagcdo das amostras, com uma massa aplicada
especifica (10 pg a 0,75 pg) e na ultima coluna, as cinco aplicagdes do acido ascorbico (controle).
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i Amostras Massa aplicada
(n°) (Ug) controle i
Massa aplicada (ug)
i Branco i : 10 5 2,5 1,25 0,75 i

Figura 41: Foto da placa cromatografica com os resultados da agdo das substancias
16, 17, 27, 31 e 35 e do &cido ascorbico sobre a atividade da enzima tirosinase

A reacdo observada na placa cromatogréfica é a oxidacdo de L-DOPA a dopaquinona, catalisada
pela enzima tirosinase (esquema 27). A solucdo de L-DOPA é incolor, porém a dopaquinona sofre
rearranjo a dopacromo e este apresenta uma certa coloracdo, por isso a placa cromatogréfica fica
escurecida. Os halos claros observados na placa s&o as regifes onde a oxidagdo ndo procedeu, pois hd uma
substancia que impediu a agdo catalitica da enzima. Ou seja, o halo claro indica que a substancia é

inibidora da atividade da enzima tirosinase.

Observando primeiro as manchas do acido ascorbico, utilizado como controle positivo, nota-se que
ele inibe a acdo da enzima com 17,6 pg de aplicacdo mas ndo inibe com uma massa menor do que 8,80
Mg, portanto o &cido ascérbico inibiu a atividade da enzima tirosinase em concentracdo maior do que 8,80
Hg e menor ou igual que 17,6 pg. Entre as amostras, exceto o composto 35, todas inibiram a atividade

enzimatica nas cinco concentragdes aplicadas (10 ug, 5ug, 2,5 pg, 1,25 pg e 0,75 pg).
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No teste realizado em solu¢do, o composto 35 havia mostrado atividade inibitoria de 20,73% na

concentracdo de 1 mM, mas ndo foram observados halos claros nos seus pontos de aplicagdo no teste em
CCD. Uma possivel explicacdo para isso € que o solvente utilizado na solubilizacdo do composto 35, o

metanol, tenha interferido na ag&o inibitoria da amostra através do seu halo de difusdo na placa.

Estdo sendo realizados estudos especificos para uma melhor compreensdo das correlagdes estrutura
quimica — atividade inibitoria da enzima tirosinase. Fatores como o tamanho da cadeia alquilica e a
disposicdo das hidroxilas ou metoxilas no anel aromatico podem ser importantes para o entendimento de

como essas substancias agem na inibi¢do da atividade enzimética.

3.6.3. Atividade inseticida sobre larvas de Aedes aegypti

Os compostos 27 e 31 e as citosporonas A (16) e B (17) foram testados sobre larvas do mosquito

transmissor da dengue, o Aedes aegypti.

OH O OH O

H
OCHjs
COOCH COOCH,CH
HO HO 2 o
Citosporona A (16) Citosporona B (17) H3CO %
27
OCH3;0
COOH
H;CO
31

Nenhum desses compostos interferiu significativamente no desenvolvimento das larvas do mosquito,
na concentragéo testada de 0,012 mg/mL. O composto 31 provocou a morte de cerca de 3% das larvas e as
citosporonas A (16) e B (17) foram fatais para 0,63% e 1,25% das larvas, respectivamente.

Esta pequena mortandade nédo indica, necessariamente, que esses compostos ndo tenham atividade
inseticida sobre as larvas de Aedes aegypti, mas € suficiente para afirmar que esta atividade inseticida é
pequena em baixas concentracdes. Os larvicidas comerciais apresentam uma toxicidade intensa para as
larvas do mosquito transmissor da dengue em concentragéo bem baixa e este teste procurou comparar esta

concentragdo com o poder toxico das amostras testadas.
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3.6.4. Atividade inseticida sobre Sitophilus zeamais (gorgulho-do-milho)

Os compostos 27, 31, e 35 e as citosporonas A (16) e B (17) foram testados sobre o inseto adulto
Sitophilus zeamais, uma praga agricola comum conhecida como gorgulho-do-milho. Os resultados

encontram-se na tabela 21. oH o

COOH COOCH,CHj
HO'

Citosporona A (16) Cltosporona B (17)

OCHg, 3co OCHs

COOH
HsCO H3CO

Tabela 21: Mortalidade (%) de adultos de Sitophilus zeamais em
graos de trigo tratados com amostras

Mortalidade/Dia

Substancia S° 10°
(0] OH
M/\)Ib\ 12,0 (a) 17,0 (a)
HyCO Cl
OCH3
- 7,50 (b) 55 (c)
HsCO
OCH3
4,0 () 11,5 (b)
HsCO
Controle 0,5 (d) 1,0 (d)

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferiram uma da outra pelo teste de Tukey em 5% de significancia.
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Para a metodologia empregada, os lipideos fendlicos (citosporonas A (16) e B (17)) ndo
apresentaram efeito inseticida relevante e s6 foi registrada mortalidade de adultos a partir do quinto dia,
por isso a tabela 21 mostra os resultados dos dias 5 e 10, somente. Por outro lado, os compostos 27 e 31
apresentaram um baixo efeito sobre o inseto testado, e o composto 35 foi razoavelmente ativo, sendo fatal
para cerca de 17% dos insetos no décimo dia.

Como esse teste implica na pulverizagdo dos grdos de trigo com as amostras solubilizadas em um
solvente adequado, é possivel que a baixa atividade seja decorrente da falta de permeabilidade das
amostras sobre a superficie do trigo. E evidente que, uma vez comprovada a possivel atividade inseticida
dos compostos testados, essas substancias passardo por um processo de formulagdo industrial, o qual
destina-se a melhorar os aspectos fisicos dos principios ativos de misturas inseticidas, como solubilidade
em agua e conseqliente permeabilidade na planta e/ou no inseto, estabilidade térmica, entre outros fatores

importantes.
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4. Parte experimental

4.1. Material e métodos
Os solventes utilizados foram: éter etilico, acetato de etila, hexano, diclorometano, metanol,
cloroférmio e tolueno. Eles foram evaporados a pressdo reduzida em rotavapor Fisaton 802D. Os
solventes tratados e recuperados foram destilados no préprio laboratério e outros foram adquiridos
das marcas Merck, Synth, Dindmica e Chemco.
Os principais reagentes utilizados foram: n-octanol, permanganato de potassio, carbonato de sddio,
cloreto de aluminio anidro, cloreto de tionila, acido 3,5-dimetoxibenzoico, acido 3,5-dimetoxifenil
acético, brometo de tetrabutilamdnio, hidroxido de sodio, &cido cloridrico concentrado, acido
sulfarico concentrado, cloreto de sodio, boridreto de sddio, alcool etilico anidro e sulfato de
magnésio. Todos eles foram adquiridos comercialmente de diversas empresas do setor de produtos
quimicos, como Acros, Synth e Merck.
Todas as amostras e reagentes foram pesados na balan¢ca BG-100 Gehaka com precisdo 0,0001.
Os espectros de RMN de *H foram obtidos em 300 MHz e de *C em 75 MHz em espectrometro
Bruker AVANCE DPX-300 do Departamento de Quimica da UFMS. As amostras foram
dissolvidas em CDCl;, CD3;0D ou DMSO-ds e os deslocamentos quimicos foram registrados em
valores de & (ppm) e as constantes de acoplamento foram expressas em Hertz (Hz). Os sinais
foram caracterizados como: s (singleto), sl (singleto largo), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t
(tripleto), m (multipleto), q (quarteto) e gt (quinteto).
As analises cromatograficas em camada delgada (CCD) foram feitas em cromatofolhas em
aluminio e silica gel 60 F,s4, de tamanhos variados, em geral com 1 cm de base e 4 cm de altura.
Para a visualizagdo dos componentes, foi utilizada uma lampada ultravioleta (254 e 366 nm),
mergulho em solucgéo de vanilina e aquecimento a 100°C ou no vapor de iodo (I2).
As colunas cromatogréaficas foram preparadas com gel de silica 60 (0,040 — 0,063 mm) da Merck.
Os eluentes utilizados foram misturas de hexano, acetato de etila e diclorometano, em proporgdes
variadas, dependentes das polaridades relativas das substancias a serem separadas.
Os programas computacionais usados foram: ChemDraw Ultra 8.0 e ACD Labs LogP dB, para
nomear as substancias de acordo com a nomenclatura IUPAC e realizar calculos teoricos diversos.
ACD Labs 1D (e 2D) NMR Manager e ACD Labs UV-IR Manager, para 0 processamento de
espectros de RMN e IV.

