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RESUMO

Os polifendis sdo compostos presentes em uma diversidade de espécies
vegetais e apresentam uma variedade de atividades biolégicas relatadas. A bergenina
e a crisina sdo compostos polifendis de origem natural e tem atividade anti-
inflamatadria, antifungica, antidiabética, neuroprotetora, hepatoprotetora, antioxidante
e anticancer. O cancer é uma doenga que acomete varias populacdes ao redor no
mundo e ainda se busca novos candidatos ao seu tratamento que sejam seguros, de
baixa toxicidade e seletivos. De forma a melhorar a biodisponibilidade da bergenina e
da crisina, para a realizacdo de avaliacdo antitumoral, foram realizadas
funcionalizagdes no esqueleto desses polifendis. Os compostos 1,2,3-triazdlicos de
crisina foram sintetizados com a aplicagdo da CuAAC e, além disso, foi realizado o
estudo da amindlise da bergenina para obtencdo de benzamidas. Contudo, a
alquilacao de hidroxilas fendlicas e acilagao da unidade glicosidica da bergenina foram
os derivados mais promissores, sendo inéditos muitos dos compostos sintetizados.
Seus valores de citotoxicidade foram avaliados pelo ensaio MTT na inibicao de células
4T1 (adenocarcinoma mamario murino), B16F10 (melanoma metastatico murino) e
BHK21 (células renais de hamster) in vitro. Foram obtidos resultados promissores
para os compostos 3, 13, 14, mais seletivos para a melanoma metatastico, sendo os

compostos 13 e 14 com alto indice de seletividade.

Palavras-chave: bergenina; crisina; atividade antitumoral; derivados de bergenina;

melanoma metatastico.



ABSTRACT

Polyphenols are compounds present in a variety of plant species and have a
variety of reported biological activities. Bergenin and chrysin are naturally occurring
polyphenol  compounds  with  anti-inflammatory, antifungal, antidiabetic,
neuroprotective, hepatoprotective, antioxidant and anticancer activities. Cancer is a
disease that affects several populations around the world and new candidates for its
treatment that are safe, low toxicity and selective are still being sought. In order to
improve the bioavailability of bergenin and chrysin, for the purpose of performing
antitumoral evaluation, functionalizations were performed on the skeleton of these
polyphenols. The 1,2,3-triazole compounds of chrysin were synthesized with the
application of CUAAC and, in addition, the study of the aminolysis of bergenin to obtain
benzamides was carried out. However, the alkylation of phenolic hydroxyls and
acylation of the glycosidic unit of bergenin were the most promising derivatives, with
many of the synthesized compounds being new. Their cytotoxicity values were
evaluated by the MTT assay in the inhibition of 4T1 cells (murine mammary
adenocarcinoma), B16F 10 (murine metastatic melanoma) and BHK21 (hamster kidney
cells) in vitro. Promising results were obtained for compounds 3, 13, 14, which were
more selective for metastatic melanoma, with compounds 13 and 14 showing a high

selectivity index.

Key-words: bergenin; chrysin; antitumor activity; bergenin derivatives; metastatic

melanoma.
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1 INTRODUGAO

As moléculas sintetizadas pelos organismos vivos sempre fascinaram e
inspiraram quimicos organicos sintéticos. A partir do momento em que as habilidades
e ferramentas progrediram, os compostos escolhidos para sintese se tornaram cada
vez mais desafiadores. Muitos alvos escolhidos nos dias de hoje sdo encontrados
entre substancias naturais complexas ja relatadas, como metabdlitos secundarios
produzidos por plantas e microrganismos. Nesse sentido, muito esfor¢o tem sido
aplicado para obter quantidades, mesmo que pequenas, dessas moléculas
extraordinarias (Bozorov et al., 2019; Kolb et al., 2001; Nicolaou et al., 1996)

A estratégia de modificagao estrutural de moléculas ja descritas é amplamente
utilizada e procurada pela industria. A quimica medicinal fica a cargo de identificar,
descobrir e, muitas vezes, preparar muitos dos compostos e sistemas a serem
aplicados na industria farmacéutica (Barreiro e Fraga, 2008; Blass, 2015). Muito
conhecimento € necessario nesse aspecto, que vao desde o conhecimento basico de
fungdes quimicas até o entendimento de processos biolégicos.

