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RESUMO

Xantonas e depsidonas sdo compostos de origem natural ou sintética de grande
importancia, principalmente com relacdo as atividades bioldgicas que muitos representantes
destas classes apresentam.

Do liquen Parmotrema lichexantonicum Eliasaro e Adler foram isoladas a xantona
liquexantona e a depsidona 4cido salazinico, com cerca de 5% de rendimento cada uma. Estas
duas substancias foram submetidas a reagdes de modificagdo estrutural e, juntamente com os
derivados produzidos, foram avaliados quanto a algumas atividades bioldgicas, como téxica
sobre 0 microcrusticeo Artemia salina, citotdxica, antibidtica e antifiingica.

O é4cido salazinico, reagindo com alcoois lineares (n-propanol a n-hexanol) e
ramificados (isopropanol, sec- e terc-butanol), produziu os dcido 8’, 9’-di-O-alquil salazinico
e o 4cido 9’-O-terc-butil salazinico, que sdo produtos de substituicdo das hidroxilas benzilicas
do substrato. O 4cido e seus derivados foram testados com relacdo a sua atividade tdxica
sobre Artemia salina, citotoxica frente a linhagens de células tumorais, antibidtica e
antifingica, sendo que o resultado mais promissor obtido foi com relacdo a atividade
citotoxica. Este ensaio mostrou que o alongamento da cadeia alquilica causou um aumento na
atividade citot6xica dos derivados do acido salazinico — os compostos acido 8’, 9’-di-O-n-
pentil salazinico e dacido 8’, 9’-di-O-n-hexil salazinico se mostraram potencialmente
citotoxicos para a linhagem de células HCT-8 (Clso de 4,28 e 1,73 ug/ mL, respectivamente).

Com a liquexantona foram testadas principalmente metodologias de demetilagdo,
obtendo-se a norliquexantona e a 3-O-metilnorliquexantona, e de prenilacdo. A partir da
norliquexantona foram obtidos os derivados 3,6-di-O-prenil-norliquexantona, por O-
prenilacdo, e, a partir dele a 3,6-bis[(3,3-dimetiloxiran-2-il)met6xi]-1-hidréxi-8-metil-9H-
xanten-9-ona, por epoxidacdo. Foi ainda obtida uma xantona nitrogenada, a 3,6-bis[3-
(dimetilamino)propoxi]-1-hidréxi-8-metil-9H-xanten-9-ona. A liquexantona, bem como os
derivados obtidos foram avaliados quanto as atividades citotéxica frente a linhagens de
células tumorais (percentuais de inibi¢do do crescimento celular entre 30 e 88%), antibidtica
(halos de inibi¢c@o no ensaio de disco entre 8 e 20 mm) e antifingica. O derivado mais ativo

foi a xantona nitrogenada, que mostrou atividade antibidtica moderada sobre S. aureus .



ABSTRACT

Xanthones and depsidones are compounds from natural or synthetic origin of great
importance, mainly related to biological activities that many members of these classes
present.

From the lichen Parmotrema lichexantonicum Eliasaro and Adler, were isolated the
xanthone lichexanthone and the depsidone salazinic acid, with 5% yield each. These two
substances were submitted to structural modification reactions and, with produced derivatives,
were evaluated for some of their biological activities.

Salazinic acid, reacting with linear (n-propanol to n-hexanol) and ramified
(isopropanol, sec- and tert-butanol) alcohols, gave 8’, 9’-di-O-alkyl salazinic acid and 9’-O-
tert-butil salazinic acid, that are products from benzilic hydroxyls substitution. The acid and
its derivatives were tested to evaluate their toxic activity against Artemia salina, cytotoxic
activity against tumor cell lines, antibiotic and antifungic activities, but the most significant
result was related to cytotoxic activity. In this assay, the results showed that chain elongation
of alkylic chains causes a rise in the cytotoxic activity of salazinic derivatives - the
compounds 8’, 9’-di-O-n-pentyl salazinic acid and 8’, 9’-di-O-n-hexyl salazinic acid were
potentially cytotoxic on the HCT-8 cells (ICsq of 4,28 and 1,73 g/ mL, respectively)

With lichexanthone were tested mainly demethylation methodologies, that gave
norlichexanthone and 3-O-methylnorlichexanthone, and prenylation ones. From
norlichexanthone were obtained 3,6-di-O-prenyl-norlichexanthone, by O-prenylation, and
3,6-bis[(3,3-dimethyloxyran-2-il)methoxi]- 1-hydroxy-8-methyl-9H-xanten-9-one, by
epoxidation of the last. It was also obtained a nitrogenated xanthone, 3,6-bis[3-
(dimethylamino)propoxy]-1-hydroxy-8-methyl-9H-xanten-9-one. Lichexanthone and its
derivatives were evaluated for their cytotoxic activity against tumor cell lines (growth cellular
inhibition percentual between 30 and 88%), antibiotic (inhibition zone between 8 and 20 mm,
determined by disc diffusion method) and antifungic activities. The most active compound

was the nitrogenated xanthone, that showed moderate antibiotic activity against S. aureus .
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1 - INTRODUCAO

Os liquens, associacdes simbidticas entre fungos e algas verdes ou cianoficeas,

apresentam um metabolismo secunddrio muito caracteristico, sendo que alguns dos

metabodlitos podem ser produzidos apenas pelo fungo ou pela alga, enquanto os demais sdo

7z

produzidos apenas pela interacdo dos dois organismos, € a maioria deles é considerada

exclusiva de liquens (MULLER 2001).

Estes compostos sdo xantonas, depsidonas, meta- e para- depsideos, acidos aliféticos,

ésteres benzilicos, dibenzofuranos, dcidos tUsnicos, antraquinonas, terpenos e derivados do

acido pulvinico (HONDA e VILEGAS 1998).
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CH30 : o : OH
COOH
Acido didimico

(dibenzofurano)

1,6,8-triidroxi-3-metil-antraquinona

(antraquinona)

(+)- (12R)-acido usnico

(acido usnico)

OH

OH

Zeorina

(triterpeno)

Calicina

(derivado do 4cido pulvinico)

Os compostos produzidos por liquens apresentam atividades bioldgicas de grande

interesse. Algumas das atividades que estas substancias apresentam sao antiviral, antibiotica,

analgésica, antipirética, antitumoral, alergénica, alelopdtica, além de apresentarem-se ativas

para a inibicdo de algumas enzimas (HUNECK 1999, MULLER 2001).
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Dentre as varias classes de metabdlitos secundarios, as xantonas (dibenzo-y-pironas ou
9H-xanten-9-onas) possuem grande valor taxondmico e propriedades farmacoldgicas. Sdo
comumente encontradas em plantas superiores, especialmente nas familias Gentianaceae e
Clusiaceae, fungos e liquens, sendo que até 2004 eram conhecidas por volta de mil estruturas
de origem natural (VIEIRA e KIJJOA, 2005).

Com relagdo a classificacdo, esta classe de substincias se divide em 6 grupos
principais: xantonas simples, oxigenadas ou ndo; glicosiladas, preniladas, xantolignéides, com
unidades fenil-propéanicas ligadas ao esqueleto xantOnico; bis-xantonas e miscelaneas,
substituidas por exemplo com grupos carboxila, lactama ou furano (VIEIRA e KIJJOA,
2005).

Xantonas naturais tém mostrado acentuadas atividades bioldgicas, entretanto, sdao
relativamente limitadas com relagdo aos tipos e posicdes dos substituintes (PEDRO et al.
2002). Assim, a sintese de novos compostos utilizando o nicleo xantdnico como substrato,
utilizando inclusive ferramentas computacionais para o design de moléculas que possam
mostrar atividade sobre alvos conhecidos, pode ser uma alternativa para o desenvolvimento de

novos compostos bioativos.

Niucleo Xantdnico

\O (@] OH oH
3
o ‘ o} o
~
H;C o
H3c/ X
o o HaC CH,
(‘)H (@) ©
3 OH
\CHa OH
Laurentixantona B (1) Afzeliixantona B (2)

(atividade antibiotica — NGUEMEVING et al. 2006) (atividade antioxidante — WAFFO et al. 2006)
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As xantonas, tanto naturais quanto sintéticas, apresentam atividades de grande
interesse, dentre as quais se destacam, por exemplo, as atividades de modulacdo de enzimas
importantes como alvos no desenvolvimento de fairmacos, como a proteina cinase C (PKC),
importante em fungdes celulares como apoptose; da topoisomerase II, que participa dos
processos de transcricio e replicacio do DNA (GOODELL et al. 2006), da
acetilcolinesterase, das ciclooxigenases, relacionadas ao processo inflamatério; e da
monoamino-oxidase, ligada ao metabolismo de neurotransmissores (NfJNEZ et al. 2004);
entre inumeras outras. Também sdo descritas as atividades antiretroviral, antimicrobiana,
antifingica, antimaldrica, analgésica, anti-hipertensiva, anti-ulcerogénica, antioxidante,
antidiabética, anti-inflamatéria, antialérgica, imunomoduladora, atividade citotéxica e
antitumoral. Na maioria dos casos, o esqueleto xantdnico pertence ao residuo farmacoférico
da substancia, ou seja, de forma mais geral, a parte responsdvel para a atividade bioldgica.
Mas o nidcleo xantdnico pode apenas ser um substituinte que modula a atividade de
substancias de outras classes (HAY et al. 2004, PINTO et al. 2005).

Em muitos destes estudos, dados quali ou quantitativos sobre a correlagdo entre a
estrutura e a atividade bioldgica das substancias isoladas/ sintetizadas sdo obtidos, a fim de
definir quais os substituintes e posi¢des sdo mais interessantes para tais respostas bioldgicas.
O que se observa de maneira geral é que as mais ativas, em termos no nimero de atividades,
sdo as poliidroxiladas, e/ou substituidas com radicais prenila (3-metil-2-butenila ou 3,3-
dimetil-1-butenila), mostrando que, no caso deste nucleo bdsico, esses substituintes tém

grande importancia, € merecem destaque.

HO.

HO

HsC CHy

Macluraxantona B (3) Symphonina (4)
(atividade antiretroviral - GROWEISS et al. 2000) (atividade antiplasmodial - NGOUELA et al. 2006)
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Apesar de apresentar esta gama variada de atividades bioldgicas, os pesquisadores t€ém
investido grandes esfor¢cos na elucidagdo do mecanismo de agdo e otimizacdo das estruturas
das substancias para potencializa¢do das atividades antimaldrica e antitumoral das xantonas.
No caso da primeira, 0 mecanismo de acdo das xantonas ja esté claro, e o alvo bem definido.
O composto complexa com o grupo heme da hemoglobina, liberado durante a digestdo da
biomolécula pelo protozoario P. falciparum e ndo permite a sua precipitacdo, que € a via de
detoxificagdo do plasmddio. Substancias quase tdo ativas quanto a cloroquina ja foram
sintetizadas, com a vantagem da possibilidade de desenvolvimento de resisténcia ser pequena,
devido ao alvo imutavel (RISCOE et al. 2005).

Ja para a atividade antitumoral, algumas xantonas j4 se encontram em estigio
avangado de desenvolvimento pré-clinico ou clinico para utilizacdo como farmacos, como a
5,6-dimetil-xantona-4-acido acético (DMXAA) (5), que causa colapso vascular e necrose

tumoral; e a psorospermina (6), também com acdo antitumoral (PINTO ez al. 2005).

OH

O
DMXAA (5) psorospermina (6)

Outra classe de substancias também encontrada tanto em liquens quanto em plantas
superiores, embora produzidas por vias biossintéticas diferentes, que tem apresentando vérias
atividades bioldgicas interessantes, sdo as depsidonas. Neste caso, os liquens sdo as maiores

fontes deste tipo de substancia (XU et al. 2000).
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/

@)

Esqueleto bésico de uma depsidona

Entre as atividades bioldgicas apresentadas pelas depsidonas isoladas de liquens pode-
se destacar contra micobactérias, bactérias Gram-positivas, insetos e nematdides, anti-
inflamatdria, analgésica, antipirética, antitumoral e antiviral (NEAMATI et al. 1997), além de
moderada atividade anti-oxidante (HIDALGO et al. 1994). Uma das depsidonas de liquens
que tem importancia bioldgica € o dcido salazinico (7), que apresenta atividade na inibi¢ao da
enzima HIV-1 integrase (NEAMATI et al. 1997) e atividade antitumoral contra sarcoma 180
e carcinoma de Ehrlich, sem apresentar acentuada atividade citotéxica (LIMA et al. 1996),
atividade apoptotica (CORRECHE er al. 2004), contribuicdo na inducdo de efeitos de
imunomodulagdo (SANTOS er al. 2004), além de atividade antimicobacteriana
(INGOLFSDOTTIR et al. 1998) e antibidtica sobre a bactéria Gram-negativa E. coli
(MICHELETTI et al. 2005).

Em plantas superiores hd predominancia de depsidonas preniladas, sendo que uma
grande parte das substancias descritas na literatura é encontrada em plantas do género
Garcinia. Elas também apresentam uma série de atividades bioldgicas, tais como citotéxica
(XU et al. 2000, PERMANA et al. 2005), antibacteriana, frente a bactérias Gram-positivas
(PERMANA et al. 2001), inibi¢do da ativacdo do virus Epstein-Barr (ITO et al. 2001) e
inibi¢do da enzima fosfolipase A2 (HAMANO et al. 1992).
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CH, ©Q
0 OH
HO
/ OH
HO e}
o/ o
o)
HO 0
Acido salazinico (7) Atrovirisidona B (8)

(atividade citotéxica — PERMANA et al. 2005)

Assim como para as xantonas, as depsidonas também t€m a variedade de estruturas
limitada pela rota biossintética. Entretanto, de maneira diferente, hd pouquissimos trabalhos
na literatura de reacdes de modificacdo estrutural ou sintese total para esta classe de
substancias (SALA e SARGENT 1981).

Como pdde ser observado nesta breve discussdo sobre estas duas classes de produtos
naturais, a natureza tem se mostrado uma fonte riquissima de compostos bioativos
(VERPOORTE 1998), onde os produtos do metabolismo secundédrio de plantas, fungos,
liquens, algas e bactérias ttm um papel de destaque. Desde a antiguidade até os dias atuais,
ervas e plantas superiores tém sido usadas como agentes medicinais, primeiramente apenas
numa base folcldrica, e, mais recentemente, desenvolvidas numa base cientifica em drogas
com principios ativos isolados (LEE 2004). Atualmente, organizac¢des internacionais de saide
e agéncias governamentais como a World Health Organization (WHO) e o U.S. Drug and
Food Administration (FDA), t€ém reconhecido a importincia dos produtos naturais, € um
grande nimero de compostos derivados da natureza ou seus produtos de modificacdo se
encontram em diferentes estagios de testes clinicos em varios centros de pesquisa (DOBHAL
et al.2004).

Uma anélise dos produtos indicados como fontes de novas drogas no periodo entre
1981 e 2002, indica que mais de 60% das novas entidades quimicas (NCEs) estdao
relacionadas aos produtos naturais de alguma forma, mesmo sendo produzidas sinteticamente,
conforme relacionado na figura 1. No ano de 1993, das 150 drogas mais prescritas, segundo o
National Prescription Audit of the United States, 55% eram produtos naturais ou tinham

estruturas baseadas em farmacdéforos de moléculas naturais (CRAGG, et al.2005).
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39% 33% @ fonte natural

m falmmacdforo de produto natural
O baseado em produto natural
O origem sintética

122/, 16%

Figura 1. Distribui¢do da origem das novas entidades quimicas (NCEs) entre 1981 e 2002 (CRAGG et
al. 2005).

Isso mostra o papel de grande destaque do estudo dos produtos fornecidos pelos
organismos vivos no desenvolvimento de novos farmacos, tanto diretamente quanto como
modelos para a obtencdo de substancias sintéticas ou produtos de modificagdes por semi-
sintese. O objetivo principal € potencializar as atividades, minimizar a toxicidade e obter
caracteristicas fisico-quimicas satisfatérias para um candidato a farmaco.

Um passo importante no desenvolvimento de novos farmacos a fim de tornar os
protétipos mais adequados sdo os estudos de correlacdo estrutura-atividade biolégica (SAR),
que geralmente sdo realizados fazendo-se pequenas alteracdes na estrutura de um protétipo.
Estas alteracdes podem ser classificadas convenientemente como: (1) a dimensdo e a
conformacgdo do esqueleto carbonico, que podem incluir homologacdo de cadeias alquilicas,
alterac@o do grau de insaturagdo, introducdo ou remog¢do de um anel; (2) a natureza e o grau
de substituicdo e (3) a estereoquimica do protétipo (THOMAS 2003).

Alguns exemplos que ilustram o sucesso destas modificagdes sdo o etoposideo (9),
agente antineopldsico utilizado na terapéutica, derivado semi-sintético da podofilotoxina (10)
(LEE 2004); a prednisona (11), farmaco derivado do cortizol (12), cerca de 30 vezes mais
potente; e a metadona (13), que possui o farmac6foro da morfina (14), mas com estrutura

muito mais simples, com menos efeitos colaterais (THOMAS 2003).
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Assim, a modificacdo estrutural de produtos naturais para a obten¢do de novos
compostos de potencial farmacolégico € um campo extremamente promissor, com grandes
desafios, que se mostra como ferramenta valiosa para a producdo de medicamentos.

Hé algum tempo, o grupo de Quimica de Liquens do Departamento de Quimica da
UFMS vem desenvolvendo uma linha de pesquisa voltada para a modificacio estrutural de
compostos de liquens, visando a busca de novos compostos bioativos. Este trabalho se insere
nesta linha, com a preparacdo de derivados da depsidona 4cido salazinico (7) e da xantona
liquexantona (15) com o objetivo de testa-los frente a algumas atividades bioldgicas e tentar,

de alguma forma, relacionar os resultados dessas avaliacdes com as estruturas dos compostos

produzidos.

CHy ©

o OH

/ CH; O  OH

OH
HO 0

o ~

HO o CH30 o) OCHj4

Acido salazinico (7) Liquexantona (15)
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2 - OBJETIVOS

Os objetivos gerais deste trabalho foram:

- Isolar a xantona liquexantona e a depsidona 4cido salazinico do liquen Parmotrema

lichexantonicum;

- Submeter essas duas substancias a reagdes de modificacao estrutural;

- Isolar os produtos destas modificacdes e elucidar suas estruturas;

- Testar os compostos isolados ou obtidos via semi-sintese quanto a suas atividades

citotdxica, toxica sobre Artemia salina, antibidtica e antiftingica.

Preparagdo de derivados de xantona e depsidona e avaliagdo da atividade bioldgica



Discussao dos

Resultados



Ana Camila Micheletti

3 - DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Do extrato cloroférmico do liquen Parmotrema lichexantonicum, foram isolados a
xantona liquexantona (15) e o depsideo atranorina (16). Através da comparacao dos fatores de
retencdo (Rf) com substancia padrao e da anélise espectral de RMN confirmou-se a estrutura

da liquexantona (15) (HUNECK e YOSHIMURA 1996). A tabela 1 apresenta os

deslocamentos quimicos de RMN de 'H e "°C para a liquexantona (15).

Tabela 1 — Deslocamentos quimicos (8, expresso em ppm) para a liquexantona (15) (espectros E-1 a

E-3, paginas 130-132).

Liquexantona (15)

Observado Literatura®
C H RMN 'H° RMN "c* RMN 'H RMN "c*
Cl OH, s 13,36 163,7 13,21 162,6
C2 1H, d, J=2,2 Hz 6,26 96,7 6,78 96,3
C3 165,7 165,2
C4 1H, d, J=2,2 Hz 6,28 92,0 6,78 91,5
C5 1H, d, J=2,6 Hz 6,63 98,4 6,29; 6,41 98,3
C6 163,7 162,7
C7 1H, sl 6,62 1154 6,29; 6,41 114,3
C8 1434 141,9
9 182,3 181,1
C4a 156,9 156,1
C8a 112,8 111,7
C9a 104,1 102,8
Cl10a 159,3 158,1
C3-OCH;  3H,s, OMe 3,85 55,7 3,89 55,0
C6-OCH;  3H,s, OMe 3,87 55,6 3,92 55,0
C8-CH; 3H, s 2,81 234 2,87 21,4

*HUNECK e YOSHIMURA 1996; " 300 MHz, CDCls; ©75 MHz, CDCls; ¢ 60 MHz, DMSO-dg; ©25,05 MHz, DMSO-d,
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A estrutura do depsideo 16 foi elucidada através da comparacao dos dados de RMN de
'H e "*C com aqueles expressos na literatura (HUNECK ¢ YOSHIMURA 1996). Estes dados

sao apresentados na tabela 2.

HO 3

9CH3 7 COOCH3
Atranorina (16)

Tabela 2 — Deslocamentos quimicos (3, expresso em ppm) para a atranorina (26) (espectros E-4 a E-

6, paginas 133-135).

Observado Literatura®
C H RMN 'H° RMN "c* RMN 'H RMN "c*
Cl 102,9 103,0
C2 OH, s 12,49 169,1 12,51 169,0
C3 108,6 108,7
C4 OH, s 12,54 167,5 12,56 167,5
C5 H, s 6,39 112,9 6,40 112,8
C6 152,4 152,3
C7 169,7 169,6
C8 1H, s 10,35 193,8 10,36 193,6
9 3H, s 2,68 25,6 2,69 24.4
cr 116,8 116,8
c2 OH, s 11,93 162,9 11,96 162,8
c3 110,3 110,4
c4 151,9 152,1
c5’ 1H,s 6,50 116,0 6,51 116,0
Cc6’ 139,9 139,8
Cc7 172,2 172,1
cs’ 3H, s 2,08 24,0 2,09 23,8
cy’ 3H, s 2,54 9,4 2,69 9,4
COOCH; 3H,s, OMe 3,98 52,3 3,99 52,2

*HUNECK e YOSHIMURA 1996; " 300 MHz, CDCls; ©75 MHz, CDCls; ¢ 400 MHz, CDCls; ©25,05 MHz, CDCl,
* Sinais em 1,24, 1,55 (RMN de 'H) e 29,7 (RMN de '*C) ppm referentes a impurezas presentes na amostra.
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Do extrato acetonico foi isolada a depsidona dcido salazinico (7). Os dados de RMN

de 'H e BC para o 4cido salazinico (7) se encontram na tabela 3 (EIFLER-LIMA e KIM

Acido salazinico (7)

Tabela 3 — Deslocamentos quimicos (3, expresso em ppm) para o dcido salazinico (7) (espectros E-7 a

E-8, paginas 136-137).

Observado Literatura®
C H RMN 'H RMN "c* RMN 'H* RMN "c®
Cl 111,9 111,9
C2 163,6 163,9
C3 110,6 110,3
C4 OH-4, s 12,04 1640 12,12 164,9
C5 1H, s 6,87 1174 6,84 117,5
C6 152,2 152,8
C7 160,4 160,0
C8 3H, s, Me 2,44 21,4 2,47 21,9
C9 1H, s 10,44 192,7 10,50 193,5
Cl’ 109,7 109,6
c2’ OH-2", s 152,8 10,38 153,3
C3” 1234 122,5
Cc4” 148,1 147,9
C5” 138,0 137,6
Cc6” 137,3 137,5
Cc7 165,9 166,3
C8  1H,s/OH-8",s  6,82/828 94,8 6,78/ 8,30 95,2
Cc9’ 2H, s 4,64 52,7 4,70 54,2

*EIFLER-LIMA e KIM 2000; ° 400 MHz, DMSO-dg; ¢ 100 MHz, DMSO-dg; ¢ 300 MHz, CDCly/ DMSO-dg (1:3); ©75 MHz,
CDCls/ DMSO-dg (1:3).
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Reacoes para modificacao estrutural do acido salazinico (7)

(HUNECK e TABACCHI 1987)

As reacOes para modificacdo da estrutura do &4cido salazinico (7) seguiram uma
adaptacdo da metodologia sugerida por HUNECK e TABACCHI (1987). O tempo de reagdo
foi definido através do acompanhamento das reacdes por CCD, sendo elas interrompidas
quando, visualmente, ndo era possivel identificar mudangas de concentracdo dos produtos e
do reagente. A tabela 4 contém as informacgdes sobre as propor¢des dos reagentes e tempo de
reacdo. Para cada produto obtido, os dados referentes a separagdo cromatografica também se

encontram na tabela 5.

Tabela 4 — Informagdes experimentais das reacdes de modificacdo estrutural do 4cido salazinico (7).

Alcool N° de mmols Acido salazinico 7) Tempo de mistura reacional
Reagente de alcool reacao (h)
Massa mmols Massa Cédigo
(mg) (mg)

Metanol 617 149,6 0,38 ~160 151,7 MET
Etanol 429 151,1 0,39 ~160 153,3 ET
Propanol 3333 148,2 0,38 144 151,4 PROP
Isopropanol 325 149,6 0,38 200 215,8 ISO-PROP
n-butanol 274 149,8 0,38 115 178,7 BUT
sec-butanol 273 140,1 0,35 155 161,3 SEC-BUT
terc-butanol 260 147,9 0,38 176 1342 T-BUT
n-pentanol 230 148,5 0,38 50 191,7 PENT
n-hexanol 200 145,5 0,37 50 1954 HEX
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Tabela 5 — Condi¢cOes cromatograficas para fracionamento dos derivados do 4dcido salazinico (7)

Mistura Eluente Codificacao das Fracao para anélise espectroscépica
reacional fracoes Caédigo (massa em Eluente
mg)
PROP gradiente hexano/ CHCl; PROP-F1 a PROP-F3 (8,9) hexano/ CHCl;
PROP-F65 (4:6 v/v)
IPROP gradiente CHCl3/ acetona  ISOPROP-F1 a  ISO-PROP-F5 (11,9) CHCl,
ISOPROP-F42
BUT gradiente CHCls/ acetona  BUT-FI a BUT- BUT-F2 (36,7) CHCl,
F31
SECBUT  gradiente hexano/ acetato SECBUT-F1 a SEC-BUT-F1 (9,3) hexano/ acetato
de etila SECBUT-F11 de etila (1:1 v/v)
TERCBUT  gradiente hexano/ CHCl; TERCBUT-FI a T-BUT-F15 (4,4) hexano/ CHCl;
TERCBUT-F27 (6:4 v/v)
PENT gradiente CHCl5/ acetona PENT-F1 a PENT-F2 (13,6) CHCl,
PENT-F28
HEX gradiente CHCly/ acetona HEX-F1 a HEX- HEX-F10 (~10) CHCl,
F30

As misturas reacionais provenientes das reagdes do dcido salazinico (7) com metanol e

etanol se apresentaram muito complexas e de alta polaridade, e as condi¢gdes testadas para sua

separacdo e obten¢ao dos produtos nao foram satisfatorias.

Todas as fragdes obtidas foram avaliadas por CCD, no eluente tolueno/ acetato de

etila/ dcido acético (6:4:1 v/v/v), e aquelas que apresentaram o mesmo comportamento (Rf)

foram reunidas.

As fracdes escolhidas para andlise espectroscépica de RMN de 'H, '>C (1D e 2D-

apenas HEX-F10), em CDCI; ou acetona-ds, foram aquelas que se apresentaram mais puras na

andlise cromatogréafica e se constituiram as fracdes de maior massa.