O cromatdgrafo liquido utilizado tem a bomba modelo Shimadzu LC6-AD.
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4.2. Procedimentos experimentais (sintese)

4.2.1. Acido octandico (procedimento 1)
0

KMnO4 / Nach3
NN - //~\¢/~\v/A\v/u\
OH OH

Em um baldo de fundo redondo, uma massa de 4,0 g (31,0 mmol) de alcool n-octilico foi misturada
com 6,6 mL de solugdo aquosa contendo 2,0 g (18,9 mmol) de carbonato de sddio (Na,COs). Entdo, um
volume de 121,8 mL de solucdo aquosa contendo 10,3 g (65,2 mmol) de permanganato de potéssio
(KMnQy) foi adicionado ao meio. A reacdo prosseguiu a baixa temperatura (4°C), sobre um banho de gelo
e &gua, por 4 horas, com agitacdo constante. Depois, a reacdo prosseguiu a temperatura ambiente. Apos 12
horas, a mistura foi filtrada. O liquido filtrado foi coberto com éter etilico em um funil de separacéo, e a
fase etérea (organica) foi descartada. Este procedimento removeu o alcool que ndo reagiu, ja que o acido
estava na forma de sal carboxilico e encontrava-se na fase aquosa. A fase aquosa foi acidificada com acido
sulfurico diluido, para entdo ser extraida com éter etilico (3x40,0 mL). A fase organica foi secada com
sulfato de magnésio (MgSQ,), filtrada e concentrada no rota-evaporador. Rendimento: 800 mg, 18%,
liquido transparente levemente amarelado. Dados espectrais: RMN de *H) 81(300 MHz, CDCls): 2,38 (t, J
= 6 Hz, 2H); 1,67 (qt, J = 6 Hz, 2H); 1,20 a 1,40 (m, 8H) e 0,91 (t, J = 6,7 Hz, 3H). RMN de *C) 5¢(75
MHz, CDCls): 179,2 (C); 33,9 (CH,); 31,6 (CH,); 29,0 (CH,); 28,9 (CH,); 24,7 (CH,); 22,6 (CH,) e 14,0
(CHsy).

4.2.2. Acido octandico (procedimento 2) [MAHMOOD et al, 1999]
0

KMnO,4 / TBABr
/\/\/\/\OH /\/\/\)I\OH

25 26

Uma massa de 4,0 g (31,0 mmol) de &lcool n-octilico foi misturada com 79,0 mg (0,25 mmol) de
brometo de tetrabutilaménio (TBABr) em um baldo com 50,0 mL de agua, adaptado a um condensador. A
mistura foi aquecida até 70°C, sob agita¢do. Entdo, 50,0 mL de uma solugdo aquosa contendo 6,8 g (43,23
mmol) de permanganato de potassio (KMnQ,) foi adicionada em aliquotas de 10%, por um periodo de 2
horas e 30 minutos. A reacdo permaneceu sob aquecimento (70°C) e agitacdo por 4 horas. A reacdo foi
acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano
(40/100), revelado em vanilina. Apds esse periodo, deixou-se o baldo esfriar. A mistura foi filtrada em
celite, preferencialmente sob pressdo reduzida, lavando-se o sdlido com agua morna (60°C). Extraiu-se
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com éter etilico e a fase organica, contendo o alcool que ndo reagiu, foi descartada. A fase aquosa foi
acidificada até pH 1, com &cido sulfurico concentrado, e extraida com éter etilico. A fase organica foi
lavada com agua destilada e secada com sulfato de magneésio anidro (MgSO,). Ap6s a filtracdo, removeu-
se 0 solvente orgénico no rota-evaporador. Rendimento: 3,0 g, 70%, liquido transparente levemente

amarelado.

4.2.3. (Z)-3-heptilideno-4,6-dimetoxiisobenzofurano-1(3H)-ona (27)

OCHs

H
OCH;

0 H,CO COH J

/\/\/\)j\ SOClZ I 21 0
OH /\/\/\)j\(“

CH,Cl, CH,Cl, AICl; Hco
refluxo 21 O
+ subprodutos 22 e 28

Formacéo do cloreto de acido: em um baldo com 7,5 mL de diclorometano seco, foram adicionados
356,0 mg (2,47 mmol) de &cido octandico, e 0,36 mL (4,94 mmol) de cloreto de tionila (SOCI,). A
mistura foi agitada e aquecida sob refluxo por 4 horas. Apds o resfriamento, o solvente foi evaporado.
Nesse caso, na equalizacéo da presséo, utilizou-se um tubo secante para evitar a entrada de umidade do ar.
Entdo, um volume de 9,4 mL de diclorometano seco foi adicionado ao baldo, onde se encontrava o cloreto
de acido formado. Acilacdo de Friedel-Crafts: para uma solucdo de 300 mg (1,65 mmol) de 21 em 7,0 mL
de diclorometano seco, foi adicionado uma massa de 660 mg (4,94 mmol) do cloreto de aluminio anidro
(AICIs), seguido da adicdo da solucao do cloreto de &cido em diclorometano no baldo da reagéo, que deve
estar sobre um banho de gelo e agua. Entdo, a mistura foi agitada por 6 horas, a temperatura ambiente.
Tratou-se a mistura com 20,0 mL de HCI 18%. A solucdo resultante foi extraida com acetato de etila. O
extrato foi lavado com hidroxido de sddio (NaOH) 5%, &gua destilada, solucéo aquosa de cloreto de sddio
e finalmente secado com sulfato de magnesio anidro (MgSO,). Apos a filtragdo, os solventes foram
evaporados e o produto purificado em coluna cromatografica com silica de baixa granulometria (0,040
mm a 0,063 mm), com eluente 6/1 (hexano/acetato de etila). Material de partida recuperado: 189,0 mg.
Rendimento: 160,0 mg, 93%, cristal branco. Ponto de fusdo: 85°C. Dados espectrais: RMN de *H) 34(300
MHz, CDCls): 6,90 (d, J = 3 Hz, 1H); 6,67 (d, J = 3 Hz, 1H); 5,77 (t, J = 9 Hz, 1H); 3,92 (s, 3H); 3,85 (s,
3H); 2,42 (g, J = 9 Hz e 6 Hz. 2H); 1,28 a 1,54 (m, 8H) € 0,87 (t, J = 6 Hz, 3H). RMN de *C) 8¢(75 MHz,
CDCls): 171,5 (C); 162,1 (C); 155,4 (C); 143,9 (C); 127,2 (C); 121,7 (C); 112,6 (CH); 105,2 (CH); 98,2
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(CH); 56,0 (CHa); 55,8 (CHs3); 31,9 (CHy); 29,5 (CHy); 29,0 (CHy); 26,2 (CHy); 22,6 (CHy) e 14,1 (CHj3).
RMN NOE 2D) correlagdes observadas (300 MHz, CDCls):

27

Correlagdes 'H x *H NOE 2D
IV (Vmax (cm™)): 3014; 2954: 2923: 2852; 1772; 1760; 1683; 1620; 1596: 1506; 1326; 1157 e 1035.
Pastilha de KBr. EM (m/z): formula molecular calculada C17H2,04; [M* = 290]; [M" - CsH11 = 219].

4.2.4. (Z)-3-heptilideno-4,6-diidroxiisobenzofurano-1(3H)-ona (29)

OCHj OH

AICI; CH,Cl,

refluxo
H,CO HO
27 6] 29 o

Em um baldo com condensador e tubo secante, uma massa de 20,0 mg (0,069 mmol) do substrato 27
foi solubilizada em 10,0 mL de diclorometano anidro. Ent&o, 133,0 mg (0,996 mmol) de AICI; anidro foi
adicionado ao baldo e a mistura permaneceu sob agitacdo e refluxo por sete horas, com acompanhamento
por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente hexano/acetato de etila (2/1), revelado em
iodo. A reagdo foi seguida com adigdo de gotas de dgua gelada e solugdo diluida de HCI. Extraiu-se com
acetato de etila (3x20,0 mL). O extrato organico foi lavado com agua, solugéo saturada de cloreto de sddio
e secado com sulfato de magnésio anidro (MgSO,). Apos a filtracdo, os solventes foram evaporados e o
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produto analisado por RMN. Os espectros mostraram que ndo houve formacéo alguma do produto 29 e

ainda ocorreu a degradacdo da enol lactona 27.