Embora uma enorme quantidade de bibliotecas de compostos exista para
auxiliar no processo de busca e desenvolvimento de novos candidatos a farmacos,
ainda se fazem muitas vezes necessarias as alteragdes estruturais propostas pelo
campo da sintese e da semi-sintese. Muitos farmacos séo integralmente oriundos de
forma sintética, muitos tendo origem de fontes naturais. Para as modificagdes guiadas
com foco em uma determinada atividade bioldgica, faz -se necessario o conhecimento
da relagdo estrutura-atividade como guia (Korolkovas e Burckhalter, 1988; Barreiro e
Fraga, 2008).

A extracdo de fontes naturais, triagem e, semi-sintese de um composto ja
conhecido, o planejamento racional e o desenvolvimento do prototipo compreendem
as etapas de um projeto de desenvolvimento de farmacos. Entre os candidatos a fonte
de novos farmacos, podemos citar a bergenina e a crisina, ambos compostos de
origem natural que apresentam propriedades biolégicas promissoras segundo o0s

preceitos da quimica medicinal.



22

1.1 ATIVIDADE BIOLOGICA DE PRODUTOS NATURAIS E DERIVADOS

A descoberta de farmacos a partir de produtos naturais desempenha um papel
essencial na superagao dos desafios globais de saude. O combate as doencgas, assim
como a busca por farmacos eficazes, com minimos ou nenhum efeito colateral,
continua sendo um dos maiores desafios enfrentados pela ciéncia médica (Thomford
et al., 2018).

Doencas como diabetes, malaria, hipertensao, cancer, entre outras continuam
a afetar diversos grupos populacionais apresentando altas taxas de mortalidade. A
natureza ja desempenhou um papel crucial na descoberta de novos farmacos, alguns
exemplos notaveis de derivados de produtos naturais incluem os antibacterianos
penicilina e curcumina, os analgésicos codeina e morfina, os anticancerigenos taxol,
vincristina e vimblastina e os antimalaricos quinina e artemisinina (Figura 1). Diante
dos desafios globais de saude publica, a pesquisa e desenvolvimento de produtos
naturais continua a ser uma via promissora para a descoberta de farmacos
inovadores. (Bahar et al., 2007; Dai et al., 2022; Dhyani et al., 2022; Nathwani e Wood,
1993).

Figura 1 - Compostos de origem natural empregados na clinica médica

vimblastina 5 H oo o ° °
n =
Y A F
’ () ®
o N / HO OH
s ~° NG
penicilina G curcumina

vincristina

artemisinina morfina codeina

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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Entre as varias classes de metabdlitos secundarios com atividades biolégicas
amplamente descritas na literatura, podemos destacar os polifendlicos.

A relevancia dos compostos polifendlicos para a saude humana é
amplamente descrita da literatura, sendo esses compostos comuns em uma variedade
de alimentos e com caracteristicas quimicas relacionadas a bioatividades relatadas,
como a modulagcdo do estresse oxidativo e inflamatério, entre outras. Sao os
antioxidantes mais abundantes em nossas dietas. Juntamente com outros agentes
redutores dietéticos, como vitaminas C e E e carotenoides , atuam como protetotes
de tecidos do corpo contra o estresse oxidativo, podendo prevenir inumeras doencgas
associadas, como cancer, doengas cardiovasculares, inflamacao e outras (Bertelli et
al., 2021; Scalbert e Williamson, 2000).

Suas estruturas variam de pequenas e simples, com um unico anel
aromatico, a taninos condensados de alto peso molecular. A reatividade dos
compostos polifendlicos se deve, em parte, a acidez de seus grupos hidroxila
fendlicos, e, por outro lado, a ressonancia entre os pares de elétrons livres do oxigénio
fendlico e o anel benzénico. Essa ressonancia intensifica a deslocalizacio eletrénica,
conferindo a posi¢cao adjacente ao grupo hidroxila uma carga negativa parcial, o que
lhe atribui um carater nucleofilico.

