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RESUMO

Esta tese apresenta os resultados de quatro estudos independentes descritos em quatro
capitulos. O primeiro capitulo descreve o estudo de biotransformacdo do diterpeno 3,12-
dioxo-15,16-epoxi-4-hidroxicleroda-13(16),14-dieno pelas culturas celulares dos fungos
endofiticos Lasiodiplodia gonubienses, Neofusicoccum ribis e Pseudofusicoccum stromaticum
da familia Botryosphaeriaceae. Neste estudo foram obtidos quatro bioprodutos (P1, P2, P3 e
P6), sendo os trés ultimos inéditos na literatura. A partir de P2 foram obtidos dois derivados
semissintéticos um acilado e outro alquilado, ambos inéditos na literatura. O segundo capitulo
descreve a biotransformacao do ibuprofeno pelo fungo Neofusicoccum ribis, com obtengédo do
produto hidroxilado (IB-1), e também a obtencdo de cinco derivados semissintéticos (IB-M,
IB-Et, 1B-But, IB-BrCN e IB-CIP) deste composto. O terceiro capitulo reporta a obtencédo
sintética de precursores do farmaco fluoxetina (Pr-FLX1 e Pr-FLX2) e trés derivados (FLX-
Be, FLX-PCI, R-FLXH), sendo os compostos Pr-FLX2, FLX-PCl e R-FLXH inéditos na
literatura. No quarto e ultimo capitulo, descreve-se a obtencdo de quatro derivados
semissintéticos (D2, D3, D4 e D9) a partir do produto natural 4-(4’-O-acetil-a-L-

raminosiloxi)benzilisotiocianato, por meio de reagdes de adi¢ao nuleofilica.

Palavras-chave: Biotransformacdo. Derivados semissintéticos. Fungos endofiticos.

Diterpeno clerodano. Ibuprofeno. Fluoxetina. Benzilisotiocianato.



ABSTRACT

This thesis presents the results of four independent studies described in four chapters. The
first chapter describes the biotransformation of the diterpene 3,12-dioxo-15,16-epoxy-4-
hydroxycleraloda-13 (16), 14-diene by the cell cultures of the endophytic fungi Lasiodiplodia
gonubienses, Neofusicocumum ribis and Pseudofusicoccum stromaticum of the
Botryosphaeriaceae family. P1, P2, P3 and P6 are the bioproducts obtained in these study, the
last three are unpublished in the literature. In addition, two semi-synthetic derivatives were
obtained from P2, one acylated and the other alkylated, both inedited in the literature. The
second chapter describes the biotransformation of ibuprofen by the fungus Neofusicoccumum
ribis, obtaining the hydroxylated product (IB-1), as well as five semi-synthetic derivatives
(IB-M, IB-Et, IB-But, IB- BrCN and IB -CIP). The third chapter relates to synthetic
preparation of medicine precursors fluoxetine (Pr-FLX1 and Pr-FLX2) and three derivatives
(FLX-Be, FLX-PCI, R-FLXH), the compounds Pr-FLX2, FLX-PCI and R-FLXH are inedited
in the literature. The fourth and last chapter describes the achievement of four semisynthetic
derivatives (D2, D3, D4 and D9) are obtained from the natural product 4-(4'-O-acetyl-a-L-

raminosyloxy)benzylisothiocyanate through Nuleophilic addition reactions.

Keywords: Biotransformation. Semisynthetic derivatives. Endophytic fungi. Diterpene

clerodane. Ibuprofen. Fluoxetine. Benzylisothiocyanate.
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1 INTRODUCAO GERAL

Esta tese apresenta os resultados de quatro estudos independentes descritos em
quatro capitulos. No primeiro capitulo foi descrito o estudo de biotransformacédo do substrato
3,12-dioxo-15,16-epoxi-4-hidroxicleroda-13(16),14-dieno  pelos  fungos  endofiticos
Lasiodiplodia gonubienses, Neofusicoccum ribis e Pseudofusicoccum stromaticum da familia
Botryosphaeriaceae. Foram obtidos quatro produtos de biotransformacdo denominados P1,
P2, P3 e P6, os quais tiveram suas atividades antifungicas avaliadas. No estudo de
biotransformagdo o bioproduto P2 foi obtido em quantidade apreciavel. Para este substrato
foram realizadas as reacdes de acilacdo e O-alquilagdo, obtendo-se dois produtos reacionais.

No segundo capitulo realizou-se modificacbes quimicas na molécula do
ibuprofeno, por meio de reacbes de esterificacdo, sendo obtido cinco produtos distintos.
Foram feitas também reacdes de biotransformacdo com a obtencdo de um bioproduto. Todos
os produtos obtidos foram testados frente a sua capacidade antifingica e anti-inflamatoria.

No terceiro capitulo foram realizas a sintese do precursor da fluoxetina e de um
derivado por meio de reacbes de reducdo e de Mitsunobu. Também foram realizadas
modificacGes na estrutura quimica da molécula, por meio de reacBes de N-alquilacdo e N-
acilacdo, com obtencdo de trés novos derivados. Todas as moléculas tiveram sua atividade
antimicrobiana avaliadas.

No quarto capitulo foram realizadas reacfes de adicdo nucleofilica com reagentes
contendo o grupo amina no substrato natural benzilisotiocianato 4-[(4’-O-acetil-a-L-

rhamnosiloxi)benzil]isothiocianato, com a obtencéo de quatro produtos.



2 BIOTRANSFORMACAO DO
DITERPENO CLERODANO
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2.1 Introducao

A Dbiocatalise € um campo amplo e crescente da biotecnologia. Dentre o0s
organismos que realizam a transformacdo metabdlica estdo os biocatalisadores, os quais, em
sua grande maioria, se apresentam na forma de enzimas isoladas e células integras de vegetais
ou microrganismos, visando a transformacdo de compostos naturais ou sintéticos. A produgéo
de compostos quimicos por biotransformacgdo microbiana pode oferecer varias vantagens, das
quais podemos citar: baixa formacao de subprodutos, alto grau de seletividade (regio- quimio-
e estereosseletividade), além de condigdes reacionais brandas de pH e temperatura
(GHASEMI; MOHAJERY; HABIBI, 2014).

As transformacGes microbianas representam uma alternativa para a sintese
guimica de insumos farmacéuticos. Os microrganismos, especialmente os fungos, tém notavel
capacidade para realizar vérias reacBes enzimaéticas, tais como hidroxilacdo, oxidacdo,
reducdo, hidrolise, dentre outras. A introducdo da hidroxila como grupo funcional em uma
molécula de esteroide por biotransformacdo ¢é ainda o0 método mais eficiente para a producéo
de derivados com uso terapéutico e alto valor agregado (Esquema 1) (GHASEMI,;
MOHAJERY; HABIBI, 2014).

Esquema 1. Biotransformacao do heptanoato de testosterona por Absidia griseolla e Acremonium chrysogenu.

OH
M ' &
O o)
Absisidia griseolla
Acremonium chrysogenu o
OH
@)
OH *
OH

(0]

Fonte: GHASEMI; MOHAJERY; HABIBI, 2014.

As hidroxilagdes regio- e estereosseletiva de carbonos sp® ndo reativos sdo (teis
em sintese organica, uma vez que, estas sdo de dificil obtengdo por processos sintéticos

convencionais. Com isso, 0s complexos enzimaticos presentes nos fungos sdo frequentemente
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empregados em tais hidroxilagbes. O principal desafio de uma biohidroxilagdo de um
substrato é encontrar 0 micro-organismo adequado para esse fim, sendo que a triagem de
varias cepas fungicas é uma das estratégias mais utilizadas para solucionar tal problema
(GHOUMARI et al., 2006).

O uso de microrganismos em processos de biotransformacgdo pode permitir a
producdo de intermediarios reacionais de farmacos e compostos quimicos mais complexos.
No entanto, a utilizacdo de microrganismos na industria para obtencdo de compostos de
interesse ainda é modesta, levando-se em consideracdo a grande biodiversidade de micro-
organismos e o grande numero de reacfes que podem ser realizadas pelos complexos
enzimaticos dos mesmos (BORGES et al., 2008).

As biotransformac6es podem ser divididas em duas fases: as reacdes de fase 1,
nas quais as enzimas presentes nos microrganismos promovem as modificacdes quimicas no
substrato, deixando-o0s mais polares; e as reacdes de fase 2, que consistem em uma espécie de
reacOes de conjugacdo. Nessa fase, uma substancia que esteja em excesso no meio reacional,
como por exemplo a glicose, pode reagir com o substrato gerando produtos mais
hidrossoltveis (BIROLLI et al., 2015).

Neste trabalho descreve-se o estudo de biotransformacéo do substrato 3,12-dioxo-
15,16-epoxi-4-hidroxicleroda-13(16),14-dieno  pelos fungos endofiticos Lasiodiplodia
gonubienses, Neofusicoccum ribis e Pseudofusicoccum stromaticum da familia
Botryosphaeriaceae. Segundo Monte, Dantas e Braz (1987), o diterpeno 3,12-dioxo-15,16-
epoxi-4-hidroxicleroda-13(16),14-dieno, utilizado como substrato, foi isolado pela primeira
vez de Croton argyrophylloides (Euphorbiaceae), comumente encontrada nas regioes
semiaridas do Brasil.

2.2 Consideracdes da familia botryosphaeriaceae

Os fungos endofiticos utilizados neste trabalhno pertencem a familia
Botryosphaeriaceae e podem ser encontrados como hospedeiros de varias plantas. A familia
Botryosphaeriaceae abrange diversos fungos que sdo fitopatogénicos, endofiticos ou
saprofitos. Contudo, fungos desta familia sdo geralmente considerados como patdgenos fracos
e oportunistas, que causam infeccdo apenas em plantas normalmente expostas a condi¢des de
estresse como seca, tempo frio ou quente, deficiéncia nutricional e danos causados por outros

patdgenos ou pragas (CHEN et al., 2011). Taxonomicamente, a familia Botryosphaeriaceae
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pertence a0 Dominio Eukaryota, Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Dothideomycetes e
Ordem Botryosphaeriales (SCHOCH et al., 2006).

A familia Botryosphaeriaceae distribui-se em todas as areas geograficas e
climaticas do planeta, com excecao das regides polares. A frequente associacdo dessa familia
a doengas em plantas tem estimulado o interesse por seus fungos, principalmente, na
sistematica dos géneros e espéecies (PHILLIPS et al., 2013). Segundo Srivastava et al. (2013),
os fungos da familia Botryosphaeriaceae sdo ascomicetos ligninolitico que podem causar
podriddo de frutos, manchas foliares, podridao de colo em mudas, cancros, secas em brotos e

mudas, vassoura-de-bruxa e morte das arvores.

2.3 Levantamento bibliografico

2.3.1 Biotransformagdes por fungos

A biotransformacdo pode ser utilizada como estratégia de modificacdo estrutural
de produtos naturais, produzindo novos derivados com atividades bioldgicas e caracteristicas
fisico-quimicas superiores De acordo com o0s autores, o estudo de biotransformacdo do
curcumenol como substratro, pelo fungo Cunninghamella, resultou na obtencao de trés
produtos (Esquema 2). Nos trés produtos de biotransfomacdo foram adicionadas hidroxilas
com alta regio- e estereosseletividade, o que fez aumentar a solubilidade dos mesmos em agua
(ZHANG et al, 2015).

Esquema 2. Biotransformacao do curcumenol.

Cunninghamella
OH euchinula

Curcumerol

Fonte: ZHANG et al, 2015.

Perissini-Lopes et al. (2016) relataram o potencial de bioremedia¢do dos fungos
Aspergillus brasilienses, Aspergillus sp. e Cunninghamella elegans sobre o diuron, um

herbicida sistémico presente no solo areno-argiloso (Esquema 3, p. 33).
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Esquema 3. Degradacéo do diuron pelos fungos: Aspergillus brasiliensis, Aspergillus sp. e Cunninghamella
elegans.

O  CHs O CHs o

o S—NH NH,
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Fonte: Perissini-Lopes et al., 2016.

Haldar et al. (2013) apresentaram o processo de hidroxilagdo mediada pelo fungo
Mucor sp com alta estereo- e regiosseletividade. A biohidroxilacdo foi altamente eficiente e
branda o suficiente para manter grupos funcionais quimicamente sensiveis ao redor do
esqueleto basico do limondide. A azadiradiona foi utilizado como substrato no processo de
biotransformacdo com o fungo Mucor sp, dando origem a dois produtos hidroxilados
(Esquema 4).

Esquema 4. Biotransformagéo da azadiradiona por Mucor sp.

&
Azadiradiona =

‘Q O Mucor sp.
_—

8 dias

-
~
g

Fonte: Halder et al., 2013.

Fu et al. (2011) relataram que o composto 8-prenilnaringenina (1) pode ser
sintetizado a partir de isoxanto-humol (2) por via quimica, porém algumas dificuldades
persistem por se tratar de uma sintese complexa, de elevado custo e por gerar muitos residuos.
Em contrapartida aos métodos quimicos, a biotransformacdo é uma ferramenta Util para
produzir compostos biologicamente ativos com vantagens como: alta estereo- e
regioselectividade, condi¢cfes reacionais mais brandas e seguranca ambiental. Neste trabalho
Fu et al. selecionaram o fungo Eupenicillium javanicum, o qual foi capaz de produzir o

composto 1 a partir do composto 2 (Esquema 5, p. 34).
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Esquema 5. Biotransformacao do Isoxanto-humol por Eupenicillium javanicum.

OH

Eupenicillium

Jjavanicum
—_—

Fonte: Fu et al., 2011.

Os metabolitos obtidos através de biotransformacgdes por microrganismos sdo
semelhantes aos obtidos a partir das biotransformagdes que ocorrem no organismo dos seres
humanos. No estudo de biotransformagdo do a-santonina (anti-helmintico) foram produzidos

trés derivados de reducdo, os quais estdo representados no Esquema 6 (ATA et al., 2004).

Esquema 6. Biotransformagéo do a-santonina.

Rhizopus stolonifer

CHj,

a-santonina

Fonte: Ata et al., 2004.

2.4 Resultados e discussao

2.4.1 Triagem dos fungos endofiticos para uso no estudo de biotransformacéo do substrato
3,12-dioxo-15,16-epoxi-4-hidroxicleroda-13(16),14-dieno
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Inicialmente para o estudo de biotransformacdo do diterpeno clerodano 3,12-
dioxo-15,16-epoxi-4-hidroxicleroda-13(16),14-dieno foi realizada uma triagem onde o
potencial biocatalitico dos fungos Albonectria rigidiuscula, Botryosphaeria mamane,
Lasiodiplodia citricola, Lasiodiplodia gonubiensis, Lasiodiplodia theobromae, Neofusicocum
cordaticola, Neofusicoccum parvum, Neofusicoccum ribis e Pseudofusicoccum stromaticum
foram avaliados. Os extratos obtidos no item 5.10, p.82 foram analisados por cromatografia
em camada delgada analitica (CCDA) e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Dos fungos usados na triagem o Botryosphaeria mamane e o Albonectria rigidiuscula néo
possuiam enzimas capazes de reagir com o substrato no periodo de sete dias. Dos demais
fungos, selecionou-se o Lasiodiplodia gonubiensis, Neofusicoccum ribis e Pseudofusicoccum
stromaticum (Figura 1). Os produtos de biotransformacdo obtidos foram codificados como
P1, P2, P3 e P6, dos quais trés deles sao inéditos na literatura (P2, P3 e P6).

Figura 1. Culturas fUngicas usadas nos estudos de biotransformacéo.

Lasiodiplodia Pseudofusicoccum
gonubiensis stromaticum

Fonte: elaborada pelo autor.

2.4.2 Isolamento de P1, P2, P3 e P6

O potencial enziméatico dos fungos Lasiodiplodia gonubiensis, Neofusicoccum
ribis e Pseudofucicoccum stromaticum foi testado em estudos de biotransformacao fazendo
uso do diterpeno clerodano 3,12-dioxo-15,16-epoxi-4-hidroxiclerodano-13(16),14-dieno
como substrato, resultando na producdo dos derivados P1, P2, P3 e P6 (Esquema 7, p. 37). Na
biotransformacdo empregando-se o fungo Neofusicoccum ribis houve a formacdo de P1 (12
mg; 5,9%) e P2 (5,7 mg; 2,7%), isolado por cromatografia em coluna aberta. Em um segundo
momento, realizou-se novamente a biotransformacdo do substrato, obtendo-se os produtos P1

(13,9 mg; 12,9%) e P2 (5,1 mg; 4,9%), sendo o isolamento realizado por cromatografia
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liquida de alta eficiéncia (CLAE). Neste caso, 0s rendimentos foram superiores ao primeiro
procedimento, além da obtencdo do derivado P3 (9,2 mg; 8,1%).

Na biotransformacédo do substrato com o fungo Lasiodiplodia gonubiensis, pode-
se observar a formacdo dos produtos majoritarios P1 (1,6 mg; 0,6%) e P2 (4,5 mg; 1,2%).
Neste processo os produtos foram isolados por cromatografia em camada delgada preparativa
(CCDP) com rendimentos baixos.

Na biotransformacao utilizando o fungo Pseudofucicoccum stromaticum, obteve-
se 0s produtos P1 (7,2 mg; 2,4%) e P2 (16,9 mg; 6,1%) isolados por CCDP. Com a repeticdo
do procedimento, alterando-se o tempo de biotransformacdo de 7 dias para 18 dias, foi
possivel obter os produtos P1 (12,6 mg; 6,7%), P2 (30,4 mg; 14,0%) e um novo produto
codificado como P6 (3,7 mg; 1,9%).

Dos produtos obtidos no estudo de biotransformacédo do diterpeno cleradano 3,12-
dioxo-15,16-epoxi-4-hidroxicleroda-13(16),14-dieno, P2, P3 e P6 sdo inéditos. Com o0s
resultados obtidos pode-se confirmar o potencial biocatalitico dos fungos estudados em
funcionalizar carbonos sp®, através da insercdo de grupos hidroxilas, modificacbes estas

dificeis de se obter por via quimica.



Esquema 7. Biotransfromacdo do diterpeno clerodano.
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2.4.3 Modificacao estrutural do P2

Foi possivel obter uma quantidade apreciavel (40,6 mg) de massa do referido
produto de biotransformacéo, sendo possivel a realizacdo de modificagdes estruturais no

mesmo.

2.4.4 Reacao de acilacéo do P2

A modificagdo quimica realizada em P2 (Esquema 8) ocorreu através de uma reagdo
de acilacdo, utilizando-se como reagente o cloreto de propanoila. Apds 3 horas de reacdo
obteve-se P2(a) com rendimento de 53,8% (item 5.13.1, p. 89).

Esquema 8. Reacéo de acilacéo do P2.

+ \)J\ trietilamina

cl diclorometano, 3h

P2(a)

r=53,8%

2.4.5 Reacao de O-alquilacédo do P2

A modificacdo quimica realizada em P2 (Esquema 9) ocorreu através de uma
reacdo de 0-alquilacdo, utilizando-se como reagente o cloreto de benzila. Ap6s 36 horas de
reacdo obteve-se P2(0) com rendimento de 57,3% (item 5.13.2, p. 89).

Esquema 9. Reagdo de O-alquilacdo do P2.
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2.4.6 Determinacoes estruturais dos produtos de biotransformacao

2.4.6.1 Determinacdo estrutural do P1

O derivado P1 apresentou-se como um sélido branco amorfo com rotacdo
especifica [a]3” = +17,03 (c = 0,1 g/mL, CHCI3/CH3OH 1:1) e ponto de fuséo de 115,0-119,0
°C.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho de P1 (Figura 2) exibiu uma
banda larga de absorcdo em 3383 cm™ caracteristica de estiramento O-H. Observou-se
também bandas fracas de estiramento C-H sp? em 3126 cm™ e C-H sp® em 2953 cm™. Este
espectro também apresentou uma banda mais intensa referente a carbonila conjugada em 1657
cm™ e uma absorgdo menos intensa em 1710 cm™, caracteristica de estiramento C=C, além de
um estiramento C-O em 1156 cm™ caracteristico de alcool secundério. Comparagio dos
espectros de infravermelho de P1 e do substrato revelou o desaparecimento da absorcdo em
1701 cm™ em P1, referente & carbonila ndo conjugada do carbono 3 do substrato.

Figura 2. Espectro de absorc¢do na regido de infravermelho do P1.
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O espectro de massas de alta resolucdo do P1 (Figura 3, p. 40) exibiu o ion
correspondente a molécula como aduto de sédio [M + Na]*, com razdo massa/carga (m/z) em
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357,2034 (calculado: 357,2042, erro: 0,79 ppm), compativel com a férmula molecular
C20H30NaOa.

Figura 3. Espectro de massa de alta resolucdo do P1.
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O espectro de RMN 'H do P1 (300 MHz, CDCls; Figura 4, p. 41), quando
comparado ao do substrato 3,12-dioxo-15,16-epoxi-4-hidroxicleroda-13(16),14-dieno
mostrou a presenca de um sinal referente a hidrogénio ligado a carbono metinico oxigenado
em on 3,79 (dd; 1H; J=18,0 e 6,0 Hz; H-3), o qual ndo estava presente no espectro do
substrato, indicando a ocorréncia da biorreducéo da carbonila em C-3. Os dados de RMN *H
do substrato e P1 estdo listados na Tabela 2, p. 44.

No espectro de RMN 3C-BB (75 MHz, CDCls) do P1 (Figura 5, p. 42) foram
observados 20 linhas espectrais. Neste espectro foram verificados sinais em dc 195,3 (C-12)
pertencente a uma carbonila conjugada, dois sinais em dc 72,6 (C-3) e 79,4 (C-4) relacionados
a carbonos oxigenados, além dos sinais em Jc 146,8 (C-16), 144,4 (C-15), 129,8 (C-13) e
108,9 (C-14) relativos aos carbonos sp? do anel furanico. Comparagao dos espectros de 3C do
substrato e do produto P1 mostrou o sinal em Jc 72,6 de carbono metinico oxigenado em P1 e
a auséncia do sinal em Jc 215,3 da carbonila presente no substrato. Os dados de RMN **C do
substrato e de P1 estdo listados na Tabela 2, p. 44.

Andlise comparativa dos espectros de RMN C-BB e DEPT 135° (Figura 6, p.
42) do P1 permitiu confirmar o padrdo de hidrogenacéo dos carbonos de P1. P1 apresentou
cinco carbonos ndo hidrogenados (C), seis carbonos metinicos (CH), cinco metilénicos (CHz)

e quatro sinais para carbonos metilicos (CHs), conforme Tabela 1, p. 41.
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Tabela 1. Dados de deslocamentos quimicos (5) de RMN 3C e padréo de hidrogenacéo dos carbonos do P1.

C CH CH> CHs
79,4 72,6
21,3
41,9 37,3 14,8
30,3
42,5 42,5 16,1
31,5
108,9 16,8
26,9
195,3 144,4 17,6
47,4
129,8 146,8
5C 6CH 5CH; ACH3

Formula molecular - C20H3004

O espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H, 3C a uma
ligacdo, com deteccdo no canal de hidrogénio (HSQC; Figura 7, p. 43) possibilitou a
correlacdo de cada sinal de hidrogénio ao seu respectivo sinal de carbono como observado na
Tabela 2, p. 44.

Através das informagOes mencionadas acima e comparando-se com os dados de
RMN !H e 1C descritos na literatura (Tabela 2, p. 44) foi possivel identificar o derivado P1
como sendo o diterpeno clerodano (3R,4S,5S,8S,9R,10S)-3,4-dihidroxi-15,16-epoxi-12-
oxocleroda-13(16),14-dieno (Figura 8, p. 48), ja descrito na literatura (MAFEZOLI et al.,

2014).
Figura 4. Espectro de RMN H (300 MHz, CDClIs) do P1.

_________________________________

TV e

Lﬂltj aWUJmLJxmiq_

g4 8 YT

T T T T T T T T T
120 15 10 S 100 95 890 RS B0 75 70 &5 &0 S5 S0 45 40 A5 30 215 20 L5 L0 05 00 oom




Figura 5. Espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CDCI3) do P1.
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Figura 6. Espectro de RMN **C-DEPT 135° (75 MHz, CDCls3) do P1.
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Figura 7. Espectro de HSQC (500 MHz, CDClIs) do P1.
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Tabela 2. Dados de RMN *H e *3C do substrato (500/125 MHz, CDCl3), do composto P1 (300/75 MHz, CDClIs) e os dados espectrais de RMN *H e 3C (400/100 MHz,
CDCls) do 3,12-dioxo-15,16-epoxi-4a-hidroxicleroda-13(16),14-dieno registrado na literatura (Mafezoli, 2014).

3,12-dioxo-15,16-epoxi-4a-
hidroxicleroda-13(16),14-dieno

HSQC
6C 6H
1 23,8 2,00 (m; 1H)
1,72 (qd; J=13,1e5,2
Hz; 1H)
2 36,1 2,51 (td;J=14,0e7,3 Hz;
1H)
2,38 (ddd; J=14,2;5,0e
1,7 Hz; 1H)
3 2153 -
4 81,6 -
5 45,3 -
6 31,1 1,63(td; J=13,0e4,1 Hz;
1H)
1,46 (dt; J=13,0 e 3,1 Hz;
1H)
7 26,8 1,38 (m; 1H)
1,35 (m; 1H)
8 374 1,85 (m; 1H)
9 42,0 -
10 416 2,69 (m; 1H)
11 472 2,81 (d;J =159 Hz; 1H)

2,70 (d; J =15,7 Hz; 1H)
12 1952 -

21,3

30,3

72,6
79,4
41,9
31,5

26,9

37,3
42,5
42,5
474

195,3

P1
HSQC

3

a. 1,64 (m; 1H)
b. 1,45 (m; 1H)

1,85 (m; 2H)

3,79 (dd; J = 18,0 € 6,0 Hz; 1H)

a. 1,54 (m; 1H)
b. 1,43 (m; 1H)

1,40 (m; 2H)

1,85 (m; 1H)
2,11 (dd; J = 15,0 e 3,0 Hz; 1H)
a. 2,76 (d; J=18,0 Hz; 1H)

b. 2,69(d; J =18,0 Hz; 1H)

21,1

30,0

72,4
79,3
41,7
31,2

26,7

37,1
42,3
42,3
47,1

195,0

Literatura

Mafezoli, 2014
(CDCls)

3

a. 1,64 (m; 1H)
b. 1,46 (m; 1H)

a. 1,83 (m; 1H)
b. 1,12 (ddd; J=17,4; 12,1
e 4,7 Hz; 1H)

3,79 (dd; J = 12,1 e 5,0 Hz; 1H)

a. 1,52 (m; 1H)
b. 1,40 (m; 1H)
1,40 (m; 2H)
1,88 (m; 1H)
2,12 (dd; J = 12,6 e 3,0 Hz; 1H)

a. 2,76 (d; J=15,8 Hz; 1H)
b. 2,69 (d; J = 15,8 Hz; 1H)



13
14
15
16
17
18
19
20

129,7
108,8
144,5
147,0
16,6
21,9
15,0
17,7

6,75 (sl; 1H)

7,42 (d; J=1,2 Hz; 1H)
8,02 (sl; 1H)

0,88 (d; J = 6,7 Hz; 3H)
1,35 (s; 3H)
0,80 (s; 3H)
0,82 (s; 3H)

129,8
108,9
144,4
146,8
14,8
16,1
16,8
17,6

6,75 (s; 1H)

7,42 (d; J = 3,0 Hz; 1H)
7,99 (s; 1H)
1,03 (s; 3H)
1,21 (s; 3H)

0,88 (d; J = 6,0 Hz; 3H)
0,81 (s; 3H)

129,5
108,6
1442
146,7
14,5
15,9
16,6
17,4

6,75 (dd; J=1,8e 0,8 Hz; 1H)
7,43 (dd; J=1,8 e 1,4 Hz; 1H)
7,99 (dd; J=1,4e 0,8 Hz; 1H)
0,88 (d; J = 6,8 Hz; 3H)
1,21 (s, 3H)
1,03 (s; 3H)
0,81 (s; 3H)

Figura 8. Estrutura quimica do P1, denominado de (3R,4S,5S,8S,9R,10S)-3,4-dihidroxi-15,16-epoxi-12-oxocleroda-13(16),14-dieno.
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2.4.6.2 Determinacao estrutural do P2

O derivado P2 apresentou-se como um solido amorfo com rotacdo
especifica [e]d” = -7,86 (c = 0,1 g/mL, CHCIs/CH3OH 1:1) e ponto de fusdo de 64,5-
65,0 °C.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho de P2 (Figura 9) exibiu
uma banda larga de absorcdo em 3648 cm™ relativa a estiramento O-H. Observou-se
também uma banda fraca de estiramento C-H sp? em 3132 cm™ e bandas mais fortes em
2698 cm™ e 2934 cm referentes a estiramento C-H para carbono sp®. Este espectro
também apresentou bandas de estiramento de ligagdes C=0 em 1708 cm™ e 1601 cm™,
sendo esta ultima referente a carbonila conjugada, bem como uma absorcao intensa de

estiramento de ligagdo C-O em 1158 cm™ caracteristico de alcool secundario.

Figura 9. Espectro de absor¢éo na regido de infravermelho do P2.

70 4
|
65 =
60
55 |I
332
P
599
50 4
45 - 4 k
w8 .l Do 757
' \
1158
40 1 1601
1708
35 T ' T T T T T ' 1
4000 3000 2000 1000 0

O espectro de massas de alta resolucdo do P2 (Figura 10, p. 47), exibiu o ion
correspondente a molécula como aduto de sddio [M + Na]*, com razdo massa/carga
(m/z) em 371,1830 (calculado: 371,1834, erro: 0,65 ppm), compativel com a formula

molecular C20H2sNaOs.
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Figura 10. Espectro de massas de alta resolucéo do P2.
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O espectro de RMN H (500 MHz, CDCIls) do P2 (Figura 11), quando
comparado ao do substrato 3,12- dioxo-15,16-epoxi-4-hidroxicleroda-13(16),14-dieno
apresentou o surgimento do sinal em oy 3,54 referente a hidrogénio ligado a carbono
metinico oxigenado, bem como a auséncia dos sinais em Jn 1,30 e 1,35 referentes aos

hidrogénios de carbono metilénico.

Figura 11. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) do P2.
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O espectro de RMN 3C-BB (125 MHz, CD30D) de P2 (Figura 12, p. 48)
apresentou 20 linhas espectrais, destacando-se os sinais em dc 215,7 e 197,4 referentes a
dois grupos carbonilas de cetonas, sendo o ultimo referente a carbonila conjugada. Esse
espectro ainda revelou sinais em Jc 83,0 e 70,1 atribuidos a dois carbonos oxigenados e

0s sinais em Jc 149,9, 146,1, 131,0 e 109,4 relativos a carbonos sp? do anel furénico.
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Figura 12. Espectro de RMN 3C (125 MHz, CD30D) do P2.
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A comparacdo do espectro de *C do substrato e do P2 revelou o
desaparecimento do sinal em oc 26,8, caracteristico de carbono metilénico e o
surgimento do sinal em dc 70,1 caracteristico de carbono metinico oxigenado.

A andlise comparativa dos espectros de RMN *C-BB e DEPT 135° (Figura.
13, p. 49) mostrou a presenca de dois carbonos metilicos, dez carbonos metilénicos, trés
carbonos metinicos e cinco carbonos ndo-hidrogenados (Tabela 3, p. 54).

O espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H, 3C a
uma ligacdo, com deteccdo no canal de hidrogénio (HSQC) (Figura 14, p. 49)
possibilitou a correlacdo de cada sinal de hidrogénio ao seu respectivo sinal de carbono,

de acordo com a Tabela 3, p. 54.



&= = CIRBYE SSRGS REN NS sN T BARRE Y
g% g fEgseggIgyiYsnEgotdseSgaaaerd
' ==\ lle=——=—="
| | ESS s )

240 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 20 a0 70 50 40 30 20 10 Pom

Figura 14. Espectro de RMN 2D HSQC (500 MHz, CDs;0D) do P2.
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A analise do espectro RMN bidimensional de correlacdo homonuclear
(*H,*H-COSY) do P2 (Figura 15, p. 50) mostrou o acoplamento entre os hidrogénios em
on 3,54(H-7) e 1,59 (H-6b); on 1,79 (H-8) e 1,09 (H-17); n 1,41 (H-18) e 0,89 (H-19)
(Figura 16, p. 50).

Figura 15. Subestrutura mostrando as correlagdes observadas no RMN H x *H -COSY do P2.

Figura 16. Espectro de RMN 2D COSY (500 MHz, CDCls) do P2.

I

_ HM_UMJJ b

O espectro de RMN bidimensional de correlagéo heteronuclear *H, **C, com
deteccdo no canal do hidrogénio (HMBC; Figura 17, p. 51) evidenciou a correlagdo a
longa distancia (*Jc.n e 3Jc.n) entre hidrogénios e carbonos (Tabela 3, p. 54) de P2.
Pode-se observar as correlacfes do sinal em on 1,59 (H-6b) com o sinal em J¢ 70,1 (C-
7), do sinal em 6n 0,89 (H-20) com o sinal em dc 45,9 (C-8); do sinal em Jn 0,89 (H-20)
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com o sinal em oJc 44,0 (C-9); do sinal em 6n 2,69 (H-11b) com o sinal em &c 42,7 (C-
10); e do sinal em on 2,69 (H-11b) com o sinal em oc 19,2 (C-20), conforme Tabela 3, p.

54 e representadas na Figura 18, p. 51.

Figura 17. Espectro de RMN 2D HMBC (500 MHz, CDCls) do P2.

Figura 18. Estruturas mostrando as correlag¢des observadas no RMN HMBC para o P2.

No espectro de RMN bidimensional de 'H, *H-NOESY (Figura 19, p. 52)
corroborou-se a estereoquimica da hidroxila na posi¢éo o, devido as correlagdes dos

sinais de hidrogénios em Jn 3,54 (H-7) com o sinal de hidrogénio em Jn 0,89 (H-19 e

20) (Figura 20, p. 52).
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A analise dos dados espectrométricos permitiu sugerir para o P2 a estrutura
quimica do (4S,5S,7R,8R,9S,10S)-4,7-dihidroxi-15,16-epoxi-3,12-dioxocleroda-
13(16),14-dieno (Figura 21, p. 53), a qual é inédita na literatura.

Figura 19. Espectro de RMN H x *H-NOESY (500 MHz, CDCls) do P2.
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Figura 20. Subestrutura do P2, mostrando as correlagdes de acordo com o espectro de RMN *H x H-
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Figura 21. Estrutura quimica do P2, denominado de (4S,5S,7R,8R,9S,10S)-4,7-dihidroxi-15,16-epoxi-3,12-
dioxocleroda-13(16),14-dieno.
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Tabela 3. Dados de RMN *H e *3C (500/125 MHz, CDCl3) do P2, comparados com os valores de H e *C (500/125 MHz, CDCls) do substrato usado no estudo de
biotransfromacéo.

3,12-dioxo-15,16-epoxi-4a-hidroxicleroda-13(16),14-

o 01~ W

12
13
14
15
16

3¢
23,8

36,1

215,3
81,6
45,3
31,1

26,8

37,4
42,0
41,6
47,2

195,2
129,7
108,8
1445
147,0

dieno
HSQC
oy
2,00 (m; 1H)
1,72 (qd; J = 13,1 € 5,2 Hz; 1H)

2,38 (ddd; J = 14,2 e 1,7 Hz; 1H)

1,63 (td; J = 13,0 e 4,1Hz; 1H)
1,46 (dt; J = 13,0 e 3,1 Hz; 1H)

1,38 (m; 1H)
1,35 (m; 1H)
1,85 (m; 1H)

2,69 (m; 1H)
2,81 (d; J=15,9 Hz; 1H)
2,70 (d; J =15,7 Hz; 1H)

6,75 (sl; 1H)
7,42 (d; J=1,2; 1H)
8,02 (sl; 1H)

3¢
24.6

37,6

215,7
83,0
46,7
41,7

70,1

45,9
44,0
42,7
48,3

197,4
131,0
109,4
146,1
149,9

oo

a.

b.
3,54 (ddd; J = 10,0; 10,9 e 3,6 Hz; 1H)

2,84 (dd; J = 15,6 e 3,0 Hz; 1H)
a.
b.

P2

HSQC
O
2,03 (m; 1H)
1,73 (dd; J=18,1e 5,1 Hz;
1H)
2,56 (m; 1H)
2,45 (dd; J=17,6 e 3,3 Hz;
1H)

1,88 (dd; J =16,0 e 3,7 Hz;
1H)
1,59 (m; 1H)

1,79 (m; 1H)

2,89 (d; J =16,1 Hz; 1H)
2,69 (d; J=16,1 Hz; 1H)

6,77 (s; 1H)
7,46 (s; 1H)
8,04 (s; 1H)

HMBC
2JcH 3JcH
1,59
0,89
0,89
2,69



17
18
19
20

16,6
21,9
15,0
17,7

0,88 (d; J =6,7; 3H)
1,35 (s; 3H)
0,80 (s; 3H)
0,82 (s; 3H)

12,2
22,2
16,7
19,2

1,09 (d; J = 6,6 Hz; 3H)
1,41 (s; 3H)
0,89 (s; 3H)
0,89 (s; 3H)

2,69
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2.4.6.3 Determinacao estrutural do P3

O derivado P3 apresentou-se como um soélido amorfo e com rotacdo
especifica de [a]3” = +12,80 (c = 0,1 g/mL, CHCI3/CH3OH 1:1).

O espectro de absorcao na regido do infravermelho (V) de P3 (Figura 22)
exibiu bandas de absorces em 3430 cm™ indicativo de estiramento O-H, em 2980 cm™?
referente a estiramento C-H sp® e em 1570 cm tipico de estiramento C=C em anél

aromatico.

Figura 22. Espectro de absorcéo na regido de infravermelho do P3.
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O espectro de massas de alta resolucao de P3 (Figura 23, p. 57) exibiu o ion
correspondente a molécula como aduto de sédio [M + Na]*, com razdo massa/carga
(m/z) em 373,1985 (calculado: 373,1985 erro: 0,15 ppm), compativel com a formula

molecular C20H30NaOs.
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Figura 23. Espectro de massas de alta resolucéo do P3.
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Counts vs. Mass-to-Char?é7e6(m/z)

O espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Préton (RMN H) [300
MHz, CDClz] (Figura 24, p. 58), mostrou sinais em 6n 3,77 (dd; 1H; J =12,0 e 4,9 Hz;
H-3) e 61 3,54 (ddd; 1H; J = 10,9; 10,6 e 3,8 Hz; H-7) referentes a hidrogénios ligados
a carbonos metinicos oxigenados, os sinais em 6x 1,79 (m; 1H; H-8); on 2,18 (dd; 1H; J
=12,1e 2,8 Hz; H-10); 1 6,73 (s; 1H; H-14); on 7,40 (s; 1H; H-15) e 61 8,00 (s; 1H; H-
16) referentes a hidrogénios ligados a carbonos metinicos (CH), sendo os trés altimos
sinais referentes a hidrogénios do anel furano. Observou-se também sinais em én 1,45
(m, 2H; H-1); 8n 1,88 (dd; J = 12,0 e 3,7 Hz; 1H; H-2); &4 1,44 (m; 1H; H-2); dn 1,85
(dd; J =12,0 e 3,7 Hz; 1H; H-6a); 61 1,38 (dl; J = 13,0 Hz; 1H; H-6b); on 2,98 (s; 1H;
H-11a) e 2,73 (s; 1H; H-11b) referentes a hidrogénios ligados a carbonos metilénicos
(CHy). O espectro exibiu ainda sinais em o 1,06 (d; 3H; J = 6,8; H-17); on 1,14 (s; 3H;
H-18); dn 1,03 (s; 3H; H-19) e dn 0,85 (s; 3H; H-20) referentes a hidrogénios ligados a
carbonos metilicos (CHs). A comparacio dos espectros de RMN 'H do substrato e P3
revelou o desparecimento dos sinais em on 1,35 e 1,38 e 0 surgimento dos sinais em dx
3,77 e o1 3,54 para P3 (Tabela 4, p. 64).

Com base nos dados obtidos para o espectro de RMN *H foi possivel
determinar a estereoquimica do C-3 baseada nas constantes de acoplamento do sinal em
on 3,77 (dd, J = 12,0 e 4,8 Hz), confirmando a orienta¢ao o do hidrogénio em C-3 de
acordo com os acoplamentos axial-axial entre H3 e H2” e axial-equatorial entre H3 e
H2’ (Figura 25, p. 58).

Também foi possivel determinar a estereoquimica do C-7 baseado nas
constantes de acoplamento do sinal em 6n 3,54 (ddd, J =10,9; 10,6 e 3,8 Hz).

Confirmou-se a orientagdo a do hidrogénio em C-7 de acordo com os acoplamentos



58

axial-axial para H7-H8, axial-axial para H7-H6” e axial-equatorial para H7-H6’
(Figura 26, p. 59).

Figura 24. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) do P3.

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

\\ “%\.VWW MWW\V W’““""“

\w

Figura 25. Determinacéo da estereoquimica da hidroxila do C-3.
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Figura 26. Determinacéo da estereoquimica da hidroxila do C-7.

O espectro de RMN *C-BB (Figura 27, p. 60) revelou sinais
correspondentes a 20 dtomos de carbono. A comparacio do espectro de RMN *C-
DEPT 135° (Figura 28, p. 60) com o espectro de RMN 3C-BB possibilitou determinar o
padrdo de hidrogenacdo de cada carbono, confirmando a presenca de cinco carbonos
ndo hidrogenados (C), sendo um carbono de carbonila em 6c 194,8 e outro carbono do
anel furano em d¢ 129,6; sete carbonos metinicos (CH), sendo dois carbonos oxigenados
em oc 72,2 e 70,0 e trés carbonos do anel furano em oc 108,8; 144,5 e 146,9; quatro
carbonos metilénicos (CH>) e cinco sinais para carbonos metilicos (CHz). A comparacéao
dos espectros de RMN 3C do substrato e P3 revelou o desaparecimento dos sinais em
dc 215,3 e 26,8 caracteristicos de carbono carbonilico e carbono metilénico,
respectivamente; e o surgimento dos sinais em 6c 72,2 e 70,0 caracteristicos de
carbonos oxigenados. Os dados de RMN *C de P3 estdo sumariados na Tabela 4, p. 64.

O espectro de RMN bidimensional *H, *C - HSQC (Figura 29, p. 61)
permitiu relacionar todos os sinais de hidrogénios aos seus respectivos sinais de
carbonos inequivocamente, como observado na Tabela 4, p. 64.

A analise do espectro RMN bidimensional de ligagdo homonuclear (*H,*H-
COSY) de P3 (Figura 30, p. 61) evidenciou o acoplamento entre os hidrogénios em &n
3,77 (H-3) e 1,14 (H-18); 61 2,18 (H-10) e 1,45 (H-1); 612,18 (H-10) e 1,44 (H-2b); dn
3,77 (H-3) e 1,85 (H-6a); &1 3,54 (H-7) e 1,79 (H-8); &1 1,14 (H-18) e 1,79 (H-8), e do
o1 1,85 (H-6a) e 1,44 (H-2b). Algumas correlagdes estdo representadas na Figura 31, p.
62.
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Figura 27. Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDCls) do P3.
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Figura 28. Espectro de RMN 3C-DEPT 135° (75 MHz, CDCI3) do P3.
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Figura 29. Espectro de RMN 2-D HSQC (300 MHz, CDCls3) do P3.
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Figura 30. Espectro de RMN 2D COSY (300 MHz, CDCls) do P3.
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Figura 31. Subestrutura mostrando as correlagdes observadas no RMN *H x *H- COSY do P3.

O espectro de HMBC de P3 (Figura 33, p. 63) evidenciou as correlagdes a
longa distancia (*Jc-n € 3Jc-n) entre hidrogénios e carbonos (Tabela 4, p. 64). Pode-se
observar a correlagdo do hidrogénio em 64 0,85 (H-20) com o carbono em oc 47,4 (C-
11); do hidrogénio em &n 1,14 (H-18) com o carbono em 6¢ 72,2 (C-3); do hidrogénio
em dn 1,14 (H-18) com o carbono em ¢ 79,0 (C-4); do hidrogénio em &n 1,14 (H-18)
com o carbono em 6c 43,1 (C-5); do hidrogénio em 61 1,06 (H-17) com o carbono em dc
44,9 (C-8); do hidrogénio em on 2,73 (H-11b) com o carbono em dc 45,0 (C-8); do
hidrogénio em 64 0,85 (H-20) com o carbono em &c 42,8 (C-9) e por ultimo do
hidrogénio em 6n 1,03 (H-19) com o carbono em 6c 42,0 (C-10) (Figura 32).

A andlise dos dados espectrométricos permitiu confirmar para P3 a estrutura
quimica do  (3R,4S,5S,7R,8S,9R,10S)-3,4,7-trihidroxi-15,16-epoxi-12-oxocleroda-
13(16),14-dieno (Figura 34, p. 63), a qual é inédita na literatura.

Figura 32. Subestrutura mostrando as correlagGes observadas no RMN 'H x *3C - HMBC para o P3.
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Figura 33. Espectro de RMN 2-D HMBC (300 MHz, CDCl3) do P3.
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Figura 34. Estrutura quimica do P3, denominada (3R,4S,5S,7R,8S,9R,10S)-3,4,7-trihidroxi-15,16-epoxi-

12-oxocleroda-13(16),14-dieno.
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Tabela 4. Dados de RMN *H e *3C (300/75 MHz, CDCl3) do P3, comparados com os valores de *H e 3C (500/125 MHz, CDCls) do substrato usado no estudo de

biotransfromacéo.
3,12-dioxo-15,16-epoxi-4a-hidroxicleroda-13(16),14-

12
13
14
15
16
17
18

3¢
23,8

36,1

215,3
81,6
45,3
31,1

26,8

37,4
42,0
41,6
47,2

195,2
129,7
108,8
144,5
147,0
16,6

21,9

dieno
HSQC
oy
2,00 (m; 1H)
1,72 (qd; J = 13,1 e 5,2 Hz; 1H)
2,38 (ddd; J=14,2e 1,7 Hz; 1H)

1,63 (td; J = 13,0 e 4,1Hz; 1H)
1,46 (dt; J = 13,0 e 3,1 Hz; 1H)

1,38 (m; 1H)

1,35 (m; 1H)

1,85 (m; 1H)

2,69 (m; 1H)
2,81 (d; J=15,9 Hz; 1H)
2,70 (d; J =15,7 Hz; 1H)

6,75 (sl; 1H)
7,42 (d; J=1,2; 1H)
8,02 (sl; 1H)
0,88 (d; J=6,7; 3H)
1,35 (s; 3H)

21,4
30,2

12,2
79,0
43,1
41,4

70,0

44,9
42,8
42,0
47,4

194,8
129,6
108,8
1445
147,0
11,8
16,0

P3

HSQC HMBC
o 2JcH
1,45 (m; 2H)

a. 1,88 (m; 1H)
b. 1,44 (m; 1H)
3,77 (dd; J=12,0 e 4,8 Hz; 1H)
- 1,14
a. 1,85(dd; J=12,0e 3,7 Hz,
1H)
b. 1,38 (dl; J = 13,0 Hz; 1H)
3,54 (ddd; J =10,9; 10,6 e 3,8 Hz; 1H)

1,79 (m; 1H) 1,06
- 0,85
2,18 (dd; J =12,3 e 3,0 Hz; 1H)
a. 2,98 (s; 1H)
b. 2,73 (s; 1H)

6,73 (s; 1H)
7,40 (s; 1H)
8,00 (s; 1H)
1,06 (d; J = 6,8 Hz; 3H)
1,14 (s; 3H)

3JcH

1,14

1,14

2,73

1,03

0,85

64
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15,0
17,7

0,80 (s; 3H)
0,82 (s; 3H)

16,1
18,8

1,03 (s; 3H)
0,85 (s; 3H)
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2.4.6.4 Determinacao estrutural do P6

O derivado P6 apresentou-se como um solido amorfo com rotacdo
especifica de [a]3” = -57,13 (c = 0,1 g/mL, CHCI3/CH3OH 1:1).

O espectro de massas de alta resolu¢do de P6 (Figura 35) exibiu o ion
correspondente a molécula como aduto de sédio [M + Na]*, com razdo massa/carga
(m/z) em 371,1834 (calculado: 371,1834, erro: 1,6 ppm), compativel com a formula
molecular C2oH2sNaOs.

Figura 35. Espectro de massas de alta resolucéo do P6.

x106 [+ESI Scan (0.362- i, 14 50 rag=88.0V DH03.d
371.1834
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1.25+
14
0.75+

0.5
373.1900
0.25 J (IC20 H28 O5]+Na)+
D

372.1870
([C20 H28 O5]+Na)+

0 — _

3708 371 3712 3714 3716 3718 372 3722 3724 3726 3728 373 3732 3734 3736 3738 374 3742
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

O espectro de RMN H de P6 (500 MHz, CDCls; Figura 36, p. 67) mostrou
um sinal em 61 4,08 (dd; 1H; J = 11,3 e 4,1 Hz; H-6) referente a hidrogénio ligado a
carbono metinico oxigenado, os sinais em on 2,03 (m; 1H; H-8); on 2,80 (dd; 1H; J =
13,2 e 3,0 Hz; H-10); 61 6,77 (s; 1H; H-14); 6n 7,46 (s; 1H; H-15) e 61 8,03 (s; 1H; H-
16) referentes a hidrogénios ligados a carbonos metinicos (CH), sendo os trés altimos
sinais referentes a hidrogénios do anel furano. Observou-se também sinais em on 1,85
(dd, 1H; J = 12,9 e 4,4 Hz; H-1a); dn 2,03 (m; 1H; H-1b); 61 2,55 (ddl; 1H; J = 13,8 e
7,4 Hz; H-2a); 81 2,46 (ddl; 1H; J = 14,3 e 3,6 Hz; H-2b); 61 1,60 (dI; 1H; J = 13,4 Hz;
H-7a); 1,48 (m; 1H; H-7b); 2,85 (d; 1H; J = 16,3 Hz; H-11a) e 2,68 (d; 1H; J = 16,3 Hz;
H-11b) referentes a hidrogénios ligados a carbonos metilénicos (CH2). O espectro
exibiu ainda sinais em 6+ 0,93 (d; 3H; J = 6,8; H-17); 61 1,52 (s; 3H; H-18), o1 0,86 (S;
3H; H-19) e 0,85 (s; 3H; H-20) referentes a hidrogénios ligados a carbonos metilicos
(CHs). A comparagdo dos espectros de RMN *H do substrato e de P6 revelou o
desparecimento dos sinais em o 1,63 e 1,46 e o surgimento do sinal em &1 4,08 (Tabela

5,p. 72).




67

Figura 36. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) do P6.
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Com base nos dados obtidos no espectro de RMN !H foi possivel
determinar a estereoquimica do C-6 baseada nas constantes de acoplamento do sinal em
On 4,08 (dd, J = 11,3 e 4,1 Hz). Confirmou-se a orientagdo a do hidrogénio em C-6
através dos acoplamentos axial-axial para H6 — H7’ e axial-equatorial para H6 — H7”
(Figura 37).

Figura 37. Determinacéo da estereoquimica da hidroxila do C-6.

CH
CHs ax

OH

O espectro de RMN °C-BB (Figura 38, p. 68) revelou sinais
correspondentes a 20 atomos de carbono, sendo seis carbonos nao hidrogenados (C),
dos quais os sinais em d¢c 196,8 e 213,5 sdo caracterisitcos de carbonilas, o sinal em dc
83,0 referente a carbono oxigenado e o sinal em ¢ 129,6 tipico de carbono do anel
furano; seis carbonos metinicos (CH), dos quais o sinal em 6c 71,9 referente a carbono

oxigenado e os sinais em oc 108,8; 144,7 e 147,1 referentes a carbonos do anel furano;
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quatro carbonos metilénicos (CH2) e quatro sinais para carbonos metilicos (CHs). A
comparagao dos espectros de RMN *3C do substrato e P6 mostrou o desaparecimento do
sinal em &c 31,1 caracteristicos de carbono metilénico e o surgimento do sinal em dc

71,9 caracteristico de carbono oxigenado.

Figura 38. Espectro de RMN *3C (125 MHz, CDClIs3) do P6.
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O espectro de RMN bidimensional *H, *C - HSQC de P6 (Figura 39, p. 69)
permitiu relacionar todos os sinais de hidrogénios aos seus respectivos sinais de
carbonos inequivocamente, como observado na Tabela 5, p. 72.

A analise do espectro *H,'H-COSY de P6 (Figura 40, p. 69) evidenciou os
acoplamentos entre os hidrogénios em 61 4,08 (H-6) e 1,48 (H-7b); o1 4,08 (H-6) e 1,60
(H-7a) e por fim 6x 2,80 (H-10) e 1,85 (H-1a). As correlacdes estdo representadas na
Figura 41, p. 70.



Figura 39. Espectro de HSQC (500 MHz, CDCls) do P6.
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Figura 40. Espectro de RMN *H x H-COSY (500 MHz, CDCIs) do P6.
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Figura 41. Subestrutura mostrando as correla¢des observadas no RMN COSY do P6.
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Através da analise do espectro de RMN 2D heteronuclear HMBC do P6
(Figura 42) pode-se correlacionar os hidrogénios metilénicos em 4 1,48 (H-7b) com o
carbono em 6¢ 71,9 (C6) [Figura 43, p. 71], o que possibilitou o correto posicionamento
da hidroxila, que foi inserida no carbono C-6, por meio de uma reagdo de
biotransformacdo. A Tabela 5, p. 72 exibe os sinais de todas as correlagcdes observadas
no espectro, 0s quais corroboram com a estrutura quimica do produto de
biotransformacao obtido.

A anélise dos dados espectrométricos permitiu sugerir para o P6 a estrutura
quimica  do (4S,5R,6R,8S,9R,10S)-4,6-dihidroxi-15,16-epoxi-3,12-dioxocleroda-
13(16),14-dieno (Figura 44, p. 73), a qual é inédita na literatura.

Figura 42. Espectro de RMN 2D HMBC (500 MHz, CDCls) do P6.
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Figura 43. Subestruturas mostrando as correlagdes observadas no RMN H x 3C - HMBC para o P6.
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Tabela 5. Dados de RMN *H e *3C (300/75 MHz, CDCl3) do P6, comparados com os valores de *H e 3C (500/125 MHz, CDCI3) do substrato usado no estudo de
biotransfromacéo.

3,12-dioxo-15,16-epoxi-4a-hidroxicleroda-13(16),14-

o U1~ W

(o]

11

12
13

3¢
23,8

36,1

215,3

81,6
45,3
31,1

26,8
374
42,0
41,6
47,2

195,2
129,7

dieno
HSQC
o

2,00 (m; 1H)

1,72 (qd; J=13,1 e 5,2 Hz; 1H)

2,38 (ddd; J = 14,2 e 1,7 Hz; 1H)

1,63 (td; J = 13,0 e 4,1Hz; 1H)
1,46 (dt; J=13,0 e 3,1 Hz; 1H)
1,38 (m; 1H)

1,35 (m; 1H)

1,85 (m; 1H)

2,69 (m; 1H)

2,81 (d; J=15,9 Hz; 1H)
2,70 (d; J =15,7 Hz; 1H)

5c
23,5

35,8

213,5
83,0
48,9
71,9

34,4
35,3
42,0
41,2
46,8

196,8
129,6

P6

HSQC
o
a. 1,85 (dd; J = 12,9 e 4,4 Hz;
1H)

b. 2,03 (m; 1H)

a. 2,55 (ddl; J = 13,8 e 7,4 Hz;
1H)

b. 2,46 (ddl; J = 14,3 e 3,6 Hz,
1H)

4,08 (dd; J=11,3 e 4,1 Hz; 1H)
a. 1,60 (dl; J=13,4; 1H)
b. 1,48 (m; 1H)
2,03 (m; 1H)
2,80 (dd; J =13,2 e 3,0 Hz; 1H)

a. 2,85(d; J=16,3 Hz; 1H)
b. 2,68 (d; J =16,3 Hz; 1H)

HMBC
2JcH 3JchH
2,55
0,86 1,52
1,50 0,86
0,93; 1,50 2,70
2,68 0,94
1,85 0,86; 2,46;
2,85
0,86
2,85; 2,68



14
15
16
17
18
19
20

108,8
144,5
147,0
16,6
21,9
15,0
17,7

Figura 44. Estrutura quimica do P6, denominado (4S,5R,6R,8S,9R,10S)-4,6-dihidroxi-15,16-epoxi-3,12-dioxocleroda-13(16),14-dieno.

6,75 (sl; 1H)
7,42 (d; J=1,2; 1H)
8,02 (sl; 1H)
0,88 (d; J =6,7; 3H)
1,35 (s; 3H)
0,80 (s; 3H)
0,82 (s; 3H)

108,8
1447
1471
16,3
22,0
9,4
17,8

6,77 (s; 1H)
7,46 (s; 1H)
8,03 (s; 1H)
0,93 (d; J = 6,8 Hz; 3H)
1,52 (s; 3H)
0,86 (s; 3H)
0,85 (s; 3H)
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2.4.7 Determinac0es estruturais dos produtos de modificacdo quimica, usando P2

como substrato
2.4.7.1 Determinacéo estrutural do P2(a)

Apdbs o tratamento da reacdo obteve-se um solido amorfo (Item 5.13.1, p.
86), com ponto de fusdo de 98,5-99,2 °C e rotacdo especifica [al3’ = + 96,2 (c = 0,1
g/mL, CHCI3/CH3OH 1:1).

A caracterizacdo do produto P2(a) foi realizada em comparacdo com o0
substrato P2, descrito no item 4.4.2, p. 41.

O espectro de massas de alta resolucdo desta molécula (Figura 45) exibiu o
fon correspondente a molécula com aduto de sédio [M + Na]* com razdo massa/carga
(m/z) em 427,2095 (calculado: 427,2097, erro: 0,9 ppm), o qual foi compativel com a

formula molecular C23H32NaOe.

Figura 45. Espectro de massas de alta resolucéo do P2(a).
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O espectro de RMN H de P2(a) (300 MHz, CDCls; Figura 46, p.75)
mostrou sinais equivalentes para a maioria dos hidrogénios quando comparado ao do
substrato P2. Porém, observou-se o aumento no deslocamento quimico do sinal de H-7
(6H 4,89 em P2(a) e on 3,54 em P2), ambos referentes a carbono metinico oxigenado.
Esse aumento no deslocamento quimico de H-7 ocorre devido ao efeito anisotropico do
grupo acila inserido em P2(a). O surgimento dos sinais em 6w 2,30 (q; 2H; J = 7,6 Hz;
H-2"), referente a hidrogénio ligado a carbono metilénico vizinho a carbonila, e 61 1,13
(t; 3H; J = 7,6; Hz; H-3") referente a hidrogénios ligado a carbono metilico, estdo de
acordo com a presenca do grupamento propanoato. Os demais sinais ndo sofreram

modificacdes, conforme apresentado na Tabela 6, p. 77.
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Figura 46. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCI5) do P2(a).
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O espectro de RMN *C-BB (75 MHz, CDCls; Figura 47, p. 76) revelou
sinais correspondentes a 23 atomos de carbono. Os dados observados nos espectros de
RMN 3C-BB do produto P2(a), mostraram-se bastante similares aos observados para o
substrato P2. As diferencas observadas foram: o aumento no deslocamento quimico do
C-7 que passou de 6¢ 70,1 no substrato P2 para 6c 72,2 no produto de reacdo P2(a) e 0
surgimento dos sinais em 6c 174,1 referente a carbonila (C-1°), em 6c 28,1 (C-2°)
referente a carbono metilénico vizinho a carbonila ¢ em &c 9,41 (C-3’) referente a
carbono metilico, os quais sdo caracteristicos do grupo propanoato. Os demais sinais
ndo sofreram modificacdes (Tabela 6, p. 77).

A analise dos dados espectrometricos permitiu sugerir para o P2(a) a
estrutura quimica do (4S,5S,7R,8R,9S,10S)-7-propioniloxi-4-hidroxi-15,16-epoxi-3,12-
dioxocleroda-13(16),14-dieno (Figura 48, p. 76), a qual é inédita na literatura.



Figura 47. Espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CDCls) do P2(a).
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Figura 48. Estrutura quimica do P2(a), denominada (4S,5S,7R,8R,9S,10S)-7-propioniloxi-4-hidroxi-
15,16-epoxi-3,12-dioxocleroda-13(16),14-dieno.
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Tabela 6. Dados de RMN *H e 3C (300/75 MHz, CDCl3) do P2(a), comparados com os valores de *H e 3C
(500/125 MHz, CDCI3) do substrato (P2) usado no estudo de sintese quimica.

o 01 A~ W

12
13
14
15
16
17
18
19
20
19
29
39

24,6

37,6

215,7
83,0
46,7
41,7

70,1

45,9
44,0
42,7
48,3

197,4
131,0
109,4
146,1
149,9
12,2
22,2
16,7
19,2

P2
HSQC
o
a. 2,03 (m; 1H)
b. 1,73 (dd; J=18,1e 5,1 Hz;
1H)
a. 2,56 (m; 1H)
b. 2,45(dd; J=17,6 e 3,3 Hz;
1H)

a. 1,88 (dd;J=16,0e 3,7 Hz;
1H)
b. 1,59 (m; 1H)
3,54 (ddd; J =10,9; 10,9 e 3,6 Hz;
1H)
1,79 (m; 1H)

2,84 (dd; J = 15,6 e 3,0 Hz; 1H)
a. 2,89 (d; J = 16,1 Hz; 1H)
b. 2,69 (d; J = 16,1 Hz; 1H)

6,77 (s; 1H)
7,46 (s; 1H)
8,04 (s; 1H)
1,09 (d; J = 6,6 Hz; 3H)
1,41 (s; 3H)
0,89 (s; 3H)
0,89 (s; 3H)

2.4.7.2 Determinacao estrutural do P2(0)

23,5

36,1

214,4
81,4
45,6
37,3

72,2

41,8
42,7
41,0
47,1

1945
129,5
108,8
1446
147,0
11,6
22,0
15,9
19,0
174,1
28,1
9,41

P2(a)
HSQC
o
a. 2,00 (m; 1H)
b. 1,75(dd; J=12,6 € 5,3 Hz;
1H)
a. 2,46 (dd; J=5,8¢e 2,4 Hz;
1H)
b. 2,52 (m; 1H)

a. 1,85(dd; J=12,1e 4,0 Hz;

1H)
b. 1,66 (m; 1H)
4,89 (ddd; J=11,2; 11,2 e 4,0 Hz;

1H)
2,14 (dq; J=11,0e 6,6 Hz; 1H)

2,89 (dd; J = 12,6 e 3,0 Hz; 1H)
a. 2,88 (d;J =164 Hz; 1H)
b. 2,74 (d; J = 16,4 Hz; 1H)

6,78 (s; 1H)
7,46 (s; 1H)
8,04 (s; 1H)
0,91 (d; J =5,5 Hz; 3H)
1,40 (s; 3H)
0,93 (s; 3H)
0,93 (s; 3H)

2,30 (g; J = 7,6 Hz; 2H)
1,13 (t; J = 7,6 Hz; 3H)

Apos o tratamento da reacdo obteve-se um solido amorfo (Item 5.13.2, p. 86) com

rotacéo especifica [a]3 = -18,7 (c = 0,1 g/ml, CHCls/CH3OH 1:1).