4.2.5. Acido 2-(3,5-dimetoxi-2-octanoilfenil) acético (31) + 33 + 35

OCH;0
e /&/\/\/\ /\/\/\)JD\/
/©\/ CH,CI, AICI CO,H
H3CO COZH 2%12 3 2 H3CO COZH
30 refluxo
QO  OH
+ /\/\/\)Jj@\
H,CO Cl
35

Formagéo do cloreto de acido: em um baldo com 3,5 mL de diclorometano seco, foram adicionados
165,0 mg (1,148 mmol) de acido octandico, e 0,17 mL (2,296 mmol) de cloreto de tionila (SOCI,). A
mistura foi agitada e aquecida sob refluxo por 4 horas. Apds o resfriamento, o solvente foi evaporado.
Nesse caso, na equalizacéo da presséo, utilizou-se um tubo secante para evitar a entrada de umidade do ar.
Entdo, um volume de 4,4 mL de diclorometano seco foi adicionado ao baldo, onde se encontrava o cloreto
de &cido formado. Acilacdo de Friedel-Crafts: para uma solucdo de 150,0 mg (0,765 mmol) de 30 em 4,0
mL de diclorometano seco, foi adicionado uma massa de 306,0 mg (2,296 mmol) do cloreto de aluminio
anidro (AICls), seguido da adi¢do da solucdo do cloreto de &cido em diclorometano no baldo da reacéo,
que deve estar sobre um banho de gelo e 4gua. Entdo a mistura foi agitada a temperatura ambiente, com
acompanhamento por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano
(1/1), revelado em luz ultravioleta e vanilina. Tratou-se a mistura com 10,0 mL de HCI 18%. A solucéo
resultante foi extraida com acetato de etila. O extrato foi lavado com agua destilada, solugdo aquosa de
cloreto de sddio e finalmente secado com sulfato de magnésio anidro (MgSO,). Apos a filtracdo, os
solventes foram evaporados e o produto purificado em coluna cromatografica com silica de baixa
granulometria (0,040 mm a 0,063 mm), com eluente 6/3/1 (hexano/acetato de etila/diclorometano).
Material de partida recuperado: 86,0 mg.

a) produto 31: 95,0 mg, 90%, cristal branco levemente amarelo, ponto de fusdo: 74°C. Dados
espectrais: RMN de *H) 34(300 MHz, CDCls): 6,49 (d, J = 2 Hz, 1H); 6,42 (d, J = 2 Hz, 1H); 3,85 (s, 3H);
3,83 (s, 3H); 3,53 (s, 2H); 2,92 (t, J = 7 Hz, 2H); 1,66 (qt, J = 7 Hz, 2H); 1,39 a 1,21 (m, 8H) ¢ 0,88 (t, J =
7 Hz, 3H). RMN de **C) 8¢(75 MHz, CDCls): 210,1 (C); 172,3 (C); 162,6 (C); 159,9 (C); 135,4 (C); 122,7
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(C); 107,6 (CH); 98,2 (CH); 55,7 (CHs); 55,5 (CHg3); 44,2 (CHy); 41,5 (CHy); 31,6 (CHy); 29,3 (CHy);
29,0 (CHy); 24,7 (CHy); 22,6 (CHy) e 14,1 (CHs). IV (vmax (cm™)): 3002; 2950; 2918; 2850; 1706; 1652;
1598; 1456; 1313; 1161; 1087 e 846. Pastilha de KBr. EM (m/z): férmula molecular calculada C1gH60s;
[M*-2=2320]; [M" - CsHy5 = 223]; [M" - C;H35 - CO = 195]; ]; [M" - C7H15 - CO - OH = 178].

b) produto 33: 5,0 mg, cristal vermelho opaco, ponto de fusdo: 93°C. Dados espectrais: RMN de *H)
d1(300 MHz, CDCly): 13,35 (s, 1H); 6,49 (d, J = 2 Hz, 1H); 6,30 (d, J = 2 Hz, 1H); 3,87 (s, 3H); 3,56 (s,
2H); 2,99 (t, J = 7 Hz, 2H) 1,66 a 1,61 (m, 2H); 1,30 a 1,23 (m, 8H) e 0,87 (t, J = 7 Hz, 3H). RMN de **C)
5¢(75 MHz, CDCls): 207,6 (C); 175,9 (C); 164,8 (C); 161,3 (C); 141,4 (C); 111,8 (CH); 110,2 (C); 102,5
(CH); 55,7 (CH3); 44,9 (CHy); 41,3 (CH,); 31,7 (CHy); 29,4 (CH,); 29,2 (CHy); 24,5 (CHy); 22,6 (CH,) e
14,1 (CH3). RMN HMQC (CDCls)) correlagdes importantes observadas 'H x 3C: H3 x Cs; Hs x Cs; Hy x
C7; Hg X Co; Hi1 X Cu1; Hiz X Ci2; Hiz X Ci3; His X Cus; His X Cis; Hig X Ci6 € Hi7 X C17 . RMN HMBC
(CDCly)) correlacdes importantes observadas *H x **C: Hon X (C1, Cs, Cs, C2 € Cio); Hz X (C7, C1, Cs €
C2); Hs X (C1o, C1, Cy, C3, C4 € Cs); H7 X (Cs, Csg, Cs € Cs); Hg X (Cg € Cs); Hix X (Cio, C12 € Cy3); Hiz X

(Ci3 € C1p); Hiz X (C14 € C11); Hia X (Cis); His X (C17); His X (C17) € Hi7 X (Cy6 € Cis).
(0] OH

16 14 12 0 2
”~ 7~ A
1777 N N N NS

33
IV (Vmax (cm™)): 3413; 2952; 2923: 2852: 1726; 1627; 1569; 1423; 1224 e 1108. Pastilha de KBr.

c) produto 35: 5,0 mg, pé branco, ponto de fusdo: 124°C. Dados espectrais: RMN de *H) 81(300
MHz, CD3;0D): 6,50 (d, J = 2 Hz, 1H); 6,40 (d, J = 2 Hz, 1H); 3,87 (s, 3H); 2,96 (t, J = 7 Hz, 2H) 1,65 a
1,50 (m, 2H); 1,40 a 1,20 (m, 8H) e 0,85 (t, J = 7 Hz, 3H). RMN de **C) 3¢(75 MHz, CD;0D): 209,6 (C);
162,0 (C); 145,9 (C); 111,7 (CH); 111,3 (C); 104,5 (CH); 55,5 (CHa); 44,6 (CH,); 31,6 (CH,); 29,2 (CHy);
29,0 (CHyp); 24,7 (CHy); 22,5 (CH2) e 14,3 (CH3). RMN HMQC (CD30D)) correlagdes importantes
observadas *H x *C: Hz x Cs; Hs X Cs; Hio X C1o; Ho X Cg; Hg X Cg; H11 X C11; Hiz X C12; Hiz X Cus; Hag X
Cus € His X C15. RMN HMBC (CD30D)) correlacdes importantes observadas *H x *C: Hz x (Cz, Cs e C1);
Hs X (Cs, C4, C3 & Cy); Hg X (Ce); Hg X (C7, C1o € Cu1); Hio X (Co, C12 € C7); Hi1z X (C1o, C12 € Cy); Hiz X
(C13); H13 X (C1s, C12 € Cu11); H1a X (C13 € C12) € His X (C14 € C1a).
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T

14 12 10 7 2

/
15/ N3 \11/ o \il/ \i

/6\ /4\
(I) 5 Cl
8 35

IV (Vmax (cm™)): 3407; 2948: 2925: 1627; 1596; 1577; 1421; 1392; 1230 e 1105. Pastilha de KBr.