A afinidade dos polifendis por proteinas esta relacionada principalmente ao
numero de grupos fendlicos, que atuam como os principais pontos de interacdo na
molécula. Além disso, a presenga de multiplos anéis fendlicos em uma unica molécula
facilita a formacao de ligagdes, tanto com proteinas quanto com outros polifendis.
Entretanto, observa-se uma discrepancia entre as atividades in vitro e in vivo, o que
se deve ao problema de biodisponibilidade dos polifendis que pode ser atribuida a
absorcao e ao metabolismo desses compostos (Dangles e Dufour, 2006; Williamson
e Manach, 2005).

Muitas abordagens sobre a modificagao quimica do OH fendlico hidrofilico torna
as moléculas mais hidrofobicas e aumenta sua estabilidade metabdlica no intestino.
Estudos relataram que as vantagens de diversas flavonas metoxiladas na
quimioprevengao do cancer e a estabilizagao da (-)-epigalocatequina em pH neutro
através da metilagdo (Henning et al., 2008; Walle, 2007).

A esterificagdo € outra estratégia utilizada para aumentar a absor¢céo de
polifendis, como a quercetina. Os ésteres sao hidrolisados por esterases dentro das

células, liberando as moléculas originais e atuando como pré-farmacos. No entanto, a
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abordagem principal para otimizar a absor¢do de polifendis envolve melhorar sua
estabilidade e solubilidade no meio celular e trato intestinal, o que pode ser alcangado
através de modificagdes quimicas no grupo hidroxila fendlico, efeitos de matriz, e
inibicdo de enzimas responsaveis por seu metabolismo (Bagchi et al., 2010).

Além dos estudos supracitados, muitos estudos tém empregado esforgos na
melhora da biodisponilidade e atividade biologica de compostos de origem natural
através de estratégias de modificagdo estrutural. Destarte, os polifendis podem ser
considerados alvos interessantes para o desenho e desenvolvimento de novos

candidatos a farmacos.

1.2 CRISINA: ASPECTOS ESTRUTURAIS E ATIVIDADE BIOLOGICA

Os flavondides sdo metabdlitos secundarios polifendélicos e desempenham uma
ampla importancia devido a pluralidade de bioatividades. Estes polifendis s&o
amplamente encontrados em frutas citricas e, especialmente, possuem atividade
biolégica contra uma grande variedade de virus (Badshah et al., 2021; Lee et al.,
2019). Como exemplo deste grupo, as flavonas se destacam por suas inUmeras
bioatividades, tais como ag¢des antibidticas, antifungicas, antiproliferativas, anti-

inflamatdrias, antivirais e antioxidante (Cataneo et al., 2019; Ponciano et al., 2021).

Figura 2 - Fontes naturais comuns de crisina e atividade biolégica relatada.

\

Anti-obesidade
Antialérgico
Hepatoprotetora
Neuroprotetora
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Antioxidante

crisina

Anti-inflamatério

Passiflora caerulea. L.

Fonte: Adaptado de Naz et al., 2019.
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A crisina (5,7-dihidroxi-flavona), pode ser encontrada em alimentos como o mel,
prépolis e em algumas plantas como o maracuja (Passiflora caerulea. L.) entre outras
espécies vegetais (Figura 2). E um flavonoide do grupo das flavonas cuja estrutura é
composta por 15 carbonos, consistindo de dois anéis fundidos, A e C, e um anel fenila,
B, ligado a segunda posi¢cédo do anel C, além de grupos hidroxila nas posigdes 5 e 7
do anel A (Figura 2) (Mani e Natesan, 2018; Naz et al., 2019).

Assim como outros flavonoides, a atividade biolégica da crisina € diversa
(Figura 2). Apesar dos inumeros estudos sobre as aplicagdes da crisina nas mais
diversas desordens de saude, uma em especifico nos chama a atencéao, a atividade
antitumoral.