De acordo com HUNECK e TABACCHI (1987) nas depsidonas que apresentam em

sua estrutura um anel lactol, resultado de uma reacdo entre uma carboxila de dcido e uma

carbonila de aldeido, este grupo se comporta como um - dcido (Y= pseudo). Em presenca de

dlcoois, hd a formagdo de y-ésteres, resultados da substituicdo da hidroxila do anel lactol.

Além disso, hd outro ponto de reacdo possivel na estrutura do 4cido salazinico (7): o carbono

carbinélico, em posicdo benzilica 9°. Os espectros de RMN de 'H e Be (espectros E-9 a E-32,

paginas 138 a 161) de todas as fracOes majoritdrias obtidas das misturas reacionais da
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condicdo 1 de reagdo mostram que, concordando com a literatura, houve substitui¢cdo das
hidroxilas benzilicas do dcido salazinico (7) por cadeias alquilicas.

Nos espectros de RMN de 'H (espectros E-9, pagina 138; E-12, pagina 141; E-15,
pagina 144; E-18, pagina 147; E-21, pagina 150; E-25, pagina 154; E-28, pagina 157),
verificou-se a presenca dos sinais caracteristicos do 4cido salazinico (7) e ainda sinais
adicionais, referentes aos hidrogénios das cadeias alquilicas introduzidas na regido entre 0,80
e aproximadamente 2 ppm, onde as integracdes das dreas dos picos indicavam a presenga de
duas dessas cadeias. Outro fator que sugeriu a presenca de duas cadeias alquilicas foi a
observacdo de dois tripletes (para alcoois lineares) na regido de 3,5 ppm, atribuiveis a dois
grupos metileno ligados a oxigénio, pertencentes a cadeia do dlcool que foi inserida. Houve
também uma protecdo de aproximadamente 2 ppm do sinal do hidrogénio da hidroxila ligada
ao carbono 2’, que sugeriu a introducao de uma das cadeias alquilicas nas proximidades desse
grupo, o que poderia causar essa protecdo devido a efeitos estéricos.

Pelos espectros de °C (espectros E-10, pagina 139; E-13, pagina 142; E-16, pagina
145; E-19, pagina 148; E-26, pagina 155; E-29, pagina 158) foi possivel confirmar a
introducdo de duas cadeias alquilicas do dlcool na estrutura do acido salazinico (7), e ainda
localizar estas modificagcdes. Estes espectros apresentam todos os sinais das cadeias alquilicas
provenientes do dlcool duplicados, com valores de 8 muito préximos, com 2 sinais de grupos -
CH,-O- na faixa de 70 ppm, que seriam os grupos diretamente ligados a molécula do 4cido
salazinico (7), provenientes do dlcool. Os espectros apresentam ainda os mesmos sinais do
espectro do 4cido salazinico (7), com leves alteracdes de cerca de 1 a 2 ppm, com excec¢ao de
dois sinais: um em aproximadamente 100 ppm (metino) e outro em aproximadamente 60 ppm
(metileno), que podem ser atribuidos, respectivamente, aos carbonos 8’ € 9’ dos derivados. Os
sinais referentes a estes carbonos no espectro do material de partida t€m valores de
deslocamento quimico de 94,9 e 52,7 ppm, respectivamente, que ndo aparecem nos espectros
dos derivados. A desprotecao desses sinais pela substituicao de um hidrogénio por uma cadeia
alquilica € facilmente explicada pelo surgimento de efeitos B de desprotecdo. Assim, apenas
por esses dados, ja foi possivel determinar que a inser¢do das cadeias alquilicas na molécula
do 4cido salazinico (7) se da nas posicdes 8’ e 9°, produzindo produtos de substituicao das
hidroxilas benzilicas como derivados majoritarios.

A tnica excec¢do foi a reagdo do 4cido salazinico (7) com terc-butanol. O espectro de
RMN de 'H da fracdo T-BUT-F15 (espectro E-21, pagina 150) mostra que houve a insercdo de

uma cadeia alquilica apenas, apresentando um sinal para as metilas do residuo terc-butila com

Preparagdo de derivados de xantona e depsidona e avaliagdo da atividade bioldgica



Ana Camila Micheletti 18

N

o valor da integracdo cerca de trés vezes a do sinal referente a metila 8 do esqueleto da
depsidona. No espectro de RMN de Be (espectro E-22, pagina 151) foi observada a presenca
de apenas um sinal de carbono tetrassubstituido, referente ao grupo inserido, em 76,2 ppm, e
um sinal de um grupo metileno em 56,04 ppm, juntamente com a manuten¢ido do sinal em
95,3 ppm, sugeriu que a modificaciao ocorreu, neste caso, apenas em C-9’. Isso foi confirmado
pelo espectro de RMN de gHMBC (espectro E-24, pagina 153), no qual foi possivel observar
a correlagdo entre este sinal em 76 ppm e o sinal do H-9’, em 4, 79 ppm.

Ainda foi possivel observar, através das andlises espectrais de RMN, que a fracdo
SEC-BUT-F1 é composta por duas substancias, praticamente idénticas, com alguns dos sinais,
tanto do espectro de RMN de 'H quanto de Be (espectros E-18 e E-19, paginas 1147-148),
aparecendo duplicados. Levando em conta estas informacgdes, supde-se que nesta fragcdo
encontram-se dois diastereoisomeros do derivado sec-butilico do acido salazinico (7). Como o
derivado possui 3 centros quirais na sua estrutura, a producdo de diastereoisomeros ja era

esperada.

HyC

Principalmente pelo fato de os compostos estarem em mistura, experimentos de RMN
bidimensionais que visam a observacdo de interagdes espaciais entre 0os dtomos ndo dariam
uma contribuicdo efetiva para a atribuicao da configuracao relativa dos centros quirais das
moléculas dos derivados.

Assim, os derivados do 4cido salazinico (7) obtidos através de sua reacdo com dlcoois

foram os éteres 17 a 23, como mostra a figura 2.
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HO

Acido salazinico (7) 17 R=R’= n-propil
18 R=R’= isopropil
19 R=R’= n-butil
20 R=R’= sec-butil
21 R=terc-butil, R’=H
22 R=R’= n-pentil

23 R=R’= n-hexil

Figura 2. Repesentagdo esquematica da reag@o do dcido salazinico (7) com dlcoois, dando os 4cido 8,

9’-di-O-alquil salazinico, e o dcido 9’-O-terc-butil salazinico (21).

Os dados de RMN de 'H e "C da fracio HEX-F10, 4cido 8, 9’-di-O-n-hexil
salazinico (23), juntamente com os do 4cido salazinico (7) estdo dispostos na tabela 6. Para
atribuir de maneira correta, principalmente, os sinais dos carbonos das cadeias alifaticas, em
especial quais seriam os carbonos e hidrogénios metilénicos das cadeias normais diretamente
ligados as posi¢des de substituicdo, foram obtidos espectros bidimensionais de HMBC e
HMQC (espectros E-31 e E-32, paginas 160-161). A fracdo escolhida foi HEX-F10, que
contem o derivado acido 8’, 9’-di-O-n-hexil salazinico (23), ja que € o derivado que apresenta
cadeia alquilica mais longa, e, assim, as observacdes que colaboraram para a atribui¢do dos
sinais de carbonos e hidrogénios desta molécula, puderam ser aplicadas aos demais derivados
da série. As correlagdes de longa distancia entre hidrogénio e carbono sao relatadas na tabela

7. Como as sinais dos hidrogé€nios das duas cadeias alquilicas estdo sobrepostos, nao foi
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possivel atribuir com certeza quais dos sinais s@o da cadeia ligada a posi¢do 9’e quais sdo 0s
da cadeia ligada a posicao 8’ . Apenas o sinal dos carbonos e hidrogénios dos grupos metileno
diretamente ligados aos oxigénios destas duas posicdes puderam ser diferenciados a partir das
informacdes contidas nos espectros bidimensionais.

Os dados espectroscopicos relacionados ao esqueleto basico da depsidona em todos os
derivados sdo muito parecidos entre si. Desta maneira, as informagdes relevantes, ou seja, os
deslocamentos quimicos de H e C das cadeias alquilicas inseridas e dos C8’ ¢ 9’ dos demais

derivados da série, sdo apresentados nas tabelas 8 ¢ 9.

14

H3C
15

acido 8’, 9’-di-O-n-hexil salazinico (23)
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Tabela 6 — Deslocamentos quimicos (8, expresso em ppm) para o acido salazinico (7) e para a fracdo HEX-F10 -

acido 8’, 9’-di-O-n-hexil salazinico (23)

Acido salazinico (7)* HEX-F10 (derivado n-hexilico)

C H RMN 'H* RMN “C° RMN 'H° RMN "¢

C1 112,04 111,7

c2 163,7 164,2

C3 110,7 110,3

C4 OH-4, s 12,04 164,1 12,12 165,6

C5 1H, s 6,87 117,5 6,74 118,2

C6 152,4 153,9

Cc7 160,4 159,7

C8 3H, s, Me 2,44 21,5 2,51 22,5

Cc9 1H, s 10,45 192,8 10,45 192,9
C10 2H,t,J=59 Hz - - 3,76 70,1
Cl1 4H, m - - ~1,5 29,1 ou 29,6
C12 - - 31,4 0u3l,6
Cl13 12H, sl - - 1,25 25,3 ou 25,7
Cl4 - - 22,3 ou 22,5
CI15 6H, m - - ~0,86 14,0
Cl- 109,7 109,2
c2’ OH-27, s 10,50 152,9 153,9
C3” 123,6 120,2
c4’ 148,3 149,2
C5” 138,2 138,0
Cc6” 137,4 134,9
Cc7” 166,0 167,6
C8’ 1H, s/ OH-8", s 6,80/ 8,33 94,9 6,47 100,1
Cc9’ 2H, s¥** 4,64 52,7 4,78 62,8
Cl1o’ 2H, t,J=6,9 Hz - - 3,59 71,9
cir 4H, m - - ~1,5 29,1 ou 29,6

- - 31,4 0u3l,6

c1z 12H, sl 1,25
Cc13 - - 25,3 ou 25,7
Cl4’ - - 22,3 ou 22,5
C15 6H, m - - ~0,86 14,0

* EIFLER-LIMA e KIM 2000 * 300 MHz, DMSO-dg; "75 MHz, DMSO-d; (1:3); € 300 MHz, CDCls; ‘75 MHz, CDCl,.

** No derivado, os H 9 aparecem como 2d, com J=11,8 Hz.
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Tabela 7 — Deslocamentos quimicos (5, expressos em ppm) de 'H e "*C associados a correlagdes de
longa distancia (obtidos por espectros de HMBC) para o derivado 4cido 8’, 9’-di-O-n-hexil salazinico

(23)

Correlagdes 'H-"C de longa
distancia (Espectro de HMBC)

C H RMN "C® RMN 'H*
Cl1 111,7
C2 164,2
C3 110,3
C4 OH-4, s 165,6 12,10
C5 H, s 118,2 6,75 22,5;110,3; 111,7; 165,6
C6 153,7
C7 159,7
C8 3H, s, Me 22,5 2,50 111,7;118,2; 153,9
C9 1H, s 192,9 10,44 118,2; 165,6
C10 2H,t,J=6,3 Hz 70,1 3,76 ~25; ~29; 100,1
cli/1r 4H, m ~29 ~1,5 ~31,4;~25;71,9
C12/12’ ~31.4
C13/13’ 12H, sl ~25 1,24 14,0; ~31,4
Cl4/14 ~22
C15/15° 6H, m ~14 ~0,85 ~22;~31,4
Cl” 109,2
c2’ 153,9
C3” 120,2
Cc4” 149,2
Cc5” 138,0
Cc6” 134,9
c7’ 167,6
C8” 1H, s 100,1 6,45 70,1; 167,6; 134,9; 149,2
c9” 2H, s 62,8 4,70 71,9; 120,2; 149,2; 153,9
C10° 2H, t,J=6,6 Hz 71,9 3,57 ~25; ~29; 62,8

300 MHz, DMSO-dg; 75 MHz, DMSO-ds

CHy ©Q

HO

Derivados do 4cido salazinico. Dados espectrais nas tabelas 8 e 9.
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Tabela 8 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H das cadeias alquilicas inseridas e dos H 8’e 9’derivados do 4cido salazinico (7) (8 em ppm).

Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (5 em ppm)

Derivado 8 o 10 10° 11 1r 12 12 13 13 14 14
acido 8’, 9’-di-O-n-propil
salazinico (25)
0 1 12 4,78 374 3.56
R=-CH,-CH,-CH = ’ ’ -
savan, | o | aal | (30| (3T | Lman | 0e0meumTs |
0 11 12 ’ ,2H) > | Hz, 2H) | Hz, 2H) ’
R’= -CHz-CHz-CH3
acido 8, 9°-di-O-isopropil
salazinico (26)
10 10 4,26 3,88 195 - 1.40
R=-CH-(CHj3), 6,54 4,77 (m, J= (m, J= (3d J’— 59 e’6 4 Hy i i i - - )
(s, 1H) | (s,2H) 6,4 Hz, 5,9 Hz, T ’ ’
10 11 IH) IH) 12H)
R’= —CH-(CH3)2
acido 8, 9’-di-O-n-butil
salazinico (27)
00 112 13 4,77 377 3.60
e Ol CHLCH G (56 ’f;) PO =69 [ I=64 | 156 (m, 4H) 1,34 (m, 4H) 0-89€050 6% =730 i
0 11 12 13 ’ ,2H) > | Hz,2H) | Hz, 2H) )
R’= -CH,-CH,-CH,-CH,
acido 8’, 9’-di-O-sec-butil
salazinico (28)
100 13 1 12 6.53 ¢ 4,78
R=-CH(CH3)(CH,-CH3) ; 2d, J= ~4,0 3,6
6,56 115 Hz, | (m.2H) | (m.2H) 1,44 (m, 8H) 0,90 (m, 12H) 1,23 - 1,40 (m 12H) - -
0 13 11 12 (s, 2H) AH)
R’= -CH(CH;)(CH,-CHj3)
acido 9’-O-terc-butil
salazinico (29)
Re -C(CHL), 6,64 | 4,79 ] ] ] 1,36 ] ] ] ] ] ]
(s, 1H) | (s,2H) (s, 9H)
R’=H
acido 8, 9°-di-O-n-pentil
salazinico (30)
100 10 12 13 14 4,77 376 359
R=-CH,-CH,-CH,-CHCH,8 (Sé’f;) 1(123’ I?Z (t,J=69 | (t,J=6,9 1,58 (m, 4H) 1,29 (m, 8H) 0,87 (m, 6H)
0 11 12 13 14 ’ éH) ’ | Hz,2H) | Hz, 2H)

R’= -CH,-CH,-CH,-CH,-CHj

23
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Tabela 9 - Deslocamentos quimicos de RMN de °C das cadeias alquilicas inseridas e dos H 8’e 9’derivados do 4cido salazinico (7) (5 em ppm).

Derivado

Deslocamentos

juimicos de RMN de "C (5 em ppm)

8’

9’

10

10

11

11’

2 | 12

13

13

14

14

acido 8’, 9’-di-O-n-propil
salazinico (25)

1 12
R= -CHz-CHz-CH3

10 11 12
R’= -CH,-CH,-CH,

100,1

62,6

71,6

73,4

223e228

10,1 e 10,5

acido 8, 9°-di-O-isopropil
salazinico (26)

100 1r
R=-CH-(CH»),

10 11
R’= —CH-(CH3)2

98,3

60,3

72,8

20,9 -229

acido 8’, 9’-di-O-n-butil
salazinico (27)

00 1 120 13
R= -CH2-CH2-CH2-CH3

10 11 12 13
R’= -CH,-CH,-CH,-CH,

100,1

62,7

69,7

71,5

31,2e31,6

189e 19,2

13,7¢ 13,8

acido 8’, 9’-di-O-sec-butil
salazinico (28)

0 13 1 12
R= -CH(CH;)(CH,-CH;)

0 13 11 12
R’= -CH(CH;)(CH,-CHs)

979¢
99,1

60,5 ¢
60,6

78,0e 78,4

28,6 — 29,7
(4 sinais)

9,6 9,7

17,8 -20,0
(3 sinais)

acido 9’-O-terc-butil salazinico
(29)

100 11
R= -C(CH3)3

R’ =H

95,4

56,0

76,2

27,3

acido 8’, 9’-di-O-n-pentil
salazinico (30)

00 1 120 13 14
R= -CH2-CH2-CH2-CH2-CH3

10 11 12 13 14
R’= -CH,-CH,-CH,-CH,-CHj

100,1

62,8

70,0

71,9

28,8¢€29,3

27,8 e 28,1

22,3

13,9

24
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- Rotaciio Otica

Foi medida a rotacdo otica do 4cido 8’, 9’-di-O-n-hexil salazinico (23) em um
polarimetro Perkin-Elmer modelo 341, em solucdo de metanol, a concentracdo de 4,14
mg/mL , caminho 6tico de 1 dm e comprimento de onda (A) de 589 nm, na tentativa de obter
algum indicio a mais sobre o mecanismo da reacdo. As medidas da rotagdo variaram entre
+0,001 e +0,004, enquanto que a rotacdo oOtica do dcido salazinico (7) € de — 0,6 (DMSO,
0,5%) (EIFLER-LIMA e KIM 2000). Este valor ja € muito pequeno, e diminui no derivado.

Desta forma, nao foi possivel chegar a qualquer conclusao a partir deste dado experimental.

- Proposta de mecanismo

Sugeriu-se, entdo, devido principalmente as caracteristicas do substrato e da reacdo
(solvdlise), que estas reagdes de substituicdio devem seguir um mecanismo do tipo
substitui¢cdo nucleofilica unimolecular (Snl), ilustrado na figura 3, com a formacdo de
carbocétions benzilicos estdveis nas posi¢oes 8’ e 9’ com a saida das hidroxilas na forma de
agua. Isto seria possivel por meio de auto catdlise 4cida, j4 que as hidroxilas fendlicas do
acido salazinico (7) t€m acidez relativamente elevada, com valores de pKa de 5,23 e 6,13,
calculados pelo programa ACD/ pKa DB. Uma vez formados estes cdtions, nenhum outro
carbono seria mais eletrofilico para ser atacado pelo oxigénio do dlcool, que agiria como

nucledfilo da reacdo, com posterior saida de H".
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0
CH; Q CHs /_\
(\t * ROH
Q OH, 0 CH,
/ -H,0 /
OH —_ = OH
HO o HO o]
= =
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ROH
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CH; O CHy  Q
.
o OR 0 OQ
. H HO—R
-2H
/ o / on
HO o HO o}
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° A
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Figura 3 - Representacdo esquematica do mecanismo proposto para a reagdo de substituicdo das

hidroxilas alifaticas do 4cido salazinico (7) por um alcool.

O rendimento das reacdes foi relativamente baixo, especialmente dos derivados dos
alcoois ramificados. A tabela 10 mostra as massas obtidas dos derivados purificados e os
rendimentos relativos das reagdes na condicao 1, j4 que uma pequena parte desses produtos

ainda se encontra em fra¢des impuras.
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Tabela 10 - Massas dos derivados obtidos e rendimentos relativos das reacdes de modificacdo

estrutural do 4cido salazinico (7) na condicao 1.

Derivado Massa obtida Rendimento
(mg) relativo (%)
dcido 8’, 9’-di-O-n-propil salazinico (SALP) (17) 46,3 23,68
dcido 8’, 9’-di-O-isopropil salazinico (SALIP) (18) 11,9 6,58
acido 8’, 9’-di-O-n-butil salazinico (SALB) (19) 48,3 25,26
acido 8’, 9’-di-O-sec-butil salazinico (SALSB) (20) 9,3 5,31
acido 9’-O-terc-butil salazinico (SALTB) (21) 10,7 6,31
acido 8’, 9’-di-O-n-pentil salazinico (SALPE) (22) 80,2 39,76
acido 8’, 9’-di-O-n-hexil salazinico (SALH) (23) 85,0 40,00

O material de partida que ndo reagiu ndo pdde ser recuperado, permanecendo aderido
na silica utilizada para a purificagdo dos produtos.

As reacdes do 4acido salazinico (7) com n-hexanol, n-pentanol, sec-butanol e terc-
butanol foram repetidas utilizando 4cido acético como catalisador (condi¢ao 2), ja que, pelo
mecanismo proposto, a catalise acida € necessaria. As duas primeiras foram completadas em
23 horas, a terceira com 135 horas, e a ultima em 255 horas. Praticamente ndo houve
diminui¢do dos tempos de reacdo e as misturas reacionais se apresentaram mais complexas
para purificagao.

Outra condi¢do testada visando favorecer as reacdes de modificacdo estrutural do
dcido salazinico (7) foi o aumento da temperatura, de 60°C (condicao 1) para 90°C (condiciao

3). Os tempos de reacdo e rendimentos, nas duas condi¢des, se encontram na tabela 11.
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Tabela 11 — Comparacdo entre os tempos e rendimentos de reacdo para obtengdo dos derivados do

acido salazinico (7), nas condicées 1 e 3.

Derivados Condicao 1 (60°C, s/ Condicao 3 (90°C, s/

catalisador) catalisador)

Tempo (h)  Rendimento Tempo (h)  Rendimento

(%) (%)
acido 8’, 9’-di-O-n-propil salazinico 144 23,7 72 35,2
(SALP) (17)
4cido 8’, 9’-di-O-isopropil salazinico 200 6,6 100 6.4
(SALIP) (18)
acido 8’, 9’-di-O-n-butil salazinico 115 25,3 46 28,3
(SALB) (19)
acido 8’, 9’-di-O-sec-butil salazinico 155 5,3 80 9,3
(SALSB) (20)
acido 9’-O-terc-butil salazinico 176 6,3 150 15,6
(SALTB) (21)
dcido 8’, 9’-di-O-n-pentil salazinico 50 39,7 30 35,4
(SALPE) (22)
acido 8’, 9’-di-O-n-hexil salazinico 50 40,0 23 21,3

(SALH) (23)

A partir dos dados da tabela 11 € possivel observar que a elevacdo da temperatura
diminui sensivelmente o tempo necessdrio para que as reagdes ocorram e, em geral, mantém
ou aumentam os seus rendimentos. Além disso, o comportamento cromatografico das
misturas reacionais, nas duas condi¢des, se mostraram equivalentes, diferentes, portanto, da
mistura obtida na condicao 2. Os produtos obtidos nas duas condi¢des (1 e 3) sdo 0os mesmos,
o que foi confirmado através de analises espectroscopicas de RMN, e foram reunidos a fim de
obter massas suficientes para a realizacdo dos testes bioldgicos. Desta maneira a condicao 3
seria a mais apropriada para a obtencao dos derivados do 4cido salazinico (7), produtos de

substitui¢do de suas hidroxilas alifaticas por grupos alquila.
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Reacoes para modificacao estrutural da liquexantona (15)

Reacoes de Demetilacao

As reacdes de demetilacdo da liquexantona (15) foram realizadas com o objetivo de
produzir o derivado totalmente demetilado, a norliquexantona (24), e os derivados mono-
metilados, a 3-O-metil (25) e a 6-O-metilnorliquexantona (26).

Na reagdo da liquexantona (15) com BCls (ELIX et al. 1993), os produtos esperados

nao foram obtidos. Houve apenas a recupera¢do do material de partida.

CH; O OH BCl, CHy O OH CHy; O OH
HsC. O CHg H3C, CHg
o o o~ o o OH + HO o o

Liquexantona (15) 6-O-metilnorliquexantona (26)  3-O-metilnorliquexantona (25)

No caso da reacdo com BBrj, realizada a fim de obter a norliquexantona (24), foi
observado um produto principal, bastante polar, codificado como TDMLIQ-18. O espectro de
RMN de 'H (espectro E-33, pdgina 162) da fracio em acetona-dg apresentou sinais para uma
metila aromatica em 2,76 ppm e um sinal para uma hidroxila fendélica em 13,40 ppm. Para
defini¢do da estrutura do componente da fracdo, entretanto, o mais importante foi a auséncia
dos sinais das metoxilas, na regido de aproximadamente 3,5 ppm, e a diferenca de
deslocamento quimico dos hidrogénios arométicos, que na liquexantona (15) aparecem como
2 grupos de 2 dubletes com J de aproximadamente 2 Hz cada um. No espectro de TDMLIQ-
18 os hidrogénios aromaticos aparecem como 2 dubletes com J de aproximadamente 2 Hz,
entre 6,2 e 6,3 ppm, e um singlete, na regido de 6,7 ppm. A partir destas informacdes foi
possivel atribuir a estrutura da substincia presente em TDMLIQ-18 como sendo a da

norliquexantona (24).

Liquexantona (15) norliquexantona (24) — 70%
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O espectro de BC da fracdo (espectro E-34, pédgina 163) confirma a estrutura da
norliquexantona (24), apresentando basicamente os mesmos sinais do espectro de BC da
liquexantona (15), com excec¢do dos sinais das metoxilas, na regido de 55 ppm, que ndo
aparecem, e uma pequena desprotecdo dos sinais dos metinos arométicos. Isto acontece pois a
presenca das metilas ligadas aos oxigé€nios vizinhos a estes carbonos na liquexantona (15)
causa um efeito y de prote¢do, que nao € mais observado. Os dados espectroscopicos da

norliquexantona (24) se encontram na tabela 12.

Norliquexantona (24)

Tabela 12 - Deslocamentos quimicos (3, expresso em ppm) para a norliquexantona (24) (espectros E-

33 a E-36, paginas 162-165).

Observado Literatura®

C H RMN 'H RMN “C RMN 'H' RMN "ce
Cl OH, s 134°  134°  164,7° 163,0° 13,44 163,2
C2 1H,d,J=22Hz 6,17 6,11 992 978 6,19 97,9
C3 1H, OH - 10,83  166,0 164,7 164,4
C4 1H,d,J=22Hz 629 626 945 932 6,32 93,3
C5 1H, sl 6,70 6,64  102,0 100,5 6,71 100,6
C6 1H, OH - 10,83 1640 162,8 162,5
C7 1H, sl 6,70 6,63 1174 1162 6,71 116,0
C8 1449 1428 142,7
9 1834 1814 181,3
C4a 158,5 156,4 156,6
C8a 113,1 1109 111,0
C9a 1042 102,1 102,2
Cl10a 160,7 1588 158,6
C8-CH; 3H, s, Me 2,76 2,71 239 230 2,79 21,4

“HUNECK e YOSHIMURA 1996; 300 MHz, acetona —dg; ¢ 300 MHz, DMSO —d,; 475 MHz, acetona —dg; °75 MHz,
DMSO —dg; 7100 MHz, DMSO-dg; £25,05 MHz, DMSO-d,

* Sinais em 2,03 e 2,04 ppm (RMN de 'H, acetona —d) referentes a impurezas presentes na amostra.
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Pode ser observado que ha uma diferenga significativa dos deslocamentos quimicos,
especialmente dos carbonos, da norliquexantona (24), dependendo do solvente no qual o
experimento de RMN foi realizado. Em acetona-dg os sinais sdo mais desprotegidos se
comparados aos sinais obtidos em DMSO-de. Apenas no espectro de RMN de 'H (espectro E-
35, pagina 164) em DMSO-dg foi possivel observar o sinal das hidroxilas das posicdes 3 e 6,
em 10,83 ppm.