4.2.6. Acido 2-(3,5-diidroxi-4-octanoilfenil) acético (36)

0 OH
0 OH
cooH —akCls
—_—
H,CO Tolueno COOH
refluxo HO
33 36

Em um baldo com condensador e tubo secante, uma massa de 41,9 mg (0,136 mmol) do substrato 35
foi solubilizada em 15,0 mL de tolueno anidro. Entdo 262,0 mg (1,963 mmol) de AICIl; anidro foi
adicionado ao baldo e a mistura permaneceu sob agitacdo e refluxo por sete horas, com acompanhamento
por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (2/1), revelado em
iodo. A reagdo foi seguida com adigdo de gotas de dgua gelada e solugdo diluida de HCI. Extraiu-se com
acetato de etila. O extrato orgénico foi lavado com &gua, solucéo saturada de cloreto de sodio e secado
com sulfato de magnésio anidro (MgSQ,). Apos a filtragdo, os solventes foram evaporados e o produto
purificado em coluna cromatografica com silica de baixa granulometria (0,040 mm a 0,063 mm), com
eluente 1/1 (hexano/acetato de etila). Material de partida recuperado: 8,9 mg. Rendimento: 11,6 mg, 37%,
cristal branco avermelhado, ponto de fusdo: 73°C a 77°C. Dados espectrais: RMN de *H) 5,4(300 MHz,
CD50D): 6,31 (s, 2H); 3,46 (s, 2H); 3,10 (t, J = 7 Hz, 2H); 1,67 (qt, J = 7 Hz, 2H); 1,40 a 1,23 (m, 8H) e
0,91 (t, J = 7 Hz, 3H). RMN de **C) 3¢(75 MHz, CD;0D): 209,3 (C); 174,4 (C); 163,4 (C); 144,6 (C);
110,1 (C); 109,4 (CH); 44,4 (CHy); 42,1 (CHy); 32,9 (CHy); 30,5 (CHy); 30,3 (CHy); 25,8 (CHy); 23,7
(CH>) e 14,4 (CHs). RMN HMQC (CD3s0OD)) correlacdes importantes observadas *H x **C: Hs x Cs; Hg x
Cs; Hg X Cg; Hg X Co; Hig X Cio; Hi1 X Cy1; Hiz X Ci2; Hiz X Ci3 € Hiy X Ci4. RMN HMBC (CD3;0D))
correlacBes importantes observadas *H x **C: Hz X (C2, C4, Cs, C1, C7 € Cs); Hg X (C4, C7 € Cs); Hg X (Cs,

Sintese total e avaliacao biologica das citosporonas A-C: Octacetideos com potencial propriedade pesticida



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Parte Experimental 96

Cy e Cyp); Hg X (Cs, C11 € Cs); Hig X (C11 € Cg); Hia X (C1o, Ci2 € Ci3); Hiz X (C11, Ci3 € Ci1a); Hiz X (Cag €
C12) e Hig X (C12, C13 € Cyp).

13 1 9 5
N 1\10/ NN

IV (Vmax (Cm'l)): 3409; 3249; 2952; 2921; 2852; 1714; 1697; 1637; 1581; 1429; 1232 e 1066.
Pastilha de KBr.

4.2.7. Citosporona A (16)

OCH; O oH 9
AICl;
—»
COOH Tolueno COOH
HaCO refluxo HO
31 citosporona A (16)

Em um baldo com condensador e tubo secante, uma massa de 40,0 mg (0,124 mmol) do substrato 31
foi solubilizada em 10,0 mL de tolueno anidro. Entdo 239,0 mg (1,786 mmol) de AICIl; anidro foi
adicionado ao baldo e a mistura permaneceu sob agitacdo e refluxo por sete horas, com acompanhamento
por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (2/1), revelado em
iodo. A reagdo foi seguida com adigdo de gotas de dgua gelada e solugdo diluida de HCI. Extraiu-se com
acetato de etila. O extrato orgénico foi lavado com &gua, solucéo saturada de cloreto de sodio e secado
com sulfato de magneésio anidro (MgSQ,). Apos a filtragdo, os solventes foram evaporados e o produto
purificado em coluna cromatografica com silica normal, com eluente 1/1 (hexano/acetato de etila).
Rendimento: 33 mg, 90%, cristal branco, ponto de fusdo: 109°C a 113°C. Dados espectrais: RMN de *H)
31(300 MHz, CD30D): 6,26 (d, J = 2 Hz, 1H); 6,22 (d, J = 2 Hz, 1H); 3,56 (s, 2H); 2,92 (t, J = 7 Hz, 2H);
1,62 (qt, J = 7 Hz, 2H); 1,45 a 1,25 (m, 8H) e 0,90 (t, J = 7 Hz, 3H). RMN de *C) 3¢(75 MHz, CD;0OD):
209,7 (C); 175,4 (C); 161,4 (C); 159,8 (C); 137,3 (C); 121,4 (C); 111,6 (CH); 102,7 (CH); 45,2 (CHy);
40,6 (CHy); 32,9 (CH,); 30,4 (CH,); 30,3 (CHy,); 25,6 (CHy); 23,7 (CHy) e 14,4 (CH3). IV (Vmax (cm™)):
3394; 2954; 2923; 2854; 1650; 1593 e 1110. Pastilha de KBr.
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4.2.8. Citosporona B (17)

OH o) OH 0

EtOH _ 1o
H,SO,
refluxo

o OH o) o/\

Citosporona A (16) citosporona B (17)

HO

Em um baldo com tubo secante, uma massa de 22,9 mg (0,078 mmol) do substrato 16 foi
solubilizada em 10,0 mL de etanol anidro, seguido da adi¢do de uma gota de acido sulfdrico concentrado.
A mistura reacional permaneceu sob agitacdo e refluxo por uma hora, com acompanhamento por
cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/1), revelado em luz
ultravioleta e iodo. Para a extracdo, 20,0 mL de diclorometano foi adicionado. O extrato orgénico foi
lavado com agua destilada (4x10,0 mL), solucdo aquosa de bicarbonato de sodio (NaHCO3), solugédo
aquosa de cloreto de sodio (NaCl) e secado com sulfato de magnésio anidro (MgSO,). Apos a filtracdo, o
solvente foi evaporado. Rendimento: 24 mg, aproximadamente quantitativo (100%), sélido marrom, ponto
de fusdo: 38°C. Dados espectrais: RMN de *H) 54(300 MHz, CDCls): 6,27 (sl, 1H); 6,25 (s, 1H); 4,18 (q,
J=7Hz, 2H); 3,82 (s, 2H); 2,81 (t, J = 7 Hz, 2H); 1,72 a 1,60 (m, 2H); 1,34 a 1,15 (m, 11H) € 0,86 (t, J =
7 Hz, 3H). RMN de **C) 8¢(75 MHz, CDCls): 206,7 (C); 171,3 (C); 164,5 (C); 160,2 (C); 136,7 (C); 116,6
(C); 112,5 (CH); 103,3 (CH); 61,6 (CH.); 43,4 (CH,); 41,8 (CH,); 31,7 (CH,); 29,2 (CH,); 29,1 (CH,);
24,3 (CHy); 22,6 (CHy); 14,1 (CHs) e 14,0 (CHa). IV (Vmax (cm™)): 3255; 2954; 2923; 2854; 1708; 1612;
1573; 1261 e 1157. Pastilha de KBr.

4.2.9. Citosporona C (18)

OH O
OH
o
COOH NaBH,
HO EtOH
Citosporona A (16) HO O

rac-Citosporona C (18)
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Em um baldo com tubo secante, uma massa de 10,4 mg (0,035 mmol) do substrato 16 foi
solubilizada em 5,0 mL de etanol anidro. Entdo uma massa de 2,5 mg (0,061 mmol) de boridreto de sddio
(NaBH,) foi adicionada ao baldo da reagdo e a mistura permaneceu sob agitacdo por 24 horas, a
temperatura ambiente, com acompanhamento por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente
acetato de etila/hexano (1/1), revelado em luz ultravioleta e iodo. A elaboragio da reagdo ocorreu com a
adicdo de uma gota de &cido cloridrico concentrado (37%) e 10,0 mL de &gua destilada. O produto foi
extraido com cloroférmio (3x20,0 mL), lavado com agua destilada (2x20,0 mL) e a fase organica foi
secada com sulfato de magnésio anidro (MgSO,). Apos a filtragdo, o solvente foi evaporado e o produto
purificado em coluna cromatografica com silica de baixa granulometria (0,040 mm a 0,063 mm) e eluente
hexano/acetato de etila (2/1). Rendimento: 8,8 mg, 90%, 6leo amarelado. Dados espectrais: RMN de *H)
54(300 MHz, CDs0D): 6,22 (sl, 1H); 6,13 (sl, 1H); 5,60 (dd, 'J = 8,2 Hz, 2J = 5,5 Hz, 1H); 3,76 (d, J =
19,5 Hz, 1H); 3,45 (d, J = 19,5 Hz, 1H); 1,79 (m, 1H); 1,52 (m, 1H); 1,42 a 1,19 (m, 8H) e 0,90 (t, J = 7
Hz, 3H). RMN de *C) 8¢(75 MHz, CDs0D): 169,1 (C); 159,6 (C); 155,3 (C); 132,8 (C); 114,0 (C); 106,1
(CH); 102,1 (CH); 80,1 (CH); 36,8 (CHy>); 32,7 (CH,); 30,7 (CH>); 30,3 (CHy); 30,2 (CHy); 26,7 (CH,);
23,7 (CH,) e 14,4 (CHs). IV (Vs (cm™)): 3375; 2923; 2854; 1735; 1716; 1650; 1458 e 1091. Pastilha de
KBr.