P2, descrito no item 4.4.2, p. 41.

A caracterizagdo do produto P2(0) foi realizada em comparagdo com o0 substrato

O espectro de massas de alta resolucdo desta molécula (Figura 49, p. 78), exibiu o

fon correspondente a uma parte da molécula [M + H]* (Figura 50, p. 78) com razédo
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massa/carga (m/z) em 331,1908 (calculado: 331,1908, erro: 1,3 ppm), compativel com a
férmula molecular CooH2704 [Figura 50, p. 78].

Figura 49. Espectro de massas de alta resolucéo do P2(0).
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O espectro de RMN *H de P2(0) (300 MHz, CDCls; Figura 51, p. 79) mostrou
sinais equivalentes de hidrogénios em relagdo a P2. Porém, foi observado um aumento no
deslocamento quimico do H-7, o qual passou de on 3,54 (ddd; 1H; J =10,9; 10,9 e 3,6 Hz; H-
7) em P2 para on 4,68 (ddd; 1H; J =11,3; 11,3 e 3,9 Hz; H-7) no produto de reacdo P2(0).
Estes sinais sdo referentes ao hidrogénio ligado a carbono metinico oxigenado. Esta
desprotecdo de H-7 deve-se ao efeito anisotropico do grupo benzila inserido na posicdo C-7
de P2(0). Os sinais on 5,14 (s; 2H; H-1") referente a hidrogénio ligado a carbono metilénico
oxigenado e on 7,37 (s; 5H; H-3’, H-4’, H-5’, H-6" ¢ 7’) referente aos hidrogénios aromaticos
confirmam a inser¢do do grupo benzila. Os demais sinais ndo sofreram modificacdes (Tabela
7, p. 81).
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Figura 51. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCI3) do P2(0).
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O espectro de RMN C-BB (Figura 52, p. 80) revelou sinais correspondentes a 27
atomos de carbono. Neste espectro foi observado um aumento no deslocamento quimico de
C-7 (6c 70,1 em P2 e &c 77,4 em P2(0)) e 0 aparecimento dos sinais caracteristicos do grupo
benzila em &¢c 69,7 referente a carbono metilénico oxigenado (C-1’) e em dc 135,6 (C-2’); oc
128,3 (C-37); 8¢ 128,7 (C-4’ ¢ 6°); ¢ 128,6 (C-5") caracteristicos do anel benzénico. Os dados
de RMN *3C estdo sumariados na Tabela 7, p. 81.
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Figura 52. Espectro de RMN *3C-BB (75 MHz, CDCls;) do P2(0).
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A anélise dos dados espectrométricos permitiu sugerir para o P2(0) a estrutura
guimica do  (4S,5S,7R,8R,9S,10S)-7-benziloxi-4-hidroxi-15,16-epoxi-3,12-dioxocleroda-
13(16),14-dieno (Figura 53), a qual é inédita na literatura.

Figura 53. Estrutura quimica do P2(0), denominada (4S,5S,7R,8R,9S,10S)-7-benziloxi-4-hidroxi-
15,16-epoxi-3,12-dioxocleroda-13(16),14-dieno.




Tabela 7. Dados de RMN H e 3C (300/75 MHz

(500/125 MHz, CDClIs) do substrato (P2).

o 01 A~ W

12
13
14
15
16
17
18
19
20
1°
bX
3°
4°
5°
6’
7’

24,6

37,6

215,7
83,0
46,7
41,7

P2
HSQC
oy
a. 2,03 (m; 1H)
b. 1,73(dd; J=18,1e5,1
Hz; 1H)
a. 2,56 (m; 1H)
b. 245(dd;J=176e3,3
Hz; 1H)

a. 1,88(dd; J=16,0e3,7
Hz; 1H)
b. 1,59 (m; 1H)
3,54 (ddd; J=10,9; 10,9 e 3,6
Hz; 1H)
1,79 (m; 1H)

2,84 (dd; J = 15,6 e 3,0 Hz; 1H)
a-2,89(d; J=16,1Hz; 1H)
b -2,69 (d; J = 16,1 Hz; 1H)

6,77 (s; 1H)
7,46 (s; 1H)
8,04 (s; 1H)
1,09 (d; J = 6,6 Hz; 3H)
1,41 (s; 3H)
0,89 (s; 3H)
0,89 (s; 3H)

23,5

36,1

2143

81,3
45,6
37,1

77,4

41,8
42,7
40,9
47,0

194,3
129,5
108,8
1447
147,1
11,6
21,9
19,0
15,8
69,7
135,6
128,3
128,7
128,6
128,7
128,3

2.4.8 Atividade antifngica das substancias isoladas
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, CDCI3) do P2(0), comparado com os valores de H e 3C

P2(0)
HSQC
oy
2,09 (m; 1H)
1,77 (m; 1H)

oo

2,55 (m; 1H)
2,45 (m; 1H)

oo

a. 1,98 (dd; J=12,3e 3,9 Hz;
1H)
b. 1,71 (m; 1H)
4,68 (ddd; J =11,3; 11,3 e 3,9 Hz;
1H)
2,09 (m; 1H)

2,86 (dd; J=12,1e 3,6 Hz; 1H)
a-2,88(d; J=16,1Hz; 1H)
b-2,70 (d; J = 16,1 Hz; 1H)

6,76 (s; 1H)
7,46 (s; 1H)
8,03 (s; 1H)
0,98 (d; J = 6,6 Hz; 3H)
1,40 (s; 3H)
0,92 (s; 3H)
0,93 (s; 3H)
5,14 (s; 2H)

7,37 (s; 1H)
7,37 (s; 1H)
7,37 (s; 1H)
7,37 (s; 1H)
7,37 (s; 1H)

As substancias P1, P2, P3 e 3,12-diox0-15,16-epoxi-4-hidroxicleroda-13(16),14-

dieno (substrato) tiveram suas atividades antiflngicas avaliadas frente a Candida parapsilosis
(ATCC® 22019™), Candida albicans (ATCC® 10522™) e Candida krusei (ATCC® 6258™™)
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pertencentes a0 LABEL sensiveis e resistentes ao fluconazol. Os resultados estdo

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Avaliagdo do efeito antifingico das substancias P1, P2, P3 e do 3,12-dioxo-15,16-epoxi-4-
hidroxicleroda-13(16),14-dieno (substrato), frente as cepas de Candida spp.

Cepas Concentracao inibitoria minima (CI1M)
Valores de CIM
Substrato P1 (ng/mL) P2 (ng/mL) P3 (ng/mL)
(Mg/mL) CIMgo 24h CIMg 24 h ClIMgo 24h
CIMgo 24h
Candida
p?ﬁ’é‘é’gs > 128 > 128 > 128 > 128
22019™)
Candida
: Ak;‘ésé' R > 128 > 128 > 128 > 128
6258™)
Candida
&"}'?&% > 128 > 128 > 128 > 128
105227

Na concentracdo testada esses compostos ndo apresentaram atividade antifngica frente as

cepas de Candida spp.

2.5 Procedimentos experimentais

2.5.1 Métodos Cromatograficos

2.5.1.1 Cromatografia de adsorcéo

Nas cromatografias de adsorcdo em coluna foram empregadas como fase
estacionaria gel de silica 0,035-0,70 mm da marca Vetec®. Os comprimentos e o didmetro das
colunas variam de acordo com as quantidades das amostras e as quantidades de gel de silica
utilizadas. As andlises cromatograficas em camada delgada analitica (CCDA) foram feitas
sobre cromatofolhas de aluminio cobertas com gel de silica 60 Fzs4 da marca Merck® com

espessura de 0,2 mm.
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O fracionamento das misturas reacionais e fragdes, obtidos no estudo de
biotransformacéo, bem como a separacdo e purificacdo de substancias, foram realizados em
placas de vidro 20 x 20 cm com gel de silica Si250F da marca J.T.Baker®.

Os solventes utilizados como fase movel foram: hexano, diclorometano, acetato
de etila e metanol, puros ou em misturas binarias, em ordem crescente de polaridade. Todos
os solventes eram de qualidade P.A. da marca Sinth® e Vetec®.

A revelagdo das substancias nas placas analiticas e preparativas foram realizadas
através de exposicdo a uma lampada ultravioleta UVSL - 25 da Mineral Light®, em dois

comprimentos de onda (254 e 365) e imersa em solucdo de vanilina em HCIO4/EtOH.

2.5.1.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As andlises por CLAE foram realizadas em um sistema Shimadzu UFLC
equipado com um detector UV-Vis com arranjo de diodos, modelo SPD-M20A. Foi utilizada
uma coluna analitica de fase reversa Phenomenex® (4,6 x 250 mm, 5 pm) para as analises dos
extratos, obtidos no estudo de biotransformacdo, e para as separacdes dos picos usou-se uma
coluna semi-preparativa Phenomenex® (10,0 x 250 mm, 5um).

Os solventes utilizados nas separacdes, assim como nas analises cromatograficas
sdo de grau CLAE da marca Tedia®, os mesmos foram filtrados através de membrana de
nylon com poros de 0,45 um (Phenomenex®). As amostras foram dissolvidas nos solventes
utilizados como fase moével e filtradas num sistema manual através de membranas de teflon

com poros de 0,45um (Waters®).

2.5.2 Métodos espectrométricos e espectroscopicos

2.5.2.1 Espectrometria de Ressonancia magnética nuclear (RMN) e Espectrometria de
Massas

Os espectros de RMN (uni- e bidimensionais) foram obtidos em espectrémetros
Brucker® DPX 300 e DRX 500, no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia
Magnética Nuclear (CENAUREMN) da UFC.

Os solventes deuterados utilizados na dissolugcdo das amostras e obtencdo dos
espectros foram: cloroférmio deuterado (CDCIs) e metanol deuterado (CDsCOD). As

multiplicidades das absorc¢des foram indicadas segundo a convencao: s (singleto), d (dubleto),
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dd (duplo dubleto), dt (dubleto de tripleto), t (tripleto), ddd (duplo dubleto dubleto) e m
(multipleto).

O padrdo de hidrogenacao dos carbonos foi determinado atraves da utilizagdo da
técnica DEPT 135° e segundo convencdo: C (carbono ndo hidrogenado), CH (carbono
metinico), CHa (carbono metilénico) e CHz (carbono metilico).

Os experimentos bidimensionais de correlacdo homonuclear (COSY e NOESY) e
heteronuclear (HSQC e HMBC), foram realizados em aparelho Brucker® DPX 300 e DRX
500.

As anélises GC-HRMS (cromatografia gasosa de alta resolugdo de espectrometria
de massa) foram realizadas em um GC-MS/TOF GCT Premier (Waters) (tempo-de-voo)

usando um HP5-MS coluna (30 m x 0,25 mm DI x 0,25 pm espessura do filme).
2.5.2.2 Espectroscopia na regido do infravermelho (1V)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos em
Espectrometro PERKIN-ELMER®, modelo FT - IR SPECTRUM (utilizando cloroférmio para
solubilizar as amostras), pertencente a Central Analitica do Departamento de Quimica
Organica e Inorgénica na Universidade Federal do Ceard (DQOI/UFC).

2.5.3 Outras determinac6es
2.5.3.1 Ponto de fuséo

Os pontos de fusdo das substancias isoladas foram determinados em Aparelho
digital, modelo MQAPF - 302, da marca Microquimica Equipamentos Ltda, nimero de série
231/07 e ndo foram corrigidos.
2.5.3.2 Rotacéo oOptica

As rotagOes Opticas foram determinadas em polarimetro Jasco, modelo P-2000 no

Laboratorio de Espectrometria de Massa do Nordeste (LEMANOR) da Universidade Federal

do Ceard, sendo as medidas realizadas a 589 nm e temperatura em torno de 20°C.
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2.5.4 Substrato

O diterpeno clerodano 3,12-dioxo-15,16-epoxi-4-hidroxicleroda-13(16),14-dieno
foi cedido pelo Laboratorio de Analise Fitoquimica de Plantas Medicinais 111 (LAFIPLAM

).

2.5.5 Reagentes comerciais

Os reagentes comerciais utilizados no desenvolvimento das modificacdes
quimicas com o P2 (produto de biotransformacdo) estdo listados a seguir com suas respectivas
procedéncias:

v Cloreto de propanoila (SIGMA — ALDRICH)
Trietilamina (SIGMA — ALDRICH)
Carbonato de potassio (DINAMICA)
Cloreto de benzila (SIGMA — ALDRICH)
TEBA- Brometo de benziltrietilaménia (SIGMA — ALDRICH)

D N N NN

2.5.6 Amostras fungicas

Os fungos endofiticos estudados foram isolados a partir de plantas dispersas, no
bioma Caatinga, no estado do Ceara e encontram-se depositados no laboratorio de
Fitopatologia da Embrapa Agroindustria Tropical - CNPAT sob a superviséo do Dr. Francisco
das Chagas Oliveira Freire. Todos os fungos foram identificados por estudos filogenéticos de
biologia molecular, com sequenciamento da regido ITS e foram identificados como
Lasiodiplodia theobromae (71); L. citricola (258); L. gonubiensis (474); Neofusicoccum
cordaticola (434); N. parvum (600); N. ribis (683); Botryosphaeria mamane (20) e
Pseudofusicoccum stromaticum (477). Ja o Albonectria rigidiuscula (533) foi identificado
com sequenciamento das regides LSU, ITS, BT, ACT e TEF (Tabela 9).

Tabela 9. Fungos endofiticos utilizados no estudo de biotransformacéo.
Cadigo Hospedeiro Fungo

Nome cientifico Nome comum
533 Psidium guajava Goiabeira Albonectria rigidiuscula

20 Licania rigida Oiticica Botryosphaeria mamane



258
474
71

434

600
683
477

Croton campestris Velame-do-campo
Croton sp.2 -

Croton sonderianus Marmeleiro
Centrolobium Putumuju

microchaete

Psidium guyanensis Araca azedo
Psidium guajava Goiabeira
Schinopsis brasiliensis Pau-preto

2.5.7 Preservagdo dos microrganismos
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Lasiodiplodia citricola
Lasiodiplodia gonubiensis
Lasiodiplodia theobromae

Neofusicocum cordaticola

Neofusicoccum parvum
Neofusicoccum ribis
Pseudofusicoccum

stromaticum

Os microrganismos foram inicialmente incubados em meio de cultura

semissolidos batata dextrose agar (BDA) por sete dias, em seguida preservado de acordo com
0 Método Castellani (MENEZES, M.; SILVA-HANLIN, D. M. W.; 1997):
v' Esterilizou-se, aproximadamente, 5 mL de &gua destilada contidas em frascos de 10

mL;

v Retirou-se discos de agar (3 cm de diametro) das culturas fingicas;

v Trés discos de cada cultura fungica foram introduzidos em cada frasco, e estes

2.5.8 Meios de cultura usados nos estudos

fechados hermeticamente e estocados a temperatura ambiente.

No estudo quimico dos fungos foram utilizados dois meios de cultura: 1. BD

(batata-dextrose), sintético da marca Himedia®; 2. BDA (batata-dextrose agar), sintético da

marca Kasvi®, preparados conforme procedimentos descritos a seguir.

2.5.8.1 Meio Batata-Dextrose sintético

O meio de cultura batata dextrose (BD) liquido foi preparado pela dissolugdo de

24 g de meio em 1 L de agua destilada, preparados de acordo com instrucdes do fabricante. O

meio de cultura foi distribuido em erlenmeyers de 250 mL e autoclavados a 120 °C por 15

min.
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2.5.8.2 Meio Batata-Dextrose-Agar sintético

O meio semissolido BDA foi preparado pela dissolucdo de 42 g de meio em 1L de
agua destilada, preparado de acordo com instrucGes do fabricante. O meio de cultura foi

autoclavado a 120 °C por 15 min e distribuidos em placa de Petri.

2.5.9 Esterilizacéo de vidraria e meios de cultura

A esterilizacdo de vidrarias e meios de cultura foi realizada no Laboratorio de
Biotecnologia e Sintese Orgéanica (LABS) - UFC. Os procedimentos de esterilizacdo foram
realizados em autoclave vertical Phoenix® AV 75 e a repicagem nos meios de cultura em
capela de fluxo laminar Labconco® MOD # 8089000.

2.5.10 Biotransformacdo do 3,12-dioxo-15,16-epoxi-4-hidroxicleroda-13(16),14-dieno por
fungos endofiticos

2.5.10.1 Cultivo fungico para o estudo de biotransformacéo

Cepas de Lasiodiplodia gonubienses, Neofusicoccum ribis e Pseudofusicoccum
stromaticum foram inoculadas em erlemmeyers de 250 ml contendo 100 ml de meio de
cultura liquido BD. Depois de 7 dias de crescimento sob agitacdo a 120 rpm e temperatura
ambiente, o substrato previamente solubilizado em 200 ul de DMSO foi adicionado as
culturas fangicas e mantidos sob agitacdo por mais 7 dias. Em um dos erlenmeyers ndo foi
adicionado o substrato, o qual serviu como branco.

O procedimento experimental para a biotransformacéo do substrato com as cepas
de Pseudofusicoccum stromaticum na 2° grande escala foi 0 mesmo citado anteriormente,
porém o tempo de incubagdo do fungo foi menor (3 dias) e o tempo de reacdo foi maior (18
dias).

2.5.10.2 Processamento das culturas liquidas

A cultura fungica foi filtrada a vacuo, separando-se o meio de cultura do micélio.
O meio de cultura foi submetido a particdo liquido-liquido com acetato de etila. A fase

orgénica foi submetida a particdo liquido-liquido com &gua destilada para retirada dos
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acucares. A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro (Na>SOa), a solucéo limpida
foi filtrada em papel de filtro. Evaporou-se o solvente sob pressdo reduzida, a temperatura
abaixo de 40 °C. Transferiu-se os extratos obtidos para vidro previamente tarado, deixando-o

uma noite sob vacuo a temperatura ambiente.

2.5.10.3 Retirada de gordura

Os extratos obtidos foram solubilizados em metanol/acetonitrila (1:1), 0s mesmos
foram submetidos a particdo liquido-liqguido com hexano. Posteriormente, evaporou-se 0
solvente sob pressdo reduzida a temperatura de 40 °C. Transferiu-se o extrato obtido para

vidro previamente tarado, deixando-o0 uma noite sob vacuo a temperatura ambiente.

2.5.11 Isolamento dos produtos de biotransformacéo

2.5.11.1 Fracionamento do extrato Nr + d (1) por cromatografia gravitacional

O extrato da biotransformacdo (947,1mg), codificado como Nr + d (1), foi
submetido a fracionamento cromatografico em coluna com gel de silica, utilizando como
eluente a mistura binaria hexano/acetato de etila (9:1), hexano/acetato de etila (8:2),
hexano/acetato de etila (1:1), diclorometano/acetato de etila (4:6) seguido pela adi¢do de
metanol. As fracBes que tinham perfil cromatografico semelhante foram reunidas ap6s analise
por CCDA, foram obtidas desse tratamento cromatografico duas substdncias puras,
codificadas como P1 com massa de 12,0 mg (5,9%) e P2 com massa de 5,7 mg (2,7%). As
quais foram analisadas por EM, 1V, RMN *H e 3C, identificadas como (3R,4S,5S,8S,9R,10S)-
3,4-dihidroxi-15,16-epoxi-12-oxocleroda-13(16),14-dieno e  (4S,5S,7R,8R,9S,10S)-4,7-
dihidroxi-15,16-epoxi-3,12-dioxocleroda-13(16),14-dieno, respectivamente.

2.5.11.2 Fracionamento dos extratos Lg + d e Ps + d (1) por cromatografia em camada

delgada preparativa

Os extratos das biotransformagdes, codificados como Lg +d (161,2 mg) e Ps +d
(1) (390,8 mg), foram submetidos a fracionamento cromatografico em placas de vidro 20 x 20
cm com gel de silica Si250F, usou-se aproximadamente de 25 - 30 mg de extrato. As elui¢des
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foram realizadas com os solventes hexano/acetato de etila (3:7) para o extrato Lg + d e
hexano/acetona (7:3) para o extrato Ps + d (1).

A revelacdo das substancias nas placas preparativas foi realizada atraves de
exposicdo a uma lampada ultravioleta UVSL - 25 da Mineral Light®, em dois comprimentos
de onda (254 e 365) e imersa em solucdo de vanilina em HCIO4/EtOH. As fragdes obtidas
desse tratamento cromatogréfico foram P1 e P2. Do extrato Lg + d foi isolado P1 com massa
de 1,6 mg (0,6%) e P2 com massa de 4,5 mg (1,2%) e do extrato Ps + d (1) foi isolado P1 com
massa de 7,2 mg (2,4%) e P2 com massa de 16,9 mg (6,1%), as quais foram analisadas por
EM, IV, RMN *H e 13C, identificadas como (3R, 4S, 5S, 8S, 9R, 105)-3,4-dihidroxi-15,16-
epoxi-12-oxocleroda-13(16),14-dieno e (4S, 5S, 7R, 8R, 9S,10S)-4,7-dihidroxi-15,16-epoxi-

3,12-dioxocleroda-13(16),14-dieno, respectivamente.

2.5.11.3 Fracionamento dos extratos Nr + d (2) e Ps + d (2) por CLAE

Os extratos das biotransformacdes, codificados como Nr + d (2) (139,7 mg) e Ps
+d (2) (291,8 mg), foram submetidos a tratamento cromatogréafico por CLAE, no qual o
melhor método de separacdo para o extrato Nr + d (2) foi verificado com a utilizacdo de uma
coluna semi-preparativa de fase reversa Phenomenex® (4,6 x 250 mm, 5um) e sistema de
eluicdo acetonitrila:agua Milli-Q (4:6) com fluxo de 4,72 mL/min, usando loop de 200 pL
para injecdo da amostra, comprimento de onda de 190-400 nm e concentracdo da amostra de
19,95 mg/mL (Anexo 1, p. 218). Foram coletadas cinco fracdes, das quais foram analisadas
em CCDA, as fracbes 2, 3 e 5 foram consideradas substancias puras. As mesmas foram
codificadas como P3, P2 e P1, respectivamente.

O extrato Ps + d (2) foi submetido as mesmas condigdes citadas anteriormente as
unicas modificacdes foram no fluxo (3,5 mL/min) e na concentracdo da amostra (29,2
mg/mL) [Anexo 2, p. 219]. Obteve-se 12 fracBes, das quais foram analisadas em CCDA,
concluiu-se que a fracdo 9 tratava-se de uma substancia pura, codificada como P6 e a fracdo 6
era uma mistura e foi recromatografada em camada delgada preparativa (CCDP); onde foi
obtido P1 e P2. Essas amostras foram submetidas & analise por EM, IV, RMN *H e C,
identificadas como (3R, 4S, 5S, 8S, 9R, 10S5)-3,4-dihidroxi-15,16-epoxi-12-oxocleroda-
13(16),14-dieno (P1), (4S, 5S, 7R, 8R, 9S, 10S)-4,7-dihidroxi-15,16-epoxi-3,12-dioxocleroda-
13(16),14-dieno (P2), (3R, 4S, 5S, 7R, 8S, 9R, 10S)-3,4,7-trihidroxi-15,16-epoxi-12-
oxocleroda-13(16),14-dieno (P3) e (4S, 5R, 6R, 8S, 9R, 10S)-4,6-dihidroxi-15,16-epoxi-3,12-
dioxocleroda-13(16),14-dieno (P6).
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2.5.12 Atividade antifungica

A atividade antifungica das substancias isoladas (P1, P2 e P3) e do substrato
empregado no estudo de biotransformacdo foram avaliadas no Laboratdrio de Bioprospeccao
e Experimentacdo em Leveduras (LABEL) da UFC, sob a coordenacdo do Prof. Dr. Hélio
Vitoriano Nobre Janior.

O ensaio para os produtos de biotransformacao e o substrato foi realizado frente a
Candida parapsilosis (ATCC® 22019™), Candida albicans (ATCC® 10522™) ¢ Candida
krusei (ATCC® 6258™) pertencentes ao LABEL. Estas foram semeadas em agar Sabouraud
dextrose e incubadas a 37°C por 24h.

Os compostos mencionados acima foram solubilizados em dimetilsulfoxido -
DMSO (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA) numa proporcao até 2% para ndo ocorrer
interferéncia sobre a biologia do micro-organismo.

Foi utilizado a técnica de microdiluicdo em caldo de acordo com o documento
M27-A3 (CLSI, 2008), utilizando o meio de cultura RPMI 1640 (pH 7,0 = 0,1) tamponado
com 0,165 M do acido morfolinopropanosulfonico (MOPS) (Sigma, EUA). As substancias
P1, P2 e P3 e 0 3,12-diox0-15,16-epoxi-4-hidroxicleroda-13(16),14-dieno (substrato) foram
testadas no intervalo de concentracdo de 128 a 0,25 pg/mL. As placas foram preparadas no
dia da realizacdo do teste, para evitar que as mesmas fossem congeladas.

A partir de um cultivo de 24h das leveduras a serem testadas, realizado em &gar
Sabouraud dextrose foi preparada uma suspensdo de indculo inicial de acordo com a escala
0,5 McFarland. Em seguida, foram realizadas diluicdes seriadas em meio RPMI 1640 para
obtencdo de in6culo final contendo 0,5 a 2,5 x 103 UFC/mL. As microplacas foram incubadas
por um periodo de 24 horas a uma temperatura de 35°C (+ 2°C). As leituras visuais foram
realizadas apos esse periodo.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada como a menor
concentracdo do farmaco capaz de inibir 90% do crescimento do micro-organismo, em
comparacdo com o verificado no pogo controle contendo somente o meio de cultura e o
indculo padronizado (CLSI, 2012).

2.5.13 Obtencéo dos derivados reacionais de P2

2.5.13.1 Reacéao de acilagéo do P2
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Em um baldo de fundo redondo de 20 mL foram adicionados 5 mg (0,0143 mmol)
do P2 em 143 pL de diclorometano, com posterior adicdo de 6 pl (0,0715 mmol) de
trietilamina e 11 pl (0,143 mmol) de cloreto de propanoila. A mistura reacional foi agitada
durante 3 horas. Em seguida, evaporou-se o solvente sob pressdo reduzida. O produto bruto
foi purificado em coluna sob média pressdo e eluida com hexano. Um solido branco,

denominado P2(a), foi obtido com rendimento de 53,8%.

2.5.13.2 Reacdo de O-alquilacéo do P2

Em um baldo de fundo redondo de 20 mL foram adicionados 5 mg (0,0143 mmol)
do P2 juntamente com 1,97 mg (0,0143 mmol) de K>COs em 44,7 ul de acetona, com
posterior adi¢do de 1,6 ul (0,0143 mmol) de cloreto de benzila e 0,15 mg (0,00143 mmol) de
Cloreto de benziltrietilamonio (TEBA). A reagdo ocorreu em refluxo e foi agitada durante 36
horas. Em seguida adicionou-se 5 ml de solucdo saturada de NaHCOgz ao meio reacional, a
mistura reacional foi extraida com acetato de etila (3 x 5 ml). A fase orgéanica foi lavada com
solucdo saturada de cloreto de sodio (20 ml) (BOUYSSOU et al., 2010). O produto bruto foi
purificado em coluna sob meédia pressdo, utilizando como eluente a mistura binaria dos
solventes acetato de etila/hexano 10% e 20%. Um solido amorfo, denominado P2(0), foi
obtido com rendimento de 57,3%.

2.6 CONCLUSAO

A pesquisa descrita neste capitulo foi realizada em duas vertentes: potencial
biocatalitico de fungos endofiticos e a modificacdo estrutural de P2 por biotransformacéo.

Para a realizacdo da biotransformacdo foi utilizado o potencial biocatalitico dos
fungos endofiticos da familia Botryosphaeriaceae. Apds os experimentos, foi confirmado a
capacidade de biohidroxilacdo e biorreducdo das enzimas presentes nos fungos N. ribis, L.
gonubiensis e P. stromaticum. Como resultado, obteve-se quatro produtos de
biotransformacdo denominados de P1, P2, P3 e P6. Todos tiveram suas atividades
antifingicas avaliadas frente as cepas de Candida spp. No entanto, ndo apresentaram
atividade na concentracdo testada. Apds a obtengdo dos produtos resultantes da
biotransformacéo, foram feitas duas modificacdes quimicas em P2. Essas modificacGes deram

origem a dois derivados denominados de P2(a) e P2(0).
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As descobertas descritas nesse trabalho contribuiram de forma relevante a
literatura cientifica, pois houve a obtencdo de cinco novos compostos organicos (P2, P3, P6,
P1(a) e P2(0)). Os resultados deste estudo foram publicados no periddico MOJ Bioorganic &
Organic Chemistry, v.1, n.6, 2017.



3 BIOCONVERSAO E OBTENCAO DE
DERIVADOS SEMISSINTETICOS DO
IBUPROFENO
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3.1 Introducgéo

O ibuprofeno é um anti-inflamatdrio ndo-esteroidal (AINE) derivado do &cido
fenilpropidnico, o qual é amplamente consumido pela populacdo mundial devido as suas
propriedades analgésicas, antipiréticas e anti-inflamatorias. O mesmo também possui menor
incidéncia de efeitos adversos, se comparado aos outros AINEs disponiveis no mercado
(RANG et al, 2004; KATZUNG, 2005; MONTES et al, 2016).

O ibuprofeno é a terceira droga mais consumida no mundo (ROBERT;
MURDOCH; HAY, 2015). Segundo Abbas et al. (2017), a presenca do grupo carboxilico na
molécula do ibuprofeno é considerado o responséavel por seus efeitos colaterais, incluindo
erosdo superficial do estbmago, vomitos, dispepsia, desconforto abdominal, sangramento
grave ou ativacao da Ulcera péptica e diarréia, especialmente apds administracdo prolongada.
O ibuprofeno possui também baixa biodisponibilidade e tempo de meia vida curto, devido a
sua insolubilidade em &gua (Bowei et al, 2017). Por essas razdes, hd a necessidade de
modificagcdes na estrutura quimica do farmaco para melhorar a eficacia terapéutica e reduzir
os efeitos colaterais.