O efeito da crisina foi investigado frente a linfocitos B de leucemia linfocita
cronica (LLC) e suas mitocondrias isoladas, onde foi observado o aumento seletivo e
importante da citotoxicidade, assim como a de espécies reativas de oxigénio
intracelular, além da apoptose de linfocitos B de LLC (Salimi et al., 2017). Outro estudo
foi realizado induzindo o cancer renal em ratos e verificando o mecanismo molecular
envolvido na atividade antitumoral quando administrada a crisina, sendo investigados
os marcadores de promogao tumoral e de inflamagao (Rehman et al., 2013). Como
resultado, ocorreu a inibicdo em todos os individuos do estudo quando ocorreu um
pré-tratamento de animais com crisina nas doses 20 e 40 mg/kg de peso corporal.
Esses resultados sugerem que a crisina atuou como um agente quimiopreventivo
eficaz inibindo a carcinogénese renal iniciada por DEN (N-nitrosodietilamina) e
promovida por Fe-NTA (nitrilotriacetato férrico) em modelo animal.

Pode-se citar ainda estudos realizados com derivados de crisina como agentes
anticancer (Figura 3). Entre os estudos estdo descritas as atividades de derivados
ativos contra o cancer de figado (Zhu et al., 2014), pele (Liu et al., 2013), estdbmago
(Luan et al., 2020; Zheng et al., 2003), colorretal (Zheng et al., 2003), pulmao, mama,
mesotioma maligno e leucemia mieldide (Omonga et al., 2021).

Além dos trabalhos supracitados, destaca-se o potencial de derivados
benzimidazodlicos de crisina como agentes anticancer frente a linhagem de células de
carcinoma de estdmago anterior de camundongo MFC. Os resultados deste trabalho
mostraram que um dos compostos induziu a apoptose de células MFC de forma dose-
dependente e fez com que o ciclo celular fosse interrompido na fase G0/G1, além dos
estudos in vivo em camundongos que confirmaram seu potencial (Wang et al., 2018).

Ja derivados benzotiazdlicos de crisina foram examinados quanto agentes
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antitumorais in vitro de trés linhagens celulares consistindo de HeLa (cancer cervical),
CaSki (cancer cervical) e SK-OV-3 (cancer ovariano), e mostraram potencial como

agentes anticancer cervical (Mistry et al., 2015).

Figura 3 - Compostos derivados de crisina como agentes anticancer.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

1.3 BERGENINA: ASPECTOS ESTRUTURAIS E ATIVIDADE BIOLOGICA

A bergenina, também chamada bergenita, cuscutina, acido arsidico B, € uma
isocumarina isolada de uma variedade de espécies vegetais (Figura 4), cujo nome
deriva de uma de suas fontes, a Bergenia crassifolia L.. A maioria das plantas das
quais foi isolada sdo de origem asiatica, entretanto, no Brasil foi relatada na espécie
Endopleura uchi, estando seus exemplares encontrados em sua maioria na Amazodnia
(Bajracharya, 2015; Salimo et al., 2023).

A estrutura da bergenina (Figura 5) € composta por trés anéis de seis membros,
sendo um anel aromatico (A), um anel de o&-lactona anelado (B) e um anel
glicopiranose (C) que exibe pequena diferenciacdo de uma cadeira ideal. Em sua
estrutura € possivel observar ligagdes hidrogénio intramoleculares e intermoleculares,

que formam uma grande rede de ligagdes no cristal (Rastogi, 2008).
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Figura 4 - Varias fontes vegetais de bergenina.
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Fonte: Mehta et al., 2022.

Entre as atividades biologicas relatadas (Figura 5) podemos destacar a
atividade antifungica (da Silva et al., 2009; Raj et al., 2012), anti-inflamatdria, (Gao et
al., 2015; Nunomura et al., 2009), antioxidante (de Oliveira et al., 2017; Nazir et al.,
2011), neuprotetora (Barai et al., 2019; Ji et al., 2019) e a anticancer (Gan et al., 2023;
Liu et al., 2021; Shi et al., 2019).

A atividade antitumoral da bergenina ha muito tem sido estudada, atuando
principalmente como um pré-oxidante, mas o que tem chamado a atencédo pelos
resultados promissores como candidatos a novos agentes antitumorais sdo seus
derivados sintéticos.