4.3. Procedimentos experimentais (atividades bioldgicas)

4.3.1. Atividade alelopatica — ensaio de inibi¢cdo da germinacéo e do crescimento de sementes
de Lactuca sativa L. (alface)

Os ensaios de atividade alelopéatica foram realizados pela biéloga Carla Braga Leite, no Laboratorio
de Bioquimica Vegetal da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob a supervisédo da Profa. Dra.
Maria Rita Marques.

Cerca de 25 sementes de L. sativa foram colocadas em placas de Petri contendo discos de papel de
filtro umedecidos com as solugdes-teste ou o0s respectivos controles. Como controle positivo foi utilizada
cafeina, de comprovada atividade inibitéria de germinacdo de sementes e desenvolvimento de plantulas
[DOBREMEZ et al, 1995]. SolugGes tampédo preparadas em osmolaridades apropriadas foram
consideradas os controles negativos [DOBREMEZ et al, 1995]; [MACIAS et al, 1994]. Os resultados
ficam expressos como percentagem de inibicdo de germinagdo em relacdo aos controles. Para os

bioensaios utilizou-se placas de Petri previamente autoclavadas contendo papel de filtro, sobre os quais
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foram vertidos 2 mL das solugdes-teste dissolvidas nos solventes apropriados, em diferentes
concentragdes. Em seguida, 25 sementes de L. sativa ou A. cepa foram colocadas em cada placa, e
posteriormente umedecidas com 4 mL de tampdo fosfato de sédio 0,025M pH 6,0. Os experimentos foram
mantidos em cdmara tipo BOD (modelo MA 415/S Marconi) a 20°C e fotoperiodo de 12 h. Foram feitas
contagens das sementes germinadas nos dias 1, 2 e 3 ap6s a semeadura. Trés dias apds a protusdo
radicular foram feitas medidas da radicula e do hipocétilo com papel milimetrado. As medidas
continuaram sendo feitas durante mais 3 dias. Todos os testes foram realizados com quatro repeticoes.
Foram consideradas germinadas as sementes que apresentaram 2 mm de protrusdo de raiz, conforme as
Regras de Analise de Sementes (Brasil, 1992).
As substancias foram testadas nas seguintes concentracoes (tabela 22):

Tabela 22: Substancias submetidas ao teste de atividade alelopatica e suas concentracoes
Substancias Concentrag0es
mg/mL mmol/L (mM)

H
OCH3
5} 17,24
O
H;CO
(Z)-3-hepti|ideno-4,6-dime(tjoxiisobenzofurano
-1(3H)-ona (27)
OCH30
S) 15,53
HCO COOH 2,5 7,76
acido 2-(3,5-dimetoxi-2-octanoilfenil) 1.25 3.88
acético (31) ! !
0,625 1,94
OH O
b:',\/\/\/\ 1,25 4,25
HO COOH 0,625 2,12
Citosporona A (16) 0,312 1,06

A cafeina foi utilizada como padréo positivo e testada em concentragdes que variaram de 6 mg/mL

até 0,625 mg/mL, dependendo da atividade das substancias testadas.

Sintese total e avaliacao biologica das citosporonas A-C: Octacetideos com potencial propriedade pesticida



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Parte Experimental 100

4.3.2. Atividade inibitdria da enzima tirosinase

4.3.2.1. Em solugéo

Este ensaio foi realizado pelo aluno Thiago Inacio B. Lopes no Laboratério de Pesquisas 2, do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob a supervisdo da Profa.
Dra. Neli Kika Honda.

CondigGes de Reacdo:

- 1,5 mL de tampao fosfato pH 6,8;

- 0,2 mL de amostra (10 mM) em Tween 20 10%;

- 0,1 mL de L-DOPA 0,3%;

- 0,2 mL de enzima tirosinase (solucdo de 90 pg/mL em tampdo fosfato pH 6,8).

O sistema reacional foi montado a temperatura ambiente, e as medidas de absorbancia foram feitas
em 475 nm, utilizando o espectrofotometro SP 220 — Espectrum, em intervalos de 30 segundos. Com 0s
resultados obtidos, plotou-se o grafico de absorbancia por tempo (em minutos).

O percentual de inibicdo foi calculado segunda a formula: (Abranco -Ainibidor)/Abranco™100%,
considerando a absorbancia do branco e das amostras ap6s 10 minutos de reacao.

Dados da enzima: enzima tirosinase Sigma EC 1.14.18.1 from Mushroom. Uma unidade = AA2s0 ge
0,001 por minuto a pH 6,5 a 25°C, 3 mL de reagdo contendo L-tirosina 6.680 unidades/mg solido.

4.3.2.2. Em camada delgada

Este ensaio foi realizado pelo aluno Luiz Fabricio Gardini Branddo, no Laboratorio de Pesquisas 2,
do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob a supervisdo da Profa.
Dra. Neli Kika Honda.

Para os ensaios, uma massa de 1 mg de cada amostra foi solubilizada em 1 mL de solvente
apropriado. Em seguida, foram preparadas quatro dilui¢bes aritméticas (1:1) de cada amostra com a
finalidade de detectar a sua respectiva concentragdo inibitoria minima. Um volume de 10 pL de cada
concentracdo foi aplicado em uma placa de silica Merck (60 Fzs4) previamente tamponada com tampéo
fosfato pH 5. Assim, para cada amostra, foram aplicadas massas de 10; 5; 2,5; 1,25 e 0,75 ug.

Aplicou-se também 10 uL de cada solvente para servir de branco e &cido ascorbico (solubilizado em
agua) para ser o controle positivo, pois ja é conhecida a sua propriedade de inibi¢cdo da enzima tirosinase
[ROS et al, 1993]. As massas do acido ascérbico aplicadas foram 17,6; 8,80; 4,40; 2,20 e 1,10 ug.

Sintese total e avaliacao biologica das citosporonas A-C: Octacetideos com potencial propriedade pesticida



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Parte Experimental 101

A placa de silica foi deixada na capela até a evaporacdo completa dos solventes, para entdo ser
borrifada com solucédo de tirosinase (0,01% m/V em agua) e, dois minutos depois, com solucdo de L-dopa
(0,3% m/V em &gua). A quantificagdo da atividade da enzima foi realizada, resultando em 1470 unidades
de atividade por miligrama de enzima. Apds borrifar a solucdo de L-DOPA, foi feita a observacdo da
placa até 30 minutos, sendo constatada uma 6tima visualizagdo aos 25 minutos.

Dados da enzima: enzima tirosinase Sigma EC 1.14.18.1 T3824-250KU from mushroom, 5370
unidades / mg.

4.3.3. Atividade inseticida sobre larvas de Aedes aegypti

Os testes de atividade inseticida foram realizados pelo Dr. Ant6nio Pancracio de Souza, na
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Para os testes, os ovos de Aedes aegypti foram coletados no campo, conforme metodologia adaptada
[GOMES et al, 2006]. Foram utilizadas armadilhas de oviposi¢do (ovitrampa) que consistem de recipiente
plastico, preto-fosco, com capacidade de 700 mL. Cada armadilha recebeu aproximadamente 350 mL de
infusdo diluida 10% da graminea Panicum maximum, e uma palheta de madeira (3 x 13 x 0,5 cm), presa
verticalmente por clips, como substrato de oviposi¢do. Estas foram colocadas em locais previamente
conhecidos pela coleta da espécie A. aegypti em Campo Grande-MS.

Os testes inseticidas foram conduzidos segundo padrdo da Organizacdo Mundial da Saiude [WHO,
1981]. Para os testes inseticidas, foram preparadas as diluicbes em agua destilada na concentracdo de
0,012 mg/mL. Os compostos a serem testados devem apresentar um bom grau de polaridade para que
figuem diluidos homogeneamente na agua. Esta concentracdo é utilizada em testes inseticidas porque é a
mesma do inseticida temefés, cujo efeito € de até 98% sobre larvas de terceiro e quarto instar
[CARVALHO et al, 2004].

Preparadas as dilui¢bes e controle, estas foram divididas em copos de plastico com capacidade de
300 mL. Em cada copo (réplica), foram colocadas de 20 a 25 larvas em terceiro para 0 quarto estagio.
Foram utilizadas quatro réplicas para o controle e oito para 0s compostos.

A mortalidade foi verificada apds 24h. Larvas moribundas, incapazes de atingir a superficie da agua
qguando tocadas ou que apresentavam tremores ou rigidez foram consideradas como mortas. Todas as
larvas sobreviventes aos testes ndo foram utilizadas novamente para fins de avaliacdo bioldgica.