Baseado nisso, realizou-se modificagdes quimicas nesta regido da molécula.
Foram feitas também reacGes de biotransformacéo, pois estes tipos de reagdes, sdo capazes de
modificar a estrutura quimica do substrato de uma forma que ndo seria possivel ou ocorreria
com muita dificuldade por via quimica (Al-Aboudi et al, 2017). Os produtos obtidos foram

testados frente a sua capacidade antiflngica e anti-inflamatéria.

3.2 Levantamento bibliografico

A indGstria farmacéutica atualmente encontra frequentemente a atividade
antimicrobiana em farmacos que, teoricamente, ndo apresentariam essa acdo farmacoldgica.
Isso ocorre durante os testes de adequacdo realizado antes da analise rotineira de pureza
microbioldgica descritos na Farmacopeia, um dos requisitos de qualidade apds a libera¢do do
medicamento para 0 mercado, 0 que garante a seguran¢a microbiolégica do paciente. A
atividade antibacteriana e antifungica do ibuprofeno foi mencionada pela primeira vez por
Hersh et al. em 1991 e por Sanyal et al. em 1993, respectivamente. Portanto, a atividade
antimicrobiana do ibuprofeno é conhecida ha mais de 20 anos (OBAD, SUSKOVIC e KOS,
2015).
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Em Singh et al. (2016) foi relatado do uso do ibuprofeno no tratamento do
Parkinson, induzido por cipermetrina em ratos. O ibuprofeno demostrou ter um mecanismo
plausivel para inibir os efeitos do Parkinson em ratos, por ser capaz de evitar a
neurodegeneracdo dopaminérgica nigrostriatal induzida por cipermetrina.

Em Amir, Akhter e Alam (2016) foi realizado uma série de modificacGes
quimicas na estrutura do ibuprofeno, obtendo treze derivados, nos quais foram introduzindo
derivados do anel furoxano no acido carboxilico da molécula. Os derivados foram testados
qguanto a sua acdo anti-inflamatdria, analgésica, ulcerogénica, e propriedades hepatotdxicas.
Dos compostos estudados, 0s que apresentaram melhor acdo anti-inflamatéria e analgésica
foram os compostos 1, 2, 3, 4, 5, 6, e 7 (Figura 54, p. 95), sendo que 0os compostos 4 e 7 (em
vermelho) apresentaram acdo superior. Estes compostos exibiram ulcerogenicidade gastrica
reduzida quando comparados ao ibuprofeno. E possivel que a modificacdo do grupo
carboxilico livre do ibuprofeno tenha reduzido sua acéo topica irritante.

No estudo realizado por Endo, Yano, Okumura e Kido (2014) foi constatado que
0 ibuprofeno potencializou as propriedades antitumorais do cisplatino nas células do
adenocarcinoma pulmonar, através de um mecanismo de a¢do mediado pela supressao de
Hsp70. Em outro estudo realizado por Ahmetaj-Shala et al. (2017) o mesmo foi capaz de

produzir efeitos antiplaquetarios.

Figura 54. Derivados do ibuprofeno com acéo anti-inflamatoria e analgésica.
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Fonte: Amir, Akhter e Alam, 2016.
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Algumas evidéncias demonstraram que a depressao esta associada ao aumento da
inflamacdo, uma vez que ao provocar uma resposta inflamatoria aguda em seres humanos
saudaveis, gera um comportamento semelhante a depressdo. Em estudo objetivando
desenvolver novos compostos que possuem atividade inibitoria da enzima COX-2 e da
recaptacdo da serotonina, Dou et al. (2014) sintetizaram diversos derivados do ibuprofeno,
dos quais os compostos 8 e 9 (Figura 55) apresentaram atividade inibitdria da enzima COX-2
e da recaptacdo de serotonina. O composto 9 mostrou uma atividade anti-inflamatéria maior

que a do ibuprofeno e possui atividade antidepressiva boa se comparada a fluoxetina.

Figura 55. Derivados do ibuprofeno com acéo anti-inflamatéria e antidepressiva.
H
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8: Ar = 5-Cl-6-MeO-2-C, Hjs
9: Ar = 4-PhCH,0C¢H,

Fonte: Dou et al., 2014.

Nos ultimos anos, foram realizados alguns estudos, que mostraram claramente que
o ibuprofeno é um farmaco eclético, pois 0 mesmo consegue se ligar a diferentes tipos de
receptores farmacoldgicos, até o momento, mais de 20 proteinas foram identificadas para
interagir diretamente com o0 mesmo. Consequentemente, possuem Vvarias possiveis aplicagdes
terapéuticas. Sendo inicialmente orientado principalmente contra a triade de artrite reumatéide
(combinando propriedades anti-inflamatdrias, analgésicas e antipiréticas). Existem estudos
nos quais o ibuprofeno é usado como um meio para a prevencao da trombose, no tratamento
do ducto arterial persistente em lactentes prematuros e/ou de baixo peso ao nascer, na
prevencdo da doenca de Parkinson, enxaqueca, cancer de colon, doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas (CARTER; BROWN, 2013).

O ibuprofeno, assim como outros AINEs, possuem como efeito colateral uma
acdo toxica nas células do epitélio gastrointestinal, a reducdo dessa toxicidade continua sendo
o0 objetivo fundamental de cada modificagdo quimica realizada na estrutura de tais compostos.
A esterificagdo ou amidacdo do grupo carboxilico da molécula é uma das modifica¢fes na
estrutura quimica da mesma que quase sempre se mostra eficiente na reducdo desses efeitos
colaterais. Além disso, a modificacdo, especialmente com moléculas poliméricas, permite
prolongar a acdo do farmaco. O ibuprofeno é a segunda molécula mais modificada apos a

aspirina. Varias centenas, sendo milhares (se tomar em consideracao patentes), de ibuprofeno
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e outros derivados de acido fenilpropiénico, tais como fenoprofeno, flubiprofeno, etc. sdo
conhecidos (CARTER; BROWN, 2013).

Baseado nisso, foram realizadas modificacbes quimicas no grupo carboxila da
molécula do ibuprofeno, tentando minimizar os efeitos colaterais, potencializar a acéo

farmacoldgica e aumentar a solubilidade do mesmo em &gua.

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Triagem dos fungos endofiticos para uso no estudo de biotransformacdo do
ibuprofeno

Inicialmente para o estudo de biotransformacdo do ibuprofeno foi realizada uma
triagem onde foi testado o potencial biocatalitico dos fungos Lasiodiplodia gonubiensis,
Neofusicoccum ribis e Pseudofusicoccum stromaticum. Os extratos obtidos dos estudos de
biotransformacdo foram analisados por CCDA. Dos fungos usados na triagem apenas o
Neofusicoccum ribis foi capaz de reagir com o substrato. O produto de biotransformacéo

obtido foi e codificado como IB-1.

3.3.1.1 Biotransformacéo do Ibuprofeno e obtengéo de IB-1

Conforme a metodologia descrita nos itens 5.8 e 5.9 (p. 115 e 116) o fungo
Neofusicoccum ribis tranformou o ibuprofeno, gerando o derivado IB-1 (Esquema 10). O
derivado IB-1 apresentou-se como um solido marrom com ponto de fusdo de 117,9-119,0°C e
rendimento de 77% (massa de 125,4 mg).

Esquema 10. Reacdo de biotransformagéo do ibuprofeno.

0 0
N. ribis
N. riblg. oH
OH 7 dias OH

77 %

3.3.2 Modificagédo quimica do ibuprofeno

3.3.2.1 Reacao de esterificagéo do ibuprofeno com metanol
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De acordo com o método descrito no item 6.1 (p. 122) realizou-se uma reacéo de
esterificacdo de Fischer do ibuprofeno (Esquema 11). O produto derivado obtido apresentou-
se como um Oleo amarelo apds 1 hora de reacdo e com rendimento de 75%. Este derivado foi

codificado como IB-M.

Esquema 11. Reacéo de esterificacdo do ibuprofeno com metanol.

0 CH,;OH O

_—

OH HCI o~

3.3.2.2 Reacao de esterificacéo do ibuprofeno com etanol

Outro derivado obtido, usando o ibuprofeno como substrato de partida (item 6.2,
p. 122; Esquema 12), envolveu a realizacdo de uma esterificacdo de Fischer, utilizando como
reagente o etanol. Apds 3 horas de reacdo com rendimento de 42%, o éster obitdo na forma de
um 6leo amarelo foi codificado como IB-Et.

Esquema 12. Reacéo de esterificagdo do ibuprofeno com etanol.
O CH;CH,OH
OH sto4

3.3.2.3 Reacao de esterificagéo do ibuprofeno com butanol

Outro derivado do ibuprofeno obtido por esterificacdo de Fischer (item 6.3, p.
122; Esquema 13), utilizando como reagente o n-butanol foi codificado como I1B-But. O

tempo de reacdo foi de 1 hora com rendimento de 48%.

Esguema 13. Reacdo de esterificacdo do ibuprofeno com butanol.

O Butanol
OH HCl

3.3.2.4 Reacao do ibuprofeno com cloreto de propargila

O derivado denomidando IB-CIP foi obtido por esterificagdo do ibuprofeno
utilizando como reagente o cloreto de propargila (item 6.5, p. 123; Esquema 14, p. 99). O

tempo reacional foi 4 horas com rendimento de 36%.
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Esquema 14. Reacdo com cloreto de propargilacom o ibuprofeno.
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3.3.2.5 Reacao do ibuprofeno com bromoacetonitrila

O derivado denomidando IB-BrCN foi obtido por esterificacdo do ibuprofeno
utilizando como reagente bromoacetonitrila (item 6.4, p. 123; Esquema 15). O tempo

reacional foi de 2 horas de reagdo com rendimento de 40%.

Esquema 15. Reacdo do ibuprofeno com bromoacetonitrila.
0]

Br”>CN 0

OH K,CO;, CTF, H,0 0]
Tolueno

/\CN

r=40%

3.4 Determinacdo estrutural dos derivados do ibuprofeno

3.4.1 Determinacao estrutural do 1B-1

O espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) do IB-1 (Figura 56, p. 100) apresentou
0s sinais em on 3,73 (d; 1H; J = 6,8 Hz; H-2) referente a hidrogénio ligado a carbono
metinico, em on 7,27 (d; 2H; J = 5,7 Hz; H-4) e on 7,18 (d; 2H; J = 6,4 Hz; H-5) referentes a
hidrogénios ligados a carbonos metinicos do anel aromatico, em on 2,75 (s; 2H; H-7)
referente a hidrogénio ligado a carbono metilénico, em on 1,23 (s; 6H; H-9 e 10) e em on 1,51
(d; 3H; J =5,1 Hz; H-11) referentes a hidrogénios ligados a carbonos metilicos.

No espectro de RMN 3C-BB (125 MHz, CDCls) do IB-1 (Figura 57, p. 101),
foram observados 10 linhas espectrais. Foram verificados sinais em oJc 179,9 (C-1)
pertencente a carbonila de &cido carboxilico, um sinal em Jc 71,2 (C-8) referente a carbono
oxigenado, além dos sinais em oJc 137,0 (C-3), 127,6 (C-4), 130,9 (C-5) e 138,3 (C-6)
relativos aos carbonos do anel aromatico. O sinal em Jc 45,1 (C-2) referente a hidrogénio
ligado a carbono metinico, o outro sinal em dc 49,5 (C-7) referente a hidrogénio ligado a
carbono metilénico, ja os sinais em oc 18,3 (C-11) e em oc 29,3 (C-9 e 10) referentes a
hidrogénios ligados a carbonos metilicos. A comparacéo do espectro de RMN 3C-DEPT 135°

(Figura 58, p. 101) com o espectro de 13C-BB mostrou a presenga de quatro carbonos nédo
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hidrogenados (C), trés carbonos metinicos (CH), um carbono metilénico (CH>) e dois sinais
para carbonos metilicos (CHs).

O espectro de correlacdo heteronuclear *H x *C - HSQC (Figura 59, p. 102) de
IB-1 permitiu o assinalamento de todos o0s hidrogénios aos seus respectivos carbonos, os quais
estdo descritos na Tabela 10, p. 103.

Os dados espectrométricos de IB-1 (Figura 60, p. 102) de hidrogénio foram
comparados com os dados de hidrogénio da literatura (KURTZ et al, 1981) para o &cido 2-[4-
(2-hidroxil-2-metilpropil)fenil]propandico (Tabela 10, p. 103), confirmando a estrutura

quimica proposta.

Figura 56. Espectro de RMN H (500 MHz, CDCls) do I1B-1.
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Figura 57. Espectro de RMN *C-BB (125 MHz, CDCI3) do IB-1
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Figura 58. Espectro de RMN **C -DEPT 135° (125 MHz, CDCls) do IB-1.
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Figura 59. Espectro de RMN 2D HSQC (500 MHz, CDCls) do 1B-1.
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Tabela 10. Dados de RMN *H e *3C do I1B-1 (500/125 MHz, CDCls) e os dados espectrais de RMN H (390
MHz, CDCls) registrado na literatura.

RMN H RMN 3C
C IB-1 Kurtz et al., 19812 IB-1
1 - - 179,9
2 3,73(d;1H;J=6,8Hz) 3,7(q, 1H) 45,1
3 - - 137,0
4 7,27(d; 2H; J=5,7 Hz) 7,3 (M, 2H) 127,6
5 7,18 (d; 2H; J = 6,4 Hz) 7,1 (m, 2H) 130,9
6 - - 138,3
7 2,75 (s; 2H) 2,7 (s, 2H) 49,5
8 = = 71,2
9 1,23 (s; 3H) 1,2 (s, 3H) 29,3
10 1,23 (s; 3H) 1,2 (s, 3H) 29,3
11 1,51 (d; 3H; J=5,1 Hz) 1,5 (s, 3H) 18,3

3.4.2 Determinacao estrutural do 1B-M

O espectro de RMN H (500 MHz, CDCls) do IB-M (Figura 61, p. 104)
apresentou sinal em on 3,71 (q; 1H; J = 7,2 Hz; H-2) referente a hidrogénio ligado a carbono
metinico, sinais em 8y 7,21 (d; 2H; J = 8,0 Hz; H-4) e 84 7,10 (d; 2H; J = 8,0 Hz; H-5)
referentes a hidrogénios ligados a carbonos metinicos do anel aromatico. Ressaltou-se
também os sinais em on 2,46 (d; 2H; J = 7,1 Hz; H-7) referente a hidrogénio ligado a carbono
metilénico, em on 1,86 (sept.; 1H; J = 7,2 Hz; H-8) referente a hidrogénio ligado a carbono
metinico, em 6n 0,91 (d; 6H; J = 6,6 Hz; H-9 e 10) referentes a hidrogénios ligados a carbono
metilico, um outro sinal em 6n 1,5 (d; 3H; J = 7,1 Hz; H-11) referente a hidrogénio ligado a
carbono metilico e um sinal em o4 3,67 (S; 3H; H-12) referente a hidrogénio ligado a
metoxila.

No espectro de RMN *C-BB (125 MHz, CDCIs) do I1B-M (Figura 62, p. 105)
foram observados 10 linhas espectrais. Foram verificados sinais em &¢ 175,4 (C-1) indicativo
a um carbonila de éster, um sinal em dc 52,2 (C-12) referente a carbono da metoxila, além dos
sinais em o&¢ 137,9 (C-3), 127,3 (C-4), 129,5 (C-5) e 140,7 (C-6) relativos aos carbonos do
anel aromético. Os sinais em 6c 45,3 (C-2) e 6c 30,4 (C-8) referentes a hidrogénios ligados a

carbono metinico, o outro sinal em 6¢c 45,3 (C-2 e 7) referente a hidrogénio ligado a carbono
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metilénico. Os sinais em dc 22,6 (C-9 e 10) e dc 18,8 (C-11) foram associados a hidrogénios
ligados a carbonos metilicos. A comparagdo do espectro de RMN *C-DEPT 135° (Figura 63,
p. 105) com o espectro de RMN *C-BB mostrou a presenca de trés carbonos ndo
hidrogenados (C), quatro carbonos metinicos (CH), um carbono metilénico (CH2) e quatro
carbonos metilicos (CHs).

O espectro de correlagdo heteronuclear *H x *C-HSQC (Figura 64, p. 106) de IB-
M permitiu o assinalamento de todos os hidrogénios aos seus respectivos carbonos (Tabela
11, p. 107).

Os dados espectrométricos de IB-M (Figura 65, p. 106) de RMN !H foram
comparados com os dados de RMN *H da literatura (Fujisawa et al, 2005) para o metil 2-[4-
(2-metilpropil)fenil]propanoato (Tabela 11, p. 107), confirmando a estrutura quimica

proposta.

Figura 61. Espectro de RMN 'H (500MHz, CDCl3) do IB-M.
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Figura 62. Espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CDCl;) do IB-M.
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Figura 63. Espectro de RMN *3C — DEPT 135° (125 MHz, CDCl;) do IB-M.
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Figura 64. Espectro de RMN *H x *C - HSQC (500MHz, CDClI3) do IB-M.
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Figura 65. Estrutura quimica do IB-M.
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Tabela 11. Dados de RMN *H e 3C do IB-M (500/125 MHz, CDClI3) e os dados espectrais de RMN ‘H

registrado na literatura.

9

10
11
12

RMN H

1B-M

3,71 (q; 1H; J=7,2 Hz)

7,21 (d; 2H; J=8,0 Hz)
7,10 (d; 2H; J=8,0 Hz)

2,46 (d; 2H; J = 7,1 Hz)

1,86 (sept.; 1H; J = 7,2 Hz)

0,91 (d; 3H; J=6,6 Hz)

0,91 (d; 3H; J = 6,6 Hz)

1,50 (d; 3H; J=7,1 Hz)
3,7 (s, 3H)

(a) 270 MHz, CDCls

3.4.3 Determinacao estrutural do IB-Et

Fujisawa et al, 20052

3,70 (q; 1H; J=7,0 Hz)
7,20 (d; 2H; J=8,0 Hz)
7,09 (d; 2H; J=8,0 Hz)
2,44 (d; 2H; J=7,0 Hz)
1,82 (sept.; 1H; J=7,0
Hz)
0,90 (d; 3H; J=7,0 Hz)
0,90 (d; 3H; J =7,0 Hz)
1,49 (d; 3H; J=7,0 Hz)
3,67 (s, 3H)

RMN 13C
IB-M

175,4
45,3
137,9
127,3
129,5
140,7
45,3
30,4

22,6
22,6
18,8
52,2

107

O espectro de RMN H (500 MHz, CDCls) do IB-Et (Figura 66, p. 108)

apresentou sinal em on 3,69 (q; 1H; J = 4,4 Hz; H-2) referente a hidrogénio ligado a carbono
metinico, sinais em &y 7,21 (d; 2H; J = 7,9 Hz; H-4) e 84 7,10 (d; 2H; J = 7,9 Hz; H-5)

referentes a hidrogénios ligados a carbonos metinicos do anel aromético. Destacou-se também

sinais em on 1,87 (sept.; 1H; J = 6,7 Hz; H-8) referente a hidrogénio ligado a carbono
metinico, em 6n 2,46 (d; 2H; J = 7,1 Hz; H-7) e 61 4,13 (q; 2H; J = 7,0 Hz; H-12) referentes a
hidrogénios ligados a carbono metilénico. Os sinais em 6n 0,91 (d; 6H; J = 6,6 Hz; H-9 e 10),
on 1,49 (d; 3H, J = 7,1 Hz; H-11) e em 6w 1,22 (t; 3H; J = 7,1 Hz; H-913), referentes a
hidrogénios ligados a carbono metilico.
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Figura 66. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDClIs) do IB-Et.
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No espectro de RMN 3C-BB (125 MHz, CDCls) do IB-Et (Figura 67, p. 109),
foram observados 12 linhas espectrais. Neste espectro foram verificados sinais em Jc 175,0
(C-1) alusivo a um carbonila de éster e um sinal em oc 60,8 (C-12) referente a carbono
oxigénado, além dos sinais em oJc 138,1 (C-3), 127,3 (C-4), 129,5 (C-5) e 140,6 (C-6)
associados aos carbonos do anel aromatico. Os sinais em oJc 45,4 (C-2) e 6c 30,4 (C-8)
referentes a hidrogénios ligados a carbono metinico, o sinal em Jc 45,3 (C-7) referente a
hidrogénio ligado a carbono metilénico, j& os sinais em oc 22,6 (C-9 e 10), Jc 18,8 (C-11) e oc
14,3 (C-13) foram associados a hidrogénios ligados a carbonos metilicos.

O espectro de correlacdo heteronuclear *H x **C-HSQC (Figura 68, p. 109) de IB-
Et permitiu o assinalamento de todos os hidrogénios aos seus respectivos carbonos (Tabela
12, p. 110).

Os dados espectrométricos de IB-Et (Figura 69, p. 110) foram comparados com 0s
dados da literatura (Koul et al, 2005) para o etil 2-[4-(2-metilpropil)fenil]propanoato (Tabela
12, p. 110), confirmando a estrutura quimica proposta.



Figura 67. Espectro de RMN *C-BB (125 MHz, CDClIs;) do IB-Et.
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Figura 68. Espectro de RMN *H x 3C - HSQC (500MHz, CDCI3) do IB-Et.
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Tabela 12. Dados de RMN

Figura 69. Estrutura quimicado 1B-Et.

9

8

7

5
6

4

11

O
10/\

12 13

metilpropil)fenil]propanoato descrito na literatura.

© 0O N o 0~ W N R~ 0O

e I
N R O

13

IB-Et?
OH

3,69 (g; 1H; J = 4,4 Hz)
7,21 (d; 2H; J=7,9 Hz)
7,10 (d; 2H; J = 7,9 Hz)

2,46 (d; 2H; J=7,1 Hz)

0,91 (d; 3H; J=6,6 Hz)
0,91 (d; 3H; J = 6,6 Hz)
1,49 (d; 3H; J=7,1 Hz)
4,13 (q; 2H; J = 7,0 Hz)
1,22 (t; 3H; J=7,1 Hz)

(a) 500 MHz/125 MHz, CDCl;

1,87 (sept.; 1H; J = 6,7 Hz)

oc

175,0
45,4
138,1
127,3
129,5
140,6
45,3
30,4
22,6
22,6
18,8
60,8
14,3

Koul et al, 2005P

OH

3,70 (qg; 1H; J=7,0 Hz)
7,23 (d; 2H; J=8,1 Hz)
7,11 (d; 2H; J=8,1 Hz)
2,49 (d; 2H; J=7,1 Hz)
1,30-1,44 (m.; 1H)
0,92 (d; 3H; J=6,6 Hz)
0,92 (d; 3H; J = 6,6 Hz)
1,49 (d; 3H; J=7,1 Hz)
4,13 (q; 2H; 3= 7,1 Hz)
1,22 (t; 3H; J =7,1 Hz)

(b) 200 MHz/ 50 MHz, CDCl3

3.4.4 Determinacdo estrutural do 1B-But

oc

1747
45,2
137,9
127,1
129,3
140,4
45,1
30,2

22,4
18,6
60,6
14,1

110

'H e BC de IB-Et em comparacdo com dados do etil 2-[4-(2-

O espectro de RMN !H (Figura 70, p. 111) do IB-But (300 MHz, CDCls)
apresentou sinal em on 3,70 (m; 1H; H-2) referente a hidrogénio ligado a carbono metinico,
sinais em on 7,21 (d; 2H; J = 8,0 Hz; H-4) e 6w 7,10 (d; 2H; J = 8,0 Hz; H-5) referentes a

hidrogénios ligados a carbonos metinicos do anel aromatico. Destacou-se também 0s sinais

em on 1,60 (m; 1H; H-8) referente a hidrogénio ligado a carbono metinico, em dn 2,45 (d; 2H;
J=7,1Hz; H-7), 614,07 (t; 2H; J = 6,6 Hz; H-12), 01 1,58 (m; 2H; H-13) e o1 1,29 (sext; 2H;
J =7,4 Hz; H-14) referentes a hidrogénios ligados a carbono metilénico. Os sinais em 61 0,89
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(m; 9H; H-9, 10 e 15) e em o1 1,58 (m; 3H; H-11) referentes a hidrogénios ligados a carbono
metilico.

No espectro de RMN *C-BB (75 MHz, CDCls) do IB-But (Figura 71, p. 112),
foram observados 14 linhas espectrais. Neste espectro foram verificados sinais em Jc 175,0
(C-1) alusivo a uma carbonila de éster e um sinal em Jc 64,7 (C-12) referente a carbono
oxigenado, além dos sinais em Jc 138,1 (C-3), 127,3 (C-4), 129,5 (C-5) e 140,6 (C-6),
referentes aos carbonos do anel aromatico. Os sinais em oJc 45,3 (C-2) e oc 30,4 (C-8)
referentes a hidrogénios ligados a carbono metinico e os sinais em oJc 45,4 (C-7), oc 30,8 (C-
13) e oc 19,2 (C-14) alusivos aos carbonos metilénicos. Ja os sinais em dc 22,6 (C-9 e 10), Jc
18,7 (C-11) e oc 18,4 (C-15) foram associados a carbonos metilicos. A comparagdo do
espectro de RMN **C-JMOD (Figura 72, p. 112) com o espectro de RMN **C-BB mostrou a
presenca de trés carbonos ndo hidrogenados (C), quatro carbonos metinicos (CH), quatro
carbonos metilénicos (CH) e quatro carbonos metilicos (CHz).

O espectro de correlagdo heteronuclear *H x **C-HSQC (Figura 73, p. 113) de IB-
But permitiu o assinalamento de todos os hidrogénios aos seus respectivos carbonos (Tabela
13, p. 109).

Os dados espectrométricos de IB-But (Figura 74, p. 113) foram comparados com
os dados da literatura (Koul et al, 2005) para o butil 2-[4-(2-metilpropil)fenil]propanoato
(Tabela 13, p. 114), confirmando a estrutura quimica proposta.

Figura 70. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) do IB-But.
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Figura 71. Espectro de RMN *¥C-BB (75 MHz, CDCls) do I1B-But.
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Figura 72. Espectro de RMN **C - JIMOD (75 MHz, CDClI3) do I1B-But.
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Figura 73. Espectro de RMN 2D HSQC (300 MHz, CDCIs) do IB-But.

| L, .

= 10

& f 20
— as - 30
- 40
- 50
= 60
- 70
- 80
= 90
100
=110
=120
- =130

— - 140

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
90 85 BO 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 10 05 ppm

Figura 74. Estrutura quimica do IB-But.
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Tabela 13. Dados de RMN 'H e C de IB-But em comparacio com dados do butil 2-[4-(2-
metilpropil)fenil]propanoato descrito na literatura.

© o N o o~ W N~ 0O
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IB-But?
OH

3,70 (m; 1H)
7,21 (d; 2H; J =8,0 Hz)
7,10 (d; 2H; J=8,0 Hz)
2,45 (d; 2H; J=7,1 Hz)
1,60 (m.; 1H)
0,89 (m; 3H)
0,89 (m; 3H)
1,58 (m; 3H)
4,07 (t; 2H; J = 6,6 Hz)
1,58 (m; 2H)

1,29 (sext.; 2H; J=7,4 Hz

0,89 (m; 3H)

(a) 500 MHz/125 MHz, CDCl3

oc

175,0
45,3
138,1
127,4
129,5
140,6
45,4
30,4
22,6
22,6
18,7
64,7
30,8
19,2
13,8

3.4.5 Determinacao estrutural do I1B-CIP

Koul et al, 2005P

OH

3,71 (q; 1H; J=7,2 Hz)
7,24 (d; 2H; J = 8,1 Hz)
7,21 (d; 2H; J=8,1 Hz)
2,42 (d; 2H; J=7,2 Hz)
1,42-1,62 (m; 3H)
0,92 (d; 3H; J=6,6 Hz)
0,92 (d; 3H; J = 6,6 Hz)
1,50 (d; 3H; J=7,2 Hz)
4,09 (t; 2H; J=6,5 Hz)
1,42-1,62 (m; 2H)
1,24-1,35 (m.; 2H)
0,88 (t; 3H; J=7,0 Hz)

(b) 200 MHz/ 50 MHz, CDClI

oc

174,7
45,1
137,9
127,1
129,2
140,4
45,2
30,6
20,3
20,3
18,4
64,4
30,6
19,3
13,6

O espectro de RMN !H (Figura 75, p. 115) do IB-CIP (500 MHz, CDCls)
apresentou sinal em on 3,75 (q; 1H; J = 7,1 Hz; H-2) referente a hidrogénio ligado a carbono
metinico, sinais em Jn 7,22 (d; 2H; J = 7,9 Hz; H-4) e on 7,11 (d; 2H; J = 7,9 Hz; H-5)

referentes a hidrogénios ligados a carbonos metinicos do anel aromatico. Destacou-se tambéem

os sinais em Jn 1,85 (m; 1H; H-8) referente a hidrogénio ligado a carbono metinico, em oJn

2,45 (d; 2H; J = 7,2 Hz; H-7) referentes a hidrogénios ligados a carbono metilénico. Os sinais
em on 0,91 (d; 6H; J = 6,6 Hz; H-9 e 10) e em 6w 1,52 (d; 3H; J = 7,1 Hz; H-11), referentes a

hidrogénios ligados a carbono metilico.
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No espectro de RMN *3C-BB (125 MHz, CDCls) do IB-CIP (Figura 76, p. 116)
foram observados 13 linhas espectrais. Nesse espectro foram verificados sinais em Jc 174,1
(C-1) alusivo a uma carbonila de éster e um sinal em oc 52,4 (C-12) referente a carbono
oxigenado, além dos sinais em oc 137,4 (C-3), 140,9 (C-4), 137,4 (C-5) e 140,9 (C-6)
referentes aos carbonos do anel aromatico. Os sinais em oJc 45,1 (C-2) e Jc 30,4 (C-8)
referentes a hidrogénios ligados a carbono metinico, o sinal em oJc 45,2 (C-7) alusivos a
carbono metilénico. J& os sinais em dc 22,6 (C-9 e 10) e oc 18,8 (C-11) foram asociados a
carbonos metilicos. A comparagio do espectro de RMN *C-JMOD (Figura 77, p. 116) com o
espectro de RMN *C-BB (125 MHz, CDCls) mostrou a presenca de cinco carbonos néo
hidrogenados, quatro carbonos metinicos (CH), dois carbonos metilénicos (CH>) e trés sinais
para carbono metilico (CHj).

O espectro de correlagdo heteronuclear *H x **C-HSQC (Figura 78, p. 117) de IB-
CIP permitiu o assinalamento de todos os hidrogénios aos seus respectivos carbonos (Tabela
14, p. 117).

Os dados espectrométricos discutidos sdo compativeis com a estrutura quimica do

prop-2-inil 2-(4-isobutilfenil)propanoato (Figura 79, p. 117).



Figura 76. Espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CDCls3) do IB-CIP.
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Figura 78. Espectro de RMN *H x ©*C-HSQC (500 MHz, CDCls) do IB-CIP.
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Figura 79. Estrutura quimica do IB-CIP.
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Tabela 14. Dados de RMN *H e *C do prop-2-inil 2-(4-isobutilfenil)propanoato (IB-CIP).