Nesta reacdo, possivelmente o dtomo de boro interage com o oxigénio da metoxila,
polarizando a ligacio O-C, deixando o carbono da metila com uma menor densidade
eletronica, como mostra a figura 4. Isso possibilita o ataque do brometo a este carbono, que €
retirado na forma de brometo de metila, dando lugar a um hidrogénio, capturado do meio. O

rendimento médio da reacdo foi de aproximadamente 70%.

CHj [0} OH CHj o‘ OH
Br Br
HsC r>_cH B B
~ —k ~
o o o B~ o o o er
Br*?;Br
Br H,0
CH, c‘) OH
HO l o) l OH

Figura 4. Representaciio esquemdtica do mecanismo proposto para a reagdo de demetilagdo da

liquexantona (15) com BBrs;.

Como nao foram observados os produtos de demetilagdo parcial da liquexantona (15),
a tentativa de uma reagdo alternativa foi realizada, utilizando cloridrato de piridina, auxiliada
por microondas, segundo o procedimento descrito por KULKARNI e colaboradores (1999).
Entretanto, mesmo com um longo tempo de reacdo, ndo houve a formacdo de nenhum
produto, e a metodologia ndo foi eficiente, para este caso. Ainda neste intuito, outra tentativa
também realizada foi a metodologia descrita por JOSHI e colaboradores (1997), utilizando

HBr dissolvido em &4cido acético. Também esta reacdo nao teve resultados satisfatorios.
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6-O-metilnorliquexantona (26) 3-0O-metilnorliquexantona (25)

Outra alternativa para a obten¢do destes derivados monometilados foi a reacdo com
KOH em dietilenoglicol (DEG), a uma temperatura de aproximadamente 240°C. Nesta
reacao, foi obtida a norliquexantona (24), que compunha a fragio DMLIQDEG-8, e uma outra
fracdo, menos polar, codificada como DMLIQDEG-4. O espectro de 'H desta fracdo (espectro
E-37, pigina 166) mostrou-se muito semelhante ao da norliquexantona (24) no mesmo
solvente, inclusive nos deslocamentos quimicos dos sinais dos hidrogénios aromaéticos.
Entretanto, apresentou um sinal para uma metoxila, na regido de 3,9 ppm, o que indicou que a
fracdo era composta por um dos derivados monometilados da norliquexantona (24). Pelo
espectro de BC da fracdo (espectro E-38, pagina 167) foi possivel atribuir a metoxila a
posicdo 3, e ndo a 6, do esqueleto xantonico devido, principalmente, aos deslocamentos
quimicos de alguns carbonos aromaticos. No espectro da fra¢do, observou-se sinais de
metinos aromdticos em 93,0; 98,0; 102,0 e 117,5 ppm, atribuidos respectivamente aos
carbonos 4, 2, 5 e 7 do nudcleo xantdonico. Considerando os deslocamentos quimicos dos
mesmos carbonos no espectro da norliquexantona (24), no mesmo solvente, acetona-ds, €
possivel observar uma pequena protecao nos sinais dos carbonos 2 e 4, que seriam resultado
de um efeito y de protecao da metila ligada ao oxigénio da posicdo 3. Se a metoxila estivesse
ligada ao carbono 6, este efeito se concentraria nos sinais dos carbonos 5 e 7. Assim, a fracdo
DMLIQDEG-4 corresponde a 3-O-metilnorliquexantona (25), obtida, seletivamente, com um

rendimento de 13,15%.

CH, O OH

KOH, DEG

O T e O
HC. CH __Chy
o o o

Liquexantona (15) 3-O-metilnorliquexantona (25) — 13,15%

Os dados espectrais de RMN de 'H e BC da 3-O-metilnorliquexantona (25) se

encontram na tabela 13.
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HO 6 102 0" 4a 3>0

3-0-metilnorliquexantona (25)

Tabela 13 - Deslocamentos quimicos (8, expresso em ppm) para a 3-O-metilnorliquexantona (25)

(espectros E-37 a E-39, paginas 166-168).

Observado Literatura®
C H RMN 'H RMN "c° RMN 'H* RMN "C®
Cl OH, s 13,40 164,2 13,42 162,6
C2 1H, d, J=2,4 Hz 6,24 98,0 6,27 96,3
C3 167,5 165,2
C4 1H, d, J=2,4 Hz 6,39 93,0 6,43 91,5
C5 1H, sl 6,70 102,0 6,72 100,2
C6 164,2 162,5
C7 1H, sl 6,70 117,5 6,70 116,0
C8 145,0 142,5
9 183,6 181,1
C4a 1584 156,1
C8a 113,1 110,6
C9a 104,9 102,8
Cl10a 160,8 158,6
C3-OCH;  3H,s, OMe 3,90 56,8 3,92 55,5
C8-CH; 3H, s, Me 2,77 23,9 2,78 22,5

SHUNECK e YOSHIMURA 1996; ® 300 MHz, acetona —ds ¢ 75 MHz, acetona —dg; ¢ 60 MHz, acetona-dg; ¢ 25,05 MHz,
DMSO-dq

Esta reacdo foi repetida por diversas vezes, com o objetivo de acumular massa do
derivado para os testes de avaliacdo de atividades bioldgicas e para outras reagdes.

Nesta reacdo, é possivel que haja uma ataque nucleofilico do anion OH™ no carbono
aromédtico 6, e a saida de metdéxido. Esta posi¢cdo seria mais favordvel que a posi¢cdo 3, ja que
ha menos oxigénios ligados ao anel, que estaria, dessa forma, menos rico em elétrons e mais
propenso a esse tipo de reagdo, sem descartar, no entanto, a possibilidade de ataque

nucleofilico do OH ao carbono da metoxila.
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Reacoes de Prenilaciao

A fim de obter derivados prenilados da liquexantona (15), vérias condi¢des de reacdo
foram testadas. Todas elas podem ser consideradas como substitui¢des nucleofilicas, onde um
anel aromatico (C-prenilagdo) ou um oxigénio (O-prenilagdo) sd@o os nucledfilos que atacam
espécies eletrofilicas. Os dois reagentes utilizados foram o brometo de 3,3-dimetilalila (27) e

o 2-metil-3-buten-2-ol (28).

CHg
Br CHgy
/ CHg
CHs HC OH
Brometo de 3,3-dimetilalila (27) 2-metil-3-buten-2-ol (28)

Na reac@o com o brometo 27, o grupo metileno ligado diretamente ao bromo € atacado
pelo nucledfilo com subseqiiente deslocamento do brometo, seguindo um mecanismo do tipo
Sn2. Como o dtomo de oxigénio € melhor nucledfilo, ha preferéncia para a formacao de
produtos O-prenilados. Na reacdo com o dlcool 28, utiliza-se BF3, que polariza a ligacdo
dupla, deixando o carbono terminal passivel de ser atacado por um nucledfilo (figura 5).
Desta maneira, o par de elétrons da ligacdo dupla se desloca e hd a eliminacdo de HO'". Ja
nesta reacdo, como o BF; complexa com os oxigénios, o melhor nucledfilo é o anel

aromético, e por isso ha preferéncia de formacao de produtos C-prenilados.

CHs

CHsy
@\ /\/k B
o B{\j CH o = CHs

3

CHg
2 “ S
H.C —_— CHj CHg
2 oH . \ \
3
H(?'V~> CHg CHg

‘BF,

Figura 5. Representacdo esquemdtica das reacdes de prenilacio com brometo de 3,3-

dimetilalila (27) e com 2-metil-3-buten-2-ol (28).
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Foram realizadas duas reacdes com brometo de 3,3-dimetilalila (27), em meio bésico,
sendo uma delas realizada em meio aquoso e outra em acetona. No caso da reagdo realizada
em meio aquoso visando a C-prenilagdo do substrato (HELESBEUX et al. 2004), é provavel
que a reacdo nao tenha ocorrido pela baixa solubilidade da liquexantona (15) na solucao
aquosa, mesmo em pH elevado. J4 em acetona, com a solubilidade mais adequada, pode-se
observar, pelo espectro RMN de 'H da mistura reacional, codificada como P1-LIQ, que houve
reacdo de prenilagdo, pelo aparecimento de sinais na regido de 3,3 ppm e 5,2 ppm, que
poderiam ser atribuidos a produtos C- prenilados, e sinais na regido de 4,7 e 5,5 ppm,

atribuiveis a produtos O-prenilados (figura 6).

ch, 17:25

5,3;122 1,6; 17 5,4;123

C-prenila O-prenila

Figura 6. Deslocamentos quimico de 'H; "°C dos grupos C-prenila e O-prenila.

Entretanto, puderam ainda ser observados no espectro os sinais da liquexantona (15),

em maior propor¢cdo com relacao aos sinais dos grupos prenila, como mostra a figura 7.
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Figura 7. Espectro de RMN de 'H de P1-LIQ, em CDCl;, com ampliagdo da regido entre 3 e 6 ppm.

Na tentativa de identificar os derivados, a mistura foi fracionada, e as fracdes
analisadas por RMN de 'H. O espectro da fracio P1-LIQ-2 (figura 8 A), mais polar que a
liquexantona (15), mostrou sinais pouco intensos, compativeis com a inser¢do de grupos
prenila em oxigénio (4,74 ppm), enquanto que P1-LIQ-4 (figura 8 B), mostrou sinais que
sugeriram a insercdo de grupos prenila apenas em carbono (3,42 ppm). Porém, nesta dltima
todos os sinais, inclusive os da liquexantona (15) que estd presente na mistura, se
apresentaram muito pequenos com relacdo aos sinais de material graxo, entre O e 1,5 ppm,

prejudicando a observacdo dos sinais com mais detalhes.
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Figura 8. Espectro de RMN de 'H de A) P1-LIQ-2 e B) P1-LIQ-4, em CDCl,.

Também foi testado o método descrito por JAIN e colaboradores (1970), com o
objetivo de obter derivados C-prenilados da liquexantona (15), utilizando 2-metil-3-buten-2-
ol (28). A mistura reacional (P2-LIQ), como nos casos anteriores, constituiu-se
majoritariamente pelo material de partida, e no seu processo de fracionamento, apenas duas
fracdes obtidas foram selecionadas para andlise espectral. No espectro de RMN de 'H da
fracdo P2-LIQ-16, os sinais principais sdo os da liquexantona (15), mas € possivel observar
sinais de baixa intensidade para um grupo C-prenila (figura 9).

No espectro de RMN BC (figura 10), é possivel observar os sinais da liquexantona,
muito intensos, € ainda sinais para um derivado C-prenilado (17,8 e 21,5 (CH3); 25,8 (CHy) e
122,4 (CH), caracteristicos para o grupo). Para tentar determinar a posi¢do de substituicao
deste grupo é necessdrio observar os sinais na regidao dos carbonos arométicos. Ha um sinal de
metino em 94 ppm, de intensidade bem menor que a dos sinais dos metinos da liquexantona,

que poderia ser atribuido ao derivado, e um sinal muito pouco intenso, na faixa de 107 ppm,
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de um carbono tetrasubstituido, no qual teria sido inserido o grupo prenila. Como o sinal do
metino estd entre os sinais dos carbonos nas posi¢des 2 e 4 do esqueleto da xantona, o
substituinte deve ter sido inserido no anel A. Deste modo, as duas posi¢des possiveis sao
exatamente a 2 ou a 4. Na liquexantona, o carbono 4 é mais protegido, com deslocamento
quimico no valor de aproximadamente 92 ppm, e o carbono 2, na faixa de 96 ppm. Como a
insercdo de um grupo em uma dessas posi¢des causaria um efeito y de protecdo na outra, €
possivel que o grupo prenila tenha sido inserido no carbono 4, protegendo o carbono 2,
deslocando seu sinal em 2 ppm. Desse modo, um dos derivados produzidos nesta reacio seria

a 1-hidroxi-3,6-dimet6oxi-8-metil-4-(3-metilbut-2-en-1-il)-9H-xanten-9-ona (29).

1-hidroxi-3,6-dimet6xi-8-metil-4-(3-metilbut-2-en-1-il)-9H-xanten-9-ona (29)

Também no espectro da fracdo P2-LIQ-9, fracdo mais apolar que a descrita
anteriormente, pdde-se observar sinais de pelo menos dois grupos prenila ligados a carbonos,
em proporc¢des diferentes (figura 11) sugerindo uma mistura de componentes. Entretanto, nao

foi possivel determinar a posicao de insercao dos grupos no esqueleto da xantona.
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Preparagdo de derivados de xantona e depsidona e avaliagdo da atividade bioldgica



Ana Camila Micheletti 40

ChIorofprm»d
Te) D 0 <t [} ~ ©
N o oo [ee} N O © W0
N o o [ - Q< <
- S
©
ol ||
2o
|5
(2]
«@
g f
©
I R
g . ‘s 8 8| s
A ™ — o
2 : e 2=
© | — )
< ” |
@
«@ IV
© [aV}
5 0 @
| o
L )
MW”'&“ ) g MU
A R I o A R e A RERERREESS R R
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
Chemical Shift (ppm)

Figura 11. Espectro de RMN de 'H de P2-LIQ-9, em CDClL.

Na segunda tentativa de reagdo de prenilagdo com o dlcool, a mistura P2-LIQ2 foi
fracionada e apenas uma fragdo contendo algum composto diferente da liquexantona (15) foi
obtida: P2-LIQ2-5. No espectro de 'H da fracdo (figura 12) observou-se os sinais do material
de partida, bastante intensos, e sinais de baixa intensidade, em 3,4 (d) e 5,2 (tl) ppm,
compativeis com os sinais de um grupo C-prenila. O espectro de RMN de "°C (figura 13) se
mostrou bastante semelhante ao de P2-LIQ-16, porém com sinais mais intensos para o
derivado. Desta maneira, concluiu-se que a fracdo era composta de liquexantona (15) e
também de 1-hidréxi-3,6-dimetdxi-8-metil-4-(3-metilbut-2-en-1-il)-9H-xanten-9-ona (29), em

menor propor¢ao.
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Figura 13. Espectro de RMN de C de P2-LIQ2-5, em CDCl;,
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Pelos resultados destas duas reagdes pode-se perceber que hd uma preferéncia de
substituicdo na posicdo 4 do esqueleto xantdnico, mostrando que este carbono deve ter um
carater nucleofilico um pouco mais acentuado que os outros, nos quais a reacdo poderia
também ocorrer.

Como, nas duas tentativas anteriores, houve a formac¢do de pequenas quantidades de
produtos, que formaram misturas relativamente complexas, optou-se pela repeticdo da reagdo,
desta vez em alta temperatura.

A mistura reacional desta reagdo realizada sob refluxo (P2-LIQ3) foi fracionada por
CLAE (figura 14). Das duas fracdes coletadas, uma em 10 minutos (pico 2, figura 14 - P2-
LIQ3- CL10M), outra em 14 minutos (pico 3, figura 14 - P2-LIQ3- CL14M) foram obtidos
espectros de RMN de 'H, e pela sua andlise preliminar pdde-se constatar que a primeira se

constituia apenas de liquexantona (15).
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Figura 14. Cromatograma de CLAE (modo preparativo) da fracao P2-LIQ3

O espectro de RMN de 'H de P2-LIQ3-CL14M (pico 3, figura 14) se mostrou muito
interessante. Por ele foi possivel observar que a fracdo se tratava de uma mistura, mas o
componente majoritdrio era a propria liquexantona (15). Entretanto a fragdo anterior a ela, P2-
LIQ3- CL10M (pico 2, figura 14) j4 se constituia desta substancia, e a liquexantona (15) ndo
poderia estar presente em uma segunda fracdo com um tempo de retencdo diferente.
Observando-se o espectro (figura 15), pode-se notar que o sinal do hidrogénio da hidroxila
fendlica, em aproximadamente 13 ppm, praticamente ndo aparece, 0 que sugeriu que possa ter
ocorrido a formagao de um complexo com o dtomo de boro do reagente (BF;) que nao tenha
sido degradado na etapa de elaboragdo da reacgdo.

Neste espectro pode-se observar também a presenca minoritdria de sinais que

correspondem a produtos O- e C-prenilados.
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Figura 15. Espectro de RMN de 'H de P2-LIQ3-CL14M, em CDCl; com ampliagdo da regido entre
2,7e¢5,3 ppm.
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Reacoes para modificacao estrutural da norliquexantona (24)

Reacao de metilacao da norliquexantona (24)

Como ndo foi possivel obter os dois derivados monodemetilados da liquexantona (15),
uma op¢ao foi a metilacdo da norliquexantona (24) com CH3;l, em meio basico. Completada a
reacdo, a mistura reacional (ME-NOR) apresentou-se composta de pelo menos 3 substancias,
sendo uma delas a norliquexantona (24), outra a liquexantona (15), e de mais uma substancia,
de polaridade intermedidria com relagdo as outras duas. A mistura reacional foi fracionada e a
fracdo contendo este componente de Rf intermediario (ME-NOR-2) foi analisada pela técnica
espectroscépica de RMN. J4 pelo seu espectro de RMN de 'H (figura 16) foi possivel
constatar que a fracdo se constituia de uma mistura de duas substancias em propor¢do de
aproximadamente 2:1, e ndo de um unico produto. Foram observados dois sinais para
hidroxilas fendlicas na regido de 13 ppm, e mais um na regido de 9 ppm; dois sinais de
metoxilas, entre 3,8 e 3,9 ppm, sinais de metilas arométicas e dois grupos de sinais de
hidrogénios aromaticos, na regido de 6 ppm. Os deslocamentos quimicos destes hidrogénios
foram compativeis com os sinais para a 6-O-metilnorliquexantona (26) e a 3-O-
metilnorliquexantona (25), que sdo os outros produtos esperados para a reacdo. Foram
observados sinais em 6,20 (d); 6,33 (d), 6,72 (sl) e 6,83 (d) ppm atribuiveis aos hidrogénios 2,
4,7 e 5, respectivamente, da 6-O-metilnorliquexantona (26), e sinais em 6,25 (d), 6,40 (d) e
6,77 (2H, d) ppm, referentes aos hidrogénios 2, 4, 7 e 5 da 3-O-metilnorliquexantona (25)
(figura 16) (HUNECK e YOSHIMURA 1996).

HO™ 6 10a"0” 4a O

6-O-metilnorliquexantona (26) 3-O-metilnorliquexantona (25)

Preparagdo de derivados de xantona e depsidona e avaliagdo da atividade bioldgica



Ana Camila Micheletti 45

Acetqne—de

[Te} [ X =) [coMToNToN )
o @ eceoQ
(s2] o N NN
|- \ =

~-3.91
1.28

278

6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0
Chemical Shift (ppm)

0.87

8 7 6 5 4 3 2 1 0
Chemical Shift (ppm)

Figura 16. Espectro de RMN de '"H de ME-NOR-2, em acetona-ds, com ampliacdo da regido entre 6 e
7 ppm.

Pelo espectro de Bc (figura 17), observando-se especialmente os sinais dos
hidrogénios aromaticos, foi possivel atribuir com maior clareza qual das duas substincias se
apresentava em maior proporcao. Espera-se que a metila ligada ao oxigénio na posicao 6 do
anel A do nicleo xantdnico exer¢a um efeito y de protecao sobre os deslocamentos quimicos
dos carbonos 5 e 7, enquanto que se a metila estd ligada ao oxigé€nio na posicdo 3, observa-se

este efeito de protecao sobre os carbonos 2 e 4.
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Figura 17. Espectro de RMN de BC de ME-NOR-2, em acetona-dg, com ampliacdo da regido entre 75
e 125 ppm.

No espectro de ME-NOR-2 (figura 17) observou-se sinais de metinos arométicos em
924, 974, 101,4 e 116,9 ppm e, sinais com intensidade aproximadamente duas vezes
superior, em 93,9, 98,7, 99,2 ¢ 116,2 ppm. Os dois primeiros valores de cada grupo se referem
aos sinais de deslocamento quimico dos carbonos 2 e 4, e pode-se constatar que os sinais do
primeiro grupo, de menor intensidade, estdo mais protegidos. E o inverso é observado para os
valores de deslocamento quimico dos carbonos 5 e 7, que foram mais protegidos no segundo
grupo de sinais, mais intensos. Por estas informacdes, pdde-se concluir que a 6-O-
metilnorliquexantona (26) e a 3-O-metilnorliquexantona (25) (HUNECK e YOSHIMURA
1996), sendo 26 o componente majoritdrio. Os dois componentes foram obtidos em uma
propor¢do de aproximadamente 2:1, e, como o rendimento total foi de 21%, (26) e (25) foram

obtidos com rendimentos aproximados de 14 e 7%, respectivamente.
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Figura 18. Representacdo esquemadtica da reagdo de metilagdo da norliquexantona (24) com iodeto de CHj;l,

seguindo um mecanismo do tipo Sn2.

A tabela 13 apresenta os dados espectrais de RMN de 'H e BC da 3-0-
metilnorliquexantona (25) e os sinais de deslocamento quimico para a 6-O-

metilnorliquexantona (26) se encontram na tabela 14.
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6-O-metilnorliquexantona (26)

Tabela 14 - Deslocamentos quimicos (d, expresso em ppm) para a 6-O-metilnorliquexantona (26).

Observado Literatura®

C H RMN 'H° RMN "c* RMN 'H* RMN "c*
Cl OH, s 13,36 164,9 13,36 163,0
C2 1H, d, J=2,1 Hz 6,20 98,7 6,20 97,6
C3 165,5 164,2
C4 1H, d, J=2,0 Hz 6,33 93,9 6,32 92,8
C5 1H, J=2,2 Hz 6,83 99,3 6,80 98,3
C6 164,7 162,7
C7 1H, sl 6,72 116,2 6,73 114,3
C8 143,8 141,9
C9 183,3 180,7
C4a 157,9 156,1
C8a 113,2 111,7
C9a 1034 102,2
Cl10a 160,0 158,1
C3-OCH;  3H,s, OMe 3,95 56,3 3,94 55,0
C8-CH; 3H, s, Me 2,80 232 2,79 21,6

“HUNECK e YOSHIMURA 1996; 300 MHz, acetona —dg © 75 MHz, acetona —dg; 460 MHz, acetona-dg; ¢ 25,05 MHz,
DMSO-dq

Indmeras tentativas foram realizadas, entretanto, como os dois componentes da
mistura s3o muito semelhantes, nao foram separados. Assim, este método ndo se mostrou
eficaz para a obtencdao dos derivados monometilados da norliquexantona (24), devido a

obtencdo de mistura de dificil separagdo e em baixo rendimento.
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Obtencao da 3,6-bis[3-(dimetilamino)propoxi]-1-hidroxi-8-metil-9H-
xanten-9-ona (30) (HUNTER ef al.1984)

Xantonas também sao conhecidas por sua atividade antimaldrica, que tem sua base na
complexacdo destas moléculas com o grupo heme que € liberado pelo plasmddio, parasita
causador da doenca, durante o metabolismo da hemoglobina no seu organismo. Este grupo é
téxico ao parasita, que tem uma via de detoxificacdo baseada na polimerizacio do heme.
Drogas que complexam com o grupo heme, deixando-o solivel, impossibilitam esta via, e tem
a acdo toxica desejada. Estudos mostraram que substituintes nitrogenados nas posicdes 3 e 6
do esqueleto xantOnico sdo importantes para interacdo da molécula com o grupo heme, e
também para a entrada eficaz da substancia no vacuiolo digestivo do parasita, que € acido
(RISCOE et al. 2005).

Como os oxigénios ligados aos carbonos 3 e 6 da norliquexantona (24) podem agir
como nucledfilos, uma reacdo de substituicio com hidrocloreto de (3-
cloropropil)dimetilamonio, a fim de obter a 3,6-bis[3-(dimetilamino)propéxi]-1-hidréxi-8-
metil-9H-xanten-9-ona (30) foi realizada.

Pela andlise espectral do produto obtido na reagdo (N-NOR) pode-se concluir que o
produto esperado realmente foi obtido. O primeiro indicio de substitui¢cdo foi a observagdo, no
espectro de 'H (espectro E-40, pagina 169) de dois tripletes na regido de 4,2 ppm, que podem
ser atribuidos a grupos metileno ligados a oxigé€nio, indicando que houve a insercdo de dois
grupos. A atribui¢do correta dos sinais do espectro de pdde ser realizada a partir dos dados do
espectro de gHSQC (espectro E-43, pigina 172), ja que o espectro de RMN de C se mostrou
de mais facil interpretacdo, e o espectro de 2D de correlacdo direta foi suficiente para a
atribu¢do dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios.

No espectro de °C (espectro E-41, pagina 170), além dos sinais do esqueleto da
xantona, foi possivel observar sinais de 3 grupos metileno: um em 67,6 ppm, compativel com
um —CH,- ligado a oxigénio, um em 56,5, atribuivel a metileno ligado a nitrogénio, € o
terceiro em 27,9 ppm, que poderia estar ligado aos outros 2 metilenos. Também foi observado
um sinal de grupo metila, cerca de 4 vezes mais intenso que o sinal da metila ligada
diretamente ao nicleo xanténico em 23,4 ppm, em 45,6 ppm, caracteristico de metila ligada a
nitrogénio. Estas informacdes, associadas aquelas obtidas pelo espectro de RMN de 'H,

permitiram confirmar o produto da reacdo como sendo a 3,6-bis[3-(dimetilamino)propéxi]-1-
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hidréxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (30), obtida com 62,5% de rendimento. A atribuicdo dos

sinais de RMN de 'H e °C desta substéncia é apresentada na tabela 15.

13

12
HsC /\/\ /\1/\ CHg
\T o o 10 T/
C C

3,6-bis[3-(dimetilamino)propoxi]-1-hidréxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (30)

Hy Hs

14

Tabela 15. Deslocamentos quimicos (9, expresso em ppm) para 3,6-bis[3-(dimetilamino)propéxi]-1-

hidréxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (30) (espectros E-40 a E-42, paginas 169-171).

Observado Literatura®
C H RMN 'H° RMN "C* RMN 'H* RMN "c®
Cl OH, s 13,35 164,6 13,21 162,6
C2 1H, d, J=2,2 Hz 6,26 97,9 6,78 96,3
C3 166,5 165,2
C4 1H, d, J=2,1 Hz 6,39 93,1 6,78 91,5
C5 1H, sl 6,80 99,9 6,29; 6,41 98,3
C6 164,6 162,7
C7 1H, sl 6,76 116,7 6,29; 6,41 114,3
C8 143,9 141,9
C9 183,0 181,1
C4a 157,9 156,1
C8a 113,6 111,7
C9a 104,4 102,8
Cl10a 157,9 158,1
C8-CH; 3H, s, Me 2,80 234 2,87 21,4
Cl0  4H,2t,J=64Hz  4,18;421 67,6
Cl11 4H, m 1,96 27,9 - -
Cl2  4H,2t,J=7,0 Hz 2,43 56,5 - -
Cl3e 14 12H, sl 2,21 45,6 - -

SHUNECK e YOSHIMURA 1996; ®300 MHz, acetona-de; © 75 MHz, acetona-dg; ¢ 60 MHz, DMSO-dg; € 25,05 MHz, DMSO-
d6.