A percentagem de mortalidade é corrigida pela formula de Abbott quando a mortalidade de larvas no
controle atingir entre cinco e 20%. Os testes sdo desconsiderados quando a mortalidade ficar acima de

20% ou o namero de pupas chegar a 10%.
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Analise estatistica: os resultados dos ensaios foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e
quando evidenciada diferenca significativa entre as médias ao nivel de 5% de probabilidade de erro, foi
efetuada a complementacdo da analise através da comparagdo entre médias pelo teste de Tukey.

4.3.4. Atividade inseticida sobre Sitophilus zeamais

A metodologia utilizada foi adaptada da literatura [SOUZA et al, 2006]. Os grdos de trigo foram
pulverizados em capela de fluxo laminar com pulverizador acoplado a uma bomba de véacuo, com as
substancias ou compostos cedidos diluidos nos solventes mais compativeis. Foram conduzidos testes
preliminares para se avaliar o efeito inseticida somente dos solventes sobre os insetos. Foi observado que
se o trigo fosse deixado por cerca de 72 horas em estufa a 38°C apds a pulverizacdo dos solventes
utilizados (metanol, etanol, cloroférmio, hexano), os insetos ndo eram afetados na sua sobrevivéncia. A
temperatura de 38°C foi utilizada porque preserva as caracteristicas naturais dos compostos quimicos.

Ap0s a secagem 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, além da testemunha apenas com
trigo ndo tratado. Em cada recipiente foram liberados 20 adultos ndo sexados de S. zeamais, com idade
entre dez e vinte dias. As avaliacGes foram feitas ao primeiro, segundo, quinto e décimo dia, contando-se o
namero de insetos mortos e descartando-os. As parcelas foram organizadas segundo o delineamento
experimental inteiramente casualizado, com dez repeticGes para cada tratamento. Para efeito de analise os

dados foram cumulativos desde o primeiro até ao décimo dia.
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5. Concluséao

Os principais objetivos deste trabalho de pesquisa foram alcangcados com sucesso. Foi planejada e
realizada a sintese da citosporona A (16), em apenas duas etapas simples: a acilacdo de Friedel-Crafts do
acido 3,5-dimetoxifenil acético (30), que forma o intermediario-chave 31 e mais dois subprodutos (33 e
35), e a desmetilagdo total do composto 31, com um rendimento global de 81%, aproximadamente. A
partir da citosporona A (16), outras duas substancias importantes foram preparadas: a citosporona B (17),
produzida pela esterificagdo da citosporona A (16), com rendimento quantitativo e a citosporona C (18),
produto de reducdo do grupo carbonila de cetona da citosporona A (16), seguida de lactonizagdo, com
90% de rendimento.

Esta é a primeira vez que esta sendo relatada a sintese total desses trés produtos naturais. Estudos
anteriores com esses compostos foram realizados a partir de amostras isoladas de fontes naturais (fungos).

A reacéo de acilacdo de Friedel-Crafts gerou os subprodutos 33 e 35. Desmetilagdo de 33 produziu o
composto 36, um isdmero da citosporona A (16), o qual ainda sera submetido a ensaios bioldgicos e
posterior estudo da correlagdo estrutura quimica-atividade bioldgica.

/@i‘\cgz\/\/\ COOCH,CHj4 /@i{H

Cltosporona B (17)] Cltosporona C (18)]

Cltosporona A (16)]

/\/\/\ilj@\
/\/\/\)E@\/COZ/\/\/\)Jt@\/COZ .
H3;CO
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Um intermediario avancado (27) para sinteses de novas citosporonas foi preparado com alto
rendimento (93%), o qual foi sintetizado pela reacdo de acilacdo de Friedel-Crafts do acido 3,5-
dimetoxibenzoico (21) com cloreto de octanoila.

Os compostos 27 e 31 e a citosporona A (16) foram submetidos ao teste de avaliagdo de atividade
alelopatica em sementes de alface (Lactuca sativa L.). O composto 27 apresentou baixa atividade sobre a
germinacdo das sementes e sobre os crescimentos da radicula e do hipocotilo, mas o composto 31 e a
citosporona A (16) foram bastante ativos nesses fatores de avaliagdo, tendo ambos atividades comparaveis
ao controle utilizado, a cafeina. O composto 31 apresentou concentracao inibitoria de 2,48 mM para 50%
das sementes, enquanto a citosporona A (16) inibiu esse mesmo percentual em uma concentragéo de 2,04
mM.

Os compostos 27, 31 e 35 e as citosporonas A (16) e B (17) foram avaliados sobre a enzima
tirosinase, responsavel por catalisar etapas biossintéticas da formagdo do exoesqueleto de insetos e da
melanina, que pigmenta a epiderme dos mamiferos. No teste preliminar feito em solugdo, apenas 0s
compostos 31 e 35 foram avaliados e ambos mostraram inibigdo da atividade enzimética. Na concentracao
de 1 mM, eles inibiram a atividade da enzima em 15,9% e 20,7%, respectivamente. No teste realizado em
camada delgada de silica, verificou-se que os demais compostos também inibem a atividade da enzima
tirosinase, até a menor concentracdo aplicada, de 0,75 pg. Este resultado em camada delgada s6 ndo foi
constatado para o composto 35, devido ao problema da difusdo na placa do solvente utilizado, que
interferiu na visualizacdo do resultado.

Por ultimo, os compostos 31 e 27 e as citosporonas A (16) e B (17) também foram testadas sobre
larvas do mosquito Aedes aegypti, transmissor do virus da dengue. Na metodologia utilizada, 0 composto
31 provocou a morte de cerca de 3% das larvas e as citosporonas A (16) e B (17) foram fatais para 0,63%
e 1,25% das larvas, respectivamente. Esses resultados mostram que as amostras sdo pouco ativas sobre as
larvas do mosquito Aedes aegypti na concentragéo testada (0,012 mg/mL).

Nesse trabalho, as substancias de interesse, dentre elas trés produtos naturais, foram preparadas
rapida e efetivamente, ou seja, em poucas etapas de rea¢do e com rendimentos altos, acima de 80%. Os
resultados das avaliagdes biologicas sugerem que os compostos 31 e a citosporona A (16) sejam prototipos
para o planejamento de novos herbicidas baseados em produtos naturais. As citosporonas A (16) e B (17)
e 0s compostos 31, 35 e 27 mostraram atividade inibitéria da enzima tirosinase e podem ser alvos de

estudos para agentes inseticidas e/ou anti-melanomas.
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7. Secao de espectros
7.1. Acido octanoico (26)
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Espectro 1: RMN de *H do 4cido octanéico (26) em CDCls
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File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDS\CEMZ-3_003001r
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Original Points Count 16384 Points Count 32768 Pulse Sequence zgpg30
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Espectro 2: RMN de **C do &cido octanéico (26) em CDCl;
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Espectro 3: DEPT-135° do &cido octandico (26) em CDCl;
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7.2. (Z2)-3-heptilideno-4,6-dimetoxiisobenzofurano-1(3H)-ona (27)
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Espectro 4: RMN de *H do (Z)-3-heptilideno-4,6-dimetoxiisobenzofurano-1(3H)-ona (27) em CDCl,
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Espectro 5: RMN de *C do (2)-3-heptilideno-4,6-dimetoxiisobenzofurano-1(3H)-ona (27) em CDCl;
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Espectro 6: DEPT-135° do (Z)-3-heptilideno-4,6-dimetoxiisobenzofurano-1(3H)-ona (27) em CDCls;
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Espectro 7: NOE 2D do (Z)-3-heptilideno-4,6-dimetoxiisobenzofurano-1(3H)-ona (27) em CDCl;
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Espectro 8: Ampliacdo do NOE 2D do (Z)-3-heptilideno-4,6-dimetoxiisobenzofurano-1(3H)-ona (27)
em CDCls, na regido de hidrogénios aromaticos (6,75 ppm) e hidrogénios das metoxilas (3,90 ppm)
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Espectro 9: Infravermelho do (Z)-3-heptilideno-4,6-dimetoxiisobenzofurano-1(3H)-ona (27)