Pavan Kumar e colaboradores (2019) reportaram a sintese e avaliagao de série
de derivados de bergenina 1,2,3-triazélicos contra uma variedade de células
cancerigenas (Figura 5). Varios desses derivados apresentaram atividade superior ao
composto de origem com especial atividade do composto 4j, que demonstrou
atividade contra linhagens de células A-549 (cancer de pulméo) e HelLa (cancer
cervical humano) com valores de ICs0 de 1,86 e 1,33 uM, respectivamente,

apresentando valores semelhantes ao controle positivo doxorrubicina.
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Figura 5 - Estrutura quimica da bergenina, algumas atividades bioldgicas relatadas e
derivados com atividade antitumoral.

Antioxidante

Anti- OH Anticancer
inflamatdria

Antiflingica Neuroprotetora

5 " 7a:r= 2,
" Cancer de pulméo e cervical - .
4] 5 Cancer de esofago o

Pavan Kumar (2019) Yang et al., (2015) Leucemia mieloide
Cancer gastrico e de prostata Liu et al., (2014)
Yan et al., (2014)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Em outro estudo com derivados triazélicos de bergenina (Yang et al., 2015),
suas atividades antitumorais foram avaliadas contra EC9706 (cancer de eséfago),
MGC803 (cancer gastrico) e B16 (melanoma) in vitro. Varios compostos mostraram
potente atividade antitumoral, especialmente o composto 5 (Figura 5) com valor de
ICso reduzido para 6,28 umol L' contra EC970.

Esteres de bergenina modificados em 3-, 4- e/ ou 11-tri-hidroxi foram
sintetizados por Yan e colaboradores (2014) e avaliados quanto a sua atividade
citotdoxica in vitro. Seus valores de citotoxicidade foram avaliados na inibicdo de
células DU-145 (cancer de prostata) e BGC-823 (cancer gastrico humano) in vitro.

Varios derivados de bergenina tri- e dissubstituidos exibiram maior atividade citotdxica
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que a bergenina, com valores significativos para os compostos 5a e 7a (Figura 5),
para ambas as linhagens celulares.

Liu e colaboradores (2014) descreveram as atividades antitumorais de varios
derivados da bergenina modificados principalmente no grupo hidroxila primario, contra
duas linhagens celulares de leucemia mieléide. Os analogos 11 e 13 (Figura 5)
mostraram as melhores atividades antitumorias para ambas as linhagens K562 e
HLG0.

Os efeitos anticancer da bergenina e derivados sao principalmente devidos a
indugdo de apoptose e parada do ciclo celular na fase GO0/G1; inibicdo da
polimerizagao da tubulina e parada prolongada do ciclo celular em G2/M; e a geragao
de estresse oxidativo. A parada ou interrupgao do ciclo celular impede que a célula
cancerigena se desenvolva em tumores e se espalhe para outras do organismo, por
isso alguns farmacos anticancer podem interromper a evolugédo das células de uma
fase do ciclo celular para outra, visando proteinas especificas, levando ao acumulo de
células cancerigenas em um estagio particular (Pavan Kumar et al., 2019; Shi et al.,
2019). Por este motivo, neste trabalho serao exploradas as interagdes entre derivados

sintetizados e algumas enzimas marcadoras mitoticas.

1.4 CLICK CHEMISTRY: Cicloadi¢ao azida-alcino e a preparagao de 1,2,3-triazois

O termo “Click chemistry” foi introduzido por Karl Barry Sharpless em 2001 para
descrever reagdes que apresentam amplo escopo, altos rendimentos, cujos produtos
possam ser facilmente removidos, estereoespecificas, que utilizam solventes
benignos e facilmente removiveis e que sejam de simples execugao. Com isso, varios
tipos de reagdes foram identificadas de acordo com essas caracteristicas, como
adicoes a ligagbes multiplas carbono-carbono e reagdes de cicloadicdo. Com o
advento da “click chemistry”, os 1,2,3-triaz6is vém ganhando espago em diversas
areas, tais como biologia molecular, descoberta de novos farmacos e ciéncia de
materiais e até mesmo como blocos de construcéo de interesse industrial (Kolb e
Sharpless, 2003).