* Sinais ndo relatados na tabela (RMN de 'H) sdo referentes a impurezas presentes na amostra.
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Reacoes de prenilacao

As reacdes de prenilacdo da norliquexantona (24) foram realizadas seguindo as
metodologias descritas por TCHAMO e colaboradores (2000) e JAIN e colaboradores (1970),
sendo a primeira destinada a O-prenilacdo, e a segunda a C-prenilagdo.

Na reacdo utilizando brometo de 3,3-dimetilalila (27) (TCHAMO et al., 2000), a
mistura reacional, P1-NOR, foi fracionada por CCDP e as fra¢des analisadas por RMN.
Foram obtidas trés fracdes, sendo a mais polar a prépria norliquexantona (24).

A fragdo mais apolar obtida foi P1-NORLIQ-3. O espectro de RMN de 'H desta fragdo
(espectro E-47, pagina 176) apresentou sinais que podem ser atribuiveis a dois grupos O-
prenila, com sinais de metilas em aproximadamente 1,7 ppm, um sinal na regido de 4,5 ppm
parecido com um triplete, compativel com dois grupos metileno ligados ao oxigénio, € um
sinal largo, na regido de 5,5 ppm, que poderia ser atribuido aos hidrogénios olefinicos dos
substituintes. O sinal dos prétons metilénicos foi importante para a suposi¢ao da presenca de
dois grupos prenila, primeiro pelo valor do seu deslocamento quimico, compativel com uma
substituicdo no oxigénio, e também pelo padrao de desdobramento do sinal. Estes hidrogénios
acoplam somente com o H olefinico, logo, o sinal se desdobra em um dublete. O
aparecimento de um sinal parecido com um triplete em 4,5 ppm no espectro da fracdo levou a
crer que se tratava de dois dubletes parcialmente sobrepostos, indicando a presenca de dois
substituintes.

O espectro de RMN de Be (espectro E-48, piagina 177) também confirmou a presenga
de duas unidades, pois os sinais caracteristicos para o grupo se apresentaram dobrados: 65
ppm (metileno), 118 ppm (metino) e 139 ppm (carbono tetrassubstituido), além das metilas,
em 18 e 25 ppm. Os sinais dos hidrogénios aromaticos (6,2 a 6,7 ppm) também se mostraram
muito importantes para a definicdo da estrutura do derivado. Nos derivados monosubstituidos
nos oxigénios até agora obtidos, e na norliquexantona (24), estes sinais se apresentavam como
dois dubletes e mais um singlete, referente a dois hidrogénios. Somente na liquexantona (15)
estes sinais aparecem como dois grupos de dois dubletes. Assim, o aparecimento do mesmo
padrdao com que aparecem os sinais para os hidrogénios aromaticos indicou que a substitui¢dao
dos grupos prenila poderia ter ocorrido nos dois oxigénios, nas posi¢des 3 e 6 do esqueleto da
norliquexantona (24). Além disso, os deslocamentos dos metinos aromadticos no espectro de

RMN de “*C apresentaram-se muito parecidos com aqueles da liquexantona (15), em 92,7,

Preparagdo de derivados de xantona e depsidona e avaliagdo da atividade bioldgica



Ana Camila Micheletti 52

97,3, 99,1 e 115,9 ppm, mostrando os efeitos y exercidos pelos substituintes nos dois anéis
aromaéticos, confirmando a substitui¢do nos dois oxigénios.

Pela anélise dos dados espectrais foi possivel concluir que a fracio P1-NORLIQ-3 era
composta pelo derivado di-O-prenilado da norliquexantona (31), obtido com um rendimento
de aproximadamente 55%. Os dados de RMN de 'H e "°C de 3,6-di-O-prenil-norliquexantona

(31) se encontram na tabela 16.

Preparagdo de derivados de xantona e depsidona e avaliagdo da atividade bioldgica



Ana Camila Micheletti 53

3,6-di-O-prenil-norliquexantona (31)

Tabela 16 — Deslocamentos quimicos (9, expresso em ppm) para a 3,6-di-O-prenil-norliquexantona

(31) (espectros E-47 a E-49, paginas 176-178).

Observado Literatura
C H RMN 'H* RMN “c® RMN 'H RMN "C
Cl OH, s 13,37 163,6 13,21¢ 162,6°
C2 1H, d, J=2,2Hz 6,28 97,3 6,78 96,3
C3 165,1 165,2
C4 1H, d, J=2,2Hz 6,31 92,7 6,78 91,5
C5 1H, sl 6,65, 6,66 99,1 6,29; 6,41 98,3
C6 163,0 162,7
C7 1H, sl 6,65, 6,66 115,9 6,29; 6,41 114,3
C8 143,3 141,9
C9 182,3 181,1
C4a 156,9 156,1
C8a 112,8 111,7
C9a 104,0 102,8
Cl10a 159,3 158,1
C8-CH; 3H, s, Me 2,81 23,4 2,87 21,4
Cl10  4H,2d,J=6,4Hz 4,56 65,2, 65,3 4,60° 65,3'
Cl1 2H, tl 5,47 118,6,118,8 5,49 119,1
Cl12 - - 139,1, 139,3 - 138,2
Cl13 6H, sl 25,8 25,7
- 61 5 1,75-1,81 182 1,74 ¢ 1,79 182

2300 MHz, CDCls; ® 75 MHz, CDCly; ¢ 60 MHz, DMSO-dg; ¢ 25,05 MHz, DMSO-d, (HUNECK e YOSHIMURA 1996);
*250MHz, CDCls; £62,9 MHz, CDCl; (PISCO et al. 2006)
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A fracdo P1-NORLIQ-2, de Rf intermedidrio entre a fragdo que continha o derivado
di-O-prenilado (31) e a norliquexantona (24) que foi recuperada, também foi analisada por
RMN. O espectro de RMN de 'H (figura 19) mostrou sinais para duas hidroxilas fenélicas, na
regido de 13 ppm, indicando a presenca de pelo menos duas substancias na fracdo. Foram
observados ainda os sinais da metila, em 2,80 ppm e dos hidrogénios arométicos, entre 6,2 e
6,7 ppm. No que diz respeito a substituicdo com grupos prenila, novamente foi observado que
o sinal do grupo metileno aparecia na regido de 4,5 ppm, indicando O-substituicdo, e se
assemelhava a um triplete, o que leva a sugerir a presenga de dois grupos. Observou-se ainda

os sinais do grupo metino, em 5,5 ppm e os sinais das metilas em aproximadamente 1,7 ppm.
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Figura 19. Espectro de RMN de 'H de P1-NORLIQ-2, em CDCl;.

Pelo espectro de BC da fracdo (figura 20) confirmou-se a presenca de dois grupos
prenila, com todos os sinais apresentando-se dobrados. Novamente, observando-se
especialmente os deslocamentos quimicos dos metinos aromaticos foi possivel determinar que
a fracdo se tratava de uma mistura dos dois derivados monoprenilados. A exemplo do que
ocorreu com a mistura dos derivados monometilados, observou-se protecdo dos metinos
aromdticos quando a substituicdo ocorre no oxigénio vizinho a eles. O espectro mostrava
sinais em 93,4, 98,2, 99,1 e 116,1 ppm e, com menos da metade da intensidade, sinais em
92,7, 97,4, 101,1 e 115,7 ppm, sendo possivel concluir que o derivado com o grupo prenila

inserido no oxigénio ligado a posi¢do 6 foi produzido em maior propor¢do, como ocorreu na

Preparagdo de derivados de xantona e depsidona e avaliagdo da atividade bioldgica



Ana Camila Micheletti 55

reacdo de metilacdo. Apenas para os sinais na regido de 116 ppm houve inversio do
comportamento esperado, € o sinal mais desprotegido foi atribuido ao derivado substituido na
posicdo 6. Como tanto nesta reacdo quanto na de metilagdo o derivado 6-substituido foi
produzido em maior proporc¢ao, o oxigé€nio ligado a posi¢cao 6 parece ser mais nucleofilico que
o da posicao 3.

Os dados espectrais de RMN de 13C da 6-O-prenil-norliquexantona (32) e da 3-O-
prenil-norliquexantona (33) se encontram na tabela 17. Nao foi possivel atribuir os sinais dos
hidrogénios de cada molécula separadamente, principalmente os sinais referentes aos

hidrogénios aromaticos.
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Figura 20. Espectro de RMN "C de P1-NORLIQ-2, em CDCls.

CHg CHg
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HsC N Z CHs
14 1 11 14
6-O-prenil-norliquexantona (32) 3-O-prenil-norliquexantona (33)
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Tabela 17 — Deslocamentos quimicos de "“C (3, expresso em ppm) para a 6-O-prenil-

norliquexantona (32) e da 3-O-prenil-norliquexantona (33).

6-O-prenil-norliquexantona (32) 3-O-prenil-norliquexantona (33)

C RMN "C* RMN "C*
Cl 163,9 163,9
C2 99,13 101,8
C3 165,2 165,2
C4 93,4 92,7
C5 98,2 97,4
C6 163,0 163,0
C7 116,1 115,7
C8 1434 144,2
9 182,4 182,4
Cda 157,1 157,1
C8a 112,8 112,8
C9a 104,1 104,1
Cl10a 159,3 159,3
C8-CH; 23,4 23,3
C10 65,3 65,4
Cl1 118,5 118,7
C12 139,4 139,2
Cl13 25,8 25,8
Cl4 18,3 18,3

*75 MHz, CDCl;

Virias tentativas de separacdo dos dois componentes foram realizadas, sem sucesso.
Foi realizada, entdo, a acetilacdo dos componentes com anidrido acético e piridina. A mistura
acetilada foi cromatografada por CCD, em vérios eluentes, até que houve uma leve separacdo
da manchas dos dois componentes no eluente hexano/ CHCI; 90%. Foi realizada a tentativa
de separacdo da mistura por CCDP, em silica GFs4, no eluente hexano/ CHCls;, mas a
separacdo nao foi eficiente para obtencdo dos dois componentes puros.

Assim, a reagdo de prenilagdo da norliquexantona (24) com brometo de 3,3-

dimetilalila (27) tem como produtos principais os derivados mono- e di-O-prenilados.
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CHg o} OH

HO I O I OH

Norliquexantona (24)

BrchHa

o, KyCOs

v
CH 0 OH
CH, O OH 3 CHy 0 OH
CHgy CHg CHy CHg
Hac)\Ao o o CHy 4 HyC ~ o o oH 4 Ho o o Z CHy

(31) - 55% (32) 33)

A reacao foi repetida com uma maior quantidade de substrato, e a mistura reacional
(P1-NOR?2), foi fracionada, obtendo-se, além dos produtos descritos acima, fracdes compostas
por misturas de produtos minoritdrios, sendo estes avaliados através de seus espectros de
RMN de 'H.

A fracado codificada como P1-NOR2-7, de Rf intermediério entre o composto (31) e a
mistura de (32) e (33), apresentou-se como mistura de compostos O- e C-prenilados. Isso
pdde ser observado pelos espectros de RMN de 'H, com sinais na regido de 3,5 ppm
(dubletes) e 4,5 ppm (figura 21).

P1-NOR2-7 parece ser de pelo menos duas substancias, pois € possivel observar dois
sinais para grupos hidroxila na faixa de 13 ppm, um bem mais intenso com relagdo ao outro, e
também 2 grupos de sinais de grupos C-prenila, na regido de 3,5 ppm, de diferentes
intensidades. Observando os sinais entre 3,5 e 5,5 ppm, pode-se propor que a fracdo seja
composta majoritariamente por um composto prenilado tanto nos oxigénios quanto em um de
seus carbonos, sendo possivel observar os dois dubletes em forma de triplete (pseudo-triplete)
na regido de 4,5 ppm, que indica a presen¢a do grupo prenila nos oxigénios das posicdes 3 e
6, e um dublete, com aproximadamente a mesma intensidade, na regido de 3,5 ppm, que
indica um substituinte C-prenila, ale dos dois sinais, entre 5,2 e 5,5 ppm, também com

intensidades parecidas, para grupos C- e O-prenila, respectivamente.
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Figura 21. Espectro de RMN de 'H de P1-NOR2-7, em CDCl,.

Ja a fracdo P1-NOR2-14, de Rf intermedidrio entre a mistura de (32) e (33) e a
norliquexantona (24), ou seja, mais polar que P1-NOR2-7, se apresentou como uma mistura
de compostos C-prenilados, como é possivel observar pelo seu espectro de 'H (figura 22),
com sinais caracteristicos para estes grupos na regido entre 3 € 5,5 ppm.

Portanto, estas duas fragdes se apresentaram como misturas de pequena massa,

optando-se por ndo fraciona-las novamente.
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Figura 22. Espectro de RMN de 'H de P1-NOR2-14, em acetona-ds.

Como foi obtida uma pequena massa destes compostos intermedidrios para que fosse
possivel uma andlise mais detalhada, a reacdo foi repetida uma terceira vez, € a mistura
codificada como P1-NOR3. Das 4 fra¢des selecionadas para andlise espectral (11, 12 e 13), 3
eram compostas majoritariamente pela mistura dos compostos mono-prenilados (32) e (33). A
ultima delas, mais apolar (P1-NOR3-9) se mostrou composta por uma mistura mais complexa

de compostos, com substituintes O- e C-prenila (figura 23).
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Figura 23. Espectro de RMN de 'H de P1-NOR3-9, em CDCl,.

Na tentativa de aumentar o rendimento da reagao, ela foi novamente realizada, desta
vez sob aquecimento, a uma temperatura de aproximadamente 40°C (P3-NOR). Entretanto, o
que se observou foi uma queda brusca no rendimento, recuperando-se praticamente toda a
norliquexantona (24) utilizada.

Outra reacdo de prenilagcdo testada foi a descrita por JAIN e colaboradores (1970),
utilizando 2-metil-3-buten-2-ol (28), catalisada por BF;. OEt,. Entretanto, a mistura reacional
(P2-NOR), ap6s a separagdo cromatogréfica, se mostrou bastante complexa, com fracdes de
perfis muito diferentes, de pequena massa, impossibilitando novo fracionamento para
isolamento dos componentes.

Assim, como produtos das reacdes de prenilacdo da norliquexantona (24) foram
obtidos apenas os derivados O-prenilados, a partir de reagdes com brometo de 3,3-dimetilalila
(27).

O produto di-prenilado 31 foi submetido a uma reagao de rearranjo de Claisen (figura

24), a fim de obter os derivados C-prenilados. O rearranjo de Claisen é um tipo de reacao
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periciclica (que ocorre por um processo concertado e um estado de transicdo ciclico)
classificado como rearranjo sigmatrépico. Neste processo, um substituinte em ligacdo G migra
através de um sistema de elétrons 7, e uma nova ligacdo ¢ se forma no produto. O rearranjo
de Claisen, juntamente com o rearranjo de Cope e a reacdo de Diels-Alder, € uma das reacdes

periciclicas mais tteis em sinteses organicas (McMURRY 1997).

'0) — > O/ — > HO

- H
K/CHQ H N

Figura 24. Representacdo esquematica do rerranjo de Claisen

A primeira tentativa foi feita com o uso de DMF como solvente, a refluxo (T~ 153°C)
durante 12 horas, utilizando-se um volume grande de solvente em relacdo a massa do material
de partida, a fim de favorecer a reacdo intramolecular. A mistura reacional (P1-NOR3P-CLA)
foi analisada por RMN de 'H (figura 25) e pode-se observar que houve o aparecimento de
sinais compativeis com a presenca de grupos C-prenila, porém em uma propor¢ao

extremamente pequena.
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Figura 2S. Espectro de RMN de 'H de P1-NOR3P-CLA, em CDCl;.

Como os derivados C-prenilados nao foram produzidos em quantidades satisfatorias,
uma nova reacao foi realizada, desta vez em quinolina, que tem uma temperatura de ebulicao
acima dos 200°C. Nao ocorreu nenhuma mudanga do perfil cromatografico da mistura,

indicando que ndo houve o rearranjo mesmo nestas condi¢cdes mais drésticas.

Obtencao da 3,6-bis[(3,3-dimetiloxiran-2-il)metoxi]-1-hidroxi-8-metil-9H-
xanten-9-ona (34) (MA e KIM 2003)

Outra reagdo também realizada com o derivado di-prenilado foi a epoxidagdo das
ligacdes duplas dos dois grupos prenila, pelo tratamento do composto 31 com MCPBA.

Muitos compostos epoxidados sdo relatados como antitumorais (TAUTON 1997,
EILON et al. 2000, XIE et al. 2005), sendo que muitas vezes o anel epoxido € um sitio
eletrofilico que permite a formacao de ligacdes covalentes com proteinas, resultando em uma
inibicao irreversivel do alvo molecular (EILON et al. 2000). Um exemplo € a xantona natural
psorospermina (6), que apresenta significativa atividade antitumoral. A psorospermina (6), ja

em desenvolvimento pré-clinico, apresenta em sua estrutura um anel epéxido que age como
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eletr6filo em uma reacdo de alquilacdo do DNA, se intercalando covalentemente a esta
macro-molécula. Estudos mostram que o mecanismo de agdo antitumoral desta substincia
estaria associado a formacdo de um complexo entre ela, o DNA e a enzima topoisomerase 11
(HANSEN et al. 1996), uma enzima de extrema importancia no processo de transcricao e
replicagdo celular (GOODELL et al. 2006).

Nesta reacao, duas fragdes obtidas na separa¢do da mistura reacional foram analisadas
por RMN: EPX-2B-1 e EPX-2B-8.

No espectro de RMN de 'H da fracio EPX-2B-8 (espectro E-44, pégina 173)
observou-se apenas um sinal para a metila na posicao 8, em 2,87 ppm e um sinal de grande
intensidade para uma hidroxila fendlica na faixa de 13 ppm, o que evidencia a presenca de
apenas uma substancia. O espectro também apresentou os quatro dubletes para os hidrogénios
aromadticos, padrao que é geralmente observado para moléculas substituidas nas posi¢des 3 e
6. Além desses sinais foram observados um triplete, em 3,2 ppm, dois grupos complexos de
sinais na regido entre 4 e 4,3 ppm, e quatro sinais em aproximadamente 1,4 ppm. Estes sinais
sdo compativeis com a inser¢ao de um oxigénio, sob a forma de um anel epdxido, na dupla
ligacdo de um grupo prenila do material de partida. Uma informagao importante fornecida por
este espectro foi o desaparecimento do sinal dos hidrogénios olefinicos dos grupos prenila, em
5 ppm. Isto sugeriu que a reacdo aconteceu nos dois pontos possiveis, € o produto seria a
substancia di-epoxidada.

Pelo espectro de RMN de "’C (espectro E-45, pagina 174) constatou-se realmente a
auséncia de sinais referentes aos carbonos das liga¢des duplas dos grupos prenila, e como nao
houve duplicacdo de nenhum dos sinais do esqueleto xantonico confirmou-se o que foi
previsto no espectro de 'H, que os dois substituintes foram epoxidados. Foram observados
sinais em 67,7 ppm, atribuivel a um grupo metileno ligado a oxigénio, 60,8 ppm, metino e
58,3 ppm, carbono tetrassubstituido, ambos no anel epéxido. Os sinais das metilas ligadas ao
anel oxirano sdo observadas em 19 e 24,6 ppm. Todos estes dados reunidos (tabela 18)
confirmaram que um dos produtos obtidos na reagcdo foi a 3,6-bis[(3,3-dimetiloxiran-2-

il)met6xi]-1-hidroxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (34), com 17% de rendimento.
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3,6-bis[(3,3-dimetiloxiran-2-il)metéxi]-1-hidréxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (34)

Tabela 18 — Deslocamentos quimicos (3, expresso em ppm) para a 3,6-bis[(3,3-dimetiloxiran-2-

i)meto6xi]-1-hidroxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (34) (espectros E-44 a E-46, paginas 173-175).

Observado Literatura
C H RMN 'H* RMN "¢’ RMN 'H RMN "C
Cl OH, s 13,33 163,8 13,21°¢ 162,6°
C2 1H, d, J=2,3 Hz 6,31 97,4 6,78 96,3
C3 164,7 165,2
C4 1H, d, J=2,3 Hz 6,37 92,7 6,78 91,5
C5 1H, d, J=2,3 Hz 6,72 99,3 6,29; 6,41 98,3
C6 162,7 162,7
C7 1H, sl 6,70 115,8 6,29; 6,41 114,3
C8 143,7 141,9
C9 182,4 181,1
C4a 157,0 156,1
C8a 113,6 111,7
C9a 104,4 102,8
Cl0a 1594 158,1
C8-CH; 3H, s, Me 2,84 23,4 2,87 21,4
C10 4H, m 4,19 67,6 4,10° 68,0
Cl1 2H, t 3,15 60,8 3,03 60,7
C12 - - 58,3 57,8
Cl13 6H, sl 1,40; 1,41 24,6 1,36 24.4
Cl4 6H, sl 1,37; 1,39 19,0 1,33 18,7

2300 MHz, CDCly; ° 75 MHz, CDCls; © 60 MHz, DMSO-dg; ¢ 25,05 MHz, DMSO-ds (HUNECK ¢ YOSHIMURA 1996); ©
fyalor calculado no programa ACDLABS — HNMR DB e CNMR DB.

E possivel que parte do produto tenha sido degradada na fase de fracionamento da
mistura reacional, realizada por coluna cromatogréifica de silica, pois o perfil das fracoes
separadas se mostrou muito mais complexo do que o da mistura reacional antes da separacao.

Uma segunda frac@o isolada nesta reacdo foi EPX-2B-1. Esta fracdo também foi
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analisada por RMN e em seu espectro de 'H (figura 26), os sinais mais importantes para
sugerir a composi¢do da fragdo se concentram na regido entre 2,5 e 5,5 ppm. Pode-se observar
um triplete em 5,48 ppm e dois dubletes, parecidos com um triplete, em 4,57 ppm, o que
indica ainda a presenca de dois grupos prenila. Porém, hd neste espectro sinais em
aproximadamente 4,2 ppm (multiplete), e em 3,15 ppm (triplete), atribuiveis aos hidrogénios
do metileno e do metino do anel epdxido. Outro dado importante é o aparecimento de dois
sinais de mesma intensidade em 2,82 e 2,83 ppm, correspondente a metila do esqueleto da
xantona, e também em 13 ppm, correspondente a hidroxila fendlica, o que sugere a presenca
de duas substancias na fragdo. A partir destas informagdes chegou-se a conclusdao que EPX-
2B-1 tratava-se de uma mistura dos dois derivados monoepoxidados (35) e (36), ja que ha
tanto a presenca de grupos prenila, quanto a de anéis epéxido. A mistura foi obtida com um
rendimento de 26 % sendo, como observado pelo espectro abaixo, que as duas substancias

foram produzidas aproximadamente na mesma proporcao.
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Figura 26. Espectro de RMN de 'H de EPX-2B-1, em CDCl;.
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6-[(3,3-dimetiloxiran-2-il)met6xi]-1-hidréxi-8-metil- 3-[(3,3-dimetiloxiran-2-il)met6xi]-1-hidréxi-8-metil-

3-[(3-metilbut-2-en-1-i1)6xi]-9-H-xanten-9-ona (35) 6-[(3-metilbut-2-en-1-il)6xi]-9-H-xanten-9-ona (36)

Reacao de benzilacio da 3-O-metilnorliquexantona (25) (VENUTI et al.
1988)

Com o objetivo de obter a 6-O-metilnorliquexantona (26) a partir do derivado (25), 3-
O-metilnorliquexantona, foi proposta uma rota de transformacdes, esquematizada abaixo, na

figura 27.

CHy O OH

l)NaH/THF BBrz
BnO o) OH

3-O-metilnorliquexantona - 18
TBDMSCI, imidazol

CHy © OH

O O H - O O
OTBDMS BnO O OTBDMS

1) Mel, Na,CO,, acetona
2) TBAF
0]

6-O-metilnorliguexantona - 17

Figura 27. Representacdo esquemdtica da rota de transformagbes para obtencdo a 6-O-

metilnorliquexantona (26) a partir da 3-O-metilnorliquexantona (25).

Assim, o primeiro passo dessa seqiiéncia de reacdes € a benzilacdo de 3-O-

metilnorliquexantona (25).
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O espectro de RMN de '"H da mistura reacional, codificada como BENZIL, foi
analisado, e chegou-se a conclusdo de que houve realmente a inser¢cdo do grupamento benzila
no oxigénio da posicao 6. Pode-se observar na figura 28 os sinais para o anel aromatico,
como um multiplete na faixa de 7,4 ppm, e o sinal em 5,3 ppm, para o metileno ligado ao
oxigénio nessa posi¢ao, que confirmaram a presenca da 6-(benziloxi)-1-hidroxi-3-metoxi-8-
metil-9H-xanten-9-ona (37). Um detalhe importante é o aparecimento de um sinal pequeno
em 3,95 ppm, que indica, confirmando o que foi observado por CCD, que o material de

partida ainda estava presente na fragao.
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6-(benzil6xi)-1-hidréxi-3-metdxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (37)
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Figura 28. Espectro de RMN de 'H de BENZIL, em acetona-ds.
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Como a reacdo foi realizada com uma pequena massa do substrato, e, por
consequéncia, foi obtida uma pequena quantidade de produto, ndo foi possivel dar
continuidade a série de reacdes para obtencao de 26. Os dados espectrais de RMN de 1H da 6-

(benzil6xi)-1-hidréxi-3-metoxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (37) se encontram na tabela.

Tabela 19 - Deslocamentos quimicos (d, expresso em ppm) para a 6-(benziloxi)-1-hidréxi-3-metoxi-

8-metil-9H-xanten-9-ona (37)

6-(benziloxi)-1-hidréxi-3-metdxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (37)

H RMN 'H#*
H-2 6,27 (1H, d, J= 2,2 Hz)
H-4 6,42 (1H, d, J= 2,2 Hz)
H-5 6,92 (1H, sl)
H-7 6,88 (1H, d, J= 2,1 Hz)
H-10 5,30 (2H, s)
H-11a15 7,44 (5H, m)
C3-O-CH; 391 (3H, s)
C8-CH; 2,81 (3H, s)

* 300 MHz, acetona-dg

Reaciao de prenilacdo da 3-O-metilnorliquexantona (25) com brometo de

3,3-dimetilalila (20) (O-prenilacao) (TCHAMO et al. 2000)

Uma vez obtido o derivado monodemetilado da liquexantona, a 3-O-
metilnorliquexantona (25), foi realizada a reagdo de prenilacdo com brometo de 3,3-
dimetilalila (27), com o objetivo de obter a 3-O-metil-6-O-prenil-norliquexantona (38). A
mistura reacional, codificada como 3-OMEPRE, foi submetida a andlise espectral de RMN de
'H (figura 29). Neste espectro observou-se, além dos sinais do material de partida, o
aparecimento dos sinais do grupo O-prenila inserido, um triplete em 5,49 ppm e um dublete

em 4,58 ppm, confirmando que o produto esperado foi obtido.

Preparagdo de derivados de xantona e depsidona e avaliagdo da atividade bioldgica



Ana Camila Micheletti 69

3-0-metil-6-O-prenil-norliquexantona (38)
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Figura 29. Espectro de RMN de 'H de 3-OMEPRE, em CDCl;.

Tabela 20 - Deslocamentos quimicos (d, expresso em ppm) para a 3-O-metil-6-O-prenil-

norliquexantona (38).