em pastilha de KBr
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Espectro 10: Espectro de Massas do (Z)-3-heptilideno-4,6-dimetoxiisobenzofurano-1(3H)-ona (27)
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7.3. Acido 2-(3,5-dimet6xi-2-octanoilfenil) acético (31)
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Espectro 11: RMN de *H do &cido 2-(3,5-dimetdxi-2-octanoilfenil) acético (31) em CDCl;
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Espectro 12: RMN de **C do &cido 2-(3,5-dimetéxi-2-octanoilfenil) acético (31) em CDCl,
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Espectro 13: DEPT-135° do &cido 2-(3,5-dimetdxi-2-octanoilfenil) acético (31) em CDCl;
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Espectro 14: Infravermelho do &cido 2-(3,5-dimetdxi-2-octanoilfenil) acético (31) em pastilha de KBr
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Espectro 15: Espectro de Massas do acido 2-(3,5-dimetdxi-2-octanoilfenil) acético (31)
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7.4. Acido 2-(3-hidréxi-4-octanoil-5-metoxifenil) acético (33)
@] OH
COOH
H3CO
6 Feb 2009
[ Acquisition Time (sec) 7.0255 | Date 24 Apr 2008 08:28:46
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDS\CEMC-31_001001r
Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Number of Transients 8
Original Points Count 32768 Points Count 65536 Pulse Sequence zg
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 4664.18
Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 16: RMN de *H do acido 2-(3-hidréxi-4-octanoil-5-metoxifenil) acético (33) em CDCls
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8 Feb 2009
Acquisition Time (sec) 0.8700 Date 28 Apr 2008 10:15:40
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDS\CEMC-31_003001r
Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C Number of Transients 1298
Original Points Count 16384 Points Count 32768 Pulse Sequence zgpg30
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 18832.39
Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 17: RMN de **C do &cido 2-(3-hidréxi-4-octanoil-5-metoxifenil) acético (33) em CDCl,
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8 Feb 2009
Acquisition Time (sec) 1.7400 Date 28 Apr 2008 10:13:34
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDS\CEMC-31_002001r
Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C Number of Transients 300
Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence dept135
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 18832.39
Temperature (degree C) 27.000
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o
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Espectro 18: DEPT-135° do acido 2-(3-hidrdxi-4-octanoil-5-metoxifenil) acético (33) em CDCl;
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Acquisition Time (sec) (0.0544, 0.2195) ‘
Comment

Date 16 Apr 2008 11:18:32 ‘

File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDs\CEMA-26\5\pdata\1\2rr
Frequency (MHz) (75.47, 300.13) Nucleus (13C, 1H)

Number of Transients 8 Original Points Count (1024, 1024)

Points Count (1024, 1024) Pulse Sequence hsqgcedetgp

Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (18832.39, 4664.18)
Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 19: HSQC do &cido 2-(3-hidrdxi-4-octanoil-5-metoxifenil) acético (33) em CDCls

Sintese total e avaliacao biologica das citosporonas A-C: Octacetideos com potencial propriedade pesticida



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Secéo de Espectros 126

Acquisition Time (sec) (0.0544, 0.2195) ‘

Comment

Date 16 Apr 2008 13:23:10 |

File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDS\CEMA-26\6\pdata\1\2rr
Frequency (MHz) (75.47, 300.13) Nucleus (13C, 1H)

Number of Transients 24 Original Points Count (1024, 1024)

Points Count (1024, 1024) Pulse Sequence hmbcgpndqf

Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (18832.39, 4664.18)
Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 20: HMBC do &cido 2-(3-hidréxi-4-octanoil-5-metoxifenil) acético (33) em CDCls
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Acquisition Time (sec) (0.0544, 0.2195) ‘
Comment
Date 16 Apr 2008 13:23:10 ‘
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDS\CEMA-26\6\pdata\1\2rr
Frequency (MHz) (75.47, 300.13) Nucleus (13C, 1H)
Number of Transients 24 Original Points Count (1024, 1024)
Points Count (1024, 1024) Pulse Sequence hmbcgpndqgf
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (18832.39, 4664.18)
Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 21: Ampliagdo do HMBC do &cido 2-(3-hidréxi-4-octanoil-5-metoxifenil) acético (33) em
CDCl3, na regido de hidrogénios aromaticos (6,40 ppm) — as correlagées fundamentais para a elucidagao estrutural
estdo destacadas no retangulo
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12 Feb 2009
Acquisition Time (sec) 0.0052 Comment Import from ASCII. ‘Date 09 May 2008
| 14:14:54
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\Espectros\IV-CEMC-31.PRN
Frequency (MHz) 100.00 Nucleus 1H Original Points Count 1816
Points Count 1816 Sweep Width (Hz) 350052.19 Temperature (degree C) 0.000
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0 7
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Espectro 22: Infravermelho do acido 2-(3-hidréxi-4-octanoil-5-metoxifenil) acético (33)
em pastilha de KBr
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7.5. 1-(4-cloro-2-hidroxi-6-metoxifenil)octan-1-ona (35)
0

OH
H3CO Cl
9 Feb 2009
Acquisition Time (sec) 7.0255 Date 12 May 2008 17:22:30
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDS\CEMSE-21 011001r
Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Number of Transients 1
Original Points Count 32768 Points Count 65536 Pulse Sequence zq
Solvent MeOD Sweep Width (Hz) 4664.18 Temperature (degree C) 27.000
Agua (solvente) Solvente-metanol
| n
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Espectro 23: RMN de 'H do 1-(4-cloro-2-hidréxi-6-metoxifenil)octan-1-ona (35) em CD;OD

Sintese total e avaliacao biologica das citosporonas A-C: Octacetideos com potencial propriedade pesticida



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Secéo de Espectros

130

Chemical Shift (ppm)

9 Feb 2009
Acquisition Time (sec) 0.8700 Date 13 May 2008 07:51:56
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDs\CEMSE-21_003001r
Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C Original Points Count 16384
Points Count 32768 Pulse Sequence zgpg30 Solvent MeOD
Sweep Width (Hz) 18832.39 Temperature (degree C) 27.000
Solvente-metanol
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Espectro 24: RMN de **C do 1-(4-cloro-2-hidréxi-6-metoxifenil)octan-1-ona (35) em CDsOD
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9 Feb 2009
Acquisition Time (sec) 1.7400 Date 15 May 2008 12:01:58
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDS\CEMSE-21_002001r
Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C Number of Transients 2568
Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence dept135
Solvent MeOD Sweep Width (Hz) 18832.39 Temperature (degree C) 27.000
Solvente-metanol
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Espectro 25: DEPT-135° do 1-(4-cloro-2-hidroxi-6-metoxifenil)octan-1-ona (35) em CD;OD
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Acquisition Time (sec) _(0.0544, 0.2195) |

Comment

Date 06 Jun 2008 14:38:40 ‘

File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDS\CEMS-21\5\pdata\1\2rr
Frequency (MHz) (75.47, 300.13) Nucleus (13C, 1H)

Number of Transients 40 Original Points Count (1024, 1024)

Points Count (1024, 1024) Pulse Sequence hsqcedetgp

Solvent MeOD
Temperature (degree C) 27.000

Sweep Width (Hz) (18832.39, 4664.18)
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Espectro 26: HSQC do 1-(4-cloro-2-hidroxi-6-metoxifenil)octan-1-ona (35) em CD;OD
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Acquisition Time (sec)

(0.0544, 0.2195)

Comment

Date

19 Jun 2008 08:26:12

File Name

C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDS\CEMS-21\61\pdata\1\2rr

Frequency (MHz)

(75.47,300.13)

Nucleus (13C, 1H)

Number of Transients

100

Original Points Count (1024, 1024)

Points Count

(1024, 1024)

Pulse Sequence hmbcgpndgf

Solvent

MeOD

Sweep Width (Hz) (18832.39, 4664.18)

Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 27: HMBC do 1-(4-cloro-2-hidroxi-6-metoxifenil)octan-1-ona (35) em CD3;OD
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12 Feb 2009
Acquisition Time (sec) 0.0052 Comment Import from ASCII. ‘Date 09 May 2008
14:14:52
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\Espectros\IV-CEMS-21.PRN
Frequency (MHz) 100.00 Nucleus 1H Original Points Count 1816
Points Count 1816 Sweep Width (Hz) 350052.19 Temperature (degree C) 0.000
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Espectro 28: Infravermelho do 1-(4-cloro-2-hidroxi-6-metoxifenil)octan-1-ona (35)

em pastilha de KBr
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7.6. Acido 2-(3,5-diidroxi-4-octanoilfenil) acético (36)
0

OH
COO
HO H
10 Feb 2009
Acquisition Time (sec) 7.0255 Date 29 Apr 2008 15:49:30
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDS\CEME-31 001001r
Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Number of Transients 8
Original Points Count 32768 Points Count 65536 Pulse Sequence zg
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 4664.18
Temperature (degree C) 27.000
Agua (solvente
gua ( | ) 8H 3H
2H Solvente-metanol ‘
| I <+ o —
— 2H M m S
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2H T T T T T T T T T [ T T T T [ T T T T ]
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Espectro 29: RMN *H do &cido 2-(3,5-diidréxi-4-octanoilfenil) acético (36) em CD;OD
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10 Feb 2009