Os compostos triazolicos apresentam uma estrutura heterociclica que € um
anel de cinco membros, com trés nitrogénios no anel. Os triazéis s&o subclassificados
como vicinais (1,2,3-triazéis) ou como triazéis simétricos (1,2,4-triazéis). Devido as

descobertas mais recentes de métodos de obtencdo mais eficientes e de diversas
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atividades biol6gicas e aplicagdes para 1,2,3-triazois, este interesse relativo vem
aumentando (Ferreira et al., 2010; Da Silva et al., 2014)

As rotas sintéticas existentes para preparagao de 1,2,3-triazdis usualmente
sao eficientes, envolvendo a utilizacdo de reagentes sem grande complexidade. Ja
fora relatada a possibilidade de obtengédo de triazdis funcionalizados com uma grande
variedade de substituintes e possuindo diversos padrdes estruturais (mono-, bis- e
poli-ciclicos). Os 1,2,3-triazbis séo heterociclos de grande importancia, essa unidade
esta presente em moléculas atividade bioldgica diversificada (Figura 6) como HIV,
cancer e Alzheimer e Parkinson (Bozorov et al., 2019; Luan et al., 2020; El Malah et
al., 2020; Melo et al., 2006).

Em relagdo as caracteristicas, suas principais propriedades fisico-quimicas
lhes conferem versatilidade devido a alta capacidade de ligacdo de hidrogénio,
comportamento como unidades de ligacdo rigida e estabilidade metabdlica.
Adicionalmente, os triazois sdo considerados bioisésteros de amidas, assim podem
ser utilizados como “substitutos” de peptideos como farmacos, uma vez que
apresentam melhores biodisponibilidades e maiores resisténcias a degradacgao

enzimatica (Agouram et al., 2021; Bozorov et al., 2019).

Figura 6 - Bioatividade de 1,2,3-triazdois obtidos por Reagéao “Click’.

R 3+— N3} + Ry —=— R;

[ L Reagio “Click”

i Anticarcinogénicos R : Antileishimanicidas
2 L E

 Antimicrobianos RHN)?,& : Antivirais

. ' |

 Antituberculose l N= . Antidiabéticos

! | 1,2,3-Triazois |

I e |

! Antimalaricos 1 ' Neuroprotetores

l R1 e R2 podem ser- H, grupos retiradores e doadores de elétrons, arila, (hetero)arila e outros. l

Fonte: Bozorov et al., 2019.

De um modo geral, a reagao ocorre a partir de uma cicloadigao regiosseletiva
de azida-alcino catalisada por cobre (CUAAC) na qual o catalisador ativo de Cu(l) é

gerado in situ a partir de sais de Cu(ll) (como CuSO4), usando ascorbato de sddio
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como reagente redutor (Koroniak-Szejn et al., 2019) (Esquema 1). Além disso,
adicionando uma quantidade excessiva de ascorbato de sodio, a formacido de

produtos de homoacoplamento oxidativo pode ser evitada no estagio final da reagao.
Esquema 1 - Rota sintética para 1,2,3-triazéis.

3

3
N 4 N 4
2//3\ T I e T o 11() 2/ \g
N <«——— 1 R-N; + —]/ Ry ' —m > N
N\, 75 R, ' ' N\, 5

1N I | 1N
| |
R R

1,2,3-triazol 1,5 regioisémero A 1,2,3-triazol 1,4 regioisémero

/ﬁ N\ §_§
2// 2// 30 1-1
N\js\m + N\ \5 razao 1:
N
|
R
Fonte: Bozorov et al., 2019.

A reacao deve ser modular, ampla em escopo, fornecer rendimentos altos,
gerar apenas subprodutos inofensivos que podem ser removidos por métodos néo
cromatograficos e ser estereoespecifica (mas ndo necessariamente enantiosseletiva).
As caracteristicas de processo necessarias incluem condigdes de reagao simples
(idealmente, o processo deve ser insensivel ao oxigénio e a agua), requerer materiais
de partida e reagentes prontamente disponiveis, dispensar o uso de solvente ou
necessitar apenas de um solvente que seja benigno (como agua) ou facilmente
removido e isolamento simples do produto. A purificacdo, se necessaria, deve ser por
métodos ndo cromatograficos, como cristalizagdo ou destilagao, e o produto deve ser
estavel em condicdes fisioldgicas. Esses processos prosseguem rapidamente até a
conclusdo e também tendem a ser altamente seletivos para um unico produto (Bahsis
et al., 2019; Jiang et al., 2011; El Malah et al., 2020).