HSQC
IB-Clp?
C RMN H RMN 13C
1 - 1741
2 3,75 (q; 1H; J = 7,1 Hz) 451
3 - 137,4
4 7,22 (d; 2H; J=7,9 Hz) 120,9
5 7,11 (d; 2H; J = 7,9 Hz) 1374
6 - 140,9
7 2,45 (d; 2H; J = 7,2 Hz) 45,2
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8 1,85 (m.; 1H) 30,4
9 0,91 (d; 3H; J = 6,6 Hz) 22,6
10 0,91 (d; 3H; J = 6,6 Hz) 22,6
11 1,52 (d; 3H; J = 7,1 Hz) 18,8
12 a. 4,72 (d; 1H; J = 15,6 Hz) 54,2
b. 4,61 (d; 1H; J = 15,6 Hz)
13 - 77,8
14 - 75,0

(a) 500 MHz/125 MHz, CDCls

3.4.6 Determinacao estrutural do 1B-BrCN

O espectro de RMN *H (Figura 80, p. 119) do IB-BrCN (300 MHz, CDCls)
apresentou sinal em dn 3,78 (g; 1H; J = 7,2 Hz; H-2) referente a hidrogénio ligado a carbono
metinico, sinais em &4 7,19 (d; 2H; J = 8,1 Hz; H-4) e dn 7,12 (d; 2H; J = 8,1 Hz; H-5)
referentes a hidrogénios ligados a carbonos metinicos do anel aromatico. Destacou-se também
0s sinais em on 1,86 (m; 1H; H-8) referente a hidrogénio ligado a carbono metinico, ja os
sinais em 6w 2,46 (d; 2H; J = 7,1 Hz; H-7), 61 4,74 (d; 1H; J = 15,6 Hz; H-12a) e em on 4,64
(d; 1H; J = 15,6 Hz; H-12b) foram associados a hidrogénios ligados a carbono metilénico. Os
sinais em 6w 0,91 (d; 6H; J = 6,6 Hz; H-9 e 10) e em 6w 1,54 (d; 3H; J = 7,2 Hz; H-11) foram
compativeis com hidrogénios ligados a carbono metilico.

No espectro de RMN 3C-BB (75 MHz, CDCls) do IB-BrCN (Figura 81, p. 120)
foram observados 12 linhas espectrais. Neste espectro foram verificados sinais em 6¢c 173,3
(C-1) alusivo a uma carbonila de éster e um sinal em Jc 48,7 (C-12) referente a carbono
oxigenado, além dos sinais em 6c 136,5 (C-3), 127,3 (C-4), 129,8 (C-5) e 141,4 (C-6)
referentes aos carbonos do anel aromatico. Os sinais em é¢c 44,8 (C-2) e oc 30,3 (C-8) foram
associados a hidrogénios ligados a carbono metinico, o sinal em &c 45,2 (C-7) alusivo a
carbono metilénico; os sinais em dc 22,6 (C-9 e 10) e oc 18,5 (C-11) referentes a carbonos
metilicos e o sinal em Jc 114,5 referente a carbono ndo hidrogenado. A comparagdo do
espectro de RMN BC-APT (Figura 82, p. 120) com o espectro de RMN *C-BB (75 MHz,
CDCI3z) mostrou a presenca de quatro carbonos ndo hidrogenados, quatro carbonos metinicos
(CH), dois carbonos metilénicos (CH>) e trés sinais para carbono metilico (CHs).

A anélise do espectro bidimensional de RMN de H x 3C-HSQC (Figura 83, p.

121) permitiu relacionar, de forma inequivoca, cada sinal de hidrogénio a seu respectivo
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carbono (Tabela 15, p. 123). O espectro bidimensional de RMN de *H x *C-HMBC (Figura
84, p. 121) permitiu atribuir todas as correlacdes a duas (2J) e trés (3 J) ligagBes, conforme
mostra a Tabela 15, p. 123.

No espectro de correlagio homonuclear *H x 'H - COSY (Figura 85, p. 122)
foram visualizados alguns acoplamentos como o acoplamento do hidrogénio em & 3,78 com o
hidrogénio em 6 1,54, do hidrogénio em & 2,46 com o hidrogénio em 3 1,86 e por ultimo o
acoplamento do hidrogénio em 6 1,86 com o hidrogénio em 6 0,91.

Apbs a analise dos dados espectrométricos de IB-BrCN (Figura 86, p. 122)
confirmou-se a esterificagdo do ibuprofeno, tendo como produto o cianometil 2-[4-(2-

metilpropil)fenil]propanoato.

Figura 80. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCIs) do IB-BrCN.
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Figura 81. Espectro de RMN 3C (75 MHz, CDClI3) do I1B-BrCN.
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Figura 82. Espectro de RMN **C-APT (75 MHz, CDClIs) do IB-BrCN.
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Figura 83. Espectro de RMN 2D HSQC (300 MHz, CDClIs) do IB-BrCN.
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Figura 84. Espectro de RMN 2D HMBC (300 MHz, CDCls) do IB-BrCN.
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Figura 85. Espectro de RMN 2D COSY (300 MHz, CDCls) do IB-BrCN.
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Figura 86. Estrutura quimica do IB-BrCN.
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Tabela 15. Dados de RMN 'H e *C de IB-CIP em comparacdo com dados do cianometil 2-[4-(2-
metilpropil)fenil]propanoato descrito na literatura.

IB-BrCN2
HSQC HMBC

C oH dc 2J 3
1 - 173,3 H-2 H-11
2 3,78 (q; 1H; J = 7,2 Hz) 44,8 H-11 H-4
3 - 136,5 H-2 H-5

H-11
4 7,19 (d: 2H; J = 8,1 H2) 1273 H-5 H-2
5 7,12 (d; 2H; J =8,1 Hz) 129,8 H-4 H-7
6 - 1414 H-7 H-4
7 2,46 (d: 2H; J = 7,1 Hz) 45,2 H-8 H-9 e 10
8 1,86 (m.; 1H) 30,3 H-7

H-9e 10
9 0,91 (d; 3H: J = 6,6 Hz) 22,6 H-8 H-7
10 0,91 (d; 3H; J =6,6 Hz) 22,6 H-8 H-7
11 1,54 (d; 3H; J=7,1 H2) 18,5 H-2
12 a 474(d;1H:J =156 Hz) 48,7
b. 4,64 (d; 1H; J = 15,6 Hz)

13 - 1145

() 300 MHz/75 MHz, CDCl,
3.4.7 Atividade antifingica
As substancias testadas (IB-1, IB-M, IB-But, IB-CIP e IB-Et) ndo apresentaram atividade

antifangica dentro da faixa de concentracdo testada (1000-1,95 pg/mL) frente as cepas de

Candida spp.

3.5 Procedimentos experimentais

3.5.1 Cromatografia de adsorcao

Nas cromatografias de adsor¢do em coluna foi empregado, como fase estacionaria

gel de silica 0,035-0,70 mm, 60 A, da marca Vetec®. Os comprimentos e os didmetros da
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coluna variam de acordo com as quantidades das amostras e as quantidades de gel de silica
utilizados.

O fracionamento dos meios reacionais, bem como a separacdo e purificacdo de
fracdes, foram realizadas em placas de vidro 20 x 20 cm com gel de silica Si250F da marca
J.T.Baker®.

As analises cromatograficas em camada delgada analitica (CCDA) foram feitas
sobre cromatofolhas de aluminio cobertas com gel de silica 60 Fzs4 da marca Merck® com
espessura de 0,2 mm.

Os solventes utilizados como fase mdvel foram: hexano, diclorometano e acetato
de etila P.A, da marca Sintth® e Vetec®.

A revelacdo nas placas analiticas e preparativas foi realizada através de exposicao
a uma lampada ultravioleta UVSL — 25 da Mineral Light®, em dois comprimentos de onda

(254 e 265 nm) e imersas em solucéo de vanilina em HCIO4/EtOH.
3.5.2 Métodos espectrométricos e espectroscopicos
Ver capitulo I, item 5.2.1, p. 79.

3.5.3 Outras determinactes
3.5.3.1 Ponto de fuséo

Os pontos de fusdo das substancias isoladas foram determinados em Aparelho
digital, modelo MQAPF - 302, da marca Microquimica Equipamentos Ltda, nimero de série
231/07 e ndo foram corrigidos.
3.5.3.2 Substrato

O ibuprofeno utilizado no estudo de biotransformacdo e nas modificacdes

estruturais, foi cedido pelo Laboratério de Bioprospeccdo de Moléculas Antimicrobianas
(LABIMAN).
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3.5.4 Reagentes

Os reagentes utilizados no desenvolvimento da modificacdo quimica do

ibuprofeno, estao listados a seguir com suas respectivas procedéncias:

v" Acido cloridrico P.A (DINAMICA)

v" Acido sulfurico P.A (SYNTH)

v Bromoacetonitrila (SIGMA - ALDRICH)

v Butanol P.A (VETEC)

v Carbonato de potassio (DINAMICA)

v" Cloreto de benzil trietilamonio - TEBA (SIGMA - ALDRICH)

v Cloreto de propanoila (SIGMA - ALDRICH)

v Etanol P.A (SYNTH)

v Metanol P.A(VETEC)

v' Trietilamina (SIGMA - ALDRICH)

v" Tolueno P.A (SYNTH)
v Cloreto de Benziltrietilamonio TEBA (SIGMA - ALDRICH)

3.5.5 Amostra fugica
Ver capitulo |, item 5.6, p. 80.
3.5.6 Preservagdo do micro-organismo
Ver capitulo I, item 5.7, p. 81.
3.5.7 Meios de cultura usado no estudo e esterilizagéo de vidrarias e meios de cultura
Ver capitulo |, itens 5.8 € 5.9, p. 82
3.5.8 Cultivo do Neofusicoccum ribis para o estudo de biotransformagéo em meio BD
Foram utilizados 16 erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL de meio BD,

previamente autoclavado a 120 °C, por 15 minutos. Em cada erlenmeyers foi colocado um

disco da cultura fungica, previamente crescida em BDA, juntamente com o fungo foi
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adicionado 10mg de ibuprofeno. Em um dos erlenmeyers néo foi adicionado o substrato, o
qual foi utilizado como branco. Os mesmos foram colocados sob agitacdo (120 rpm,

temperatura ambiente) por um periodo de sete dias.

3.5.8.1 Processamento das culturas liquidas e retirada de gordura

O material foi filtrado a vacuo para remoc¢édo do micelio. Extraiu-se o filtrado com
acetato de etila (3 x 50 mL), posteriormente, extraiu-se a fase organica com agua (3 x 50 mL).
A fase orgéanica foi seca com uma pequena quantidade de NaxSOs e a solugdo limpida foi
filtrada em papel de filtro, sendo posteriormente concentrado por destilacdo do solvente a
pressdo reduzida. Transferiu-se o extrato obtido para vidro previamente tarado, deixando-o

uma noite sob vacuo a temperatura ambiente.

3.5.9 Isolamento do produto de biotransformacéao

O extrato (348,4 mg) foi submetido a fracionamento cromatografico em coluna
com gel de silica, utilizando gradiente de eluicdo, com os solventes hexano, CH2Cl e acetato
de etila [acetato de etila/hexano (1:1) e acetato de etila/ CH2Cl> (8:2)]. As fracdes obtidas
foram analisadas por CCDA e, depois de comparadas as que tinham perfil cromatografico
semelhante foram reunidas. Uma das fracGes obtida desse tratamento cromatografico,
apresentou-se pura, tornando possivel a identificacdo de uma substancia de nominada I1B-1, a
qual foi analisada por RMN 'H e ¥C e identificada como &cido 2-[4-(2-hidroxil-2-

metilpropil)fenil]propandico.

3.6 Modficacao estrutural do ibuprofeno

3.6.1 Sintese do derivado 1B-M

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, adicionou-se 300 mg (1,45 mmol) de
ibuprofeno, em seguida 25 mL de metanol e 2 gotas de HCI. O sistema reacional foi mantido
sob agitacdo magnética em refluxo a 70°C (SILVA et al., 2014) e monitorado por CCDA. O
término da reacdo foi observado ap6s 1 hora, entdo o solvente foi removido sob pressdo

reduzida e o produto purificado em cromatografia em coluna contendo gel de silica, usando
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como eluente: hexano/acetato de etila (1:4). Obtendo-se um 6leo viscoso de coloracdo
amarelada, com rendimento de 75,0%.

3.6.2 Sintese do derivado IB-Et

A reacéo de esterificagdo de Fischer ocorreu em um bal&o de fundo redondo de 50
mL, contendo 150 mg (0,72 mmol) de ibuprofeno, dissolvido em 20 mL de etanol. Em
seguida, adicionou-se 3 gotas de acido sulfurico (H2SOa4). A mistura foi mantida sob agitagéo
magnética em refluxo a 80°C (SILVA et al., 2014) e monitorada por CCDA. O término da
reacdo foi observado ap6s 3 horas, entdo evaporou-se o solvente da mistura reacional em
evaporador rotativo e o submeteu a cromatografia de adsorcdo com gel de silica, usando como
fase mdvel 20% de hexano em acetato de etila. Obtendo-se um 6leo viscoso de coloracdo

amarelada, com rendimento de 45,0%.

3.6.3 Sintese do derivado I1B-But

Em um baldo de fundo redondo de 15 mL, adicionou-se 5 mL de butanol em 150
mg (0,72 mmol) de ibuprofeno e 3 gotas de HCI. A mistura reacional foi mantida sob agitacéo
em refluxo a 100 °C (SILVA et al., 2014) até a formacdo do produto da reacdo (1 hora),
monitorado por CCDA. O tratamento da reacdo ocorreu da seguinte forma, adicionou-se 10
mL de acetato de etila ao meio reacional, ao qual foi particionado com agua (3 x 30 mL). O
produto reacional foi purificado em coluna gravimétrica com gel de silica, usando como fase
movel: hexano/acetato de etila (2:3). Um 6leo viscoso de coloracdo amarelada foi obtido, com

rendimento de 50,0%.

3.6.4 Sintese do derivado IB-BrCN

A reacgéo ocorreu em um baldo de fundo redondo de 15 mL, contendo 50mg (0,17
mmol) de ibuprofeno em 1 mL de agua e 2,5 mL de tolueno. Em seguida, adicionou-se 71,2
mg (0,52 mmol) de carbonato de potassio (K2COs), 10% em mol de CTF e 36 pL (0,52
mmol) de bromoacetonitrila (SILVA et al., 2014). A formacéo do produto foi monitorada por
CCDA. Para o tratamento da reac¢do adicionou-se 10 mL de acetato de etila a0 meio reacional,

ao qual foi particionado com agua (3 x 30 mL). O produto reacional foi purificado em coluna
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gravimétrica com gel de silica, usando como fase mdvel: hexano/acetato de etila (7:3). Um
6leo viscoso de coloracdo amarelada foi obtido, com rendimento de 40,0%.

3.6.5 Sintese do derivado IB-CIP

Em um bal&o de fundo redondo de 10 mL, adicionou-se 150 mg (0,78 mmol) de
ibuprofeno e 105 pL (0,75 mmol) de trietilamina. Em seguida, adicionou-se 3 mL de
acetonitrila e 60 pL (0,84 mmol) de cloreto de propargila. O sistema reacional foi mantido
sob agitagdo magnética em refluxo a 90 °C por 4 horas, e a formagdo do produto foi
monitorado por CCDA (BOUYSSOU et al., 2010). O solvente foi removido sob presséo
reduzida e o produto purificado em cromatografia em coluna gravimétrica de gel de silica,
usando como fase movel 80% de hexano em acetato de etila. Obtendo-se um 6leo viscoso de

coloragdo amarelada, com rendimento de 35,7%.

3.7 Atividade antifungica

Foi utilizado a técnica de microdiluicdo em caldo de acordo com o documento
M27-A3 (CLSI, 2008), utilizando o meio de cultura RPMI 1640 (pH 7,0 + 0,1) tamponado
com 0,165 M do &cido morfolinopropanosulfénico (MOPS) (Sigma, EUA).

As substéncias 1B-1, IB-But, IB-CIP, IB-M e IB-Et foram testadas no intervalo de
concentracdo de 1000-1,95 pg/mL.

A partir de um cultivo de 24 h das leveduras a serem testadas, realizado em agar
Sabouraud-dextrose foi preparada uma suspensédo de in6culo inicial de acordo com a escala de
0,5 McFarland. Em seguida, foram realizadas diluicdes seriadas em meio RPMI 1640 para
obtencao de indculo final contendo 0,5 a 2,5 x 103 UFC/mL. As microplacas foram incubadas
por 24 h a uma temperatura de 35 °C (= 2 °C). As leituras foram realizadas visualmente.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada como a menor
concentracéo da droga capaz de inibir 50% e 100% do crescimento do micro-organismo, em
comparacdo com o verificado no pogo controle contendo somente o meio de cultura e o

indculo padronizado (CLSI, 2008). Os testes foram realizadosem triplicata.
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3.8 Conclusédo

A biotransformacéo do ibuprofeno pelo fungo endofitico N. ribis levou a obtencéo
de um derivado hidroxilado (IB-1), onde houve a oxidagdo de um carbono sp® ndo
funcionalizado, pouco comum de se obter por via quimica. Além disso, foram obtidos por
processo de semissintese cinco derivados esterificados. Todos 0s compostos tiveram a
atividade antifngica testada, sendo que nao houve inibicdo nas concentracfes avaliadas.
Apesar destes derivados serem conhecidos, estes ndo possuiam todos os dados de ressonancia

magnética nuclear descritos.



4 OBTENCAO DE PRECURSORES E
DERIVADOS DO FARMACO
FLUOXETINA
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4.1 Introducgéo

A fluoxetina [N-metil-3-fenil-3- [4- (trifluorometil) fenoxi] propan-1-amina] € um
antidepressivo amplamente utilizado e pertencente a classe dos inibidores seletivo da
recaptacdo da serotonina. E usado no tratamento do transtorno depressivo maior, no
transtorno obsessivo-compulsivo, em disturbios pré-menstruais, sindrome do panico e estresse
pos-traumatico. A fluoxetina foi incialmente aprovada, em 29 de dezembro de 1987, pela
Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos para uso terapéutico no tratamento
da depressdo. No inicio de 1988, a fluoxetina foi produzida pela empresa farmacéutica
EliLilly, sob o nome comercial de Prozac, a partir de entdo tornou-se a droga antidepressiva
mais prescrita em todo o mundo, por apresentar menor toxicidade e efeitos secundarios
reduzidos, sendo o primeiro inibidor seletivo da receptacdo de serotonina com um perfil de
seguranca clinica reconhecido (HANCU et al., 2017 e PHAM et al., 2018).

Atualmente a fluoxetina é comercializada como uma mistura racémica
(SCHULZE, M., 2010). Em 1994, a FDA aprovou 0 um novo uso clinico da fluoxetina no
tratamento do transtorno obsessivo-compulsivo e os membros do Comité Consultivo da FDA
recomendaram por unanimidade a aprovacdo da mesma para o tratamento da bulimia em abril
desse mesmo ano (CAIAFFO et al., 2016).

Apesar de ser um importante antidepressivo, a fluoxetina pode induzir vérios
efeitos secundarios, incluindo ansiedade, disfuncdo sexual, distirbios do sono e disturbios
gastrointestinais (OLIVEIRA, M. R.; 2016). O que pode ser feito para minimizar esses efeitos
secundarios sao modificacBes quimicas na estrutura da fluoxetina e a realizacdo de um estudo
da influéncia desta alteracdo através da relagdo estrutura quimica-atividade farmacoldgica.

A fluoxetina possui outras acGes farmacoldgicas como: acdo anti-inflamatéria,
antiapoptdtica, antioxidante (HANCU et al., 2017), entre outros. Varios antidepressivos,
como a sertralina (1), fluoxetina (2), escitalopram (3) e farmacos mais antigos, como
tranilcipromina (4) e imipramina (5) (Figura 87, p. 132) apresentam efeitos antimicrobianos
(MACEDO et al., 2017). Baseado nessas informacgdes, foram realizadas modificacGes
guimicas na estrutura e nos precursores da fluoxetina com a finalidade de testar a atividade

antimicrobiana.
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Figura 87. Farmacos antidepressivos.

Fonte: MACEDO et al., 2017.

4.2 Levantamento bibliogréafico

4.2.1 Atividades diversas da fluoxetina

O objetivo da terapia antidepressiva é o alivio rapido e completo dos sintomas
depressivos em todos os pacientes. No entanto, o perfil clinico dos antidepressivos
estabelecidos esta longe de ser o ideal, um atraso no inicio da resposta terapéutica e uma
resposta parcial em muitos pacientes sdo dois problemas importantes a serem considerados
(JOHNSON et al., 2007). Esses problemas podem ser resolvidos com a modificacdo quimica
na estrutura da molécula, gerando assim, beneficios na eficacia terapéutica do farmaco, por
isso a modificacdo quimica de farmacos é tdo importante.

Segundo Kouwenhoven (2017) os antidepressivos orais, como a fluoxetina,
possuem efeito antipruritico em funcdo de sua influéncia sobre os niveis de serotonina e
histamina. Segundo as diretrizes europeia, 0s mesmos foram recomendados para formas de
prurido cronico que ndo responderam a outras terapias. A fluoxetina também foi associada a
perda de peso (DOMECAQ et al., 2015).

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES), como ibuprofeno (6) e nabumetona
(7), sdo amplamente utilizados para o alivio da dor. Alem dos analgésicos classicos, 0s
antidepressivos também podem ser utilizados no tratamento da dor. A amitriptilina (8),
bupropiona (9) e fluoxetina (2) produzem efeitos antialodinicos em ratos com feridas

cronicas. Dos antidepressivos, os classificados como triciclicos sdo os mais indicados no
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tratamento da dor cronica, mas os inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina ou 0s
inibidores seletivos da recaptacdo da norepinefrina também séo efetivos contra a dor (PARK
et al., 2016). Estudos controlados mostraram que antidepressivos triciclicos [(amitriptilina
(8)], inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina [fluoxetina (2)] e inibidores duplos de
serotonina e norepinefrina [venlafaxina (10), milnacipram (11) e duloxetina (12)] (Figura 88)
podem aliviar a dor e melhorar a qualidade de vida de pacientes com fibromialgia (ATZENI
etal., 2014).

Figura 88. Estrutura quimica de analgésicos e antidepressivos.

12

Fonte: Atzeni et al., 2014.

A fluoxetina tem sido utilizada no tratamento de pacientes obesos, pois seu efeito
na inibicdo do apetite ja foi largamente descrito na literatura. Porém, o presente estudo
forneceu evidéncias de que a fluoxetina diminui a proliferacdo de células do tecido adiposo
através da autofagia. Além da supressdo do apetite, os resultados sugerem que a inibicdo da
proliferacdo de células do tecido adiposo pode contribuir parcialmente para a perda de peso
associada ao tratamento com fluoxetina (SUN et al., 2015).

Em 2017, Sun e colaboradores evidenciaram que a fluoxetina quando
administrada durante o periodo da adolescéncia proporcionam efeitos protetores no sistema
neuroldgico, os quais estdo associados ao aumento do nimero de neurdnios, aumento dos
niveis de proteinas sinapticas entre outras alteragdes, concluimos que a fluoxetina pode
apresentar um efeito protetor e terapéutico para doenca de Alzheimer em camundongos

adultos. Em outro estudo realizado in vitro e in vivo por Zeng e colaboradores (2016) essa
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acdo neuroprotetora também foi relatada, juntamente com o melhoramento do aprendizado e
da memodria.

A fluoxetina esta sendo utilizada mundialmente no tratamento da depressao
maior, entretanto, a mesma vem sendo utilizada no tratamento de outros transtornos
psiquiatricos como sindrome do pénico, bulimia nervosa e transtorno obsessivo compulsivo,
como jé citada anteriormente. Existem estudos que relatam o uso da fluoxetina para prevenir a
recorréncia da hipertensao arterial pulmonar em ratos. No entanto, estudos recentes indicaram
que a fluoxetina tem um grande potencial no bloqueio dos canais de Na* e K*, o potencial
antioxidante deste farmaco também tem sido um assunto de interesse, j& que é conhecido por
integrar propriedades antioxidantes e antidepressivas. No estudo desenvolvido por Kanwal et
al. (2013), foram realizadas modificacdo quimica na estrutura da fluoxetina, dando origem a
dois novos compostos: a N-benzil fluoxetina e a cinamil fluoxetina. Os dois compostos e a
fluoxetina foram testados quanto a acdo antioxidade e os resultados revelaram que a cinamil
fluoxetina (13) possui potencial antioxidante muito superior ao da N-benzil fluoxetina (14)

(Figura 89) e essa possui uma atividade antioxidante superior a da fluoxetina (2).

Figura 89. Derivados da fluoxetina.
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Fonte: Kanwal et al., 2013.

4.2.2 Atividade antimicrobiana da fluoxetina

O principal objetivo do estudo relatado por Mohanty et al. (2015) foi modificar a
estrutura quimica de compostos bioativos, como a fluoxetina, e testar se a mesma e seus
derivados possuem atividade antimicrobiana e citotdéxica (Figura 90, p. 135). Todos 0s
compostos apresentaram atividade antibacteriana de boa a excelente, nenhum dos compostos

sintetizados apresentaram elevada atividade citotoxica.
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Figura 90. Compostos com atividade antimicrobiana.
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Fonte: Mohanty et al., 2015.

O aumento da resisténcia bacteriana aos antibidticos existentes € um importante
problema de salde, na préatica clinica atual. Portanto, o desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos de amplo espectro e o aumento da eficiéncia dos antibidticos ja existentes sdo
de grande interesse. Alguns medicamentos psicotropicos apresentam atividade antimicrobiana
contra varios agentes patogénicos. Em estudos anteriores, foram analisados 16 farmacos
psicotropicos diferentes: sertralina, paroxetina, aripiprazole, fluvoxamina, moclobemida,
venlafaxina, mianserina, trazodona, mirtazapina, clomipramina, alprazolam, escitalopram,
citalopram, fluoxetina, gabapentina e reboxetina. Suas propriedades antimicrobiana foram
testadas em uma grande variedade de bactérias e fungos. Os resultados revelaram que, com
excecdo da gabapentina, venlafaxina, moclobemida e alprazolam, os demais medicamentos
testados neste estudo apresentaram atividades antimicrobianas (Figura 91, p. 136). Os
medicamentos seletivos do grupo inibidor da recaptacdo de serotonina incluindo a sertralina,
paroxetina, fluvoxamina e fluoxetina mostraram atividade antibacteriana de ampla espectro
em comparagd0 com outros medicamentos psicotropicos. Explorar as atividades
antimicrobianas, desses medicamentos, aumentard o uso e a aplicagdo dos mesmos na pratica
clinica. No entanto, estudos in vitro e ensaios clinicos sdo estritamente necessarios para
avaliar a eficiéncia desses produtos quimicos para o tratamento de infec¢Ges microbianas
sistémicas (KALAYCI et al., 2014).
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Oliveira et al. (2014) determinaram a atividade antimicrobiana da fluoxetina,
isolada e combinada com fluconazol, contra 29 cepas de Candida isoladas de pacientes com
candidiase vulvovaginal. A combinacdo de fluconazol (Figura 92, p. 137) com fluoxetina (2)
resultou em atividade sinérgica contra seis cepas de Candida. Os resultados deste estudo leva
em consideracdo um futuro uso da fluoxetina em formulagdes topicas para o tratamento da

candidiase vulvovaginal, principalmente se combinado com fluconazol (OLIVEIRA et al.,
2014).

Figura 91. Medicamentos Psicotrépicos com acdo antimicrobiana.
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Figura 92. Estrutura quimica de um composto fungicida.
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4.3. Resultados e discusséo
4.3.1 Sintese do precursor da fluoxetina
4.3.1.1 Reducéo do 3-cloropropilfenona

Conforme a metodologia descrita no item 5.1.1 (p. 165) a primeira etapa na
obtencdo do precursor da fluoxetina foi a reacdo de reducdo da carbonila do 3-
cloropropilfenona com NaBHs (Esquema 16) para obtencdo do 3-cloro-1-fenilpropan-1-ol. O

alcool foi obtido com 96% de rendimento na forma de um 6leo amarelado.

Esquema 16. Redugdo da 3-cloropropilfenona.
@) OH

NaBH
e cl
agitacéo, 2 h

4.3.1.2 ldentificacdo da 3-cloro-1fenilpropan-1-ol

O espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) do 3-cloro-1fenilpropan-1-ol (Figura
93, p. 138) apresentou um sinal adicional em 644,95 (dd; 1H; J = 9,0 e 6,0 Hz; H-1) referente
a hidrogénio ligado a carbono metinico oxigenado em relacdo ao espectro de RMN *H
substrato de partida.

O espectro de RMN *3C (CDCls, 75 MHz) do 3-cloro-1-fenilpropan-1-ol (Figura
94, p. 138) apresentou um sinal em &c 71,6 (C-1) referente a carbono sp® oxigenado e a
auséncia do sinal de carbonila, confirmando a reducéo da carbonila do material de partida. O
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3-cloro-1-fenilpropan-1-ol foi usado na etapa seguinte da sintese do precursor da fluoxetina.
Todos os sinais de H e 3C estdo descritos na Tabela 16, p. 139.

Figura 93. Espectro de RMN H do 3-cloro-1fenilpropan-1-ol (300 MHz, CDCls).
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Figura 94. Espectro de RMN *C-BB do 3-cloro-1fenilpropan-1-ol (75 MHz, CDCly).
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Tabela 16. Dados de RMN *H e 3C de 3-cloro-1-fenilpropan-1-ol (300/75 MHz, CDCl5).
3-cloro-1-fenilpropan-1-ol

C OH dc

1 4,95(dd; 1H; J=9,0e 6,0 Hz) 71,6

2 a. 2,09 (m; 1H) 41,9
b. 2,25 (m; 1H)

3 a. 3,58 (m; 1H) 41,7
b. 3,73 (m; 1H)

4 - 143,9

5 7,33 (m; 2H) 128,1

6 7,33 (m; 2H) 128,9

7 7,33 (m; 1H) 126,0

4.3.1.3 Reacdo de Mitsunobi do precursor da fluoxetina (Pr-FLX1)

Conforme metodologia descrita no item 5.1.2 (p. 165) o alcool obtido na etapa
anterior sofreu uma reacdo de Mitsunobu (Ou et al., 2008), levando a obtencdo do éter 1-(3-
cloro-1-fenilpropoxi)-4-(trifluorometil)benzeno  (Pr-FLX1), com rendimento de 50%,

conforme descrito no Esquema 17.

Esquema 17. Reacdo de Mitsunobi do precursor da fluoxetina (Pr-FLX1).

CF,4
OH OH /©/
©)\AC| . P(Ph)s, DIAD o]
MeCN, t.a, 24h ©)\/\C|

CF3

4.3.1.4 Identificagédo do 1-(3-cloro-1-fenilpropoxi)-4-(trifluorometil)benzeno (Pr-FLX1)

O espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) do Pr-FLX1 (Figura 95, p. 140)
apresentou o sinal em 6n 5,45 (dd; 1H; J = 8,5 e 4,5 Hz; H-1) referente a hidrogénio ligado a
carbono metinico oxigenado. Os sinais em 6w 6,94 (d; 2H; J = 8,6 Hz; H-5), 61 7,46 (d; 2H; J
= 8,7 Hz; H-6) e em dn 7,29-7,38 (m; 5H; H-10, 11 e 12) referentes a hidrogénios ligados a
carbonos metinicos de anel aromatico, sendo os dois primeiros sinais referentes a hidrogénios
de anel aromatico di-substituido e o terceiro sinal referente a hidrogénios de anel aromatico
monossubstituido. Ja os sinais em 6+ 2,19-2,30 (m; 1H; H-2a), 6n 2,45-2,56 (m; 1H; H-2b), 6H
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3,58-3,66 (m; 1H; H-3a) e on 3,77-3,85 (m; 1H; H-3b) referentes a hidrogénios ligados a

carbonos metilénicos.