3-0-metil-6-O-prenil-norliquexantona (38)

H RMN 'H*
H-2 6,28 (1H, d, J= 1,9 Hz)
H-4 6,31 (1H, d, J= 2,0 Hz)
H-5 6,66 (1H, sl)
H-7 6,87 (1H, sl)
H-10 4,58 (2H, d, J=6,7 Hz)
H-11 5,49 (1H, t, J=6,7 Hz)
H-13 1,81 (3H, s)
H-14 1,77 (3H, s)
C3-O-CH; 3,86 (3H, s)
C8-CH; 2,83 (3H, s)

*300 MHz, CDCl;
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Ensaios de Atividades Biologicas

Avaliacao da atividade toxica sobre Artemia salina do acido salazinico (7) e

seus derivados

O ensaio de toxicidade sobre Artemia salina pode ser considerado como um bom
método preliminar de pesquisa de atividade antineopldsica de compostos, para posterior
avaliacdo mais refinada (MEYER et al. 1982).

SOLIS e colaboradores (1993) testaram a toxicidade de 21 compostos sobre Artemia
salina, e, dos compostos ativos, praticamente todos se apresentaram toxicos a células KB
(carcinoma humano nasofaringeo), mostrando que hd uma relacdo entre toxicidade da
substancia ao microcrusticeo e a sua citotoxicidade frente a células tumorais.

Visando uma avalia¢do preliminar do potencial citotéxico do dcido salazinico (7) e
seus derivados, produzidos a partir da reacdo do dcido com dlcoois, foram realizados ensaios
de toxicidade sobre Artemia salina.

Para a realizacdo do teste, as substincias devem ser solubilizadas em solugdo salina,
com 1 ou 2% de DMSO. Entretanto, substiancias muito lipofilicas t€m uma restricio com
relacdo a sua solubilidade na solu¢do do ensaio, e nem sempre é possivel testd-las nas
concentracdes desejadas. E € o que acontece com os derivados do dcido salazinico (7). O
proprio 4cido ja tem uma solubilidade reduzida na solugdo salina, e a tendéncia de seus
derivados é a de que quanto maior o tamanho das cadeias alquilicas inseridas, mais apolares
os compostos € menor a solubilidade na solucdo salina. Deste modo, as concentragdes
maximas testadas de cada uma das substancias foi imposta pelo seu limite de solubilidade em
solucdo salina contendo 2% de DMSO.

Nenhum dos compostos testados apresentou-se toxico ao microcrusticeo nas

concentracdoes maximas testadas, indicadas na tabela 21.
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Tabela 21 — Resultados do ensaio de toxicidade sobre Artemia salina.

Substincia/ mistura Concentracoes limite (ug/ mL)
Salazinico (7) (SAL) 385
Mistura reacional-reagcdo com metanol (SALM) 236
Mistura reacional-rea¢do com etanol (SALE) 414
dcido 8’, 9’-di-O-n-propil salazinico (SALP) (17) 259
acido 8’, 9’-di-O-isopropil salazinico (SALIP) (18) 353
acido 8’, 9’-di-O-n-butil salazinico (SALB) (19) 132
acido 8’, 9’-di-O-sec-butil salazinico (SALSB) (20) 233
acido 9’-O-terc-butil salazinico (SALTB) (21) 286
acido 8’, 9’-di-O-n-pentil salazinico (SALPE) (22) 181
acido 8’, 9’-di-O-n-hexil salazinico (SALH) (23) 160

Os derivados da liquexantona (15) nao foram testados neste ensaio devido a falta de
material suficiente, ja que em alguns casos os rendimentos das reacdes foram baixos, ou pela
baixa polaridade dos compostos na solucdo salina. A liquexantona (15) tem uma solubilidade
méxima de 104 ppm, e muitos dos derivados obtidos sdo mais apolares. Prevendo-se uma
solubilidade ainda menor desses compostos do que a da prépria liquexantona (15), optou-se

por ndo realizar o ensaio.
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Avaliacao da atividade citotoxica in vitro da liquexantona (15) e do acido

salazinico (7)

A liquexantona (15), o 4cido salazinico (7), e alguns dos derivados destas duas
substancias produzidos neste trabalho, foram testados com relagdo ao seu potencial citotoxico
frente a linhagens de células tumorais: MDA/ MB-435 (mama-humano), HCT-8 (c6lon —
humano) e SF-295 (glioblastoma — humano). Os resultados do percentual de inibicao do

crescimento das células tumorais sdo apresentados na tabela 22.

Tabela 22 — Percentual de inibi¢do do crescimento celular obtido com as amostras nas diferentes

linhagens de células tumorais em dose Unica de 25ug/mL.

Substancias MDA/ MB-435 HCT-8 SF-295

Media Media Media

Liquexantona (15) 30,72 38,95 26,46
3-O-metilnorliquexantona (25) 67,46 81,87 54,63
Norliquexantona (24) 43,21 88,35 70,51
3,6-di-O-prenil-norliquexantona (31) 41,84 34,96 40,24

Acido salazinico (7) 14,69 -1,63 13,01

acido 8’, 9’-di-O-n-propil salazinico (SALP) (17) 79,75 93,12 72,02
acido 8’, 9’-di-O-n-butil salazinico (SALB) (19) 96,92 93,01 101,39
acido 8’, 9’-di-O-n-pentil salazinico (SALPE) (22) 54,77 102,91 100,09
acido 8’, 9’-di-O-n-hexil salazinico (SALH) (23) 7,66 99,65 101,22

Os resultados indicam que a liquexantona (15) e seus derivados ndo apresentam
potencial citotéxico, revelando valores de inibicio menores que 90%, que é o valor
considerado como cut-off para o screening de novas substancias com potencial antitumoral.
E, porém, possivel observar que para as linhagens HCT-8 e SF-295, hd um aumento na
citotoxicidade que segue o aumento do nimero de hidroxilas livres no esqueleto xantdnico,
concordando com o que é comumente descrito pela literatura em geral (PINTO et al. 2005). A
excecdo € com relacdo a linhagem MDA/ MB-435, onde o derivado monometilado foi mais
ativo que o totalmente demetilado. Com relagdo ao derivado di-prenilado (31), também

confirmou-se que o substituinte prenila tem certo papel de destaque, ja que as duas hidroxilas,

da posi¢des 3 e 6, continuam substituidas como na liquexantona (15).
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Para os derivados do 4cido salazinico (7), de modo geral, foi observado que, quanto
maior o nimero de carbonos da cadeia alquilica inserida, maior o potencial citotéxico das
substancias testadas. A excecao € para as células da linhagem MDA-MB435, onde o derivado
n-butilico (19) apresenta-se mais ativo, havendo um decréscimo drastico desta atividade, até
chegar ao derivado n-hexilico (23), que € menos ativo que o proprio dcido salazinico (7).

Apenas as substincias que apresentaram atividade de inibicdo do crescimento das
células tumorais maiores que 90% no ensaio preliminar com dose tnica de 25 pg/mL foram

selecionadas para a determina¢do do valor da Clsy. Os valores sdo apresentados na tabela 23.

Tabela 23 - Atividade citotoxica — Cls, (Lg/ mL) — dos derivados 19, 22 e 23 do 4cido salazinico (7).

Substancias CIs (ug/mL)
MDA/ MB-435 HCT-8 SF-295
dcido 8’, 9’-di-O-n-butil salazinico (SALB) (19) 18,32 8,00 17,12
12,28 -27,34  5,07-12,62 10,27 — 28,55
acido 8’, 9’-di-O-n-pentil salazinico (SALPE) (22) 21,66 4,28 11,93
21,66 — 53,49 3,07-598  7,93-17,94
acido 8’, 9’-di-O-n-hexil salazinico (SALH) (23) 7,45 1,73 5,69

4,83 -11,50 1,30 -2,31 3,14 -10,30

As células foram cultivadas em placas de 96 pocos em estufa a 5% de CO2, a 37°C, por 72h, na presenca das
concentracdes das substincias puras (0,04 - 25ug/mL). Cada concentracdo foi testada em triplicata, e as andlises
foram realizadas em duas determinagdes. A Cls, corresponde a concentragcdo que inibe 50% do crescimento
celular (Intervalo de confianca).

Confirmou-se a tendéncia geral de aumento da atividade citotéxica de acordo com o
aumento das cadeias inseridas no esqueleto da depsidona. O derivado 4cido 8’, 9’-di-O-n-
hexil salazinico (23) foi o mais ativo em todas as linhagens testadas, mas especialmente para
HCT-8. Tanto este derivado quanto o &cido 8’, 9’-di-O-n-pentil salazinico (22) foram

considerados como potencialmente citotoxicos para esta linhagem de células tumorais.
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Avaliacao da atividade antibiética

A tabela 24 apresenta o resultado da avaliacdo da atividade antibidtica do &cido
salazinico (7) e seus derivados, e as misturas reacionais das reacdes com metanol e etanol,
juntamente com a liquexantona (15) e alguns de seus derivados, além do antibidtico padrao
amicacina, frente a bactéria Gram-negativa Escherichia coli e a bactéria Gram-positiva

Staphylococcus aureus.

Tabela 24 — Resultados da atividade antibidtica

Substancia/ mistura E. coli S. aureus
(mm) (mm)

Salazinico (7) (SAL) 8 -
Mistura reacional-reacdo com metanol (SALM) 10 10
Mistura reacional-reagdo com etanol (SALE) 8 9
acido 8’, 9’-di-O-n-propil salazinico (SALP) (17) 9 10
acido 8’, 9’-di-O-isopropil salazinico (SALIP) (18) 9 10
acido 8’, 9’-di-O-n-butil salazinico (SALB) (19) 10 11
acido 8’, 9’-di-O-sec-butil salazinico (SALSB) (20) 9 11
acido 9’-O-terc-butil salazinico (SALTB) (21) 10 10
acido 8’, 9’-di-O-n-pentil salazinico (SALPE) (22) 10 10
acido 8’, 9’-di-O-n-hexil salazinico (SALH) (23) 8 10
Liquexantona (15) 8 -
3-O-metilnorliquexantona (25) 12 11
Norliquexantona (24) 10 -
3,6-di-O-prenil-norliquexantona (31) 10 -
3,6-bis[3-(dimetilamino)propoxi]-1-hidréxi-8-metil- 12 20
9h-xanten-9-ona (30)

Amicacina 30 30

mm=Diametro do halo de inibi¢do do crescimento bacteriano, em milimetros.

Pdde-se observar que a atividade do 4cido salazinico (7) e seus derivados € baixa em
relacdo ao antibidtico padrdo. O 4cido salazinico (7) apresenta atividade apenas sobre E. coli,

enquanto que os seus derivados sdo ativos tanto frente a E. coli quanto a S. aureus. Uma
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hipétese € a de que a mudanga na estrutura e o aumento da lipofilicidade interfere na maneira
de interagdo dos compostos com as diferentes paredes celulares.

No caso da liquexantona (15) e seus derivados, a xantona nitrogenada (30) se mostrou
a mais ativa entre as substancias testadas, especialmente frente a S. aureus, com um halo de
inibicdo de 20 mm. Os demais compostos apresentaram atividades baixas sendo, em sua

maioria, ativos apenas sobre a E. coli.
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Avaliacao da atividade antifiingica

O 4cido salazinico (7) e seus derivados, bem como a liquexantona (15), a
norliquexantona (24), a mistura de 6-O-prenil-norliquexantona (33) e 3-O-prenil-
norliquexantona (32) e a 3,6-di-O-prenil-norliquexantona (31), foram testados com relacio a
sua atividade sobre o fungo Cladosporium sphaerospermum. Os resultados sdo mostrados na

tabela 25.

Tabela 25 — Resultados do ensaio de atividade antifingica sobre o fungo Cladosporium
sphaerospermum

Substancia/ fracio Quantidade minima inibitoria

(ug)

Salazinico (7) (SAL) -

Mistura reacional-reacdo com metanol (SALM) 600, 750

Mistura reacional-reacdo com etanol (SALE) 600, 750

acido 8’, 9’-di-O-n-propil salazinico (SALP) (17) 600

acido 8’, 9’-di-O-isopropil salazinico (SALIP) (18) 600, 750

acido 8’, 9’-di-O-n-butil salazinico (SALB) (19) 400

dcido 8’, 9’-di-O-sec-butil salazinico (SALSB) (20) 600

acido 9’-O-terc-butil salazinico (SALTB) (21) 400

dcido 8’, 9’-di-O-n-pentil salazinico (SALPE) (22) 400

dcido 8’, 9’-di-O-n-hexil salazinico (SALH) (23) 400

Liquexantona (15) -
Norliquexantona (24) -
6-O-prenil-norliquexantona (33) e -
3-O-prenil-norliquexantona (32)

3,6-di-O-prenil-norliquexantona (31) -

O produto da reacdo do 4cido salazinico (7) com n-pentanol (22) foi o que apresentou
um halo de inibi¢ao de crescimento do fungo mais evidente, mostrando-se, portanto, o mais
ativo dos derivados.

A liquexantona (15), ou qualquer de seus derivados, ndo se mostrou ativa neste ensaio.
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4 - METODOLOGIA

Material e Equipamentos Utilizados

Foram utilizados em todas as etapas deste trabalho solventes de grau P.A (Dinamica,
Merck, Quimex, Synth e Vetec) ou HPLC da marca J. T. Baker.

Todas as substancias foram pesadas em balanca SCIENTECH, com precisdao = 0,0001
g, ou balanca MARTE, precisdo de = 0,01 g.

Os solventes foram evaporados em evaporador rotativo, da marca Fisatom, modelo
802.

Nas reacdes de modificacdo estrutural foram utilizados reagentes das marcas Merck,
Sigma-Aldrich e Acros Organics.

As andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram realizadas em
aparelho Shimadzu LC 6AD, pré-coluna Shim-pack (25 x 4,6 mm), coluna C18 CLC ODS M
(250 x 4,6 mm) para o modo analitico, e Shim-pack PREP ODS (H) (250 x 20 mm), detector
de arranjo de diodos, para UV e visivel. Os volumes de injecdo e fluxo foram de 20uL a
ImL/minuto para o modo analitico e 300 uL. a 10 mL/minuto para o modo preparativo.

Os pontos de fusdao/ decomposi¢do das substancias isoladas foram medidos em
aparelho Uniscience do Brasil, modelo 498.

As medidas de rotacdo 6tica foram realizadas em um polarimetro Perkin Elmer 341,
com caminho 6tico de 1 decimetro.

Todos os experimentos de RMN foram realizados em um espectrometro da marca
BRUKER de 7,05 Tesla, modelo DPX300 (300,13 MHz para a frequéncia do hidrogénio).
Foram utilizadas sondas com 5 mm de didmetro interno, com detec¢do no modo direto (dual)
e no modo inverso (BBI), esta equipada com uma bobina geradora de gradiente de campo na
coordenada z (para o caso de experimentos gHSQC e gHMBC), utilizando o sinal do solvente
deuterado como referéncia. Os espectros de 'H (SFO1=300,13 MHz) foram obtidos
utilizando-se a sequéncia de pulso zg, largura espectral (SWH) média de 21 ppm, tempo de
aquisi¢ao (AQ) 5,19s, tempo de espera entre cada aquisi¢ao (d1) 1,2 s, sendo acumulados (ns)
8 FIDs. Eles foram processados sem zero-filling (SI < TD) e com multiplicagdo exponencial

(LB=0,3 Hz). Os espectros de BC (SFO1=75,48 MHz) foram obtidos utilizando-se a
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sequéncia de pulso zgpg30, largura espectral (SWH) média de 250 ppm, tempo de aquisi¢do
(AQ) e nimero de FIDs acumulados (ns) varidvel, tempo de espera entre cada aquisi¢ao (d1)
0,15s. Eles foram processados também sem zero-filling (SI < TD) e com multiplicacdo
exponencial (LB=1 Hz). Todos os espectros de Be apresentam um sinal na faixa de 125 ppm,
referente ao meio da janela espectral. Os espectros de DEPT 135 (SFO1=75,48 MHz) foram
obtidos utilizando-se a sequéncia de pulso deptl35, largura espectral (SWH) média de 250
ppm, tempo de aquisi¢do (AQ) e nimero de FIDs acumulados (ns) varidvel, tempo de espera
entre cada aquisicdo (d1) 2s. Eles foram processados sem zero-filling (SI < TD) e com
multiplicagdo exponencial (LB=1 Hz).

Os espectros de HMQC ('H SFO1=300,13 e '*C SFO2=75,48 MHz) foram obtidos
utilizando-se o programa inv4prtp, e para os espectros de gHSQC o programa de pulsos
utilizado foi hsqcedetgp. A largura espectral em F2 (SWH2) foi varidvel e em F1 (SWHI) de
aproximadamente 250 ppm, tempo de aquisicdo (AQ) e nimero de FIDs acumulados (ns)
varidveis, tempo de espera entre cada aquisicdo (d1) de 2 e 1,5 s respectivamente. No
processamento, o nimero de pontos utilizados (SI 1 e SI 2) também variou e utilizou-se a
multiplicacdo de seno quadrado (QSINE) com seno (SSB) igual a 2 em F2 e seno quadrado
com seno (SSB) igual a 2 em F1. Para os espectros de HMBC o programa de pulsos utilizado
foi inv4lplrnd, e para gHMBC, hmbcgpndqf, largura espectral em F2 (SWH2) varidvel e em
F1 (SWHI1) de aproximadamente 250 ppm, tempo de aquisicio (AQ) e ndmero de FIDs
acumulados (ns) varidveis, tempo de espera entre cada aquisicdo (dl) de 2 e 1,5s,
respectivamente. No processamento dos espectros de RMN de HMBC foi utilizada
multiplicagdo de seno quadrado (QSINE) com seno (SSB) igual a 3 em F2 e seno quadrado
com seno (SSB) igual a 3 em FI, e nos espectros de gHMBC, uma multiplicacdo seno

(SINE).

Fracionamentos Cromatograficos

As cromatografias em coluna foram realizadas utilizando-se silica gel (230-400) mesh
em proporcdes (g de amostra para g de silica) 1:50 ou 1:75.

As cromatografias de camada delgada preparativa (CCDP) foram realizadas em placas
de vidro de 20 x 20cm, recobertas com silica gel PF;s4.366 da Merck.

As cromatografias em camada fina (CCD) foram desenvolvidas em cromatofolhas de

silica gel 60 F,s4 sobre aluminio (Merck), utilizando como eluente, em geral, misturas de
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hexano/ acetato de etila em vdrias proporg¢des.

Para a revelagdo quimica das substincias as placas foram pulverizadas com metanol/
acido sulftrico 9:1 v/v e aquecidas em chapa elétrica a £ 100°C. O segundo revelador (p-
anisaldeido/ acido sulftrico) foi aplicado apds o aparecimento das manchas. Nas placas de

CCDP as placas foram reveladas com luz ultravioleta, no comprimento de onda de 254 nm.

Tratamento de solventes

O CH,Cl, anidro utilizado nas reagdes de demetilacdo foi previamente tratado com
hidreto de cdlcio (CaH;) e aquecimento durante 4 horas, e destilado apds este periodo
(PERRIN e ARMAREGO 1998).

O 1,4-dioxano utilizado em algumas reacdes de prenilagio foi previamente seco com
KOH, tratado com s6dio metélico e aquecimento durante 12 horas, e destilado (PERRIN e
ARMAREGO 1998).

Os solventes utilizados nos fracionamentos cromatograficos foram destilados e secos

com Na,SOq,.
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Obtencao de liquexantona (15) e acido salazinico (7) (MICHELETTI et al. 2005)

Preparacao da amostra

Para assegurar a homogeneidade da amostra, de cada talo liquénico de Parmotrema
lichexanthonicum Eliasaro e Adler, selecionado de acordo com caracteristicas morfoldgicas,
foi retirado um pequeno fragmento (aproximadamente 50 mg) e submetido a extracdo com
acetona. Os extratos foram cromatografados em camada fina de silica gel e aqueles de mesma

composi¢do foram reunidos.
Extracao

Tomou-se, entdo, 35,0 g do liquen Parmotrema lichexanthonicum, fragmentado, e
submeteu-se a extracdes exaustivas com CHCIj e, posteriormente, com acetona, em banho-
maria com temperatura aproximada de 40°C, obtendo-se, apds evaporacdao do solvente em
evaporador rotativo, 3,63 g de extrato cloroférmico (EC) e 2,80 g de extrato acetonico (EA).

Purificacao de liquexantona (15) e acido salazinico (7)

Extrato cloroférmico (EC)

O EC foi purificado com a adi¢do de pequenas por¢cdes de CHCI; gelado e
centrifugado, obtendo-se um p6 amarelo (1,95g) e um sobrenadante, que apds evaporacao
pesou 1,69 g. O p6 amarelo foi analisado por CCD, no eluente tolueno/ acetato de etila/ 4cido
acético (6:4:1 v/v/v) juntamente com uma amostra de liquexantona da cole¢@o de substincias
isoladas, purificadas e estruturalmente elucidadas, disponiveis no laboratério LP2 e também
por RMN de 'H, *C e DEPT-135 (espectros E-1 a E-3, paginas 130-132) , em CDCls.
Através da comparacdo dos fatores de retencdo (Rf) e da andlise espectral de RMN

confirmou-se que esta fragdo era constituida apenas por liquexantona (15).

RMN de 'H (§ em ppm, CDCl3): 2,81 (3H, s), 3,85 (3H, s), 3,87 (3H, s), 6,26 (1H, d, J= 2,6
Hz), 6,28 (1H, d, J= 2,2 Hz), 6,62 (1H, sl), 6,63 (1H, d, J= 2,6 Hz), 13,36 (1H, s). RMN de
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Bc (6 em ppm, CDCl3): 23.4; 55,6; 55,7; 92,0; 96,7; 98,4; 104,1; 112,8; 115,4; 143.,4; 156,9;
159,3; 163,7; 165,7; 182,3. Rendimento: 5,6%.

O sobrenadante foi submetido a separacdo cromatogréifica em coluna de silica gel 70-
230 mesh, eluida com CHCI;. Uma das fracdes eluidas da coluna, que continha o menor
nimero de componentes, foi novamente fracionada por cromatografia de camada delgada
preparativa (CCDP), utilizando a mistura CHCl3/ tolueno (4:1 v/v) como eluente. Nestas
condigdes, foi isolado o depsideo atranorina (16), sendo a sua estrutura elucidada através da
comparacao dos dados de RMN de 'He "C (espectros E-4 a E-6, paginas 133-135) com
aqueles expressos na literatura (HUNECK e YOSHIMURA 1996).

RMN de 'H (§ em ppm, CDCL3): 2,08 (3H, s), 2,54 (3H, s), 2,68 (3H, s), 3,98 (3H, s), 6,39
(1H, s), 6,50 (1H, s), 10,35 (1H, s), 11,93 (1H, s), 12,49 (1H, s), 12,54 (1H, s). RMN de “C
(8 em ppm, CDCls): 9.4; 24,0; 25,6; 52,3; 102,9; 108,6; 110,3; 112,9; 116,0; 116,8; 139,9;
151,9; 152,4; 162.,9; 167,5; 169,1; 169,7; 172,2; 193.8.

Extrato acetbnico (EA)

O EA foi centrifugado, com pequenas por¢des de acetona mantida em banho de gelo para a
retirada de pigmentos, obtendo-se, entdo um p6 branco com massa total de 1,87 g. Este p6 foi
analisado por CCD no eluente tolueno/ acetato de etila/ dcido acético (6:4:1 v/v/v),
juntamente com um padrdo de 4cido salazinico (7) da colecdo de substancias isoladas,
purificadas e estruturalmente elucidadas, disponiveis no laboratério LP2 e apresentou o
mesmo comportamento cromatografico do padrao. Entdo, foi submetido a andlise espectral de
RMN de 'H e "C (espectros E-7 a E-8, piginas 137-138), em DMSO-dg para confirmagdao

estrutural.

RMN de 'H (0 em ppm, DMSO-dg): 2,44 (3H, s), 4,64 (2H, s), 6,82 (1H, s), 6,87 (1 H, s),
8,28 (1H, s), 10,44 (1H, s), 12,04 (1H, s). RMN de "*C (8 em ppm, DMSO-dy): 21.4; 52.7;
94.8; 109,7; 110,6; 111,9; 117.4; 123,4; 137,3; 138,0; 148,1; 152,2; 152,8; 160,4; 163,6;
164,0; 165,9; 192,7. Rendimento 5,3%.
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Reacoes para modifica¢ao estrutural do acido salazinico (7)

(HUNECK e TABACCHI 1987)

Procedimento Geral

A uma massa de aproximadamente 150 mg de acido salazinico (7) adicionou-se, em
um baldo de fundo redondo, 25 mL do élcool P.A (metanol, etanol, propanol, isopropanol, n-
butanol, sec-butanol, ferc-butanol, n-pentanol e n-hexanol). Em manta de aquecimento a
mistura foi aquecida até a temperatura de aproximadamente 60°C, e apds ndo haver mais
nenhuma modificacdo aparente no perfil cromatogrifico, a mistura foi resfriada e o solvente
foi evaporado. Em cada reacdo, o residuo obtido apds a evaporagdo do solvente foi submetido
a cromatografia em coluna de silica gel 230-400 mesh, na proporcdo de 1g da amostra para
50g de silica, para isolamento do derivado majoritario.

Visando obter informacdes sobre qual seria a melhor condicdo para as reacOes de
modificagdo da estrutura do 4cido salazinico (7), as reacdes foram repetidas em mais duas

condicdes, além daquela descrita acima (condicao 1). Sao elas:

- condicdo 2 - mantendo as proporc¢des utilizadas na condicao 1, utilizando
acido acético como catalisador (cerca de 1 mL), mantendo a temperatura em
60°C. Foram repetidas apenas as reacdes com n-hexanol, n-pentanol, sec-
butanol e ferc-butanol

- condicao 3 - mantendo as proporcdes utilizadas na condic¢ao 1, elevando a
temperatura da mistura reacional para 90°C, exceto para isopropanol e sec-

butanol, para os quais as misturas reacionais foram aquecidas sob refluxo.

Temperaturas mais elevadas ndo foram testadas uma vez que havia risco de
degradacao do substrato.

Na condicao 3 foram repetidas as reacdes com todos os dlcoois, e as misturas
reacionais foram purificadas nas mesmas condi¢des cromatogréficas utilizadas para as

misturas obtidas na condicao 1.
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(17) - acido 8, 9’-di-O-n-propil salazinico (espectros E-9 a E-11, paginas 138-140). RMN
de 'H (8§ em ppm, CDCL3): 0,89 ¢ 0,92 (6H, 2t, J= 7,5 Hz), 1,62 (4H, m), 2,51 (3H, s), 3,56
(2H, t, J= 6,6 Hz), 3,74 (2H, t, J= 6,8 Hz), 4,78 (2H, 2d, J= 11,6 Hz), 6,48 (1H, s), 6,73 (1H,
s), 8,61 (1H, s), 10,46 (1H, s), 12,11 (1H, s). RMN de *C (8 em ppm, CDCL): 10,1; 10,5;
22,3; 22,5; 22.,8; 62,6; 71,6; 73,4; 100,1; 109,2; 110,3; 111,7; 118,2; 120,2; 134,9; 138.,4;
149,3; 153,6; 153,9; 159,7; 164,2; 165,6; 167,6; 192,9. Rendimento: 35,2%.