Acquisition Time (sec) 0.8700

Date

30 Apr 2008 10:46:16

Chemical Shift (ppm)

File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDs\CEME-31_003001r
Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C Number of Transients 4068
Original Points Count 16384 Points Count 32768 Pulse Sequence zgpg30
Solvent MeOD Sweep Width (Hz) 18832.39 Temperature (degree C) 27.000
Solvente-metanol
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Espectro 30: RMN **C do acido 2-(3,5-diidréxi-4-octanoilfenil) acético (36) em CD;0D
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10 Feb 2009
Acquisition Time (sec) 1.7400 Date 30 Apr 2008 10:41:36
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDS\CEME-31_002001r
Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C Number of Transients 1024
Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence dept135
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 18832.39
Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 31: DEPT-135° do &cido 2-(3,5-diidréxi-4-octanoilfenil) acético (36) em CD;OD
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Acquisition Time (sec) (0.0544, 0.2195)
Comment
Date 20 May 2008 08:24:56 ‘
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDS\CEME-31\5\pdata\1\2rr
Frequency (MHz) (75.47, 300.13) Nucleus (13C, 1H)
Number of Transients 50 Original Points Count (1024, 1024)
Points Count (1024, 1024) Pulse Sequence hsqcedetgp
Solvent MeOD Sweep Width (Hz) (18832.39, 4664.18)
Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 32: HSQC do &cido 2-(3,5-diidréxi-4-octanoilfenil) acético (36) em CD3;OD

Sintese total e avaliacao biologica das citosporonas A-C: Octacetideos com potencial propriedade pesticida



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Secéo de Espectros 139
Acquisition Time (sec) (0.0544, 0.2195) |
Comment
Date 20 May 2008 08:26:20 ‘
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDs\CEME-31\6\pdata\1\2rr
Frequency (MHz) (75.47, 300.13) Nucleus (13C, 1H)
Number of Transients 70 Original Points Count (1024, 1024)
Points Count (1024, 1024) Pulse Sequence hmbcgpndqgf
Solvent MeOD Sweep Width (Hz) (18832.39, 4664.18)
Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 33: HMBC do &cido 2-(3,5-diidréxi-4-octanoilfenil) acético (36) em CD3;OD
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12 Feb 2009
Acquisition Time (sec) 0.0052 Comment Import from ASCII.
Date 09 May 2008 14:46:10
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\Espectros\IV-CEME-31 (isémero citosporona A).PRN
Frequency (MHz) 100.00 Nucleus 1H
Original Points Count 1816 Points Count 1816
Sweep Width (Hz) 350052.19 Temperature (degree C) 0.000
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Espectro 34: Infravermelho do &cido 2-(3,5-diidréxi-4-octanoilfenil) acético (36) em pastilha de KBr
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7.7. Acido 2-(3,5-diidroxi-2-octanoilfenil) acético (16)

OH o
COOH
HO
16
10 Feb 2009
Acquisition Time (sec) 7.0255 Date 07 Aug 2008 09:21:44
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDS\CEMB-41 001001r
Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Number of Transients 8
Original Points Count 32768 Points Count 65536 Pulse Sequence zg
Solvent MeOD Sweep Width (Hz) 4664.18 Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 35: RMN *H do &cido 2-(3,5-diidroxi-2-octanoilfenil) acético (16) em CD;OD
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10 Feb 2009
Acquisition Time (sec) 0.8700 Date 07 Aug 2008 11:59:56
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDs\CDMB-41 003001r
Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C Number of Transients 1592
QOriginal Points Count 16384 Points Count 32768 Pulse Sequence zgpg30
Solvent MeOD Sweep Width (Hz) 18832.39 Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 36: RMN **C do acido 2-(3,5-diidroxi-2-octanoilfenil) acético (16) em CD;0D
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10 Feb 2009
Acquisition Time (sec) 1.7400 Date 07 Aug 2008 11:44:22
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDS\CDMB-41_002001r
Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C Number of Transients 316
Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence dept135
Solvent MeOD Sweep Width (Hz) 18832.39 Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 37: DEPT-135° do &cido 2-(3,5-diidroxi-2-octanoilfenil) acético (16) em CD;OD
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Chemical Shift (ppm)

12 Feb 2009
Acquisition Time (sec) 0.0026 Comment Import from ASCII. Date 06 Oct 2008 09:54:24
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\Espectros\CEMB-41.PRN
Frequency (MHz) 100.00 Nucleus 1H Original Points Count 909
Points Count 909 Sweep Width (Hz) 350237.69 Temperature (degree C) 0.000
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Espectro 38: Infravermelho do &cido 2-(3,5-diidroxi-2-octanoilfenil) acético (16) em pastilha de KBr
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7.8. Acetato de 2-(3,5-diidréxi-2-octanoilfenil) etila (17)

OH 0
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5 o /\
10 Feb 2009
Acquisition Time (sec) 7.0255 ‘ Date 04 Sep 2008 16:44:42
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDS\CEMZ-45_001001r
Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Number of Transients 8
Original Points Count 32768 Points Count 65536 Pulse Sequence zg
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 4664.18
Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 39: RMN *H do acetato de 2-(3,5-diidroxi-2-octanoilfenil) etila (17) em CDCl;
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10 Feb 2009
Acquisition Time (sec) 0.8700 Date 08 Sep 2008 09:39:28
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDS\CEMZ-45_003001r
Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C Number of Transients 2108
Original Points Count 16384 Points Count 32768 Pulse Sequence zgpg30
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 18832.39
Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 40: RMN **C do acetato de 2-(3,5-diidréxi-2-octanoilfenil) etila (17) em CDCls
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10 Feb 2009
Acquisition Time (sec) 1.7400 Date 08 Sep 2008 09:04:02
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDS\CEMZ-45_002001r
Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C Number of Transients 597
Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence dept135
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 18832.39
Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 41: DEPT-135° do acetato de 2-(3,5-diidréxi-2-octanoilfenil) etila (17) em CDCl;
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12 Feb 2009

Acquisition Time (sec) 0.0026 Comment Import from ASCII. Date 06 Oct 2008 09:54:24
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\Espectros\CEMZ-45.PRN

Frequency (MHz) 100.00 Nucleus 1H Original Points Count 909

Points Count 909 Sweep Width (Hz) 350237.69 Temperature (degree C) 0.000
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Espectro 42: Infravermelho do acetato de 2-(3,5-diidréxi-2-octanoilfenil) etila (17)
em pastilha de KBr
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7.9. 1-heptil-6,8-diidréxi-1H-isocromen-3(4H)-ona (18)

OH
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HO @)
10 Feb 2009
Acquisition Time (sec) 7.0255 Date 21 Oct 2008 17:19:58
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDs\AMS05-A_001001r
Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Number of Transients 8
Original Points Count 32768 Points Count 65536 Pulse Sequence zg
Solvent MeOD Sweep Width (Hz) 4664.18 Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 43: RMN *H do 1-heptil-6,8-diidréxi-1H-isocromen-3(4H)-ona (18) em CD;0D

Sintese total e avaliacao biologica das citosporonas A-C: Octacetideos com potencial propriedade pesticida




Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Secéo de Espectros

150

10 Feb 2009
Acquisition Time (sec) 0.8700 Date 20 Nov 2008 07:22:14
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDS\AMS05-A_003001r
Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C Number of Transients 32392
Original Points Count 16384 Points Count 32768 Pulse Sequence zgpg30
Solvent MeOD Sweep Width (Hz) 18832.39 Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 44: RMN **C do 1-heptil-6,8-diidroxi-1H-isocromen-3(4H)-ona (18) em CD;OD
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Chemical Shift (ppm)

10 Feb 2009
Acquisition Time (sec) 1.7400 Date 20 Nov 2008 07:19:50
File Name C:\Documents and Settings\Charles\Meus documentos\Mestrado\FIDs\AMS05-A_002001r
Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C Number of Transients 5096
Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence dept135
Solvent MeOD Sweep Width (Hz) 18832.39 Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 45: DEPT-135° do 1-heptil-6,8-diidroxi-1H-isocromen-3(4H)-ona (18) em CD;OD
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12 Feb 2009
Acquisition Time (sec) 0.0026 Comment Import from ASCII.
Date 18 Dec 2008 10:13:30 File Name A\AMS05-A.PRN
Frequency (MHz) 100.00 Nucleus 1H Original Points Count 909
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Espectro 46: Infravermelho do 1-heptil-6,8-diidréxi-1H-isocromen-3(4H)-ona (18)
em pastilha de KBr
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