Figura 95. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) do Pr-FLX1.
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No espectro de RMN C-BB (75 MHz, CDCls) do precursor da fluoxetina
(Figura 96, p. 141) foram observadas 9 linhas espectrais, das quais, trés puderam ser
relacionadas a carbono sp® e oito foram atribuidas a carbonos sp?. O padrdo de hidrogenacio
dos carbonos fornecidos pelo espectro de RMN 3C-DEPT 135° revelou a presenca de quatro
carbonos ndo hidrogenados (C), seis carbonos metinicos (CH) e dois carbonos metilénicos
(CH2). A comparacgdo do espectro de RMN C-DEPT 135° (Figura 97, p. 141) com o
espectro RMN *3C-BB, mostrou a presenca de um carbono oxigenado em &c 77,3, o qual
estava encoberto pelos sinais do solvente.

No espectro de correlagdo heteronuclear *H x *C - HSQC (Figura 98, p. 142) do
Pr-FLX1 permitiu o assinalamento dos hidrogénios aos seus respectivos carbonos (Tabela 17,
p. 144). Pode-se observar a correlacdo do hidrogénio metinico em dn 5,45 com o carbono em
dc 77,3, o qual estava encoberto pelos sinais do solvente CDClz. A partir do espectro de
correlacdo heteronuclear a longa distancia *H x *C -HMBC (Figura 99, p. 142) do Pr-FLX1
foi possivel atribuir as correlages a duas (2J) e trés (3J) ligag@es, conforme mostra a Figura
100, p. 143.



Figura 96. Espectro de RMN de *C-BB (75 MHz, CDCls) do Pr-FLX1.
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Figura 97. Espectro de RMN **C-DEPT 135° (75 MHz, CDCl3) do Pr-FLX1.

.-. 9%
5 23
Kk b
L " v
o i "
190 180 170 160 150 140 130 120 {10 100 S0 80 70 60 S0 40 30 20 10 ppm

141



Figura 98. Espectro de RMN 2D HSQC (300 MHz, CDCls) de Pr-FLX1.
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Figura 99. Espectro RMN 2D HMBC (300 MHz, CDCls) do PR-FLX1.
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Figura 100. CorrelagBes heteronuclear *H x *3C - HMBC.

3,58-3,66

Cl

No espectro de correlagdo homonuclear *H x *H - COSY (Figura 101) foram
visualizados os acoplamentos do hidrogénio em 6 2,19-2,30 com os hidrogénios 6 5,45 e 6
3,58-3,66 e do hidrogénio em & 3,77-3,85 com o0 hidrogénio em 2,45-2,56. Os dados
espectrométricos discutidos sdo compativeis com a estrutura quimica do 1-(3-cloro-1-
fenilpropoxi)-4-(trifluorometil)benzeno (Figura 102, p. 144).

Figura 101. Espectro de RMN 2D COSY (300 MHz, CDClIs) do Pr-FLX1.
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Figura 102. Estrutura quimica do Pr-FLX1.
6 CF,
8

7

5

Tabela 17. Dados de RMN *H e *C de 1-(3-cloro-1-fenilpropoxi)-4-(trifluorometil)benzeno em comparagéo com
dados do mesmo composto descrito na literatura.

1-(3-cloro-1-fenilpropoxi)-4-(trifluorometil)benzeno

C HSQC HMBC Jeon et al., 20072
OH oc 2] 3] OH
1 545(dd;1H;J=85e 77,3 140,2 126,0 5,45 (dd; 1H; J=11,3¢6,2
4,5 Hz) 160,5 Hz)
2 a.2719-2,30 (m; 1H) 41,4 77,3 a. 2,28 - 2,24 (m; 1H)
b. 2,45-2,56 (m; 1H) b. 2,51 - 2,47 (m; 1H)
3 a 3,58-3,66 (m; 1H) 41,3 77,3 a. 3,65 - 3,58 (m; 1H)
b. 3,77-3,85 (m; 1H) b. 3,83 - 3,77 (m; 1H)
4 160,5

m 6,94 (d; 2H; J=8,6 116,0 160,5 123,1 6,93 (d; 2H; J = 8,7 Hz)
05 Hz)

6 746(d;2H;J=87 1292 160,5 7,46 (d; 2H; J = 8,6 Hz)
Hz)

7 - 123,1 -

8 - 127,0 -

9 - 140,2 -

10  7,29-7,38 (m; 2H) 126,0 7,41 - 7,32 (m; 2H)
11 7,29-7,38 (m; 2H) 129,2 7,41 - 7,32 (m; 2H)
12 7,29-7,38 (m; 1H) 128.4 7,41 - 7,32 (m; 1H)

(a) 400 MHz, CDCls

4.3.2 Sintese do derivado do precursor da fluoxetina Pr-FLX2

4.3.2.1 Reducgdo do 3,4 -dicloropropiofenona

Conforme a metodologia descrita, no item 5.21 (p. 166) a 3.4’-
dicloropropiofenona sofreu uma reagdo de reducdo da carbonila com NaBH4 (Esquema 18, p.
145), gerando o alcool 3-cloro-1-(4-clorofenil)propan-1-ol com rendimento de 85,4%. O

derivado apresentou-se como um 0leo amarelado.



Esquema 18. Redugdo da 3,4’- dicloropropiofenona.

o)

/©)VC| NaBH,
_—
Cl agitacao, 2 h

OH

4.3.2.2 ldentificacao do 3-cloro-1-(4-clorofenil)propan-1-ol
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O espectro de RMN !H (300 MHz, CDCls) do 3-cloro-1-(4-clorofenil)propan-1-ol
(Figura 103), mostrou os sinais adicionais em 6n 4,93 (dd; 1H; J = 8,4 e 4,6 Hz; H-1),

referente a hidrogénio ligado a carbono oxigenado e em 6y 3,46 referente a um singleto do

hidrogénio da hidroxila, os quais ndo existiam no material de partida.
O espectro de RMN 3C-BB (75 MHz, CDCls) do 3-cloro-1-(4-clorofenil)propan-
1-ol (Figura 104, p. 146) apresentou 7 sinais. Dos sinais presentes o que confirmou a reducédo

da carbonila foi o surgimento do sinal em dc 70,8 referente a carbono sp? oxigenado. Todos 0s

sinais estdo descritos na Tabela 18, p. 146.

Figura 103. Espectro de RMN *H do 3-cloro-1-(4-clorofenil)propan-1-ol (300 MHz, CDCly).
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Figura 104. Espectro
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Tabela 18. Dados de RMN *H e *C do 3-cloro-1-(4-clorofenil)propan-1-ol (300/75 MHz, CDCls).

3-cloro-1-(4-clorofenil)propan-1-ol

C OH

1  4,95(dd; 1H; J=8,4¢e 4,6 Hz)

2 a. 2,11 (m; 1H)
b. 2,20 (m; 1H)

3 a. 3,54 (m; 1H)
b. 3,73 (m; 1H)

4 -

5 7,30 (m; 2H)

6 7,30 (m; 2H)

7 -

HO- 3,46 (s, 1H)

oc

70,8
41,7

41,6

142,4
127,3
129,0
133,8

4.3.2.3 Reacdo de Mitsunobi do derivado do precursor da fluoxetina (Pr-FLX2)

146

Conforme metodologia descrita no item 5.2.2 (p. 166), a obtencéo do éter 1-cloro-

4-(3-cloro-1-(4-(trifluorometil)fenoxi)propil)benzeno (Pr-FLX2) foi alcancada através de uma

reacdo de Mitsunobu (Ou et al., 2008) com rendimento de 35%, conforme exemplificado no

Esquema 19, p. 147.
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Esquema 19. Reacdo de Mitsunobi do derivado do precursor da fluoxetina (Pr-FLX2).

OH OH CFs
WCI PPh3, DIAD /©/
+ > @)
- MeCN, 24 h, ta.
CFs ¢l
cl

4.3.2.4 ldentificacdo do 1-cloro-4-(3-cloro-1-(4-(trifluorometil)fenoxi)propil)benzeno (Pr-
FLX2)

O espectro de RMN 'H (Figura 105, p. 148) do derivado do precursor da
fluoxetina [1-cloro-4-(3-cloro-1-(4-trifluormetil)fenoxi)propil)benzeno]  (Pr-FLX2) (300
MHz, CDCI3) mostrou sinais em oy 5,44 (dd; 1H; J = 8,5 e 4,5 Hz; H-1) referente a
hidrogénio ligado a carbono metinico oxigenado, em on 7,27-7,37 (m; 4H; H-10 e 11), Jn
7,47 (d; 2H; J = 8,6 Hz; H-6) e on 6,91 (d; 2H; J = 8,6 Hz; H-5) referente a hidrogénio ligado
a carbono metinico. Os sinais em on 2,17-2,26 (m; 1H; H-2a), o1 2,42-2,53 (m; 1H; H-2b), Jn
3,56-3,63 (m; 1H; H-3a) e Jn 3,76-3,84 (m; 1H; H-3b) referentes a hidrogénios ligados a
carbonos metilénicos.

O espectro de RMN *C-BB (CDCl3/75 MHz) Pr-FLX2 (Figura 106, p. 148)
apresentou 11 sinais. Os sinais em oc 134,2, ¢ 138,7, dc 160,2, oc 123,3 e dc 127,1 alusivos
aos carbonos ndo hidrogenados. Ja os sinais em dc 129,4, dc 127,4, oc 76,6 e dc 116,0 foram
associados a carbonos metinicos e os sinais em dc 41,3 e dc 41,0 associados a carbonos
metilénicos. Os carbonos tiveram seus padroes de hidrogenacao confirmados pelo espectro de
RMN *C-JMOD (75 MHz, CDCls; Figura 107, p. 149). Todos os sinais de carbono e
hidrogénio estéo descritos na Tabela 19, p. 151

O espectro de correlagdo heteronuclear *H x 3C - HSQC (Figura 108, p. 149) do
1-cloro-4-(3-cloro-1-(4-trifluorometil)fenoxi)propil)benzeno ~ apresentou  as  devidas
correlagbes entre os atomos de hidrogénio aos seus respectivos dtomos de carbono. Estas
correlagdes podem ser vistas na Tabela 19, p. 151.

No espectro HMBC de Pr-FLX2 (Figura 109, p. 150) observaram-se as
correlagBes a duas (2J) e trés (3J) ligacdes, as quais corroboram com a estrutura quimica do
éter para produto reacional obtido. De acordo com o levantamento realizado, o derivado 1-
cloro-4-(3-cloro-1-(4-trifluorometil)fenoxi)propil)benzeno (Figura 110, p. 150) é inédito na

literatura. As correlagdes do espectro HMBC podem ser vistas na Tabela 19, p. 151.



Figura 105. Espectro de RMN *H do Pr-FLX2 (300 MHz, CDCly).
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Figura 109. Espectro de RMN 2D HMBC (300MHz, CDCI3) do Pr-FLX2.
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Tabela 19. Dados de RMN 'H e 3C do 1-cloro-4-(3-cloro-1-(4-trifluorometil)fenoxi)propil)benzeno (300/75
MHz, CDCls).

1-cloro-4-(3-cloro-1-(4-trifluorometil)fenoxi)propil)benzeno

HSQC HMBC
C OH oc 2] 3
1 5,44 (dd; 1H; J=8,5e 4,5 Hz) 76,6 41,3 41,0
138,7 127,4
2 a. 2,17-2,26 (m; 1H) 41,3 41,0 138,7
b. 2,42-2,53 (m; 1H) 76,6
3 a. 3,56-3,63 (m; 1H) 41,0 76,6
b. 3,76-3,84 (m; 1H)
4 - 160,2
5 6,91 (d; 2H; J = 8,6Hz) 116,0 160,2 123,3
6 7,47 (d; 2H; J = 8,6Hz) 129,4 123,3 160,2
7 - 123,3
8 - 127,1
9 - 138,7
10 7,27-7,37 (m; 2H) 127,4 138,7 76,6
11 7,27-7,37 (m; 2H) 127,2 138,7
12 - 134,2

4.3.3 Obtencéao de derivados da fluoxetina
4.3.3.1 Obtencéo do FLX-PCI

Conforme metodologia descrita no item 6.1 (p. 167) para obtencdo do derivado
FLX-PCI, realizou-se uma reacdo de N-alquilacdo no substrato fluoxetina. Como produto

obteve-se uma amina trisubstituida (Esquema 20) com rendimento de 26,3%.
Esquema 20. Reagdo de N-alquilagdo da fluoxetina

|
ot = e
FsC FsC

MeCN, Et3N, 90 °C

4.3.3.2 Identificagéo do derivado FLX-PCI

O espectro de RMN *H (Figura 111, p. 153) do derivado da fluoxetina FLX-PCI
(300MHz, CDCls) exp6s sinais em on 5,31 (dd; 1H; J = 8,2 e 4,9 Hz; H-6) referente a
hidrogénio ligado a carbono metinico oxigenado, em Jn 1,94-2,05 (m; 1H; H-7a), on 2,10-
2,21 (m; 1H; H-7b), em on 2,59-2,66 (m; 2H; H-8) e em on 3,38 (s; 2H; H-9) referentes a
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hidrogénios ligados a carbonos metilénicos. O sinal em 2,35 (s, 3H) é referente a hidrogénio
ligado a carbono metilico. A estrutura do anel aromatico di-substituido foi comprovada
devido a presenca dos sinais em on 7,43 (d; 2H; J = 8,6 Hz; H-3) e em 0w 6,92 (d; 2H; J = 8,5
Hz; H-4). Por fim, os sinais em Jn 7,35-7,36 (m; 5H; H-14, 15 e 16) referente a hidrogénio
ligado a carbono metinico de anel aromatico mono-substuituido.

O espectro de RMN C-BB (75 MHz, CDCIs) do FLX-PCI (Figura 112, p. 153)
apresentou 15 sinais. O sinal em dc 126,9 foi atribuido a carbono néo hidrogenado ligado a
trés atomos de flior. Ja os sinais em oc 78,2 e oc 73,7 sugestivos de carbonos néo
hidrogenados. O sinal em dc 78,5 referente a carbono metinico oxigenado. J& os sinais em dc
36,7, oc 51,9 e Jc 45,9 sugestivos de carbono metilénico e o sinal em oJc 41,8 referente a
carbono metilico. E por fim, os sinais em dc 123,0, oc 126,9, oc 116,0 e Jc 160,8 alusivos a
carbonos do anel aromatico di-substituido, e os sinais em dc 141,2, oc 126,1, dc 129,0 e Jc
128,1 indicativos de carbono de anel aroméatico mono-substituido. A comparacao do espectro
de RMN *C-DEPT 135° (Figura 113, p. 154) com o espectro de RMN 3C-BB mostrou a
presenca de seis carbonos nao hidrogenados (C), seis carbonos metinicos (CH), trés carbonos
metilénicos (CH.) e um sinal para carbono metilico (CHs).

O espectro de correlagdo heteronuclear *H x *C-HSQC de FLX-PCI (Figura 114,
p. 154) apresentou as devidas correlagBes entre os &tomos de hidrogénio aos seus respectivos
atomos de carbono, as quais estéo descritas na Tabela 20, p. 157.

O espectro de correlagdo heteronuclear a longa distancia *H x *C - HMBC
(Figura 115, p. 155) de FLX-PCI mostrou as correlacbes dos hidrogénios em Jn 2,10-2,21
com o carbono dc 78,5 (2J), do hidrogénio em Jn 1,94-2,05 com o carbono éc 51,9 (3J), do
hidrogénio em 61 2,35 com os carbonos dc 45,9 (3J) e 6¢ 51,9 (3J). Ja o hidrogénio em 6 2,59-
2,66 faz correlagdes com os carbonos em oc 45,9 (3J), oc 41,8 (3J) e oc 36,7 (3J). Mostrou
ainda as correlagBes entre o hidrogénio em o 3,38 com os carbonos dc 51,9 (3J) e on 73,7 (),
o hidrogénio em 6n 5,31 com os carbonos éc 36,7 (3J), oc 51,9 (3J) e oc 126,1 (3J). A
determinacdo do carbono em dc 123,0 (3J) s6 foi possivel devido a sua correlagio com o
hidrogénio em 61 6,92. E por fim, a correlagdo entre o hidrogénio em 61 7,43 com o carbono
dc 160,8 (3J), conforme a Figura 116, p. 155.

No espectro de correlagdo homonuclear *H-'H-COSY (Figura 117, p. 156) foram
visualizados o acoplamento do hidrogénio em oJn 5,31 com o sinal em o4 2,10-2,21,
acoplamento do hidrogénio em Jn 3,38 com um sinal em on 2,10-2,21 e 0 acoplamento do

hidrogénio em Jn 7,43 com o sinal em on 6,92.
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A andlise dos dados espectrométricos permitiu sugerir para FLX-PCI a estrutura
quimica do N-metil-N-(3-fenil-3-(4-(trifluorometil)fenoxi)propil)prop-2-in-1-amina (Figura

118, p. 156), sendo a mesma inédito na literatura.

Figura 111. Espectro de RMN 1H do Pr-FLX2 (300 MHz, CDCls).

10w oo s a
2% aERa

2= @ = P
| 25 €33 EX T

VY V% V ENYANN >

CEEME

Figura 112. Espectro de RMN *3C-BB (75MHz, CDCl3) do FLX-PCI.
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Figura 113. Espectro de RMN 13C - DEPT 135° (75MHz, CDCI3) do FLX-
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Figura 114. Espectro de RMN 2D HSQC (300 MHz, CDCls) do FLX-PCI.
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Figura 115. Espectro de RMN 2D HMBC (300 MHz, CDCls) do FLX-PCI.
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Figura 116. CorrelagGes heteronuclear do espectro de RMN *H x **C-HMBC.
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Figura 117. Espectro de RMN 2D COSY (300 MHz, CDCI3) do FLX-PCI.
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Figura 118. Estrutura quimica do FLX-PCI.
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9

10
11
12

13
14
15
16

FLX-PCI
HSQC

OH oc
- 126,9
- 123,0
7,43 (d; 2H; J = 8,6 Hz) 126,9
6,92 (d; 1H; J = 8,5 Hz) 116,0
- 160,8

5,31 (dd; 1H; J=8,2e 4,9 Hz) 78,5
a. 1,94-2,05 (m; 1H) 36,7

b. 2,10-2,21 (m; 1H)

2,59-2,66 (m; 2H) 51,9

3,38 (s; 2H) 45,9

- 78,2

- 73,7

2,35 (s; 3H) 41,8
- 141,2
7,35-7,36 (m; 2H) 126,1
7,35-7,36 (m; 2H) 129,0
7,35-7,36 (m; 1H) 128,1
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Tabela 20. Dados de RMN *H e 3C do FLX-PCI (300/75 MHz, CDCls).

4.3.3.3. Obtencéo do FLX-Be

HMBC
2J 3

160,8
123,0

51,9
126,1

51,9

78,5

36,7 45,9
41,8
51,9
73,7

45,9
51,9

Conforme metodologia descrita no item 6.2 (p. 167) para obtencdo do FLX-Be,

onde realizou-se uma reagdo de N-alquilagéo, utilizando como reagente brometo de benzila

(Esquema 21). O produto N-benzil-N-metil-3-fenil-3-(4-(trifluorometil)fenoxi)propan-1-

amina foi obtido com rendimento de 31,2%.

Esquema 21. Reacdo de N-alquilagdo da fluoxetina com cloreto de benzila.
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4.3.3.4 Identificagé@o do derivado FLX-Be

O espectro de RMN H de FLX-Be (Figura 119, p. 159) mostrou quatro sinais

caracteristicos de hidrogénios ligados a anéis aromaticos em 6 7,43 (d;1H; J = 9,0 Hz; H-3),
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oH 6,87 (d; 1H; J = 9,0 Hz; H-4), 6n 7,24-7,27 (m; 5H; H-11, 12 e 13) e 61 7,32-7,33 (m; 5H;
H-16, 17 e 18). Um hidrogénio ligado a carbono oxigenado em 6n 5,35 (m; 2H; H-6), além de
outro sinal em 6w 2,28 (s; 3H; H-14) caracteristico de hidrogénio de carbono metilico. Por
fim, cinco sinais de hidrogénios de carbonos metilénicos em 64 2,05-2,10 (m; 1H; H-7a), on
2,18-2,25 (m; 1H; H-7b), 81 2,50-2,54 (m; 1H; H-8a), 8n 2,64-2,71 (m; 1H; H-8b) e &y 3,55
(9; 2H; J =9,0 Hz; H-9).

O espectro de RMN **C-BB (Figura 120, p. 159) apresentou 17 sinais, sendo um
referente a grupamento metila em S¢c 36,8 e um carbono sp* oxigenado em &¢c 78,4. Varios
sinais de carbonos aromaticos foram observados na regido de ¢ 116,0 - dc 161,0. Também
foram observados sinais em §c 126,9 referente a carbono sp? trifluorado e os sinais em &¢c
29,9, 53,4 e 62,7 atribuidos a carbonos metilénicos, sendo os dois ultimos carbonos
nitrogenados. A comparacdo do espectro de RMN-JMOD (Figura 121, p. 160) com o
espectro RMN 13C-BB mostrou a presenca de cinco carbonos ndo hidrogenados (C), nove
carbonos metinicos (CH), trés carbonos metilénicos (CH2) e um carbono metilico (CHs).

O espectro de correlacdo heteronuclear *H x *C-HSQC (Figura 122, p. 160) do
FLX-Be permitiu o assinalamento de todos os hidrogénios aos seus respectivos carbonos
(Tabela 21, p. 162). O espectro RMN de 'H x ¥*C-HMBC (Figura 123, p. 161) de FLX-Be
permitiu atribuir todas as correlaces a duas (2J) e trés (3J) ligacdes, conforme mostra a Figura
124 (p. 161) e a Tabela 21, p. 162.

A analise dos dados espectrométricos permitiu sugerir para FLX-Be a estrutura
qguimica do N-benzil-N-metil-3-fenil-3-(4-(trifluorometil)fenoxi)propan-1-amina (Figura 125,

p. 161), sendo 0 mesma inédita na literatura.
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Figura 119. Espectro de RMN *H (300MHz, CDCl;) do FLX-Be.
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Figura 121. Espectro de RMN *3C - JIMOD (75 MHz, CDCl;) do FLX-Be.
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Figura 122. Espectro de RMN 2D HSQC (300 MHz, CDCl3) do FLX-Be.
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Figura 123. Espectro de RMN 2D HMBC (300 MHz, CDClI5) do FLX-Be.
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Figura 124. CorrelagGes heteronuclear presentes no espectro de RMN 'H x **C-HMBC.
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Tabela 21. Dados de RMN *H e 3C do FLX-Be (300/75 MHz, CDCl3).

HSQC
OH

7,43 (d; 2H; J =9,0 Hz)
6,90 (d; 2H; J=9,0 Hz)

5,35 (m; 1H)

a. 2,05-2,10 (m; 1H)
b. 2,18-2,25 (m; 1H)
a. 2,50-2,54 (m; 1H)
b. 2,64-2,71 (M;1H)

3,55 (g; 2H; J = 9,0 Hz)

7,24-7,27 (m; 2H)

7,24-7,27 (m: 2H)

7,24-7,27 (m; 1H)
2,28 (s; 3H)

7,32-7,33 (m; 2H)
7,32-7,33 (m; 2H)
7,32-7,33 (m; 1H)

4.3.3.5 Obtencédo do R-FLXH

FLX-Be

oc
126,9
122,8
127,2-129,2
116,0
161,0
78,4

29,9

53,4

62,7
139,2
127,2-129,2
127,2-129,2
127,2-129,2
36,8

141,6
126,0
127,2-129,2
127,2-129,2

2J

161,0

29,9
141,6
78,4

HMBC
3

161,0

53,4
161,0

36,8
62,7
78,4

53,4
62,7

Conforme metodologia descrita no item 6.3 (p. 167) para obtencdo do R-FLXH,

realizou-se uma reacdo de N-acilacdo, utilizando com reagente o cloreto de hexanoila.

Obteve-se a N-metil-N-(3-fenil-3-(4-(trifluorometil)fenoxi)propil)hexanamida como produto

com rendimento de 74,0% (Esquema 22).

Esquema 22. Reacdo de N-acilagdo da fluoxetina com cloreto de hexanoila.
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4.3.3.6 ldentificacao do derivado R-FLXH

O espectro de RMN *H (Figura 126, p. 164) do derivado da fluoxetina R-FLXH
(300 MHz, CDCl3) expds sinais em oy 5,19-5,24 (m; 1H; H-6) referente a hidrogénio ligado a
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carbono metinico oxigenado, em Jn 2,17-2,29 (m; 2H; H-7), on 3,54-3,66 (m; 2H; H-8), em
on 2,35 (t; 2H; J = 7,4 Hz; H-10), 01 1,56-1,69 (m; 2H; H-11) e em 6n 1,30-1,35 (m; 4H; H-12
e 13) referentes a hidrogénios ligados a carbonos metilénicos. Os sinais em on 2,96 (d; 3H; J
= 10,9 Hz; H-15) e 61 0,90-093 (m; 3H; H-14) sdo referentes a hidrogénio ligado a carbono
metilico. A estrutura do anel aromatico di-substituido foi comprovada devido a presenca dos
sinais em on 7,39-7,46 (m; 2H; H-3) e em Jn 6,90 (d; 2H; J = 8,2 Hz; H-4). Por fim, os sinais
em on 7,27-7,34 (m; 5H; H-17, 18 e 19) referentes a hidrogénios ligados a carbonos metinicos
de anel aroméatico mono-substuituido.

O espectro de RMN *C-BB (CDCl3/75 MHz) do R-FLXH (Figura 127, p. 164)
apresentou 17 linhas espectrais. O sinal em Jc 127,0 referente a carbono tri-fluorado, o sinal
em Jc 179,6 referente a carbono sp? de carbonila e o sinal em Jc 78,6 referente a carbono
metinico oxigenado. Ja os sinais em Jc 36,5, dc 45,5, oc 31,8, dc 25,0, oc 22,6 e Jc 31,4
sugestivos de carbono metilénico e os sinais dc 14,0 e dc 33,8 referentes a carbono metilico,
sendo o ultimo sinal de uma metila ligada a um atomo de nitrogénio. E por fim, os sinais em
oc 122,0, oc 129,0, oc 115,8 e Jc 160,7 indicativos de carbonos de anel aromatico di-
substituido, e os sinais em dc 140,2, oc 125,7, dc 129,0 e oc 128,1 indicativos de carbono de
anel aromatico mono-substituido. A comparacéo do espectro de RMN 3C-DEPT 135° (Figura
128, p. 165) com o espectro de RMN 13C-BB mostrou a presenga de cinco carbonos néo
hidrogenados (C), seis carbonos metinicos (CH), seis carbonos metilénicos (CH2) e dois
carbonos metilicos (CHs).

O espectro de correlagio heteronuclear *H x *C-HSQC de R-FLXH (Figura 129,
p. 165) apresentou as devidas correlagbes entre os &tomos de hidrogénio aos seus respectivos
atomos de carbono, as quais foram evidenciadas na Tabela 22, p. 168.

O espectro de correlagdo heteronuclear a longa distancia *H x **C-HMBC de R-
FLXH (Figura 130, p. 166) mostrou as correlacBes dos hidrogénios em oy 7,42 com o
carbono éc 160,7 (3J), do hidrogénio em 61 6,90 com os carbonos em Jc 160,7 (2J) e dc 122,0
(%), do hidrogénio em Jn 1,63 com os carbonos éc 179,6 (3J) e dc 22,6 (2J). Ja o hidrogénio
em Jy 2,35 faz correlagBes com o carbono em éc 179,6 (2J). Mostrou ainda as correlagdes
entre o hidrogénio em 51 2,96 com o carbono Jc 45,5 (3J) e o hidrogénio em 51 0,92 com os
carbonos dc 22,6 (3J) e oc 31,4 (3J). Essas correlaces estdo representadas na Figura 131, p.
166.

No espectro de correlagdo homonuclear H-'H-COSY (Figura 132, p. 167) foram
visualizados os acoplamentos dos hidrogénios em Jn 5,22 com o sinal em Jn 2,23, em Jn 3,60

com o sinal em dy 2,23, em dy 2,35 com o sinal em Jn 1,63, em 4 1,63 com o sinal em dn
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1,33, em on 7,39-7,46 com o sinal em Jn 6,90 e 0 acoplamento do hidrogénio em dn 1,33 com
o sinal em o1 0,92.

A andlise dos dados espectrométricos permitiu sugerir para R-FLXH a estrutura
quimica do N-metil-N-(3-fenil-3-(4-(trifluorometil)fenoxi)propil)hexanamida (Figura 133, p.

167), sendo 0 mesmo inédito na literatura.

Figura 126. Espectro de RMN 'H (300MHz, CDCl3) do R-FLXH.
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Figura 127. Espectro de RMN *C-BB (75MHz, CDCl3) do R-FLXH.

3

— 18087

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
180 170 160 160 140 130 120 110 100 20 a0 70 &0 50 40 a0 20 10  ppm




Figura 128. Espectro de RMN *C — DEPT 135° (75MHz, CDCl3) do R-FLXH.
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Figura 130. Espectro de RMN 2D HMBC (300 MHz, CDCI3) do R-FLXH
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Figura 131. CorrelagGes heteronuclear do espectro de RMN *H x **C-HMBC.

6,90

F,c” 122

(0]
N~
(007 7,39-7,46

166



Figura 132. Espectro de RMN 2D COSY (300 MHz, CDCls) do R-FLXH.
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Figura 133. Estrutura quimica do R-FLXH.
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Tabela 22. Dados de RMN *H e **C do R-FLXH (300/75 MHz, CDCls).
N-metil-N-(3-fenil-3-(4-(trifluorometil)fenoxi)propil)hexanamida

C OH dc 2] 3J
1 - 127,0

2 - 122,0

3 7,39-7,46 (m; 2H) 129,0 160,7
4 690 (d: 2H; J=82 Hz) 115,8 160,7 122,0
5 - 160,7

6 5,19-5,24 (m: 1H) 78,6

7 2,17-2,29 (m; 2H) 36,5

8 3,54-3,66 (m: 2H) 455

9 - 179,6

10 2,35 (t: 2H; J = 7,4 Hz) 31,8 179,6

11 1,56-1,69 (m: 2H) 25,0 226 179.,6
12 1,30-1,35 (m: 2H) 226

13 1,30-1,35 (m: 2H) 31,4

14 0,90-0,92 (m; 3H) 14,0 31,4 22,6
15 2,96 (d: 3H: J = 10,9 Hz) 33,8 45,5
16 - 140,2

17 7,27-7,34 (m; 2H) 125,7

18 7,27-7,34 (m; 2H) 129,0

19 7,27-7,34 (m; 1H) 128,1

4.3.4 Atividade antimicrobiana das amostras

As amostras P-FLX-1, P-FLX-2, FLX-PCI, FLX-Be e R-FLXH tiveram suas
atividades antimicrobiana avaliadas frente a uma cepa de cada bactéria da colecdo:
Staphylococcus aureus (ATCC® 6538P™), MRSA (ATCC® 65398™), uma cepa de
Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 9027™) e uma cepa de Candida albicans (ATCC®
14053™), todas pertencente a bacterioteca e micoteca do LABIMAN. Estas foram semeadas
em &gar Mueller Hilton e Sabouraud e incubadas a 35°C por 24h. As amostras na
concentracdo de 1000 pL/mL ndo mostraram atividade contra as cepas testadas.