(18) - acido 8’, 9’-di-O-isopropil salazinico (espectros E-12 a E-14, paginas 141-143).
RMN de 'H (8§ em ppm, CDCl3): 1,25 — 1,40 (12H, 3d, J= 5.9 e 6,4 Hz), 2,52 (3H, s), 3, 80
(1H, m, J= 5,9 Hz), 4,26 (1H, m, J= 6,4 Hz), 4,77 (2H, s), 6,54 (1H, s), 6,74 (1H, s), 8,74
(1H, s), 10,53 (1H, s), 12,12 (1H, s). RMN de “C (§ em ppm, CDCls): 20,9; 22.0; 22.4;
22.8; 60,3; 72,8; 98,3; 109,3; 110,4; 111,8; 118,2; 120,5; 135,2; 138,6; 149,2; 153,6; 154,1;
159,7; 164,4; 165,6; 167,7; 193,1. Rendimento: 6,4%.

(19) - acido 8’, 9’-di-O-n-butil salazinico (espectros E-15 a E-17, paginas 144-146). RMN
de 'H (8 em ppm, CDCls): 0,89 e 0,90 (6H, 2t, J= 7,3 Hz), 1,34 (4H, m), 1,56 (4H, m), 2,51
(3H, s), 3,60 (2H, t, J= 6,4 Hz), 3,77 (2H, t, J= 6,9 Hz), 4,77 (2H, 2d, J= 11,9 Hz), 6,47 (1H,
s), 6,73 (1H, s), 8,61 (1H, s), 10,45 (1H, s), 12,11 (1H, s). RMN de BC (8 em ppm, CDCl5):
13,7; 13,8; 18,9; 19,2; 22,3; 31,2; 31,6; 62,7; 69,7; 71,5; 100,1; 109,2; 110,3; 111,7; 118,2;
120,1; 134,9; 138,4; 149,2; 153,6; 153,9; 159,7; 164,2; 165,6; 167.,5; 192,9. Rendimento:
28,3%.

(20) - acido 8’, 9’-di-O-sec-butil salazinico (espectros E-18 a E-20, paginas 147-149).
RMN de 'H (8 em ppm, CDCl3): 0,90 (12H, m), 1,23 — 1,40 (12H, m), 1,44 (8H, m), 2,51
(3H, s), 3,60 (2H, m), 4,0 (2H, m), 4,78 (2H, 2d, J= 11,5 Hz), 6,53 (1H, s), 6,56 (1H, s), 6,73
(1H, s), 8,79 (1H, s), 10,52 (1H, s), 12,10 (1H, s), 12,13 (1H, s). RMN de *C (5 em ppm,
CDCls): 9,6; 9,7; 17,8; 19,0; 20,0; 22,3; 28,6; 28,9; 29,5; 29.,7; 60,5; 78,0; 78,4; 97,9; 99,1,
109,3; 110,3; 111,8; 118,1; 120,3; 135,3; 138,5; 149,2; 153,7; 154,0; 159,7; 164,3; 165,6;
167,7; 193,1. Rendimento: 9,3%.

(21) - acido 9’-O-terc-butil salazinico (espectros E-21 a E-24, paginas 150-153). RMN de
'H (8 em ppm, CDCL): 1,36 (9H, s), 2,46 (3H, s), 4,79 (2H, s), 6,64 (2H, s), 9,13 (1H, s),
10,52 (1H, s), 12,12 (1H, s). RMN de “C (8 em ppm, CDCl;): 22.3; 27.4; 56,0; 76,2; 95.4;
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109,0; 110,2; 111,9; 118,0; 119,8; 136,3; 138,1; 148,8; 153,7; 154,0; 159,8; 164,0; 165,6;
167,2; 193,2. Rendimento: 15,6%.

(22) - acido 8’, 9’-di-O-n-pentil salazinico (espectros E-25 a E-27, paginas 1154-156).
RMN de 'H (8§ em ppm, CDCls): 0,87 (6H, m), 1,29 (8H, m), 1,58 (4H, m), 2,51 (3H, s),
3,59 (2H, t, J= 6,9 Hz), 3,76 (2H, t, J= 6,9 Hz), 4,77 (2H, 2d, J= 11,9 Hz), 6,47 (1H, s), 6,73
(1H, s), 8,62 (1H, s), 10,45 (1H, s), 12,11 (1H, s). RMN de "*C (8 em ppm, CDCl3): 13,9;
22,3; 22,4; 22,5; 27.8; 28,1; 28,8; 29,3; 62,8; 70,0; 71,9; 100,1; 109,2; 110,3; 111,7; 118,2;
120,2; 134,9; 138,0; 149,3; 153,6; 153,9; 159,7; 164,2; 165,6; 167,6; 192,9. Rendimento:
35,4%.

(23) - acido 8’, 9’-di-O-n-hexil salazinico (espectros E-28 a E-32, paginas 157-161). RMN
de "H (8 em ppm, CDCL3): 0,86 (6H, m), 1,25 (12H, sl), 1,50 (4H, m), 2,51 (3H, s), 3,59
(2H, t, J= 6,9 Hz), 3,76 (2H, t, J= 5,9 Hz), 4,78 (2H, 2d, J= 11,8 Hz), 6,47 (1H, s), 6,74 (1H,
s), 10,45 (1H, s), 12,12 (1H, s). RMN de C (§ em ppm, CDCL): 14,0; 22,3; 22.4; 22,5;
25,3; 25,7; 29,1; 29.,6; 31.,4; 31,6; 62,8; 70,0; 71,9; 100,1; 109,2; 110,3; 111,7; 118,2; 120,2;
134,9; 138,0; 149,3; 153,6; 153,9; 159,7; 164,2; 165,6; 167,6; 192,9. Rendimento: 21,3%.
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Reacoes para modificacao estrutural da liquexantona (15)

Reacoes de Demetilacao

Reacdo de demetilaciao total com BBr; — obtencao da norliquexantona (24) (ELIX et al.
1993)

Liquexantona (15) norliquexantona (24)

53,7 mg (0,19 mmol) de liquexantona (15) foram dissolvidas em 10mL de CH,Cl,
anidro, tratado com hidreto de célcio (CaH,) e destilado, sob agitacdo em atmosfera de N, e a
solucdo foi mantida em banho de gelo com NaCl, a uma temperatura de aproximadamente -
5°C por 30 minutos. Foram, entdo, adicionadas 0,4mL de BBr3 (4,17 mmol), e a temperatura
foi sendo gradativamente elevada, até atingir a ambiente (aproximadamente 30°C). A reacdo
foi acompanhada por CCD e apds 18 horas foi interrompida, adicionando-se dgua a mistura
reacional e realizando-se a extragdo dos componentes primeiramente com CH,Cl, e depois
com acetato de etila. A fase aquosa foi filtrada e o residuo insolivel foi dissolvido em acetona
e as trés fragdes organicas foram secas com Na,SO,4 e concentradas em evaporador rotativo.
Por apresentarem o mesmo perfil cromatografico foram reunidas.

O 4cido boérico (H3BO3) formado na reagdo foi retirado adicionando-se vérias por¢des
de metanol a mistura reacional a fim de formar o éster borato de metila, que, sendo volatil, foi
removido juntamente com o excesso de metanol em evaporador rotativo.

O residuo obtido, pesando 72,6 mg, codificado como TDMLIQ apresentou na andlise
por CCD ser constituido de uma substancia principal e mais duas outras em menor propor¢ao.
Assim, a mistura foi purificada por cromatografia em coluna de silica gel, usando como
eluente uma mistura inicial de hexano/ acetato de etila 10%, sendo feito um gradiente de

polaridade do eluente, e obtidas 23 fragdes de 15 mL, como relatado na tabela 26.
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Tabela 26 — Condi¢des cromatograficas para fracionamento de TDMLIQ (em silica gel 230-400

mesh, na propor¢do 1:50).

Fracao TDMLIQ Eluente
1-6 Hexano/ acetato de etila 10%
7-10 Hexano/ acetato de etila 15%
11-16 Hexano/ acetato de etila 20%
17-22 Hexano/ acetato de etila 50%

23 Acetona

As fracdes com comportamento cromatografico semelhante foram reunidas, obtendo-
se duas fracdes principais: TDMLIQ -11 (1,8 mg), composta pelas fracdoes 11 a 17 e
TDMLIQ-18 (28,2 mg), mais polar, composta pelas fracdes 18 a 20. Estas duas fracdes foram
entdo submetidas a analises espectroscopicas de RMN (espectros E-33 a E-36, piginas 162-
165).

Esta reacdo foi repetida, nas mesmas condi¢des, por mais duas vezes, variando-se
apenas a quantidade de liquexantona (15) utilizada, sendo mantida a propor¢cdo molar do
reagente. Os processos de purificacdo das misturas reacionais foram iguais ao descrito acima.
As massas de substrato utilizadas, tempos de reacdo e massas das misturas reacionais obtidas,
bem como a massa das fragdes com o mesmo comportamento cromatografico de TDMLIQ-

18, majoritarias em todos os casos, sdo relacionadas na tabela 27.

Tabela 27 — Informagdes experimentais das reacdes de demetilacio da liquexantona (15) com BBr;

Reacio Massa de liquexantona Tempo de reagdo ~ Massa da mistura Massa da fracao
(mg) (horas) reacional (mg) majoritaria (mg)
TDMLIQ2 1000,0 16 840,0* 654,3
TDMLIQ3 518,0 14 581,0 325,6

*Perdas por adsor¢do da mistura no recipiente da rea¢ao

RMN de 'H (0 em ppm, DMSO-dg): 2,71 (3H, s), 6,11 (1H, d, J= 2,2 Hz), 6,26 (1H, d, J=
2,2 Hz), 6,63 (1H, sl), 6,64 (1H, sl), 13,4 (1H, s). RMN de "*C (§ em ppm, DMSO-dg): 23,0;
93,2; 97,8; 100,5; 102,1; 110,9; 116,2; 142.,8; 156,4; 158.8; 162,8; 163,0; 164,7; 1814.
Rendimento 70%.

Preparagdo de derivados de xantona e depsidona e avaliagdo da atividade bioldgica



Ana Camila Micheletti 87

Reacdo de demetilacao da liquexantona (15) utilizando KOH e dietilenoglicol (DEG)
(CAVALHERI et al. 2004)

CH, O OH CHy O OH CHy O OH
KOH, DEG
—
y L, T, ) .
o o o o 0 OoH + HO o o
Liquexantona (15) 6-O-metilnorliquexantona (26)  3-O-metilnorliquexantona (25)

A 55,1 mg (0,19 mmol) de liquexantona (15) foram adicionados 41,8 mg (0,75 mmol)
de KOH e 5 mL de DEG, sendo a mistura mantida em refluxo (temperatura de
aproximadamente 240°C) por 4 horas. Apds este periodo, o excesso de base foi neutralizado
com uma solu¢do 1M de HCl e em seguida realizou-se uma extracdo com acetato de etila em
funil de separagdo. A fase organica foi seca com Na,SO4 e o solvente evaporado em
evaporador rotativo, sendo a massa da mistura de 80,4 mg. A mistura reacional, codificada
como DMLIQDEG, composta por duas substincias, foi submetida a cromatografia em coluna
de silica gel, utilizando como eluente a mistura hexano/ acetato de etila 10%, aumentando-se
a polaridade da mistura em gradiente, sendo obtidas 18 fra¢des de 15 mL, como mostrado na

tabela 28.

Tabela 28 - Condi¢des cromatogréficas para fracionamento de DMLIQDEG (em silica gel 230-400

mesh, na propor¢do 1:50).

Fracao DMLIQDEG Eluente
1 Hexano/ acetato de etila 10%
2-4 Hexano/ acetato de etila 20%
5-11 Hexano/ acetato de etila 30%
12-16 Hexano/ acetato de etila 40%
17 Acetato de etila
18 metanol

As fracdes de comportamento semelhante foram reunidas. A fragdo que continha a
substancia menos polar, codificada como DMLIQDEG-4 (6,8 mg), formada pelas fragcdes 4 e
5, foi submetida a andlise espectral de RMN de 'H e "*C em acetona-dg (espectros E-37 a E-

39, paginas 166-168).
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RMN de 'H (8§ em ppm, acetona-de): 2,80 (3H, s), 3,90 (3H, s), 6,24 (1H, d), 6,39 (1H, d),
6,70 (2H, sl), 13,40 (1H, s). RMN de *C (8 em ppm, acetona-dg): 23,9; 56,8; 93,0; 98,0;
102,0; 104,9; 113,1; 117.5; 145,0; 158,4; 160,8; 164,2; 167,5; 183,6. Rendimento: 13,15%.

A fracdo contendo a substancia mais polar, codificada como DMLIQDEG-8 (10,0
mg), composta pelas fracdes 8 a 10, teve seu comportamento cromatografico comparado com

derivados ja obtidos para sua identificacao.

Reacoes de Prenilacao

Reacdo de prenilacio da liquexantona (15) com brometo de 3,3-dimetilalila (27) em
acetona (O-prenilacao ) (TCHAMO et al., 2000)

29,0 mg (0,10 mmol) de liquexantona (15) foram solubilizados em 10mL de acetona,
sendo adicionados a solucdo 56,4 mg (0,41 mmol) de K,CO3 e 30 pL (0,26 mmol) de brometo
de 3,3-dimetilalila (27), mantendo-se a mistura sob refluxo, por um periodo de 24 horas. Ap6s
este tempo, o solvente foi evaporado e a reagdo interrompida, sendo a mistura codificada
como P1-LIQ (32,0 mg), e submetida a anélise espectroscopica de RMN de 'H em CDCL.

A mistura reacional P1-LIQ, quando cromatografada no eluente hexano/ acetato de
etila 10%, se mostrava composta por 4 substincias, sendo uma delas a propria liquexantona
(15). Assim, a mistura foi fracionada por CCDP, no eluente citado acima, e as fracdes obtidas
codificadas de P1-LIQ-1 a P1-LIQ-4, em ordem decrescente de polaridade. As fragdes P1-
LIQ-2 e P1-LIQ-4 foram submetidas a analise de RMN de 'H em CDCl;.
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Reacao de prenilacio da liquexantona (15) com 2-metil-3-buten-2-ol (21) e BF3.EtO, (C-
prenilacao) (JAIN et al. 1970)

1,4-dioxano foi preliminarmente seco com excesso de KOH e, em seguida, tratado
com Na metilico e destilado. A 10 mL de dioxano anidro foram adicionadas 51,5 mg (0,18
mmol) de liquexantona (15) e aproximadamente S50uL (1,23 mmol) de BF3.EtO; 48%, sob
atmosfera de N,. Apds a mudancga de cor da mistura, foi adicionado 0,1 mL (1,86 mmol) de 2-
metil-3-buten-2-ol (28), sendo a reacdo acompanhada por CCD. Apéds 40 horas de reagdo
adicionou-se dgua a mistura reacional, realizando-se em seguida uma extracdo em funil de
separacdo, com CHCI;. A fase organica foi seca e o solvente evaporado, restando um sélido
com massa de 172,0 mg, codificado como P2-LIQ.

A mistura P2-LIQ, que parecia ser composta por 3 componentes majoritarios, foi
fracionada por cromatografia em coluna, iniciando-se a eluicdo com a mistura hexano/ CHCl;
30%, aumentando-se a polaridade do solvente em gradiente, obtendo-se 37 fragdes de 15 mL,

como mostrado pela tabela 29.

Tabela 29 - Condic¢des cromatograficas para fracionamento de P2-LIQ (em silica gel 230-400 mesh,

na proporcao 1:50).

Fragdo P2-LIQ Eluente
1-8 Hexano/ CHCIl; 30%
9-13 Hexano/ CHCl; 40%
14-19 Hexano/ CHCIl; 50%
20-26 Hexano/ CHCl; 60%
27-32 Hexano/ CHCl; 70%
33-35 Hexano/ CHCl; 90%

36 Acetona

37 Metanol

As fracOes de comportamento cromatografico semelhante foram reunidas, sendo a
maioria delas composta apenas pela liquexantona, recuperando-se 9,5 mg do material de

partida. A fracdo P2-LIQ-9 (4,1 mg), composta pelas fracdoes de 9 a 11, e a fracdo P2-LIQ-16
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(25,0 mg), combinagdo das fracdes 16 a 20, composta por uma mistura de liquexantona (15) e
mais um componente, foram analisadas por RMN de 'H em CDCls.

A reacgdo foi repetida, com 50,3 mg (0,17 mmol) de liquexantona (15), nas mesmas
condigdes, entretanto com maior excesso dos outros reagentes: 150 pL (3,7 mmol) de
BF;.EtO; 48% e 0,2 mL (3,72 mmol) de 2-metil-3-buten-2-ol (28), em 20 mL de dioxano.
Ap6s aproximadamente 40 horas a reacao foi interrompida, com a adicdo de dgua, e a mistura
submetida a extracdo em funil de separacio com CHCI; Depois de seca, a mistura foi
codificada como P2-LIQ2 (84,5 mg).

P2-LIQ2 foi fracionada em coluna de silica gel utilizando-se como eluente um
gradiente de hexano e CHCls, partindo-se de hexano/ CHCI; 35%. Apenas as primeiras
fracOes apresentaram-se compostas por substincias diferentes do material de partida, sendo
que a Unica fracdo selecionada para andlise espectral foi P2-LIQ2-5 (16,4 mg), por apresentar-
se de composicao mais simples. Esta fracdo mostrou-se composta pelo material de partida e
pelo menos mais um componente, e foi submetida a anélise espectral de RMN de 'He "C.

Uma outra tentativa foi a realizacdo d reacdo sob refluxo. Foram utilizadas as mesmas
quantidades de reagentes empregadas na reacdo descrita acima. A mistura foi refluxada por
um periodo aproximado de 40 horas, depois do qual foi elaborada também da mesma forma
que a reacao anterior, e codificada como P2-LIQ3.

Por se apresentar ainda mais complexa, optou-se pelo fracionamento de P2-LIQ3 por
CLAE. Realizou-se primeiramente a injecao da amostra em modo analitico, a fim de obter um
perfil preliminar, com o eluente metanol/ H,O/ 4acido acético (93:4:3) (modo isocratico). O

comprimento de onda utilizado pelo detector foi 275 nm, e o tempo de andlise de 50 minutos.
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Figura 30. Cromatograma de CLAE da fracdo P2-LIQ3.
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Depois desta andlise preliminar, a amostra foi submetida a uma andlise em modo
preparativo, com metanol puro. O comprimento de onda selecionado foi 254 nm. Foram
realizadas 8 injecdes da solucdo de concentracdo de aproximadamente 2 mg/ mL, sendo
coletados 2 picos principais: um no tempo de 9,904 minutos (P2-LIQ3-CL10M - 3,5 mg) e
outro em 14,611 minutos (P2-LIQ3-CL14M - 3,1 mg). As duas amostras foram submetidas
a andlise espectral de RMN.
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Reacoes para modificacao estrutural da norliquexantona (24)

Reacao de metilacio da norliquexantona (24) (BERTILSSON et al. 1968)

CHy O OH

HO I (¢} I OH

norliquexantona (24)

CHsl, K,COs
CHy © OH CHy O OH CH; O OH
HSC\O o4 HBC\O S HOO/CHS
liquexantona (15) 6-O-metilnorliquexantona (26) 3-O-metilnorliquexantona (25)

Com o objetivo de obter derivados monometilados da norliquexantona, esta xantona
foi metilada com iodeto de metila (CH3I). A 24,3 mg (0,085 mmol) de norliquexantona,
dissolvidos em 10 mL de acetona, foram adicionados 19 mg (0,14 mmol) de K,COs e 10uL
de CHsl. A solucdo foi mantida sob agitacdo e banho de gelo, por aproximadamente 30
minutos, e depois a temperatura ambiente, por mais 23 horas. O solvente foi, entdo, evaporado
e a mistura codificada como ME-NOR.

Analisando-se a mistura reacional por CCD no eluente hexano/ acetato de etila 20%,
observou-se 3 componentes, e por compara¢do do comportamento cromatografico, pode-se
atribuir que o de menor Rf era a norliquexantona (24), e o de maior Rf, a liquexantona (15).
Havia ainda um componente de Rf intermedidrio, que poderia se tratar de um derivado
monometilado. ME-NOR foi assim submetida a um fracionamento por CCDP, no eluente
hexano/ acetato de etila 25%, e as trés fracdes foram separadas. A fracdo de Rf intermedidrio,

codificada como ME-NOR-2 (4,9 mg), foi analisada por RMN de "He BCem acetona-de.

Preparagdo de derivados de xantona e depsidona e avaliagdo da atividade bioldgica



Ana Camila Micheletti 93

Obtencao da 3,6-bis[3-(dimetilamino)propoxi]-1-hidroxi-8-metil-9H-
xanten-9-ona (30) (HUNTER et al. 1984)

Hy 0 OH
CHy O OH 1) KOH, EtOH \
g HSC\N/\/\O O o O o/\/\N/CH3
HO o OH o TN ‘cm LHS
2)

‘ , tolueno, DMSO

norliquexantona (24) 3,6-bis[3-(dimetilamino)propdxi]-1-hidréxi-

8-metil-9H-xanten-9-ona (30)

Para preparar o fen6xido de potassio da norliquexantona (24) adicionou-se 31,6 mg
(0,57 mmol) de KOH a uma solucdo de 30,8 mg (0,12 mmol) de norliquexantona (24) em
etanol absoluto. A solug¢do permaneceu sob agitacdo durante aproximadamente 30 minutos, e,
ao final deste tempo, o solvente foi evaporado.

Uma massa de 86,9 mg (0,55 mmol) de hidrocloreto de (3-cloropropil)dimetilamdnio
foi dissolvida em 4 mL de uma solucdo saturada de NaOH e posteriormente extraida com
tolueno em funil de separacdo. O reagente dissolvido em tolueno (~20 mL) foi adicionado ao
fen6xido em um baldo de fundo redondo, e a dissolu¢do completa do sal da norliquexantona
(24) se deu pela adi¢ao de aproximadamente 10 mL de DMSO.

A mistura foi refluxada por 48 horas, e a reag¢do foi interrompida com a adi¢do de uma
solucdo aquosa saturada de Na,COs_ A mistura reacional foi extraida com acetato de etila, por
vdrias vezes, e a fase organica foi lavada com uma solugdo de HCI 1M. A fase organica dcida
foi alcalinizada com Na,CO; e os componentes extraidos com acetato de etila. A fase
organica foi seca com Na,SO4 e o solvente evaporado, sendo o residuo codificado como N-
NOR (32,1 mg) e submetido a andlise espectral de RMN (espectros E-40 a E-43, paginas
169-172).

RMN de 'H (0 em ppm, acetona-d¢): 2,08 (4H, s), 2,21 (6H, sl), 2,43 (4H, 2t, J=7,0 Hz),
2,80 (3H, s), 4,18 — 4,21 (4H, t, J= 6,4 Hz), 6,26 (1H, d, J= 2,2 Hz), 6,39 (1H, d, J= 2,1 Hz),
6,76 (1H, sl), 6,80 (1H, sl), 13,35 (1H, s). RMN de “C (8 em ppm, acetona-dg): 23,4; 27.9;
45.,6; 56,5; 67,6; 93,1; 97,9; 99,9; 104,4; 113,6; 116,7; 143,9; 157,9; 164.,6; 166,5; 183.0.
Rendimento: 62,5%.
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Reacoes de prenilacao

Reacio de prenilacao da norliquexantona (24) com brometo de 3,3-dimetilalila (27) (O-

prenilacdo) (TCHAMO et al., 2000)

50,0 mg (0,19 mmol) de norliquexantona (24) e 43,0 mg (0,31mmol) de K,CO; foram
dissolvidos em 10mL de acetona. A solugio foram adicionados 40uL (0,35 mmol) de brometo
de 3,3-dimetilalila (27), mantendo-se sob agita¢do e temperatura ambiente (aproximadamente
30°C). A reagdo foi acompanhada por CCD e apds 23 horas foi interrompida, evaporando-se o
solvente. A mistura reacional, codificada como P1-NORLIQ (150,6 mg), apresentou 3
componentes quando cromatografada no eluente hexano/ acetato de etila 30%, sendo o mais
polar deles, localizado na base da placa, o material de partida.

A fim de isolar os componentes da mistura, P1-NORLIQ foi fracionada por CCDP, no
eluente citado acima, e as fracdes codificadas como P1-NORLIQ-1 [norliquexantona (24)] a
P1-NORLIQ-3, em ordem decrescente de polaridade. As fragcdes P1-NORLIQ-2 (7,0 mg) e
P1-NORLIQ-3 (38,0 mg) foram analisadas por RMN de 'H e '>C em CDCl.

P1-NORLIQ-3 (espectros E-47 a E-49, paginas 176-178) - RMN de 'H (8 em ppm,
CDCl3): 1,75 - 1,81 (12H, sl), 2,81 (3H, s), 4,56 (4H, 2d, J= 6,4 Hz), 5,47 (2H, tl), 6,28 (1H,
d, J=2,2 Hz), 6,31 (1H, d, J= 2,2 Hz), 6,65 — 6,66 (2H, sl), 13,37 (1H, s). RMN de *C (5 em
ppm, CDCls): 18,2; 23,4; 25,8; 65,2 — 65,3; 92,7; 97,3; 99,1; 104,0; 112,8; 115,9; 143,3;
156,9; 159,3; 163,0; 163,6; 165,1; 182,3. Rendimento: 55%.

A reacdo foi repetida, nas mesmas condi¢des, com 247 mg (0,96 mmol) de
norliquexantona (24), em 50 mL de acetona, 79,7 mg (0,58 mmol) K,COs e 200uL de
brometo de 3,3-dimetilalila (27). Apdés 28 horas de reagdo, adicionou-se mais 100uL de
reagente e apOs 47 horas interrompeu-se o seu desenvolvimento. A mistura reacional foi
codificada como P1-NOR2 (362,5 mg) e purificada por cromatografia em coluna de silica gel,
iniciando-se a elui¢do com a mistura hexano/ acetato de etila 5%, aumentando-se a polaridade

do eluente em gradiente. Foram obtidas 27 fra¢des de 50mL, como apresentado na tabela 30.
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Fragcao P1-NOR2

Eluente

1-4 Hexano/ acetato de etila 5%

5-9 Hexano/ acetato de etila 10%
10-16 Hexano/ acetato de etila 20%
17-22 Hexano/ acetato de etila 30%
23-25 Hexano/ acetato de etila 50%

26 Acetato de etila

27 metanol

Observou-se a presenca das mesmas substancias que foram produzidas na primeira
reacdo, sendo estas P1-NOR2-2 (73,8 mg), reunido de 2 e 3, semelhante a PI-NORLIQ-3, e
P1-NOR2-12 (43,4 mg), semelhante a P1-NORLIQ-2. A reunido das fracdes 7 a 10,
codificada como P1-NOR2-710 (14,0 mg) e a das fracdes 14-19, codificada como P1-NOR2-
1419 (16,5 mg), ambas compostas por misturas, foram submetidas a RMN de 'He BC.

A mesma reagdo foi repetida pela terceira vez, com o objetivo de obter uma maior
quantidade destes produtos minoritdrios. Para isso, a 1024 mg (0,39 mmol) de
norliquexantona (24) foi adicionado 0,5 mL (4,4 mmol) de brometo de 3,3-dimetilalila (27),
65,1 mg (0.57 mmol) de K,CO3; em 15 mL de acetona. Apds 48 horas, evaporou-se o
solvente, e o residuo foi codificado como PI1-NOR3 (130,9 mg). A seguir, a mistura foi
fracionada em coluna cromatografica de silica, iniciando-se a elui¢do com a mistura hexano/
acetato de etila 5%, aumentando-se a polaridade do eluente em gradiente. Foram obtidas 21

fracdes de aproximadamente 15mL, como apresentado na tabela 31.
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Tabela 31 - Condic¢des cromatograficas para fracionamento de P1-NOR3 (em silica gel 230-

400 mesh, na propor¢do 1:50).

Fracdo P1-NOR3 Eluente
1-6 Hexano/ acetato de etila 5%
7-10 Hexano/ acetato de etila 10%
11-14 Hexano/ acetato de etila 15%
15-17 Hexano/ acetato de etila 20%
18-20 Hexano/ acetato de etila 30%
21 Acetato de etila

As fragdes 9 (P1-NOR3-9, 6,5 mg), 10 (P1-NOR3-10, 4,9 mg), 11 (P1-NOR3-11, 6,9
mg), 12 (P1-NOR3-12, 8,6 mg) e 13 (P1-NOR3-13, 4,0 mg) foram analisadas por RMN de
'H.

Na tentativa de aumentar o rendimento da reacdo, ela foi repetida com aquecimento a
uma temperatura de aproximadamente 40°C. Foram dissolvidos 98,8 mg (0,38 mmol) de
norliquexantona (24) e 62,0 mg (0,45 mmol) de K,CO3s em 20mL de acetona, e a esta solugdo,
adicionados 80uL (0,70 mmol) de brometo de 3,3-dimetilalila (27). Apds 48 horas, o solvente
foi evaporado, obtendo-se uma mistura reacional de massa 103,6 mg, codificada como P3-
NOR. A mistura, quando analisada por CCD, apresentou-se composta basicamente por
norliquexantona (24), mostrando tracos de alguns componentes menos polares. Dessa forma,
foi fracionada por cromatografia em coluna de silica gel, iniciando-se a elui¢gdo com a mistura
hexano/ acetato de etila 30%, a fim de recuperar a norliquexantona (24) que ndo reagiu.
Foram obtidas 14 fragdes de 25mL, das quais apenas as duas primeiras continham substancias
diferentes do material de partida. Foram recuperados 63 mg de norliquexantona (24), além do

que permaneceu em mistura com os componentes minoritdrios menos polares.

Reacio de prenilaciao da norliquexantona (24) com 2-metil-3-buten-2-ol (28) e BF3.EtO,
— (C-prenilacao) (JAIN et al. 1970)

A 50,0 mg (0,19 mmol) de norliquexantona (24) foram adicionados 10 mL de dioxano
anidro e aproximadamente SOuUL ( 1,23 mmol) de BF;.EtO, 48%, sob agitacdo e atmosfera de

N,. Ap6s alguns minutos foram adicionados 0,1 mL (1,86 mmol) de 2-metil-3-buten-2-ol
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(28), sendo o desenvolvimento da reagdo acompanhado por CCD. Depois de um periodo de
22 horas, a reagdo foi interrompida com a adi¢do de dgua, e os componentes recuperados por
extracdo com acetato de etila em funil de separagdo. A mistura reacional, codificada como P2-
NOR (80,7 mg) foi fracionada por cromatografia em coluna de silica gel, iniciando-se a
eluicdo com a mistura hexano/ acetato de etila 10%, obtendo-se 28 fracdes de 15mL. As
fracdes desta coluna apresentaram-se bastante complexas, com perfis diferentes, que

impossibilitaram a reunido de fra¢des para que pudessem ser novamente fracionadas.

Outras Modificacoes

Obtencao da 3,6-bis[(3,3-dimetiloxiran-2-il)met6xi]-1-hidréxi-8-metil-9H-xanten-9-ona
(34) (MA e KIM 2003)

CH. [e] OH
3 MCPBA, CHCl;

3,6-di-O-prenil-norliquexantona (31) 3,6-bis[(3,3-dimetiloxiran-2-il)metoxi]-
1-hidréxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (34)

A uma solucao de 31,2 mg (0,085 mmol) de 3,6-di-O-prenil-norliquexantona (24), P1-
NORLIQ-3, em 15 mL de CHCl; foram adicionadas 47,6 mg (0,31 mmol) de 4cido m-
cloroperbenzéico (MCPBA). A solu¢do permaneceu sob agitacdo por aproximadamente 170
horas, sendo interrompida pela adicdo de 4gua. Foi adicionada uma solucdo saturada de
Na,CO; e a mistura reacional foi extraida em funil de separacdo com CHCls. A fase organica
foi seca com Na,SOy e o solvente evaporado, sendo o residuo codificado como EPX-2B (30,7
mg) e submetido a separacdo por cromatografia em coluna de silica, iniciando-se a elui¢do
com a mistura hexano/ acetato de etila 5%, aumentando-se a polaridade do eluente em

gradiente. Foram obtidas 15 fracdes de aproximadamente 15mL, como apresentado na tabela

32.
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Tabela 32 - Condi¢des cromatograficas para fracionamento de EPX-2B (em silica gel 230-400 mesh,

na proporcédo 1:75).

Fracao EPX-2B Eluente
1-4 Hexano/ acetato de etila 5%
5-12 Hexano/ acetato de etila 10%
13 Hexano/ acetato de etila 20%
14 acetato de etila
15 acetona

As fracdes que apresentaram comportamento cromatogrifico semelhante foram
reunidas, sendo que as fragdes 1 e 2 (EPX-2B-1, 7,5 mg) e 8-10 (EPX-2B-8, 6,2 mg) foram
analisadas por RMN de 'H e "°C (espectros E-44 a E-46, paginas 173-175).

EPX-2B-8 - RMN de 'H (§ em ppm, CDCL3): 1,37 — 1,39 (6H, sl), 1,40 — 1,41 (6H, sl), 2,84
(3H, s), 3,15 (2H, t), 4,19 (4H, m), 6,31 (1H, d, J=2,3 Hz), 6,37 (1H, d, J=2,3 Hz), 6,70 (1H,
sl), 6,72 (1H, d, J= 2,3 Hz), 13,33 (1H, s). RMN de “C (§ em ppm, CDCl3): 19,0; 23,4;
24.,6; 58,3; 60,8; 67,6; 92,7; 97,4; 99,3; 104,4; 113,6; 115,8; 143,7; 157,0; 159.,4; 162,7;
163,8; 164,7; 182,4. Rendimento: 17%.

Reacio de benzilaciao da 3-O-metilnorliquexantona (25) (VENUTI et al. 1988)

A uma solucdo em acetona (15mL) de 13,5 mg (0,05 mmol) de 3-O-
metilnorliquexantona (25), DMLIQDEG-4, foram adicionados 10 pL (0,075 mmol) de cloreto
de benzila (BnCl) e , aproximadamente, 14 mg (0,1 mmol) de K,COs3, sob agitacdo e
temperatura ambiente, sendo a mistura reacional acompanhada por CCD. Apés um periodo de
7 dias, a reacdo foi interrompida, apesar de ainda apresentar material de partida. O solvente
foi evaporado e o residuo dissolvido em acetato de etila e extraido com dgua, em funil de
separacdo. A fase organica foi seca com Na,SO4 e o solvente evaporado, sendo codificada
como BENZIL (14,2 mg) e submetida a anélise de RMN de 'H.

Como a massa da mistura reacional era pequena, e ainda continha material de partida,

decidiu-se nao dar continuidade a sequéncia de reagcdes descrita na figura 26 ela qual seria

obtido (26) a partir de (25).
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Reacdo de prenilacio da 3-O-metilnorliquexantona com brometo de 3,3-dimetilalila (27)
(O-prenilacao) (TCHAMO et al., 2000)

A uma solucio em acetona (SmL) de 5,8 mg (0,02 mmol) de 3-O-
metilnorliquexantona (25), DMLIQDEG-4, foram adicionados 50 puL (0,44 mmol) de brometo
de 3,3-dimetilalila (27) e 5,4 mg (0,04 mmol) de K,COs, sob agitacao e temperatura ambiente.
O desenvolvimento da reacdo foi acompanhado por CCD e apds um periodo de
aproximadamente 60 horas, a reacdo foi interrompida com a adi¢do de 4dgua seguido de
extracdo com CHClI3, em funil de separacdo. A fase organica, codificada como 3-OMEPRE,
foi seca com Na,SOy4 e o solvente evaporado. O residuo (5,8 mg) foi analisado por RMN de

4.

RMN de 'H (8 em ppm, CDCls): 1,77 (3H, sl), 1,81 (3H, sl), 2,83 (3H, s), 3,86 (3H, s), 4,58
(2H, d), 5,49 (1H, tl), 6,29 (1H, d), 6,32 (1H, d), 6,66 — 6,67 (2H, d), 13,39 (1H, s).

Reacdo de rearranjo de Claisen da 3,6-di-O-prenil-norliquexantona (31) (TCHAMO et
al. 2000)

E possivel obter compostos C-prenilados a partir de compostos O-prenilados, através
do rearranjo de Claisen.

Aproximadamente 11,0 mg da 3,6-di-O-prenil-norliquexantona (31) (P1-NORLIQ-3)
foram dissolvidos em 20 mL de DMF, e a solu¢do foi mantida sob refluxo durante 12 horas.
Apo6s este periodo, a reacdo foi interrompida com a adi¢do de agua, realizando-se vérias
extracdes com CHCls, em funil de separacdo, para retirar a DMF. A fase organica foi seca
com Na,SO4 e o solvente evaporado. A mistura reacional foi codificada como P1-NOR3P-
CLA e analisada por RMN de 'H.

Como ndo houve mudangas significativas no comportamento cromatografico de P1-
NOR3P-CLA, com relacio ao material de partida, a mistura foi submetida a uma nova
tentativa de rearranjo, utilizando quinolina como solvente, também por 12 horas em refluxo.
Adicionou-se a mistura uma solug@o aquosa diluida de HCl e extraiu-se em funil de separagdo
com CHCIl;. O perfil cromatografico da mistura continuou inalterado, mostrando que nao

houve reacgao.

Preparagdo de derivados de xantona e depsidona e avaliagdo da atividade bioldgica



Ana Camila Micheletti 100

CH; O
o) OH
/ OH
HO ')
O/ N
T
HO o ©

ACIDO SALAZINICO (7)

Nome IUPAC: 1.,4,10-triidréxi-5-hidroximetil-8-metil-3,7-di6xo-1,3-diidro-7H-benzo[6,7][ 1 ,4]dioxepino[2,3-
elisobenzofuran-11-carbaldeido.
caracteristica fisica : s6lido amorfo (acetona), a temperatura ambiente
Férmula molecular: C,;3H,;0,,
Peso molecular: 389,05

Ponto de fusio: degradagdo a partir de 200°C

CHjy

/ o

acido 8’, 9’-di-O-n-propil salazinico (17)

Nome IUPAC: 4,10- diidréxi-8-metil-3,7-diéxo- 1 -propéxi-5-propoximetil-1,3-diidro-7H-benzo[ e]furo[3’, 4°:3,
4]benzo[b][1, 4]dioxepino-11-carbaldeido
caracteristica fisica : sélido cristalino (hexano), a temperatura ambiente
Formula molecular: C,;H;,0,
Peso molecular: 472,44
Ponto de fusdo: 150 - 152°C
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/ on

acido 8’, 9’-di-O-isopropil salazinico (18)

CHj3

Nome IUPAC: 4,10- diidréxi-8-metil-3,7-diéxo-1-isopropoxi-5S-isopropoximetil-1,3-diidro-7H-benzo[ e]furo[3’,
4’:3, 4]benzo[b][1, 4]dioxepino-11-carbaldeido
caracteristica fisica : s6lido amorfo (hexano), a temperatura ambiente
Formula molecular: C;sH,;0,
Peso molecular: 389,05
Ponto de fusdo: 202 - 204°C

/ o

\o

H3C

acido 8, 9’-di-O-n-butil salazinico (19)

Nome IUPAC: 1-butéxi-4,10- diidroxi-8-metil-3,7-diéxo-5-butdéximetil-1,3-diidro-7H-benzo[e]furo[3’, 4’:3,
4]benzo[b][1, 4]dioxepino-11-carbaldeido
caracteristica fisica : sélido cristalino (hexano), a temperatura ambiente
Foérmula molecular: C,cH»30
Peso molecular: 500,49
Ponto de fusdo: 120 - 122°C
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HaC CH,
CHy O >//
o o

/ OH

CHj3

HsC

acido 8, 9’-di-O-sec-butil salazinico (20)

Nome IUPAC: 1-sec-but6xi-4,10- diidroxi-8-metil-3,7-diéxo-5-sec-butéximetil-1,3-diidro-7H-benzo[e]furo[3’,
4’:3, 4]benzo[b][1, 4]dioxepino-11-carbaldeido
caracteristica fisica : s6lido amorfo (hexano), a temperatura ambiente
Formula molecular: C,sH,30
Peso molecular: 500,49
Ponto de fusdo: 162 - 164°C

CHj

H3C
CHy Q ’ 74
CH,

0 O

HO 0

—
HO 10 o

acido 9’-O-terc-butil salazinico (21)

Nome IUPAC: 5-(terc-butoximetil)-1,4,10-triidr6xi-8-metil-3,7-di6xo-1,3-diidro-7H-2,6,12-
trioxabenzo[5,6]ciclohepta[1,2-e]indene-11-carbaldeido
caracteristica fisica : s6lido amorfo (hexano), a temperatura ambiente
Férmula molecular: C,,H,,0,
Peso molecular: 444,39
Ponto de fusdo: degradacdo a partir de 150°C
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CH3

CHy Q
o o]
Ho o OH
= -
© o
% o)
H,C

acido 8’, 9’-di-O-n-pentil salazinico (22)

Nome IUPAC: 5-pentiloximetil-4,10- diidréxi-8-metil-3,7-diéxo-1-pentildxi-1,3-diidro-7H-benzo[e]furo[3’,
4’:3, 4]benzo[b][1, 4]dioxepino-11-carbaldeido
caracteristica fisica : sélido cristalino (hexano), a temperatura ambiente
Férmula molecular: C,3H3,0,q
Peso molecular: 528,60
Ponto de fusdo: 96 - 98°C

CHj

HaC

acido 8, 9’-di-0-n-hexil salazinico (23)

Nome IUPAC: 5-hexiloximetil-1-hexil6xi-4,10- diidroxi-8-metil-3,7-diéxo -1,3-diidro-7H-benzo[e]furo[3’,
4’:3, 4]benzo[b][1, 4]dioxepino-11-carbaldeido
caracteristica fisica : sélido cristalino (hexano), a temperatura ambiente
Férmula molecular: C;,H3c0,q
Peso molecular: 556,60
Ponto de fusdo: 92 - 94°C
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CHs O OH

CH 30 O OCH3

LIQUEXANTONA (15)

Nome IUPAC: 1-hidréxi-3,6-dimet6xi-8-metil-9 H-xanten-9-ona
caracteristica fisica : s6lido cristalino (CHCI3), a temperatura ambiente
Formula molecular: C;¢H ;405
Peso molecular: 286,27

Ponto de fusao: 188°C — 190°C

CH; O OH

O O CHa
HO o) o

3-O-METILNORLIQUEXANTONA (25)

Nome IUPAC: 1,6-diidréxi-3-dimet6xi-8-metil-9 H-xanten-9-ona
caracteristica fisica : s6lido amorfo (acetona), a temperatura ambiente
Foérmula molecular: C;5H,,05

Peso molecular: 272,25
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CH; © OH
HO 0 OH
NORLIQUEXANTONA (24)

Nome IUPAC: 1,3,6-triidréxi-8-metilxanten-9-ona
caracteristica fisica : s6lido amorfo (acetona), a temperatura ambiente
Formula molecular: C,,H;,O5
Peso molecular: 258,27

Ponto de fusdo: degradacdo a partir de 275°C

CHy 0 OH
H3C /\/\ e ‘ : : ‘ AN /\/\ CHjz
Sy o o o N

CHg CHs

3,6-BIS[3-(DIMETILAMINO)PROPOXI]-1-HIDROXI-8-METIL-9H-XANTEN-9-ONA
(30)

Nome IUPAC: 3,6-bis[3-(dimetilamino)propdxi]-1-hidréxi-8-metil-9H-xanten-9-ona
caracteristica fisica : s6lido amorfo (acetona), a temperatura ambiente
Formula molecular: C,,H;,N,05
Peso molecular: 428,52

Ponto de fusao: 154 - 156°C
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CHy 0 OH

CI CI CHg
o o o O/\WLCHs
o

HsC  CHy

3,6-BIS[(3,3-DIMETILOXIRAN-2-IL)METOXI]-1-HIDROXI-8-METIL-9H-XANTEN-
9-ONA (34)

Nome IUPAC: 3,6-bis[(3,3-dimetiloxiran-2-il)met6xi]-1-hidréxi-8-metil-9H-xanten-9-ona
caracteristica fisica : s6lido amorfo (CHCI;), a temperatura ambiente
Férmula molecular: C,,H,;0;
Peso molecular: 426,46
Ponto de fusdo: 91 - 92°C

CHy 0 OH

[ O O §
ch)\/\o o o/\)\CHe,

3,6-DI-O-PRENIL-NORLIQUEXANTONA (31)

Nome IUPAC: 1-hidréxi-8-metil-3,6-bis[(3-metilbut-2-em-1-il)oxi]-9H-xanten-9-ona
caracteristica fisica : s6lido amorfo (CHCl;), a temperatura ambiente
Formula molecular: C,,H,,05
Peso molecular: 394,46
Ponto de fusdo: 105 - 106°C
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CH; O OH

CHj O O
CHj
H3C)\/\O o o~

3-O-METIL-6-O-PRENIL-NORLIQUEXANTONA (38)

Nome IUPAC: 1-hidréxi-3-met6xi-8-metil-6-[(3-metilbut-2-em-1-il)oxi]-9H-xanten-9-ona
caracteristica fisica : s6lido amorfo (acetona), a temperatura ambiente
Foérmula molecular: C,,H,,05
Peso molecular: 340,37
Ponto de fusio: 77 - 79°C
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Ensaios de Atividades Biologicas

Avaliacao da atividade toxica sobre Artemia salina do acido salazinico (7) e

seus derivados (MEYER et al. 1982)

O 4cido salazinico (7) e seus derivados foram testados com relacdo a sua atividade
téxica frente as larvas do micro crustdceo Artemia salina. Todas as substancias testadas foram
solubilizadas em solugdo salina 38 g/ L, contendo 2% de DMSO, nas concentra¢des indicadas
na tabela 33.

Os ovos de Artemia salina foram colocados em solucdo salina saturada, sob luz e
oxigenacdo, por 48 horas. Apds a eclosdo dos ovos, aproximadamente 10 larvas foram
colocadas em cada um dos recipientes contendo a solu¢gdo das substincias a serem testadas,
com um volume final de 3 mL. Cada concentragao foi feita em triplicata, além de um branco,
contendo apenas a solu¢do salina contendo DMSO.

Ap6s 24 horas de contato das larvas com as solucdes, foi contado o nimero de larvas
mortas, com o objetivo de calcular o valor da DLso das substancias testadas, com o auxilio do

programa computacional PROBITOS.

Tabela 33 — concentrag@o das substancias/ misturas avaliadas no ensaio de toxicidade sobre Artemia

salina.
Substancia/ mistura Concentracoes testadas (ppm)
Salazinico (7) (SAL) 385, 192,5; 96,25
Mistura reacional-reagcdo com metanol (SALM) 236, 118, 59
Mistura reacional-reacdo com etanol (SALE) 414, 207, 103,5
acido 8’, 9’-di-O-n-propil salazinico (SALP) (17) 259, 129.5; 64,75
acido 8’, 9’-di-O-isopropil salazinico (SALIP) (18) 353, 176,5; 88,25
acido 8’, 9’-di-O-n-butil salazinico (SALB) (19) 132, 66, 33
acido 8’, 9’-di-O-sec-butil salazinico (SALSB) (20) 233
acido 9’-O-terc-butil salazinico (SALTB) (21) 286
acido 8’, 9’-di-O-n-pentil salazinico (SALPE) (22) 181, 90,5; 45,25
acido 8’, 9’-di-O-n-hexil salazinico (SALH) (23) 160, 80, 40
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Estas concentra¢des foram determinadas pelo limite de solubilidade de cada substancia
ou mistura reacional na solucdo salina, contendo 2% de DMSO.

Como os componentes das misturas reacionais provenientes das reacdoes do 4cido
salazinico (7) com metanol e etanol ndao puderam ser separados, mas as misturas foram

testadas a fim de obter um perfil preliminar.
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Avaliacdo da atividade citotoxica in vitro da liquexantona (15), do acido

salazinico (7) e derivados

Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade da liquexantona (15), do dcido salazinico
(7), e de alguns dos derivados destas duas substancias, foram realizados testes in vitro frente a
3 linhagens de células tumorais. Os ensaios foram realizados no Laboratério de Oncologia
Experimental da Universidade Federal do Ceard/ UFC, sob a coordenacdo das professoras
Cldudia do O Pessoa e Leticia Veras Lotufo, utilizando o método do MTT, anélise
colorimétrica baseada na conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente
nas células metabolicamente ativas.

As linhagens de células utilizadas foram MDA/ MB-435 (mama-humano), HCT-8
(c6lon—humano) e SF-295 (glioblastoma—humano), cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer
(EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10% de soro fetal
bovino e 1% de antibidticos, mantidas em estufa a 37°C e atmosfera contendo 5% de CO,.

As células foram plaqueadas na concentracdo de 0,1x10° cél/ mL para as linhagens
MDA/ MB-435 e SF-295, ¢ 0,7x10° cél/ mL para HCT-8. Os compostos foram adicionados
em concentracdo tnica de 25ug/mL, sendo as placas encubadas por 72 horas em estufa a 37°C
e atmosfera contendo 5% de CO,. Ao término deste tempo, as mesmas foram centrifugadas e
o sobrenadante removido. Em seguida, adicionou-se 150 UL da solu¢do de MTT, e as placas
foram incubadas por 3 horas. A absorbancia foi lida apds dissolucio do precipitado com 150
UL de DMSO em espectrofotdometro de placa a 590 nm. Compostos que apresentaram mais de
90% de inibi¢do do crescimento celular foram novamente testados para o cdlculo da Clsyp em
um intervalo de concentracdo que variou entre 0,04 e 25 g/ mL.

Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrdo da média (DPM)
da inibicdo do crescimento celular usando o programa GraphPad Prism. Cada amostra foi
analisada a partir de dois experimentos realizados em triplicata.

As substancias testadas foram: liquexantona (15), 3,6-di-O-prenil-norliquexantona (31),
norliquexantona (24), 3-O-metilnorliquexantona (25), 4cido salazinico (7), e os seus derivados
obtidos nas reagdes com dlcoois lineares n-propanol (17), n-butanol (19), n-pentanol (22) e n-

hexanol (23).
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Avaliacao da atividade antibiética

O 4cido salazinico (7) e seus derivados, a liquexantona (15) e os derivados 3,6-di-O-
prenil-norliquexantona (31), norliquexantona (24), 3-O-metilnorliquexantona (25) e 3,6-bis[3-
(dimetilamino)propdxi]-1-hidroxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (30) também foram testados com
relacdo a sua atividade antibidtica sobre as bactérias S. aureus (Gram-positiva) e E. coli
(Gram-negativa).

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia do Hospital
Universitario/ UFMS sob a responsabilidade da professora Nadia C. P. Carvalho.

Um inéculo bacteriano foi preparado com 3-5 coldnias em caldo MULLER-Hinton e
em seguida incubado por 5 horas a 37°C. Apds esse periodo, foi diluido em solucdo salina
0,45% e semeado, com auxilio de swab estéril em placas de Petri contendo agar MULLER-
Hinton com sangue de carneiro a 5% (S. aureus) e sem sangue (E. coli).

As amostras foram solubilizadas em DMSO a uma concentracdo média de 10 mg/mL
e aplicadas sobre papel de filtro autoclavados (espessura de 0,38 mm e didmetro de 6 mm)
com pipeta automdtica de 20uL, sendo aplicadas 200ug de cada substancia. Na mesma placa
foram colocados discos com DMSO e o antibitico Amicacina, usado como padrdo positivo.
Apbs 24 horas de incubacdo a 37°C a atividade foi avaliada através da medida do halo de

inibicdo (mm).
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Avaliacao da atividade antifiingica

O 4cido salazinico (7) e seus derivados, bem como a liquexantona (15), a
norliquexantona (24), e os derivados di- [(31)] e mono-O-prenilados [mistura de (32) e (33)],
foram testados com relacdo a atividade antifiingica sobre o fungo Cladosporium
sphaerospermum.

Os ensaios foram realizados do Laboratério de Bioquimica do Departamento de
Morfofisiolagia/ CCBS/ UFMS, sob a responsabilidade da professora Maria Rita Marques.

O fungo foi cultivado em meio BDA a 28°C, na auséncia de luz, até a espeorulacdo
adequada. A manuten¢do dos indculos foi realizada em dgua destilada estéril.

Foram realizados testes de bioautografia, com a aplicacdo das substincias em placas
cromatogréficas de celulosa sobre Al, juntamente com um padrio positivo, Fungizon. A placa
foi pulverizada com uma suspensao dos esporos do fungo em solu¢do nutriente contendo
glicose e encubadas em camara Umida por 48 horas, na auséncia de luz e em estufa, a
aproximadamente 30°C. Devido a degradacao do 4cido salazinico e seus derivados na placa de
silica, os ensaios foram repetidos em placas de celulose sobre poliéster.

A avaliagdo da atividade antifingica foi realizada observando-se o aparecimento, ou
ndo, de zonas de inibicdo do desenvolvimento do fungo. As concentracdes aplicadas de cada

substancia sdo apresentadas na tabela 34.
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Tabela 34 — Massas das substincias utilizadas no ensaio de atividade antifingica sobre o fungo

Cladosporium sphaerospermum

Substéncia/ fracao Massas aplicadas (ug)
Salazinico (7) (SAL) 600, 750
Mistura reacional-rea¢cdo com metanol (SALM) 600, 750
Mistura reacional-reacdo com etanol (SALE) 600, 750

acido 8’, 9’-di-O-n-propil salazinico (SALP) (17) 600, 750

acido 8, 9’-di-O-isopropil salazinico (SALIP) (18) 600, 750

acido 8’, 9’-di-O-n-butil salazinico (SALB) (19) 400, 450, 500, 600, 750
acido 8’, 9’-di-O-sec-butil salazinico (SALSB) (20) 600, 750

acido 9’-O-tercbutil salazinico (SALTB) (21) 400, 450, 500, 600, 750
acido 8’, 9’-di-O-n-pentil salazinico (SALPE) (22) 400, 450, 500, 600, 750
acido 8’, 9’-di-O-n-hexil salazinico (SALH) (23) 400, 450, 500, 600, 750
Liquexantona (15) 500
Norliquexantona (24) 400, 450, 500, 600, 750
6-O-prenil-norliquexantona (33) e Qualitativo

3-O-prenil-norliquexantona (32)

3,6-di-O-prenil-norliquexantona (31) Qualitativo
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5- CONCLUSAO

Os compostos fendlicos majoritarios isolados do liquen Parmotrema lichexantonicum
foram a liquexantona (15) e o dcido salazinico (7). Devido a grande importancia biol6gica das
classes quimicas as quais estas substancias pertencem, a das xantonas e das depsidonas,
respectivamente, esses dois compostos foram selecionados para sofrerem reagdes de
modificacdo estrutural, buscando novos compostos bioativos.