4.4 Procedimentos experimentais

4.4.1 Cromatografia de adsorcéo

Nas cromatografias de adsor¢do em coluna foi empregado, como fase estacionaria gel

de silica 0,035-0,70 mm, 60 A, da marca Vetec®. Os comprimentos e os diametros da coluna
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variam de acordo com as quantidades das amostras e as quantidades de gel de silica
utilizados.

As andlises cromatograficas em camada delgada analitica (CCDA) foram feitas sobre
cromatofolhas de aluminio cobertas com gel de silica 60 Fzs4 da marca Merck® com espessura
de 0,2 mm e as cromatografias em camada delgada preparativa foram realizadas em placas de
vidro (20 x 20 cm) cobertas com gel de silica 250 F2s4 da marca J.T.Baker.

Os solventes utilizados como fase movel foram: hexano, acetato de etila, metanol e
cloroférmio da marca Synth® e Vetec®.

A revelacdo nas placas analiticas e preparativas foi realizada através de exposicdo a
uma lampada ultravioleta UVSL — 25 da Mineral Light®, em dois comprimentos de onda (254

e 265 nm) e imersas em solucdo de vanilina em HCIO4/EtOH.

4.4.2 Métodos espectrométricos e espectroscopicos

Ver capitulo I, item 5.2.1, p. 79.

4.4.3 Substrato

A fluoxetina foi cedida pelo Laboratério de Bioprospeccdo de Moléculas
Antimicrobianas (LABIMAN).

4.4.4 Reagentes

Os reagentes utilizados no desenvolvimento dos precursores da fluoxetina e nas

modificacdes quimicas da mesma, estdo listados a seguir com suas respectivas procedéncias:
v' Trietilamina (SIGMA - ALDRICH)

Carbonato de potassio (DINAMICA)

Boroidreto de sodio - NaBH4 (SIGMA - ALDRICH)

4-dimetilaminopiridina - DMAP (SIGMA - ALDRICH)

4-trifluormetilfenol (SIGMA - ALDRICH)

3,4’- dicloropropiofenona (SIGMA - ALDRICH)

Anidrido acético (VETEC)

3-cloropropiofenona (SIGMA - ALDRICH)

Trifenilfosfina (SIGMA - ALDRICH)

AN NN Y U N NN
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Diisopropil azodicarboxilato - DIAD (SIGMA - ALDRICH)
Hidrogenosulfato de terabutilaménio - HSTBA
Trietilamina (SIGMA - ALDRICH)

Cloreto de propargila (SIGMA - ALDRICH)

Brometo de benzila (SIGMA - ALDRICH)
4-(dimetiamino)piridina - DMAP (SIGMA — ALDRICH)
Cloreto de haxanoila (SIGMA - ALDRICH)

AN N N N N N

4.5 Sintese dos precursores da fluoxetina

4.5.1 Sintese do Pr-FLX1

4.5.1.1 Reducéo da 3-cloropropiofenona

Em um baldo de fundo redondo de 125 mL, foi adicionou 45 mL de metanol
juntamente com 834,1 mg (5 mmol) de 3-cloropropiofenona. Em seguida, o baldo foi
colocado em banho de gelo e ao mesmo foi adicionado 283,7 mg (7,5 mmol) de NaBH4 ao
meio reacional. O sistema reacional foi mantido sob agitacdo magnética e monitorado por
CCDA. O término da reagdo foi observado apds 2 horas (Li et al., 2007). O solvente foi
removido sob pressdo reduzida, ao bruto reacional foi adicionado agua e foram realizadas
particbes com acetato de etila. O produto foi purificado em cromatografia em coluna contendo
gel de silica, usando como eluente: hexano/acetato de etila (9:1). Obtendo-se um 6leo viscoso
de coloragdo amarelada, denominado 3-cloro-1fenilpropan-1-ol, com rendimento de 96,0%.

4.5.1.2 Reacao de Mitsunobu 1

Em um baldo de fundo redondo de 125 mL, adicionou-se 2,1 g (8 mmol) de
trifenilfosfina (PPh3) em 25 mL de acetonitrila seco sobre atmosfera de N.. Em seguida,
adicionou-se 1,25 mL (8 mmol) de DIAD, gota a gota, a temperatura de 0 °C por 30 min.
Depois, adicionou-se 1 mL (8 mmol) de 4-trifluormetilfenol e 500 mg (3 mmol) de 3-cloro-1-
fenilpropan-1-ol, sendo que a mistura foi agitada por 24 h a temperatura ambiente. Ao
término da reagdo, o solvente foi evaporado a pressdo reduzida e o produto bruto foi

purificado através de uma coluna cromatografica com gel de silica e eluente: 10% de acetato
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de etila em hexano. Obtendo-se um 6leo viscoso de coloragdo amarelada, denominado de 1-
(3-cloro-1-fenilpropoxi)-4-(trifluormetil)benzeno, com rendimento de 50,0%.

4.5.2 Sintese do Pr-FLX2

4.5.2.1 Redugdo da 3,4 -dicloropropiofenona

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, foi adicionou 10 mL de metanol juntamente com
250 mg (1,23 mmol) de 3,4’-dicloropropiofenona. Em seguida, o baldo foi colocado em
banho de gelo e foi adicionado 71,0 mg (1,85 mmol) de NaBH4 ao meio reacional. O sistema
reacional foi mantido sob agitacdo magnética e monitorado por CCDA. O término da reacdo
foi observado apds 2 horas (Li et al., 2007). O solvente foi removido sob pressao reduzida, a
mistura reacional foi adicionada &gua e foram realizadas particdes com acetato de etila. O
produto foi purificado em cromatografia em coluna contendo gel de silica, usando como
eluente: hexano/acetato de etila (9:1). Obtendo-se um éleo viscoso de coloracdo amarelada,

denominado 3-cloro-1-(4-clorofenil)propan-1-ol, com rendimento de 85,4%.

4.5.2.2 Reagdo de Mitsunobu 2

Em um baldo de fundo redondo de 15 mL, adicionou-se 2,1 g (8 mmol) de
trifenilfosfina (PPhs) em 5 mL de acetonitrila seco sobre atmosfera de N2. Em seguida,
adicionou-se 219 uL (1,38 mmol) de DIAD, gota a gota, a temperatura de 0 °C por 30 min.
Depois, adicionou-se 168 pL (1,38 mmol) de 4-trifluormetilfenol e 150 mg (0,53 mmol) de 3-
cloro-1-(4-clorofenil)propan-1-ol, sendo que a mistura foi agitada por 24 h a temperatura
ambiente. Ao término da reacdo, o solvente foi evaporado a pressdo reduzida e a mistura
reacional foi purificado através de uma coluna cromatografica com gel de silica e eluente:
10% de acetato de etila em hexano. Obtendo-se um o6leo viscoso de coloragdo amarelada,
denominado de 1-cloro-4-(3-cloro-1-(4-(trifluormetil)fenoxi)propil)benzeno, com rendimento

de 35,0%, o qual é de caréater inédito na literatura.

4.6 Modificacdo quimica da fluoxetina

4.6.1 Reacéo de alquilacéo da fluoxetina com cloreto de propargila (FLX-CIP)
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A reagédo ocorreu em um baldo de fundo redondo de 10 mL, no qual inicialmente foi
adicionado 60 mg (0,23 mmol) de fluoxetina e 32 pL (0,23 mmol) de trietilamina, os quais
foram mantidos sob agitacdo por 10 minutos. ApOs esse periodo foi adicionado ao meio
reacional 22,6 pL (0,25 mmol) de cloreto de propargila, a reacdo ocorreu a 90 °C, por um
periodo de 20 horas. O solvente foi removido sob pressdo reduzida, o bruto reacional foi
purificado em cromatografia em coluna contendo gel de silica, usando como eluente: 10% de
metanol em CH2Cl>. Obtendo-se um 6leo viscoso de coloragdo amarelada, denominado N-
metil-N-(3-fenil-3-(4-(trifliormetil)fenoxi)propil)prop-2-in-1-amina, com rendimento de

26,3%, o0 qual é inedito na literatura.

4.6.2 Reacdo de alquilacédo da fluoxetina com brometo de benzila (FLX-Be)

A reacdo de alquilagdo ocorreu em baldo de fundo redondo de 5 mL contendo 50
mg (1,16 mmol) de fluoxetina, 22,1 mg (0,16 mmol) de K.COz em em 1,6 ml de tolueno, foi
adicionado ao meio reacional HSTBA em quantidades cataliticas, o0 mesmo ficou em agitacao
por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se 37 pL de brometo de benzila. O sistema reacional
foi mantido sob agitacdo magnética a 70 °C por 24 horas. O solvente foi removido sob pressédo
reduzida e o produto purificado em cromatografia em coluna, usando como fase moével 100%
de cloroférmio e depois 10% de metanol em cloroférmio. O produto FLX-Be foi obtido com
31,2% de rendimento.

4.6.3 Reacdo de alquilacédo da fluoxetina com cloreto de hexanoila (R-FLXH)

Em um baldo de 10 ml, adicionou-se 13,4 mg (0,11 mmol) DMAP em 2,5 mL de
CHClz e 200 pL (1,38 mmol) de cloreto de hexanoila. Em seguida, adicionou-se 70 mg (0,23
mmol) de fluoxetina e por Gltimo 32 pL (0,23 mmol) de trietilamina. A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo a temperatura ambiente, por 3 horas. Apds o término da reacdo,
adicionou-se 10 mL de CHClz, a0 mesmo foi realizado uma parti¢do liquido-liquido com
solucgéo saturada de NaHCOs3 (3 x 10 mL). O solvente foi removido sob presséo reduzida e o
produto foi purificado por cromatografia em coluna com gel de silica eluida com 100% de
CH2Cls. O rendimento do produto R-FLXH foi de 74%.
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4.7 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das substancias P-FLX-1, P-FLX-2, FLX-PCI, FLX-
Be e R-FLXH foram avaliadas no Laboratério de Bioprospeccdo de Moléculas
Antimicrobianas (LABIMAN) da UFC, sob a coordenacdo do Prof. Dr. Hélio Vitoriano
Nobre Junior.

O ensaio dos precursores da fluoxetina e de seus derivados foi realizado frente a
uma cepa de cada bactéria da colecdo: Staphylococcus aureus (ATCC® 6538P™), MRSA
(ATCC® 65398™), uma cepa de Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 9027™) e uma cepa de
Candida albicans (ATCC® 14053™), todas pertencente a bacterioteca e micoteca do
LABIMAN. Estas foram semeadas em agar Mueller Hilton e Sabouraud e incubadas a 35°C
por 24h. Os compostos mencionados foram solubilizados em Tween 80% na concentracdo de
1000 pg/mL.

Foi utilizada a técnica por disco de difusdo de acordo com os documentos M2-A8
(CLSI, 2003) e Famacopeia Brasileira 2010 com modificagdes. Utilizando o meio de cultura
agar Mueller Hilton (pH 7,0 /. 0,1) e &gar Sabouraud (pH 7,0 */-0,1). As substancias foram
testadas na concentracdo 1000 pg/mL. Para a comparacdo do padrdo do halo de inibigéo
foram utilizados discos antimicrobianos da amicacina 30ug, vancomicina 30ug, meropenen
10ug e solucéo de fluconazol 1000 pg/mL.

A partir de um cultivo de 24h das bactérias e leveduras a serem testadas, realizado
em agar Mueller Hilton e Sabouraud, foi preparada uma suspensdo de indculo inicial de
acordo com a escala 0,5 McFarland e verificada sua transmitancia em 625 nm. Em seguida,
foi realizado o ensaio por difusdo, em que foi colocado uma camada base de cada meio e,
apos a solidificacdo, foi colocada a suspensdo preparada com 0 meio e microrganismos.
Depois foram colocados cilindros de inox e, dentro de cada um deles, 150 pL de cada solucéo
contendo cada amostra sendo o ensaio realizado em triplicata. No centro de cada placa foi
colocado o disco antimicrobiano ou solugdo de fluconazol para produzirem os halos de

inibicdo padrao.

4.8 Conclusao

Neste capitulo foi descrito a sintese do precursor da fluoxetina e seu derivado

clorado, denominados Pr-FLX1 e Pr-FLX2, sendo esse ultimo inédito na literatura.
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Descreveu-se também a modificacdo estrutural da fluoxetina, obtendo-se trés derivados
denominados FLX-Be, R-FLXH e FLX-PCI, sendo os dois tltimos inéditos na literatura.
Todos os compostos tiveram suas atividades antibacterianas e antifungicas
avaliadas. No entanto, na concentracdo testada, 0s compostos ndo apresentaram atividade
frente as cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans.
Esta pesquisa contribuiu de forma relevante a literatura cientifica com a obtencéo

de trés novos compostos organicos totalmente caracterizados.



5 OBTENCAO DE DERIVADOS
SEMISSINTETICOS DO
BENZILISOTIOCIANATO
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5.1 Introducao

Cada vez mais, os produtos naturais se destacam em importantes setores
econdmicos tais como farmacéutico e agricola. Somente na industria farmacéutica, moléculas
Unicas, como o antibiotico amoxicilina (Figura 134) movimentam em torno de US$ 1 bilh&o
de dolares em vendas anuais em todo o mundo. Além disso, nos ultimos 30 anos, mais de
50% dos novos medicamentos disponiveis no mercado farmacéutico sdo oriundos de produtos
naturais e seus derivados (HILLMAN et al., 2017; Ll et al., 2018; GUO, Z., 2017).

Figura 134. Estrutura quimica do antibiético
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Do ponto de vista da inovacdo de medicamentos € melhor para a industria
farmacéutica a modificacdo estrutural de produtos naturais com atividades bioldgicas
comprovadas, do que o estudo em moléculas novas. Com isso sdo criandos novos compostos
com eficécia melhorada, através do aumento da poténcia e da seletividade, melhoramento das
propriedades fisico-quimicas, bioquimicas e farmacocinéticas, e eliminando ou reduzindo os
efeitos adversos. A modificacdo na estrutura quimica de produtos naturais pode também ser
utilizada para simplificar a complexidade na estrutura quimica das mesmas, incluindo
remocao de atomos redundantes e quiralidade, mantendo a atividade e gerando compostos
patenteaveis. A cooperacdo mutua e a interacdo entre quimicos organicos e medicinais
desempenham um papel essencial na modificacdo de produtos naturais para uso comercial
através da pesquisa e desenvolvimento de medicamentos (GUO, Z., 2017).

O benzilisotiocianato 4-[(4’-O-acetil-a-L-rhamnosiloxi)benzil]isothiocianato (1)
(Figura 136, p. 177) é um composto que apresentou diversas atividades bioldgicas
(ALMEIDA et al., 2017), sendo escolhido como substrato de partida para gerar novos
compostos. O benzilisotiocianato (1) foi isolado das flores da Moringa oleifera Lam. (Figura
135, p. 177), uma planta tropical cujos componentes séo amplamente utilizados para fins
medicinais (SANTOS et al., 2018).
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Moringa oleifera flower
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5.2 Levantamento bibliografico

5.2.1 Isotiocianatos

Os isotiocianatos sdo formados a partir dos seus precursores glicosilados
(glicosinolatos) (Figura 136/2-5), através de uma reacao realizada por acdo da mirosinase (ou
tioglicosidase), uma enzima ativada durante a ferida ou a digestdo do tecido vegetal. A
mirosinase cliva a glicose ligada ao grupo tio no glicosinolato, liberando o aglicona que se
rearranja rapidamente para formar o isotiocianato ativo (Figura 136/6-9) (WATERMAN et
al., 2014). Todos os isotiocianatos sao caracterizados pela presenca do grupo —N=C=S e séo
6timos agentes quimiopreventivos para o cancer. Um estudo anterior relatou que uma reacao
entre o carbono central eletrofilico do grupo —N=C=S com alvos nucleofilicos celulares,

seriam os responsaveis pela atividade anticancerigena dos mesmos (YEH et al., 2016).

Figura 136. Estrutura quimica dos metabdlitos secundarios da Moringa oleifera.
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Fonte: YEH et al., 2016.
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A Moringa oleifera Lam. (Figura 135, p. 177) comumente conhecida como
"arvore baqueta” ou "arvore rabano”, é uma planta bastante comum em paises tropicais e
subtropicais, usadas ha séculos na medicina popular para o tratamento de numerosas doencas
por causa de seus efeitos antimicrobianos, anti-inflamatorios, anticancer e antidiabéticos.
Numerosos artigos publicados nos Gltimos anos demonstraram amplamente seus beneficios.
Os efeitos farmacoldgicos conferidos a M. oleifera sdo devido ao seu alto teor de fitoquimicos
especificos, conhecidos como glicosinolatos (GIACOPPO et al., 2017).

O valor medicinal das sementes e das diferentes partes da Moringa oleifera tem
sido reconhecido na medicina popular para tratar varias doencas relacionadas a dor e a
inflamagdo. Varios tipos de compostos bioativos foram isolados dos frutos da Moringa
oleifera. Os frutos, em particular, foram relatados por conter compostos antitumorais e anti-
inflamatdrios do tipo glicosidio (isto é, niazirin, niazimicina, niazicina A) (Figura 137)
(CHEENPRACHA et al., 2010).

Figura 137. Compostos naturais de nitrilas e isotiocianatos com atividades antitumorais e anti-inflamatorios.
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Fonte: CHEENPRACHA et al., 2010

Os anti-inflamatdrios atualmente utilizados sdo divididos em dois grupos: 0s
agentes esteroidais e 0os ndo esteroidais. No entanto, a sua utilizacdo prolongada provoca
muitos efeitos colaterais, especialmente danos gastricos. A busca por novos compostos
bioativos mais seguros e com propriedades anti-inflamatorias mais potentes e menos toxicas,
levou ao estudo dos metabolitos secundarios de plantas medicinais comumente usada na
medicina popular para a inflamag&o. Vérias evidéncias demonstraram que drogas derivadas de
produtos naturais sdo capazes de influenciar varios mediadores da inflamagdo como: 6xido
nitrico sintase, ciclooxigenase 2, IL-1p, TNF-a e IL-10 (GIACOPPO et al., 2017).
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5.2.2 Derivados do isotiocianato

O benzil-isotiocianato (1) € um composto bioativo que contém um atomo de
enxofre na sua estrutura quimica, existente predominantemente em plantas como: Tropaeolum
mnajus L., Lepidium sativum L., Carica papaya L., Moringa oleifera Lam. e Capparis
flexuosa L. Esse composto apresentou excelente atividade antimicrobiana contra bactérias e
fungos in vitro (UPPAL et al., 2017).

Moringa oleifera Lam. (Figura 135, p. 177) é uma espécie tropical cujos
componentes sao amplamente utilizados para fins medicinais. Suas folhas, sementes, flores e
frutos produzem isotiocianatos capazes de reduzir os danos neuronais, a producdo de éxido
nitrico e a producdo de citoquinas in vitro. Este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos
farmacoldgicos e toxicoldgicos em camundongos do benzil-isotiocianato (1) de ocorréncia
natural e seus derivados (Figura 138). Os derivados 10, 11 e 12 (Figura 138) foram 0s mais
seguros entre os setes derivados testados. Eles reduziram a nocicep¢do e a inflamagéo
induzida por formalina na articulacdo temporomandibular de ratos e somente o composto 12
reduziu a hipernocicepcao induzida por serotonina. Estes resultados sugerem que as alteracdes
quimicas no benzil-isotiocianato (1) produziram derivados menos toxicos e mais eficientes na
reducdo da dor e da inflamacdo (SANTOS et al., 2018).

Figura 138. Derivados do benzil-isotiocianato

0

Acow

Acow AcO 13
eO

M

OMe 14
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Inimeros estudos elucidaram os beneficios para a saude dos compostos de
organossulfurado, conhecidos como isotiocianatos, derivados de vegetais cruciferos. Uma vez
que os isotiocianatos sdo eletrofilicos, eles podem formar prontamente conjugados com tidis,
bem como se ligar covalentemente a glutationa e a proteinas celulares, incluindo a tubulina.
Numerosos estudos relataram os beneficios dos isotiocianatos na promog¢éo da saude humana,
como sua eficacia quimiopreventiva e possivel prevencdo de doencas neurodegenerativas.
Dois dos isotiocianatos mais estudados sdo o benzil-isotiocianato (1) e o feniletil-isotiocianato
(17). Os isotiocinatos apresentam um grande potencial no tratamento do cancer, das doencas
neurodegenerativas e nas infec¢Ges bacterianas e virais (KHAMIS; HEIKKILA, 2018).

Segundo Liu et al. (2017) o benzil-isotiocianato (1) apresentou propriedades
antiproliferativas contra uma variedade de linhas celulares, incluindo hepatdcitos, linfocitos T,
fibroblastos de colon, células epiteliais cervicais, células do tubo tubular proximal renal e
células cancerigenas no colo e no reto. Além das atividades biologicas ja descritas em estudos
de diversos pesquisadores, Lee et al. (2015), relataram o estudo, no qual os isotiocianatos
foram usados em doencas cronicas degenerativas, como: doencas cardiovasculares e diabetes.
Além disso, os isotiocianatos, incluindo benzil-isotiocianato (1), feniletil-isotiocianato (17) e
sulforafano (18) tém efeitos preventivos sobre varios tipos de cancer. Além dos efeitos
preventivos, o isotiocianato pode ser usado no tratamento do mieloma, cancer de mama e
cancer de pancreas. Observou-se também que o benzil-isotiocianato (1) inibia a proliferacdo
do cancer de colon humano. O feniletil-isotiocianato (17) inibe proliferacdo de células do
adenocarcinoma gastrico humano. Além disso, descobriu-se que o sulforafano (18) (Figura
139, p. 182) apresentou um mecanismo que ataca as células do adenocarcinoma pulmonar.

Entre os derivados do isotiocianatos, o benzil-isotiocianato (1) apresentou muitas
atividades biologicas como: atividade antioxidante, anti-inflamatoria e antitumoral, sendo que
esta Gltima ja foi citada varias vezes em diversos estudos. Assim, o tratamento com benzil-
isotiocianato (1) pode ser uma estratégia terapéutica eficaz e inovadora no tratamento da
neuroinflamacédo induzida por lipopolisacarideos de E. coli (LEE et al., 2016). Foi relatado,
neste estudo, o uso de isotiocianatos nas infeccdes por Escherichia coli enterohemorrégica,
um agente patogénico humano, que pode causar intoxicagdes alimentares graves (NOWICKI
et al., 2016).

Em outro estudo, foi relatado um novo e promissor uso do benzil-isotiocianato
(1), isolado da Moringa oleifera, no tratamento da esclerose lateral amiotrofica em ratos, o
qual poderia ser um candidato a novos estudos destinados a avaliar seu possivel uso na pratica

clinica para a prevencéo ou inibicdo da progressdo da doenca (GALUPPO et al., 2015). Entre
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as doencas cronicas, o acidente vascular cerebral (AVC) representa a terceira maior causa de
mortalidade e a primeira causa de incapacitacdo na fase adulta a longo prazo. De acordo com
a Organizacdo Mundial da Saude, 15 milhdes de pessoas sofrem AVC em todo o mundo a
cada ano e destes, 5 milhdes morrem e outros 5 milhGes ficam com sequelas. O benzil-
isotiocianato (1) testado no estudo foi capaz de proteger o tecido cerebral de danos graves
induzidos por isquemia/reperfusédo (GALUPPO et al., 2015).

Em Giacoppo e colaboradores (2015) foi realizado um estudo onde fez-se uso do
benzil-isotiocianato (1) para inibir a morte das células neuronais, preservando os tecidos da
medula espinhal ap6s lesdéo em camundongos. Em conclusdo, os resultados mostraram um
efeito positivo ao uso do benzil-isotiocianato (1) no tratamento de danos na medula espinhal
de ratos, através de um mecanismo antioxidante de neuroprotecdo. Portanto, o benzil-
isotiocianato (1), pode revelar-se til no tratamento do trauma da medula espinhal.

O objetivo do estudo realizado por Galuppo e colaboradores (2014) foi avaliar o
efeito do benzil-isotiocianato (1) no tratamento da esclerose multipla, uma doenca
desmielinizante  inflamatéria com  neurodegeneracdo  caracterizada por placas
desmielinizantes, perda neuronal e axonal, em um modelo experimental. O experimento foi
realizados em ratos, nos quais foram injetados glicoproteina oligodendrocitaria de mielina que
é capaz de evocar uma resposta autoimune contra as fibras de mielina que imitam a
fisiopatogénese da esclerose multipla humana. Os resultados mostraram claramente que o
tratamento foi capaz de inibir a cascata inflamatdria que leva a uma esclerose multipla severa.
O benzil-isotiocianato (1) pode ser sugerido como um farmaco Util no tratamento ou na
prevencdo da esclerose multipla, pelo menos em associagdo com a terapia convencional atual.

Em outro estudo o benzil-isotiocianato (1) foi testado frente aos cistos de um
nematoide, denominado Heterodera glycine presente na soja, o qual afetou o
desenvolvimento, a incubacdo e a reproducdo desse nematdide. O uso de isotiocianatos em
processos bioldgicos deve agregar um valor consideravel a esses compostos como agentes de
controle de nematdides (WU et al., 2014).

As propriedades antimicrobianas dos isotiocianatos naturais encontrados em
plantas como o capuchinho (Tropaeolum majus) e o rdbano (Armoracia rusticana) e a
necessidade de novas opcdes quimioterapéuticas para o tratamento de infec¢Bes causadas por
bactérias Gram-negativas resistentes a multiplos farmacos, tais como Pseudomonas
aeruginosa, nos levou a avaliar os efeitos de trés isotiocianatos o: alil-isotiocianato (19),
benzil-isotiocianato (1) e o feniletil-isotiocianato (17) e uma mistura de isotiocianatos (Figura

139, p. 182). Todos os isotiocianatos testado apresentaram atividade contra a cepa
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Pseudomonas aeruginosa. O tratamento de bactérias com feniletil-isotiocianato (17) e com a
mistura de isotiocianatos em concentracfes abaixo da concentracdo inibioria minima (MIC)
inibiu significativamente a formacdo de biofilmes. Particularmente, a mistura de
isotiocianatos reduziu a massa do biofilme e a proliferacdo bacteriana. Os isotiocianatos
inibiram significativamente a atividade metabolica em biofilmes maduros. Combinando
isotiocianatos com meropenem aumentou sinergicamente a eficicia antimicrobiana contra os
biofilmes de Pseudomonas aeruginosa. Os isotiocianatos representam um grupo promissor de
compostos anti-infecciosos naturais com atividade contra biofilmes de Pseudomonas
aeruginosa (KAISER et al., 2017).

No presente estudo, foi investigado o potencial do benzil-isotiocianato (1) em
inibir o desenvolvimento de cancer de prostata em ratos com adenocarcinoma de prdstata.
Esses resultados indicaram que a inibicdo da progressdo do ciclo celular contribui para a
inibicdo do desenvolvimento do cancer de prostata em ratos tratados com benzil-isotiocianato
(1) (CHO et al., 2016).

Figura 139. Compostos bioativos.
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5.3. Resultados e discussao

5.3.1 Preparacéo do derivado D2

A rota sintética a que nos propusermos estudar, envolve a realizacdo de uma
reacdo de adicdo nucleofilica, utilizando como reagentes os compostos benzil-isotiocianato e
p-metoxianilina (Item 6.1, p. 206). Com obtencdo do produto sélido denominado D2, em 6

horas de reacdo, com rendimento de 86,0% (Esquema 23).

Esquema 23. Sintese do derivado D2.
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5.3.2 Preparacéo do derivado D3

O esquema reacional a que nos propusermos estudar, envolve a realizacdo de uma
reacao de adicdo nucleofilica, utilizando como reagentes os compostos benzil-isotiocianato e
ciclohexilamina (Item 6.2, p. 206). Com obtencdo de um produto solido denominado D3, em

48 horas de reagdo, com rendimento de 65,0% (Esquema 24).

Esquema 24. Sintese do derivado D3.
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5.3.3 Preparacao do derivado D4

O esquema reacional a que nos propusermos estudar, envolve a realizacdo de uma
reacao de adicdo nucleofilica, utilizando como reagentes os compostos benzil-isotiocianato e
p-fluoranilina (Item 6.3, p. 207). Com obtencdo do produto sélido denominado D4, em 12

horas de reagdo, com rendimento de 46,0% (Esquema 25).

Esquema 25. Sintese do derivado D4.
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5.3.4 Preparacéo do derivado D9

A rota sintética a que nos propusermos estudar, envolve a realizacdo de uma
reacdo de adigcdo nucleofilica, utilizando como reagentes 0os compostos benzil-isotiocianato e
2,4-dinitrofenilhidrazina (Item 6.4, p. 207). Com obtencéo do produto sélido denominado D9,
em 24 horas de reagdo, com rendimento de 63,5% (Esquema 26, p. 179).



Esquema 26. Sintese do derivado D9.
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5.4 Determinacéo estrutural dos derivados do benzil-isotiocianato

5.4.1 ldentificacdo estrutural do D2

O espectro de massas de alta resolugdo desta molécula (Figura 140), exibiu o ion

correspondente a molécula com aduto de hidrogénio [M + H]", com razdo massa/carga (m/z)

em 477,16946, o qual apontou a férmula molecular C23H29N20O7S (calculado: 476,1617/ erro: -

0,182 ppm).

Figura 140. Espectro de massas de alta resolucdo do D2.
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O espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de D2 (Figura 141, p. 185) mostra 0s
sinais em 6 5,44 (sl; 1H; H-17), 6 4,11-3,97 (m; 2H; H-2’ ¢ 3°), 6 4,90 (t; 1H; J = 9,7 Hz; H-
4’) e 6 3,83-3,75 (m; 1H; H-5") referentes aos hidrogénios do anel tetraidropirano. Os outros

sinais em & 1,10 (d; 3H; J = 6,2 Hz; H-6") referente a hidrogénios de metila ligada a esse anel

e um outro sinal em 2,08 (s; 3H; H-8”) compativel com os hidrogénios ligado a carbono a a

carbonila de éster ligada ao anel tetraidropirano. Os sinais em & 6,96 (d; 1H; J = 8,5 Hz; H-2),
67,17 (d; 2H; J = 8,5Hz; H-3 e 5) ¢ 6 6,96 (d; 1H; J = 8,5Hz; H-6) referentes a hidrogénio do

anel aromatico que ja estava presente na molécula, ja o sinal em 6 4,73 (s; 2H) ¢ compativel

com hidrogénio de carbono sp® ligado a esse anel. Os sinais em & 6,86 (d; 1H; J = 8,8 Hz; H-
2” e 6”), 7,11 (d; 3H; J = 8,8 Hz; H-3"¢ 5”) ¢ em & 3,75 (s; 3H, H-7”) sdo referentes a p-

metoxianilina introduzida na reagédo de adi¢éo nucleofilica.
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No espectro de correlagio homonuclear *H x 'H-COSY (Figura 142, p. 185)
foram visualizados alguns acoplamentos como o do hidrogénio ligado a carbono oxigenado

em o 3,83-3,75 com o sinal em o 1,10 e do hidrogénio em 6 4,90 com os hidrogénios em 6

4,11-3,97 e 3,83-3,75 (Figura 143, p. 186).

Figura 141. Espectro de RMN *H (300MHz, CDCl3) do D2.
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Figura 142. Espectro de RMN 2D COSY (300 MHz, CDClIs) do D2.
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Figura 143. Fragmento do D2 com as correlagdes homonuclear *H x *H-COSY.

O espectro de RMN *C-BB (75 MHz, CDCls) do D2 (Figura 144, p. 186)
apresentou 19 sinais. Destes, 9 encontram-se na regido de carbono sp®, sendo 6 carbonos sp®
oxigenado e um carbono sp® nitrogenado. Outros 4 sinais na regido de carbono sp? de anel
aromatico, 2 carbonos sp? oxigenado, 1 carbono sp? de carbonila de éster, 2 carbonos sp?
nitrogenado e por ultimo 1 carbono sp? de tioureia. A comparacdo do espectro RMN *C—
JMOD (Figura 145, p. 187) com o espectro de RMN *C-BB mostrou a presenca de seis
carbonos nao hidrogenados (C), nove carbonos metinicos (CH), um carbono metilénico (CHy)

e trés carbonos metilicos (CHa).

Figura 144. Espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CDCls3) do D2.
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Figura 145. Espectro de RMN *C-JMOD (75 MHz, CDCl3) do D2.
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O espectro de correlacdo heteronuclear *H x *C-HSQC (Figura 146, p. 188) do
D2 permitiu o assinalamento de todos os hidrogénios aos seus respectivos carbonos (Tabela
23, p. 190). A partir do espectro de correlagdo heteronuclear a longa distancia H x 3C-
HMBC (Figura 148, p. 189) do D2 podemos mostrar as correlagdes do hidrogénio em & 5,44
com o carbono oxigenado & 66,8 (3J) e dos hidrogénios em & 1,10 com os carbonos & 74,7 (3J)
e 66,8 (2J). Mostrou ainda a correlagio do hidrogénio em & 1,10 com os carbonos & 74,7 (3J) e
66,8 (2J), do hidrogénio em & 4,73 com o carbono & 181,1 (3J), do hidorgenio em & 3,75 com
o carbono & 159,0 (3J) e por fim do hidrogénio em & 2,08 com o carbono & 171,8 (2J), essas
correlagdes estdo representadas na Figura 147, p. 188 [Tabela 23, p. 190].

Os dados espectrométricos discutidos sdo compativeis com a estrutura quimica do
acetato de (2S,3R,4S,5R,6S)-4,5-dihidroxi-6-(4-((3-(4metoxifenil)tioureia)metil)fenoxi)-2-
metiltetrahidro-2H-piran-3-ilo (Figura 149, p. 189), a qual é inédito na literatura.
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Figura 146. Espectro de RMN 2D HSQC (300 MHz, CDClIs) do D2.
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Figura 147. CorrelagGes determinadas a partir do espectro de correlagdo heteronuclear *H x *C - HMBC.
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Figura 148. Espectro de RMN 2D HMBC (300 MHz, CDCI3) do D2.
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Figura 149. Estrutura quimica do D2.
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Tabela 23. Dados espectrais de RMN *H e 3C (300 MHz/CDCls) do D2.

C HSQC HMBC
B dc 2 3
r 5,44 (sl; 1H) 97,9 66,8
X 4,11-3,97 (m; 2H) 69,8
3 4,11-3,97 (m; 2H) 70,8
4 4,90 (t; 1H; J = 9,7 Hz) 74,7
5 3,83-3,75 (m; 1H) 66,8
3 1,10 (d; 3H; J = 6,2 Hz) 17,4 66,8 74,7
7 - 171,8
8 2,08 (s; 3H) 21,1 171,8
1 - 155,7
2/6 6,96 (d; 1H; J =8,5 Hz) 116,6
3/5 7,17 (d; 1H; J = 8,5 Hz) 128,6
4 - 128,5
7 4,73 (s; 2H) 48,6 181,1
8 - 181,1
1” - 131,3
27/6” 6,86 (d; 1H; J = 8,8 Hz) 127,7
3757 7,11(d; 1H; J=8,8 Hz) 1153
47 - 159,0
77 3,75 (s; 3H) 55,6 159,0

5.4.2 ldentificacao estrutural do D3

O espectro de massas de alta resolucdo desta molécula (Figura 150, p. 191), exibiu
o ion correspondente a molécula com aduto de hidrogénio [M-COCHs + H]*, com razédo
massa/carga (m/z) em 411,19501, o qual apontou a formula molecular C2oH31N2OsS
(calculado: 411,1948/ erro: - 0,870 ppm).
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Figura 150. Espectro de massa de alta resolugdo do D3.
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O espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) do D3 (Figura 151, p. 192) apresentou
cinco sinais referentes a hidrogénios ligados a carbono oxigenado em & 5,37 (sl; 1H), 6 3,84
(dg; 2H; J = 9.4 ¢ 3,4 Hz), § 4,00 (m; 1H), 5 3,42 (t; 1H; J = 9,5 Hz) ¢ & 3,62 (m; 1H). Um
hidrogénio de metila em & 1,18 (d; 3H; J = 6,1 Hz) ¢ um hidrogénio de metila de éster em
2,03 (s; 3H). Outros sinais em 6 6,93 (d; 2H; J = 8,5 Hz) ¢ 6 7,16 (d; 2H; J = 8,5 Hz) alusivos
a hidrogénios de anel aromatico dissubstituido. Os sinais em & 4,53 (s; 2H) ¢ 6 3,91-3,80 (m;
1H) referentes a hidrogénios ligados a carbonos nitrogenados. E por Gltimo, os sinais em &
1,89 (m; 2H), 6 1,61 (m; 2H), & 1,51 (m; 1H), & 1,06 (m; 3H) e & 1,29 (m; 2H) refrerentes a
hidrogénio de carbono metilénico sp®.

O espectro de RMN *C-BB (75 MHz, CDCls) do D3 (Figura 152, p. 192)
apresentou 15 sinais. Destes, 11 encontram-se na regido de carbono sp®, sendo 5 carbonos sp®
oxigenado e dois carbonos sp® nitrogenado. Outros 5 carbonos na regido de carbono sp?,
sendo 2 sinais na regido de carbono sp? de anel aromatico, 1 carbono sp? oxignado e por
altimo 1 carbono sp? de tioureia. Por meio, do espectro de RMN-JMOD (Figura 154, p. 194),
pode-se confimar o padrdo de hidrogenacéo dos carbonos. A comparacdo do espectro RMN
13C-JMOD (Figura 153, p. 193) com oespectro de RMN 3C-BB mostrou a presenca de trés
carbonos ndo hidrogenados (C), oito carbonos metinicos (CH), seis carbonos metilénico

(CH2) e um carbono metilico (CHs).
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Figura 151. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl5) do D3.
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Figura 152. Espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CDCl;) do D3.
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Figura 153. Espectro de RMN

13C-JMOD (75 MHz, CDClI3) do D3.
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O espectro de correlagdo heteronuclear H x *C-HSQC (Figura 154, p. 194) do
D3 permitiu o assinalamento de todos os hidrogénios aos seus respectivos carbonos (Tabela
24, p. 196). A partir do espectro de correlacdo heteronuclear & longa distancia *H x *C -
HMBC (Figura 156, p. 195) do D3 podemos mostrar as correlagdes do hidrogénio em 6 7,16
com os carbonos & 155,8 (3J) e 5 48,6 (3J). Do hidrogénio em & 6,93 com 0s carbonos & 115,8
(®J) e 8181,2. Mostrou ainda as correlagdes do hidrogénio em & 5,37 com o carbono & 155,8
(3J), do hidrogénio em & 4,53 com o carbono & 128,9 (3J), do hidrogénio em & 3,42 com o
carbono & 17,42 (3J). E por fim, do hidrogénio em & 1,18 com os carbonos & 72,3 (3J) e & 69,0
(%), do hidrogénio em & 3,42 com o carbono & 69,0 (3J) e do hidrogénio em & 5,37 como
carbono & 69,0 (3J) (Figura 155, p. 195) [Tabela 24, p. 196].

Os dados espectrométricos discutidos sao compativeis com a estrutura quimica do
acetato de (2S,3R,4S,5R,6S)-4,5-dihidroxi-6-(4-((3-(4-metoxifenil)tioureia)metil) fenoxi) -2-
metiltetrahidro-2H-piran-3-ilo (Figura 157, p. 195), a qual ¢ inédito na literatura.



Figura 154. Espectro de RMN 2D HSQC (300 MHz, CDClIs) do D3.
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Figura 155. Correlagdes determinadas a partir do espectro de correlagdo heteronuclear *H x 3C - HMBC.

Figura 156. Espectro de RMN 2D HMBC (300 MHz, CDCI3) do D3.
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Figura 157. Estrutura quimica do D3.
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Tabela 24. Dados espectrais de RMN *H e 3C do D3 (300 MHz/CDCls).
HSQC

C

19

T
3
7
5
5

2/6
3/5

5.4.3 ldentificacdo estrutural do D4

OH
5,37 (sl; 1H)

3,84 (dg; 1H; J=9,4e 3,4 Hz)

4,00 (m; 1H)
3,42 (t; 1H; J = 9,5 Hz)
3,62 (m; 1H)
1,18 (d; 3H; J = 6,1 Hz)
6,93 (d; 2H; J = 8,5 Hz)
7,16 (d; 2H; J = 8,5 Hz)

4,53 (s; 2H)
3,91-3,80 (m; 1H)
1,89 (m; 2H)
1,61 (m; 2H)

a. 1,06 (m; 1H)
b. 1,51 (m; 1H)
1,29 (m; 2H)
1,06 (m; 2H)

dc
98,2

71,3
70,6
72,8
69,0
17,4
155,8
116,7
128,9

128,5
48,6
180,3
52,8
32,7
24,6
25,4

24,6
32,7

196

HMBC
2J 3]

155,8
69,0

69,0 17,4

69,0 72,8

155,8
155,8
48,6
128,9

O espectro de massas de alta resolucdo desta molecula (Figura 158, p. 197), exibiu

0 fon correspondente a molécula com aduto de hidrogénio [M + H]", com razdo massa/carga

(m/z) em 465,14935, o qual apontou a formula molecular Cz2H26FN2O6S (calculado:
464,1417/ erro: -0,710 ppm).
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Figura 158. Espectro de massas de alta resolucdo do D4.
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O espectro de RMN H (300 MHz/CDCls) do D4 (Figura 160, p. 198) apresentou
quatro sinais referentes a hidrogénios ligados a carbono oxigenado em & 5,38 (sl; 1H), 6 3,96
(m; 2H), 6 4,86 (t; 1H; J =9,7 Hz) e 6 3,75 (dq; 1H; J = 12,3 e 6,1 Hz). Um hidrogénio de
metila em & 1,05 (d; 3H; J = 6,1 Hz) e um hidrogénio de metila de éster em & 2,03 (s; 3H).
Outros sinais em ¢ 7,00 (d; 2H; J = 8,5 Hz), 6 6,93 (d; 2H; J = 8,5 Hz) ¢ 6 7,27-7,12 (m; 4H)
indicativo a hidrogénios de anel aromatico dissubstituido. E por ultimo, o sinal em & 4,68 (s;
2H) referente a hidrogénio ligado a carbono nitrogenado.

No espectro de correlagdo homonuclear *H x *H-COSY (Figura 161, p. 198)
foram visualizados alguns acoplamentos como o do hidrogénio em & 4,86 com os sinais em o
3,96 ¢ 3,75 e do hidrogénio em & 3,75 com o hidrogénio em 6 4,11-3,97 e 3,83-3,75 (Figura
159).

Figura 159. Subestrutura do D4 com as correlagdes homonuclear *H x 1H - COSY.
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Figura 160. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCI3) do D4.
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Figura 161. Espectro de RMN 2D COSY (300 MHz, CDCls) do D4.
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O espectro de RMN 13C-BB (75 MHz, CDCls) do D4 (Figura 162) apresentou 18
sinais. Destes, 8 encontram-se na regido de carbono sp?, sendo 5 carbonos sp® oxigenado e um
carbono sp® nitrogenado. Outros 10 sinais na regido de carbono sp?, sendo 4 carbonos sp? de
anel aromatico, 1 carbono sp? de carbonila de éster, 1 carbono sp? oxigenado, 1 carbono sp?

nitrogenado, 1 carbono sp? fluorado e por ultimo 1 carbono sp? de tioureia.

Figura 162. Espectro de RMN *C-BB (75 MHz, CDCl5) do D4.
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A partir do espectro de correlagdo heteronuclear & longa distancia *H x 3C -
HMBC (Figura 163, p. 200) do D4 podemos mostrar as correlagdes do hidrogénio em & 5,38
com o carbono oxigenado & 66,8 (3J), do hidrogénio em & 4,68 com os carbonos & 129,0 (3J) e
5 181,2 (3J). Mostrou ainda a correlagdo do hidrogénio em & 2,03 com o carbono & 171,6 (2J),
do hidrogénio em § 1,05 com os carbonos em & 66,8 (2J) e & 74,5 (3J) e do hidrogénio em §
7,27-7,12 com o carbono em & 162,8-159,5 (3J) (Figura 164, p. 200) [Tabela 25, p. 202].
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Figura 163. Espectro de RMN 2D HMBC (300 MHz, CDCls) do D4.
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Os dados espectrométricos discutidos sdo compativeis com a estrutura quimica do
acetato de (2S,3R,4S,5R,65)-6-(4-((3-(4-fluorofenil)tioureia)metil)fenoxi)-4,5-dihidroxi-2-

metiltetrahidro-2H-piran-3-ilo (Figura 165), o qual € inedito na literatura.

Figura 165. Estrutura quimica do D4.




Tabela 25. Dados espectrais de RMN *H e 3C do D4 (300 MHz/CDCls).

C HSQC
OH

r 5,38 (sl; 1H)

2’ 3,96 (m; 1H)

3 3,96 (m; 1H)

4 4,86 (t; 1H; J=9,7 Hz)
5> 3,75(dg; 1H;J=12,3e 6,1 Hz)
6’ 1,05 (d; 3H; J = 6,1 Hz)
7’ -

8 2,03 (s; 3H)

1 -
2/6 7,00 (d; 2H; J =8,5 Hz)
3/5 6,93 (d; 2H; J = 8,5 Hz)
4 -

7 4,68 (s; 2H)

8 -

1” -

2”/6” 7,27-7,12 (m; 2H)
3”/5” 7,27-7,12 (m; 2H)

4 -

5.4.4 ldentificacao estrutural do D9

oc

98,0
69,5
70,6
74,5
66,8
17,3
171,6
20,8
155,7
116,6
129,0
128,5
48,3

181,2
131,3
127,5
127,4
116,7
116,4
162,8
159,5

2J

66,8

171,6

HMBC

3J
66,8

74,5

129,0
181,2

162,8
159,5
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O espectro de massas de alta resolucdo desta molecula (Figura 166, p. 203), exibiu

0 ion correspondente a molécula com aduto de hidrogénio [M + H]", com razdo massa/carga

(m/z) em 552,14001, o qual apontou a formula molecular C22H26Ns010S € 0 ion

correspondente a molécula com aduto de sédio [M + Na]*, com razdo massa/carga (m/z) em

574,12195 Daltons, o qual apontou a formula molecular CzH2sNs010SNa (calculado:

551,1322/ erro: 0 ppm).



Figura 166. Espectros de massas de alta resolucdo do D9.
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O espectro de RMN H (300 MHz/CDCls) do D9 (Figura 167, p. 204) apresentou
cinco sinais referentes a hidrogénios ligados a carbono oxigenado em 6 5,38 (sl; 1H), & 4,01
(sl; 1H), 6 3,96 (dd; 1H; J=9,7 e 3,3 Hz), 6 4,87 (t; 1H; J=9,7 Hz) € 6 3,76 (dq; 1H; J = 12,3
e 6,1 Hz). Um hidrogénio de metila em 6 1,07 (d; 3H; J = 6,1 Hz) e um hidrogénio de metila
de éster em 6 2,07 (s; 3H). Outros sinais em 6 6,93 (d; 2H; J=8,5Hz) ¢ 6 7,18 (d; 2H; J=8,5
Hz) alusivos a hidrogénios de carbonos metinicos de anel aromatico di-substituido e os sinais
em o 7,31 (d; 1H; J = 9,4 Hz), 6 8,30 (dd; 1H; J =9,4 e 2,5 Hz) ¢ 6 9,03 (d; 1H; J = 2,5 HZ)
sugestivo a hidrogénios de carbonos metinicos de anel aromatico tri-substituido. E por ultimo,

o sinal em 6 4,72 (s; 2H) referente a hidrogénio ligado a carbono metilénico nitrogenado.
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Figura 167. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl5) do D9.
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No espectro de correlagdo homonuclear *H x *H-COSY (Figura 169, p. 205)
foram visualizados alguns acoplamentos como o do hidrogénio em & 4,87 com o sinal em &
3,76, do hidrogénio em 3,76 com o sinal em 1,07, com o hidrogénio em & 5,38 com o sinal em
64,01 e do hidrogénio em 8 8,30 com o sinal em 6 7,31 (Figura 168).

Figura 168. As correlagdes homonuclear do espectro *H x 'H - COSY.
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Figura 169. Espectro de RMN 2D COSY (300 MHz, CDClIs) do D9.

O espectro de RMN *C-BB (75 MHz, CDCls) do D9 (Figura 170, p. 206)
apresentou 20 sinais. Destes, 8 encontram-se na regido de carbono sp®, sendo 5 carbonos sp®
oxigenado, um carbono sp? nitrogenado e dois carbonos de metila. Outros 12 sinais na regiéo
de carbono sp?, sendo 10 carbonos sp? de anel aromatico, 1 carbono sp? de carbonila de éster e
1 carbono sp? de tioureia. A comparacdo do espectro RMN 3C-JMOD (Figura 171, p. 206)
com oespectro de RMN *C-BB mostrou a presenca de sete carbonos ndo hidrogenados (C),
dez carbonos metinicos (CH), um carbono metilénico (CH>) e dois carbonos metilicos (CHz).

O espectro de correlagdo heteronuclear *H x *C-HSQC (Figura 172, p. 207) do
D9 permitiu o assinalamento de todos os hidrogénios aos seus respectivos carbonos (Tabela
26, p. 209). A partir do espectro de correlacdo heteronuclear a longa distancia *H x *C-
HMBC (Figura 173, p. 207) do D9 podemos mostrar as correlagdes do hidrogénio em & 4,72
com o carbono & 182,6 (3J) do grupamento tioureia, do hidrogénio em & 7,18 com o carbono &
48,3 (3J) e do hidrogénio em & 8,30 com o carbono & 145,2 (2J). Mostrou ainda as correlagdes
do hidrogénio em & 5,38 com o carbono & 66,8 (3J), do hidrogénio em & 2,07 com o carbono
em & 171,8 (3J) e do hidrogénio em & 4,87 com o carbono em & 69,5 (3J) [Figura 174, p. 208]
(Tabela 26, p. 209).
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B (75 MHz, CDCls) do D9.

Figura 170. Espectro de RMN °C-
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Figura 171. Espectro de RMN *C-JMOD (75 MHz, CDCI5) do D9.
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Figura 172. Espectro de RMN 2D HSQC (300 MHz, CDCls;) do D9.
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Figura 173. Espectro de RMN 2D HMBC (300 MHz, CDCl3) do D9.
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Figura 174. Correlagdo heteronuclear do espectro RMN *H x **C-HMBC.
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Os dados espectrométricos discutidos sdo compativeis com a estrutura quimica do
acetato de (2S,3R,4S,5R,65)-6-(4-((2-(2,4-dinitrofenil)hidrazinacarbotioamido)metil)
fenoxi)-4,5-dihidroxi-2-metiltetrahidro-2H-piran-3-ilo (Figura 175), o qual € inédito na

literatura.

Figura 175. Estrutura quimica do D9.




Tabela 26. Dados espectrais de RMN *H e **C do D9 (300 MHz, CDCly).

C

2/6
3/5

HSQC

OH
6,93 (d; 2H; J =8,5 Hz)
7,18 (d; 2H; J =8,5 Hz)

4,72 (s; 2H)
5,38 (sl; 1H)
4,01 (sl; 1H)

3,96 (dd; 1H; J=9,7 e 3,3 Hz)
4,87 (t; 1H; J=9,7 Hz)
3,76 (dg; 1H; J=12,3 e 6,1 Hz)
1,07 (d; 3H; J = 6,1 Hz)
2,07 (s; 3H)

9,03 (d; 1H; J=2,5 Hz)
8,30 (dd; 1H; J=9,4e 2,5 H2)
7,31 (d; 1H; J=9,4 Hz)

5.5 Procedimentos experimentais

5.5.1 Cromatografia de adsorcéo

oc

155,8
166,6
128,5
130,6
48,3
182,6
98,0
69,53
70,6

74,5

66,9

17,4

171,8
21,0

139,4
148,2
123,3
145,2
130,5
1155

209

HMBC
2J 3J

48,3
182,6
66,8
69,5

171,8

145,2

Nas cromatografias de adsor¢do em coluna foi empregado, como fase estacionaria

gel de silica 0,035-0,70 mm, 60 A, da marca Vetec®. Os comprimentos e os didmetros das

colunas variam de acordo com as quantidades das amostras e as quantidades de gel de silica

utilizados.

As andlises cromatograficas em camada delgada analitica (CCDA) foram feitas

sobre cromatofolhas de aluminio cobertas com gel de silica 60 Fzss da marca Merck® com
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espessura de 0,2 mm e as cromatografias em camada delgada preparativa foram realizadas em
placas de vidro (20 x 20 cm) cobertas com gel de silica 250 F2s4 da marca J.T.Baker.

Os solventes utilizados como fase mdvel foram: hexano, diclorometano e acetato
de etila.

A revelacdo nas placas analiticas e preparativas foram realizadas através de
exposicdo a uma lampada ultravioleta UVSL — 25 da Mineral Light®, em dois comprimentos

de onda (254 e 265 nm) e imersas em solucdo de vanilina em HCIO4/EtOH.

5.5.2 Métodos espectrométricos

Capitulo I, item 5.2.1, p. 79.

5.5.2.1 Espectrometria de massa (EM)

Os espectros de massa de alta resolucdo foram adquiridos em um espectrémetro
de massas Q-Exactive, Thermo Scientific, com fonte H-ESI, operando em modo positivo,
resolucdo 70.000, utilizando-se voltagem do spray 4 kV, géas de bainha 12, gas auxiliar 0,
temperatura do capilar 300°C, temperatura de gas auxiliar 350C, tube lens 55. Os erros
calculados estdo em ppm. As amostras foram diluidas em MeOH com 0,1% de acido férmico

para concentracdes de aproximadamente 100 ppm.

5.5.3 Substrato

O benzil-isotiocianato (1) foi cedido pelo Laboratério de Fitoquimica Aplicada
(LabFito).

5.5.4 Reagentes

Os reagentes utilizados no desenvolvimento dos derivados do benzil-isotiocianato
estdo listados a seguir com suas respectivas procedéncias:
v' p-metoxianilina
v' p-flGoranilina
v Ciclohexilamina
v’ 2,4-dinitrofenilhidrazina (SIGMA - ALDRICH)
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v’ Etanol (Synth)

5.6 Sintese dos derivados do benzil-isotiocianato

5.6.1 Sintese do derivado D2

Em um bal&o de fundo redondo de 15 mL, foi dissolvido 30 mg (0,085 mmol) do
benzil-isotiocianato (1) em 2 mL de etanol juntamente com 11,2 mg (0,09 mmol) de p-
metoxianilina. Em seguida, o baldo foi colocado sob refluxo a 90 °C, o sistema reacional foi
mantido sob agitacdo magnética e monitorado por CCDA. O término da reacdo foi observado
apos 6 horas (SARKIS et al., 2014). O solvente foi removido sob pressdo reduzida e o
produto foi purificado em cromatografia em coluna contendo gel de silica, usando como
eluente: diclorometano/acetato de etila (9:1) e (6:4). Obtendo-se um sélido, denominado
acetato de 4,5-dihidroxi-6-(4-((3-(4-metoxifenil)tiouréia)metil)fenoxi)-2-metiltetrahidro-2H-

piran-3-ilo, com rendimento de 86,0% e ponto de fusdo de 85,5 - 86,0°C.

5.6.2 Sintese do derivado D3

Em um bal&o de fundo redondo de 15 mL, foi dissolvido 30 mg (0,085 mmol) do
benzil-isotiocianato (1) em 2 mL de etanol juntamente com 8,4 mg (0,09 mmol) de
ciclohexilamina. Em seguida, o baldo foi colocado sob refluxo a 90 °C, o sistema reacional foi
mantido sob agitacdo magnética e monitorado por CCDA. O término da reacdo foi observado
apos 48 horas (SARKIS et al., 2014). O solvente foi removido sob pressdo reduzida e o
produto foi purificado em cromatografia em coluna contendo gel de silica, usando como
eluente: 100% acetato de etila. Obtendo-se um solido, denominado acetato de 6-(4-((3-
ciclohexiltiouréia)metil)fenoxi)-4,5-dihidroxi-2-metiltetrahidro-2H-piran-3-ilo, com

rendimento de 65,0%.

5.6.3 Sintese do derivado D4

Em um bal&o de fundo redondo de 15 mL, foi dissolvido 30 mg (0,085 mmol) do
benzil-isotiocianato (1) em 2 mL de etanol juntamente com 10 mg (0,09 mmol) de p-
fldoranilina. Em seguida, o baldo foi colocado sob refluxo a 90 °C, o sistema reacional foi

mantido sob agitagdo magnética e monitorado por CCDA. O término da reacdo foi observado
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apos 12 horas (SARKIS et al., 2014). O solvente foi removido sob pressdo reduzida e o
produto foi purificado em cromatografia em coluna contendo gel de silica, usando como
eluente: diclorometano/acetato de etila (1:1). Obtendo-se um solido incolor, denominado
acetato de 6-(4-((3-(4-fluorofenil)tiouréia)metil)fenoxi)-4,5-dihidroxi-2-metiltetrahidro-2H-
piran-3-ilo, com rendimento de 73,0% e ponto de fusdo de 92,0 — 92,5°C.

5.6.4 Sintese do derivado D9

Em um bal&o de fundo redondo de 15 mL, foi dissolvido 30 mg (0,085 mmol) do
benzil-isotiocianato (1) em 1 mL de metanol juntamente com 34 mg (0,17 mmol) 2,4-
dinitrofenilhidrazina. Em seguida, o baldo foi colocado sob refluxo a 75 °C, o sistema
reacional foi mantido sob agitacdo magnética e monitorado por CCDA. O término da reacdo
foi observado apds 24 horas. O solvente foi removido sob pressdo reduzida e o produto foi
purificado em cromatografia em coluna contendo gel de silica, usando como eluente:
diclorometano/acetato de etila (1:1) (Almeida et al., 2017). Obtendo-se um solido,
denominado acetato de (2S,3R,4S,5R,65)-6-(4-((2-(2,4-dinitrofenil)
hidrazinacarbotioamido)metil)fenoxi)-4,5-dihidroxi-2-metiltetrahidro-2H-piran-3-ilo, com
rendimento de 63,5%.

5.7 Concluséao

Neste capitulo, destacou-se a preparacdo de derivados a partir do benzil-
isotiocianato, isolado das flores da Moringa oleifera. Houve uma contribuicdo relevante a
literatura cientifica com a obtencdo de quatro novos compostos totalmente caracterizados.

Em vérios estudos foram elucidados os beneficios para a salde dos compostos de
organossulfurado, por esse motivo, a preparacdo de derivados a partir de isotiocianatos
permanece como uma area atraente, por causa da possivel melhoria das atividades biologicas

apresentadas por eles em comparacdo com o substrato de origem.
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6 CONCLUSAO GERAL
Para a realizacdo da biotransformacdo foi utilizado o potencial biocatalitico dos

fungos endofiticos da familia Botryosphaeriaceae frente ao substrato 3,12-dioxo-15,16-epoxi-
4-hidroxicleroda-13(16),14-dieno. Apos os experimentos, foi confirmado a capacidade de
biohidroxilacao e biorreducdo das enzimas presentes nos fungos N. ribis, L. gonubiensis e P.
stromaticum. Como resultado, obteve-se quatro produtos de biotransformacdo denominados
de P1, P2, P3 e P6. Apds a obtencdo dos produtos resultantes da biotransformacéo, foram
feitas duas modificacBes quimicas em P2. Essas modificacdes deram origem a dois derivados
denominados de P2(a) e P2(0). As descobertas descritas nesse estudo contribuiram de forma
relevante a literatura cientifica, pois houve a obtencdo de cinco novos compostos organicos
(P2, P3, P6, P1(a) e P2(0)). Os resultados deste estudo foram publicados no periédico MOJ
Bioorganic & Organic Chemistry, v.1, n.6, 2017.

A biotransformacéo do ibuprofeno pelo fungo endofitico N. ribis levou a obtencéo
de um derivado hidroxilado (IB-1). Além disso, foram obtidos por processo de semissintese
cinco derivados esterificados. Apesar destes derivados serem conhecidos, estes ndo possuiam
todos os dados de ressonancia magnética nuclear descritos.

Neste estudo foi descrito a sintese do precursor da fluoxetina e seu derivado
clorado, denominados Pr-FLX1 e Pr-FLX2, sendo esse ultimo inédito na literatura.
Descreveu-se também a modificacdo estrutural da fluoxetina, obtendo-se trés derivados
denominados FLX-Be, R-FLXH e FLX-PCI, sendo os dois ultimos inéditos na literatura. Esta
pesquisa contribuiu de forma relevante a literatura cientifica com a obtencdo de trés novos
compostos organicos totalmente caracterizados.

No ultimo capitulo, destacou-se a preparacdo de derivados a partir do benzil-
isotiocianato, isolado das flores da Moringa oleifera. Houve uma contribuicdo relevante a

literatura cientifica com a obtencdo de quatro novos compostos totalmente caracterizados.
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ANEXO A - CROMATOGRAMA EM CLAE DO EXTRATO DA
BIOTRANSFORMACAO DO FUNGO N. RIBIS COM O DITERPENO CLERODANO

(DC) EM COLUNA ANALITICA.
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ANEXO B - CROMATOGRAMA EM CLAE DO BRANCO DO FUNGO N. RIBIS EM
COLUNA ANALITICA.
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ANEXO C - CROMATOGRAMA EM CLAE DO EXTRATO DA
BIOTRANSFORMAGCAO DO DC PELO FUNGO N. RIBIS EM COLUNA SEMI-
PREPARATIVA.
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ANEXO D - CROMATOGRAMA EM CLAE DO EXTRATO DA
BIOTRANSFORMAGCAO DO DC PELO FUNGO P. STROMATICUM.
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ANEXO E - CROMATOGRAMA EM CLAE DO BRANCO DO FUNGO P.
STROMATICUM.
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ANEXO F - CROMATOGRAMA EM CLAE DO EXTRATO DA
BIOTRANSFORMAGCAO DO DC PELO FUNGO P. STROMATICUM EM COLUNA
SEMI-PREPARATIVA.
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