O 4cido salazinico, reagindo com élcoois, produziu derivados por substitui¢do de suas
hidroxilas benzilica pela cadeia alquilica do dlcool correspondente. Esse compostos (17 a 23)
tiveram sua estruturas elucidadas por andlises espectrais de RMN, 1D e 2D, e apresentam em
sua estrutura fungdes éter e Y-€ster. O possivel mecanismo pelo qual a reagdo ocorre € do tipo
Snl, com a formacgdo de cétions benzilicos e posterior ataque nucleofilico do oxigénio do
alcool correspondente.

Dos derivados do acido salazinico (17 a 23), foram testadas as atividades citotoxica
(apenas dos derivados de cadeias alquilicas lineares), toxica sobre Artemia salina, antibidtica
e antifingica.

Nenhum dos compostos testados foi toxico ao microcrusticeo Artemia salina até as
concentracoes testadas, havendo ainda uma grande dificuldade de realizacdo do ensaio com as
substancias na concentracdo desejada, devido a sua baixa solubilidade na solugdo do teste. No
caso das atividades antibidtica e antifingica, as atividades de todos os derivados se mostraram
baixas, sendo que para a atividade antifingica o derivado mais ativo foi o dcido 8’, 9’-di-O-n-
pentil salazinico (22), com uma concentracio minima inibitéria de 400 pg. No ensaio de
avaliacdo da atividade antibiética, o dcido salazinico (7) apresenta atividade apenas sobre a
bactéria Gram-negativa E. coli, enquanto que os sua derivados sdo ativos tanto frente a E. coli
quanto a bactéria Gram-positiva, S. aureus.

Ja para a atividade citotdxica, os resultados foram bastante interessantes. De modo
geral, foi observado que, quanto maior o nimero de carbonos da cadeia alquilica inserida,
maior o potencial antitumoral das substancias testadas. Todos os derivados testados
apresentaram um percentual de inibicdo do crescimento celular para linhagens de células
tumorais maior que 90%, no ensaio com dose unica de 25 ug/mL, em pelo menos uma das
linhagens testadas. Pelo célculo da Clsg foi possivel concluir que realmente hd uma tendéncia

geral de aumento de citotoxicidade com a diminui¢do da polaridade dos compostos, € que 0s
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derivados acido 8’, 9’-di-O-n-pentil salazinico (22) e 4cido 8’, 9’-di-O-n-hexil salazinico (23)
sdo potencialmente citotoxicos para a linhagem de células HCT-8,

Para a liquexantona, as propostas principais de reacdes para a modificacdo de sua
estrutura foram as de demetilacdo, para a obteng¢do dos derivados mono-metilados 6-O-
metilnorliquexantona (26) e 3-O metilnorliquexantona (25), e o derivado totalmente
demetilado, norliquexantona (24), e reacdes de prenilacdo.

Entre todas as metodologias de demetilagdo testadas, as unicas que se mostraram
eficientes foram aquelas utilizando BBr3, pela qual foi possivel obter a norliquexantona com
rendimento de 70%, e uma segunda, utilizando KOH em DEG, através da qual se obteve a 3-
O-metilnorliquexantona (25), seletivamente, com rendimento aproximado de 13%.

Como ndo foi possivel obter os derivados (26) e (25) por demetilacdo, foi realizada a
metilacdo da norliquexantona, que gerou uma mistura dos derivados monometilados que,
devido a extrema similaridade dos dois componentes, ndo pode ser separada. Foi elaborada
uma rota para a obten¢do de (26) a partir de (25), com vdrias etapas, onde a primeira reacao se
constituia de uma benzilacdo, pela qual foi obtida a 6-(benzil6xi)-1-hidroxi-3-metoxi-8-metil-
OH-xanten-9-ona (37). Entretanto, ndo foi possivel dar continuidade a essa rota, ji que a
reacdo ndo foi quantitativa, e a quantidade de material de partida disponivel era muito
pequena.

Para a obtencdo de derivados prenilados da liquexantona, foram realizadas intimeras
tentativas, entretanto, nenhuma delas foi eficiente. Na maioria dos casos, em condicdes
brandas, o material de partida foi recuperado em grande propor¢do, mostrando a baixa
reatividade da substancia frete aos reagentes empregados. Quando a condi¢do utilizada foi
mais enérgica, a mistura reacional se mostrou muito complexa, ndo sendo possivel fraciona-
la. O tunico produto identificado foi a 1-hidréxi-3,6-dimetoxi-8-metil-4-(3-metilbut-2-en-1-il)-
9H-xanten-9-ona (29), com o esqueleto xantonico prenilado na posicdo 4, identificada em
mistura, em baixa propor¢do. A partir deste dado, concluiu-se que ha uma preferéncia, ainda
que pequena, de insercdo do grupo prenila, por via de substitui¢do eletrofilica aromética, no
carbono 4 da xantona, o que pode indicar uma maior nucleofilicidade deste dtomo.

Foram ainda realizadas reacdes de prenilacdo da norliquexantona. A reacdo de O-
prenilacdo foi bem sucedida, obtendo-se a 3,6-di-O-prenil-norliquexantona (31), com bom
rendimento, além de uma mistura dos derivados mono-O-prenilados, 6-O-prenil-
norliquexantona (32) e 3-O-prenil-norliquexantona (33), que também nao puderam ser
separados. Ja nas tentativas de C-prenilacdo foram obtidas misturas complexas, onde o

fracionamento ndo foi eficiente, e nenhum produto foi isolado. O derivado mono-metilado, 3-
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O-metilnorliquexantona (25), também sofreu uma reagdo de O-prenilacdo, dando a 3-O-metil-
6-O-prenil-norliquexantona (38), quantitativamente.

Outras reacOes também foram realizadas, visando a obtencdo de produtos com
estruturas baseadas em xantonas bioativas, descritas na literatura. Uma delas foi a epoxidagao
das duplas ligacdes da 3,6-di-O-prenil-norliquexantona (31), com 4cido m-cloroperbenzdico,
que produziu o derivado di-epoxidado 3,6-bis[(3,3-dimetiloxiran-2-il)met6xi]-1-hidroxi-8-
metil-9H-xanten-9-ona (34), com cerca de 17% de rendimento, além da mistura dos mono-
epoxidados, 6-[(3,3-dimetiloxiran-2-i1) met6éxi] -1-hidroxi-8-metil-3- [(3-metilbut-2-en-1-
i1)6xi]-9-H-xanten-9-ona (35) e 3-[(3,3-dimetiloxiran-2-il)met6xi]-1-hidréxi-8-metil-6-[(3-
metilbut-2-en-1-il)6xi]-9-H-xanten-9-ona (36).

Uma outra reagdo realizada foi para a obtencao da 3,6-bis[3-(dimetilamino)propoxi]-1-
hidréxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (30), a partir da norliquexantona e hidrocloreto de (3-
cloropropil)dimetilamonio. Esta é uma reacdo de substituicio do tipo Sn2, onde grupos
propil-dimetilamina foram inseridos nos oxigénios das posi¢des 3 e 6 do material de partida.
O produto foi obtido com cerca de 63% de rendimento.

A liquexantona (15) e seus derivados também foram testados com relagdo a algumas
atividades bioldgicas. Foram testadas as atividades citotoxica, antibidtica e antifingica. A
atividade tdéxica sobre Artemia salina ndo foi testada devido a baixissima solubilidade dos
compostos na solucdo do ensaio.

No ensaio de avaliacdo da atividade antibidtica, a xantona nitrogenada 3,6-bis[3-
(dimetilamino)propdxi]-1-hidroxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (30) se mostrou a substancia mais
ativa entre todas as testadas, apresentando um halo de inibi¢do do crescimento bacteriano de
20 mm frente a bactéria Gram-positiva, S. aureus.

Quanto a atividade antifingica sobre o fungo Cladosporium sphaerospermum, a
liquexantona (15), a norliquexantona (24), a 3,6-di-O-prenil-norliquexantona (31), e a mistura
de 6-O-prenil-norliquexantona (33) e 3-O-prenil-norliquexantona (32) foram testadas, nas
concentracdoes maximas de 500 pug para a liquexantona (15), 400ug para a norliquexantona
(24) e qualitativamente para as outras substancias. Os compostos ndo apresentaram atividade
neste ensaio.

Ja no ensaio de atividade citotéxica, foram testadas a liquexantona (15), a 3-O-
metilnorliquexantona (18), a norliquexantona (24) e a 3,6-di-O-prenil-norliquexantona (31).
Nenhuma substancia apresentou percentual de inibicao do crescimento celular para linhagens

de células tumorais maior que 90%, no ensaio com dose tnica de 25 pg/mL, que é o valor
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considerado como cut-off para o screening de novas substancias com potencial antitumoral.
Entretanto, é possivel observar um perfil geral de leve aumento na atividade com o aumento
do nimero de oxigénios livres no esqueleto da xantona, € 0 mesmo acontece com a inser¢cao
dos grupos O-prenila.

Os outros derivados ndo foram testados ou pela falta de massa suficiente da
substancia, como no caso do epéxido (34), ou pela falta de tempo hébil, como para a amina
(30), que foi o ultimo composto obtido.

Durante este trabalho, foram obtidos 7 derivados do acido salazinico (7), e
identificados 13 derivados da liquexantona (15), dentre os quais 6 foram isolados puros. As
grandes dificuldades encontradas foram principalmente os baixos rendimentos de algumas
reacOes, especialmente para a obtencdo dos derivados nas reagdes do dcido salazinico com
dlcoois ramificados, a complexidade de algumas misturas reacionais ou a grande semelhanca
estrutural de alguns isomeros que nao possibilitaram o isolamento dos seus componentes € a
baixa reatividade da liquexantona (15) para as reacOes de prenilacdo. Entretanto, foram
obtidos resultados promissores, com a implementacdo de técnicas de semi-sintese que
proporcionam conhecimento e experiéncia para a linha de pesquisa de modificac@o estrutural
de compostos de liquens.

Pretende-se dar continuidade a este trabalho, entretanto, ampliando cada vez mais a
nossa linha de pesquisa. Estudos de eletroredu¢cdao da liquexantona (15) mostram que é
possivel obter uma benzofenona a partir desta xantona, sendo que esta outra classe de
compostos também apresenta vdrias substancias grande importancia biolégica. Desta forma,
ha um interesse na obtencdo de benzofenonas a partir tanto da liquexantona (15) quanto da
norliquexantona (24), e continuar os estudos de modificacdo estrutural destes compostos

obtidos eletroquimicamente, através de reacdes quimicas.
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ANEXO I

CARACTERISTICAS FISICAS E QUIMICAS DOS REAGENTES UTILIZADOS
(LENGA, 1988)

Preparagdo de derivados de xantona e depsidona e avaliagdo da atividade bioldgica



Ana Camila Micheletti 126

BCl; em diclorometano (1M)

- Nome: tricloreto de boro

- Densidade: 1,467 g/cm3

- Estado fisico e aparéncia: liquido vermelho pélido transparente

- Peso molecular: 117,17

- Imcompatibilidade: a agentes fortemente oxidantes (bases fortes, dlcoois), reage violentamente com
dgua.

- Produtos de decomposi¢do: Gases t6xicos: CO, CO,, SO,, HCI, e 6xidos de boro.

- Método de descarte: Misturar com solvente combustivel e queimar em um incinerador.

£ Perigos a saide: Prejudicial se inalado, ingerido ou absorvido.

- Primeiros-socorros: - Em caso de contato lavar imediatamente com 4gua durante 15 minutos. Se
inalado permanecer em um local com ar fresco e, se preciso, entubar com oxigénio. Se ingerido lavar

a boca se estiver consciente.

BBI‘3

- Nome: tribrometo de boro

- Densidade: 1,460 g/cm3

- Estado fisico e aparéncia: liquido incolor ou amarelo claro

- Peso molecular: 250,52

- Imcompatibilidade: com 4cidos, édlcoois, metais alcalcalinos. Reage violentamente com 4gua e é
sensivel a luz.

- Produtos de decomposi¢do: Gases toxicos: CO, CO,, SO,, HC],, e 6xidos de boro.

- Método de descarte: Em pequenas quantidades, adicionar grande quantidade de dgua sob agitacdo e
ajustar o pH a neutro. Separar qualquer sélido ou liquido insoldvel e armazenar. A solu¢do aquosa
pode ser descartada sob grande fluxo de dgua.

£ Perigos a saiide: Prejudicial se inalado, ingerido ou absorvido. Possivelmente carcinogénico. Pode
causar disttirbios no sistema nervoso central.

- Primeiros-socorros: - Em caso de contato lavar imediatamente com 4gua durante 15 minutos. Se
inalado permanecer em um local com ar fresco e, se preciso, entubar com oxigé€nio. Se ingerido lavar

a boca se estiver consciente.
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BF,.EtO,

- Nome: eterato de trifluoreto de boro

- Densidade: 1,12 g/lcm’

- Estado fisico e aparéncia: liquido incolor ou amarelo claro

- Peso molecular: 141,93

- Imcompatibilidade: com &cidos, dlcoois, metais alcalcalinos. Reage violentamente com 4gua e é
sensivel a luz. Evitar contato com metais

- Produtos de decomposigdo: Gases toxicos: CO, CO,, HF e 6xidos de boro.

- Método de descarte: Dissolver cuidadosamente em dgua. Neutralizar imediatamente com Na,COs.
Adicionar CaCl, em excesso para precipitar o fluoreto e ou carbonato. Separar a parte insolivel e
enterrar.

£ Perigos: Prejudicial se inalado, ingerido ou absorvido.

- Primeiros-socorros: - Em caso de contato lavar imediatamente com 4gua durante 15 minutos. Se
inalado permanecer em um local com ar fresco e se preciso entubar com oxigénio. Se ingerido lavar a

boca com grande quantidade de dgua.

2-metil-3-buten-2-ol (26)

- Densidade: 0,82 g/cm3

- Estado fisico e aparéncia: liquido incolor

- Peso molecular: 86,16

- Imcompatibilidade: agentes oxidante fortes

- Produtos de decomposigdo: CO, CO,

- Método de descarte: Queimar em incinerador quimico

£ Perigos a saide: Prejudicial se inalado ou ingerido. Causa irritagdo nos olhos. O material € irritante
as membranas € mucosas e ao trato respiratdrio superior.

- Primeiros-socorros: - Em caso de contato lavar imediatamente com 4gua durante 15 minutos. Se

inalado permanecer em um local com ar fresco e, se preciso, entubar com oxigénio.
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brometo de 3,3-dimetilalila (15)

- Densidade: 1,28 g/cm3

- Estado fisico e aparéncia: liquido incolor

- Peso molecular: 149,64

- Imcompatibilidade: agentes oxidante fortes

- Produtos de decomposigdo: CO, CO, e HBr(,

- Método de descarte: Queimar em incinerador quimico. Cuidado: muito inflaméavel

£ Perigos a saiide: Prejudicial se inalado ou ingerido. Extremamente destrutivo as membranas e
mucosas € ao trato respiratério superior olhos e pele. Inalagcdo pode ser fatal.

- Primeiros-socorros: - Em caso de contato lavar imediatamente com 4gua durante 15 minutos. Se
inalado permanecer em um local com ar fresco e, se preciso, entubar com oxigénio. Se ingerido, lavar

a boca com grande quantidade de dgua.

Cloreto de benzila

- Densidade: 1,10 g/cm3

- Estado fisico e aparéncia: liquido incolor

- Peso molecular: 243,75

- Imcompatibilidade: agentes oxidantes, ferro ou sais de ferro, aluminio, bronze. Decompde na
exposicao a dgua.

- Produtos de decomposi¢do: CO, CO, e HCly,

- Método de descarte: Queimar em incinerador quimico

£ Perigos a saide: Pode ser fatal se inalado, engolido ou absorvido pela pele. Material extremamente
destrutivo aos tecidos das mucosas e trato respiratério superior, olhos e pele. Sintomas incluem
sensa¢do de queimadura, tosse, dor de cabega, ndusea e vomito.

- Primeiros-socorros: - Em caso de contato lavar imediatamente com 4gua durante 15 minutos. Se

inalado permanecer em um local com ar fresco e, se preciso, entubar com oxigénio.
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Acido m-cloroperbenzéico

- Estado fisico e aparéncia: sélido branco

- Peso molecular:

- Imcompatibilidade: agentes oxidantes fortes, bases fortes, agentes redutores fortes e materiais
organicos.

- Produtos de decomposi¢do: CO, CO, e HCly,

£ Perigos a saiide: Pode ser prejudicial se inalado, engolido ou absorvido pela pele. Irritante aos
tecidos das mucosas e trato respiratério superior, olhos e pele.

- Primeiros-socorros: - Em caso de contato lavar imediatamente com 4gua durante 15 minutos. Se
inalado permanecer em um local com ar fresco e, se preciso, entubar com oxigénio. Se ingerido, lavar

a boca com dgua. Em caso de contato, lave a pele com sabao e grande quantidade de dgua.

cloreto de (3-cloropropil)dimetilaménio

- Estado fisico e aparéncia: sélido branco

- Peso molecular: 158,07

- Imcompatibilidade: agentes oxidantes fortes.

- Produtos de decomposi¢do: CO, CO,, 6xidos de nitrogénio e HCl,,

£ Perigos a saiide: Pode ser prejudicial se inalado, engolido ou absorvido pela pele. Irritante aos
tecidos das mucosas e trato respiratério superior, olhos e pele.

- Primeiros-socorros: - Em caso de contato lavar imediatamente com 4gua durante 15 minutos. Se
inalado permanecer em um local com ar fresco e, se preciso, entubar com oxigénio. Se ingerido, lavar

a boca com dgua. Em caso de contato, lave a pele com sabao e grande quantidade de dgua.

CH;l
- Nome: lodeto de metila
- Densidade: 2,28g/cm’
- Estado fisico e aparéncia: liquido incolor
- Peso molecular: 141,95
£ Perigos a saide: Em caso de contato prolongado pode causar queimadura e se exposto pode levar a

edema pulmonar.
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ANEXO II

ESPECTROS DE RMN DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS E DAS
OBTIDAS POR MODIFICACAO ESTRUTURAL
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E-14. Espectro de RMN de DEPT-135 da fracao ISOPROP-FS5 - acido 8’, 9’-di-O-isopropil salazinico (18) (CDCl;)

Preparagdo de derivados de xantona e depsidona e avaliagdo da atividade bioldgica



Ana Camila Micheletti 145

N
q.'ﬁ‘
—
0 g o @
2 S b S @
"" | o c o
[
L AL L L L AL L T T T T 1 LI e B
480 475 470 338 37 36 35 090 o085 -
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm) :
= o
5 g
3
«© N~
& |2
g .
[aV]
S 0 o
Chloroforrp»d
2 288
© Q %‘—\\'_t\'_‘
™ 2 -
- - T
’Q\ 5 \2
[Te) o —
NG ~ N S
2 2 | I
0 ‘Q‘
® -
— ||~
2 s 3
L B R S L A AL S o B A e L A B B L A L o B T A A N
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2
Chemical Shift (ppm)

E-15. Espectro de RMN de 'H da fracao BUT-F2 - acido 8’, 9’-di-O-n-butil salazinico (19) (CDCl;)

Preparagdo de derivados de xantona e depsidona e avaliacdo da atividade biologica



Ana Camila Micheletti 146

Chlorofprm-d
o0 O N
< O W0
NN ©
N~ NN S
—
3
= = o< 5 > .8
X © 3
5 g g i 2 ogv8e
Al N~ » —
= ~1 R Eg‘_\ -
. o &
© Qo . @
o 323V o A A
ZToL2T © 3 i 8 &
l\'\;'@_ %HN @ ® — Py
- - 0 [e2) © — =
R i =~
F
\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
Chemical Shift (ppm)

E-16. Espectro de RMN de BCda fracao BUT-F2 - acido 8’, 9’-di-O-n-butil salazinico (19) (CDCl;)

Preparagdo de derivados de xantona e depsidona e avaliacdo da atividade biologica



Ana Camila Micheletti

147

118.16
100.10

\192.88

22.29

13.79

—13.67

Chemical Shift (ppm)

— =
& Lz
o © ©
W c‘o N =
| >
Lg 8
aN o
T \ T T T T ‘ T T T T \ T T T T ‘ T T T T \ T T T T ‘ T T T T \ T T T T ‘ T T T T \ T T T T ‘ T T T T \ T T T T ‘ T T T T \ T T T T ‘ T T T T \ T T T T ‘ T T T T \ T T T T ‘ T T T T \ T T T T ‘
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

E-17. Espectro de RMN de DEPT-135 da fracao BUT-F2 - acido 8’, 9’-di-O-n-butil salazinico (19) (CDCls)

Preparagdo de derivados de xantona e depsidona e avaliacdo da atividade biologica



Ana Camila Micheletti 148

s
«
N~
o~
X«
S
— 0
s aN
ol - -
—
o
@
o
LB s e T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
480 475 4.70 1.50 1.25 1.00 0.75
Chemical Shift (p... Chemical Shift (ppm) 5
'_.g 3
o
\ -~
[ I
o
g Chloroform-d &
- o
.
I
ol
o «
-~ =}
N g ||l
=) 9 <
o ~ [
b
o
~
) I
M L
T LA A S L A o e A S B AL S B L L o e S o L LA A B S e L L S B S e e A
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
Chemical Shift (ppm)

E-18. Espectro de RMN de 'H da fracao SEC-BUT-F1 - acido 8’, 9’-di-O-sec-butil salazinico (20) (CDCl;)
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E-19. Espectro de RMN de BCda fracao SEC-BUT-F1 - acido 8’, 9’-di-O-sec-butil salazinico (20) (CDCl;)
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E-20. Espectro de RMN de DEPT-135 da fracao SEC-BUT-F1 - acido 8’, 9’-di-O-sec-butil salazinico (20) (CDCl;)
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E-21. Espectro de RMN de 'H da fracao T-BUT-F15 - 8°, 9°-di-O-terc-butil acido salazinico (21) (CDCl;)
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E-22. Espectro de RMN de BCda fracao T-BUT-F15 - 8°, 9’-di-O-terc-butil acido salazinico (21) (CDCl;)
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E-23. Espectro de RMN de DEPT-135 da fracao T-BUT-F15 - 8°, 9’-di-O-terc-butil acido salazinico (21) (CDCl;)
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E-24. Espectro de RMN de gHMBC da fracao T-BUT-F15 - 8°, 9’-di-O-terc-butil acido salazinico (21) (acetona-d¢)
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E-25. Espectro de RMN de 'H da fracao PENT-F2 - acido 8’, 9’-di-O-n-pentil salazinico (22) (CDCl;)
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E-26. Espectro de RMN de BCda fracao PENT-F2 - acido 8’, 9’-di-O-n-pentil salazinico (22) (CDCl;)
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E-27. Espectro de RMN de DEPT-135 da fracao PENT-F2 - acido 8’, 9’-di-O-n-pentil salazinico (22) (CDCl3)
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E-28. Espectro de RMN de 'H da fracao HEX-F10 - acido 8’, 9’-di-O-n-hexil salazinico (23) (CDCl;)
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E-29. Espectro de RMN de BCda fracao HEX-F10 - acido 8’, 9’-di-O-n-hexil salazinico (23) (CDCl;)
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E-30. Espectro de RMN de DEPT-135 da fracao HEX-F10 - acido 8’, 9°-di-O-n-hexil salazinico (23) (CDCl;)
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E-31. Espectro de RMN de HMQC da fracao HEX-F10 - acido 8’, 9’-di-O-n-hexil salazinico (23) (CDCls)
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E-32. Espectro de RMN de HMBC da fracao HEX-F10 - acido 8’, 9’-di-O-n-hexil salazinico (23) (CDCls)
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E-33. Espectro de RMN de 'H da fracao TDMLIQ - 18 - norliquexantona (24) (acetona-dg)
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E-34. Espectro de RMN de BCda fracao TDMLIQ - 18 -norliquexantona (24) (acetona -dg)
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E-35. Espectro de RMN de 'H da fracao TDMLIQ - 18 -norliquexantona (24) (DMSO-dg)
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E-36. Espectro de RMN de BCda fracao TDMLIQ - 18 -norliquexantona (24) (DMSO -dg)
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E-37. Espectro de RMN de 'H da fracao DMLIQDEG-4 -3-0O-metilnorliquexantona (25) (acetona-dg)
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E-38. Espectro de RMN de BCda fracaio DMLIQDEG-4 - 3-O-metilnorliquexantona (25) (acetona-de)
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E-39. Espectro de RMN de DEPT-135 da fracao DMLIQDEG-4 - 3-O-metilnorliquexantona (25) (acetona-dg)
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E-40. Espectro de RMN de 'H da fracao N-NOR - 3,6-bis[3-(dimetilamino)propoxi]-1-hidroxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (30) (acetona-dg)
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E-41. Espectro de RMN de BCda fracao N-NOR - 3,6-bis[3-(dimetilamino)propoxi]-1-hidroxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (30) (acetona-dg)
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E-42. Espectro de RMN de DEPT-135 da fracdo N-NOR - 3,6-bis[3-(dimetilamino)propoxi]-1-hidréxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (30)

(acetona-dg)
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E-43. Espectro de RMN de gHSQC da fracdo N-NOR - 3,6-bis[3-(dimetilamino)propoxi]-1-hidréxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (30)

(acetona-dg)
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E-44. Espectro de RMN de 'H da fracao EPX-2B-8 - 3,6-bis[(3,3-dimetiloxiran-2-il)met6xi]-1-hidroxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (34)

(CDCl)
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E-45. Espectro de RMN de BC da fracao EPX-2B-8 - 3,6-bis[(3,3-dimetiloxiran-2-il)metéxi]-1-hidréxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (34)

(CDCls)
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E-46. Espectro de RMN de DEPT-135 da fracao EPX-2B-8 - 3,6-bis[(3,3-dimetiloxiran-2-il)metdxi]-1-hidroéxi-8-metil-9H-xanten-9-ona

(34) (CDCls)
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E-47. Espectro de RMN de 'H da fracao P1-NORLIQ-3- 3,6-di-O-prenil-norliquexantona (31) (CDCl5)
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E-48. Espectro de RMN de BCda fracao P1-NORLIQ-3- 3,6-di-O-prenil-norliquexantona (31) (CDCl;)
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E-49. Espectro de RMN de DEPT-135 da fracao P1-NORLIQ-3 - 3,6-di-O-prenil-norliquexantona (31) (CDCl;).

Preparagdo de derivados de xantona e depsidona e avaliagdo da atividade bioldgica



Ana Camila Micheletti 180

Preparagdo de derivados de xantona e depsidona e avaliagdo da atividade bioldgica