Com o advento da “click chemistry”, laureada em 2022 com o prémio Nobel de
quimica, os 1,2,3-triazdis vém ganhando espag¢o em diversas areas, tais como biologia
molecular, descoberta de novos farmacos, ciéncia de materiais e até mesmo como

blocos de construcao de interesse industrial (Kolb e Sharpless, 2003).
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Estudos afirmam que seu mecanismo utiliza dois atomos de cobre
quimicamente equivalentes (Figura 7). Primeiramente ocorre a interagdo entre o alcino
e primeira espécie de cobre, apos a formagdo do complexo cobre-alcino ocorre a
participacdo do segundo cobre, levando a formacédo do complexo binuclear. Este
complexo binuclear se coordena a azida orgénica favorecendo o ataque nucleofilico
do carbono do acetileno a um dos nitrogénios da azida, seguido com uma interagao
do par de elétrons nao-ligantes do nitrogénio com o orbital antiligante do carbono do
acetileno, formando a triazolida cuprosa; ocorre entdo a segunda ligacdo C-N,
completando o processo de formagao do ciclo. Ocorre entdo a protonacdo do
intermediario gerando o produto 1,4-disubstituido e a recuperagédo de Cu(l) ao ciclo

catalitico.

Figura 7 - Ciclo catalitico proposto para o CuUAAC.
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; ®_NO
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=3 \‘|: ;'f
[Cu] Rl——=——|Cu)?

Fonte: Worrell et al., 2013.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo geral planejar, sintetizar e caracterizar
compostos derivados dos polifendis bergenina e crisina (Figura 8), que apresentem
propriedades fisico-quimicas distintas e avaliar suas atividades antitumorais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) sintese e caracterizagcdo de derivados alquilados de bergenina pela
alquilagao das hidroxilas fendlicas;

b) sintese e caracterizacdo de ésteres lipofilicos de bergenina através da
esterificacao das posicoes C-3, C-4 e C-11;

c) utilizacdo de amindlise empregando aminas alifaticas para a obtencéo e
caracterizagao de diferentes amidas do anel lactonico B da bergenina;

d) sintese e caracterizagdo da amina primaria de bergenina na posi¢ado C-11
pela substituicdo da hidroxila primaria do anel C pelo grupo amino;

e) sintese e caracterizagdo de derivados alquilados de crisina através da
alquilacao da hidroxila em C-7;

f) sintese e caracterizacdo de ésteres lipofilicos de crisina através da
esterificagao da posi¢ao C-7;

g) sintese e caracterizagao de derivados triazdlicos de crisina;

f) avaliagdo antitumoral dos derivados de bergenina e crisina em parceria com
a pesquisadora Profa. Dra. Heveline Silva da Universidade Federal de Minas
Gerais, UFMG;

g) estudo de ancoragem molecular de compostos derivados de bergenina em

parceria com o Prof. Dr. Hélio F. dos Santos.



Figura 8 - Estruturas dos compostos almejados neste trabalho.
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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3 PLANO DE SINTESE
3.1 DERIVADOS DE BERGENINA

Para que um farmaco alcance seu local de agao, ele precisa interagir com dois
tipos de ambientes distintos: lipofilico (como as membranas) e aquoso (como o
citoplasma). A lipofilicidade tende a aumentar conforme o comprimento de sua cadeia
alquilica, sendo um fator crucial a ser levado em conta. Isso porque ela promove uma
maior afinidade pela regido hidrofébica da bicamada lipidica, afetando,
consequentemente, a localizagdo do composto dentro da célula (Godlewska-
zytkiewicz et al., 2020; Masaki et al., 1997).

A bergenina (1) foi obtida das cascas de Endopleura uchi (Huber) Cautrec., e,
conforme metodologia previamente descrita (Shah et al., 2012), inicialmente foram
planejadas as sinteses de seus éteres mono e dialquilados (2 a 10), buscando
aumento da lipofilicidade, utilizando haletos de alquila contendo de 8 a 14 atomos de

carbono, em meio basico (Esquema 2).

Esquema 2 - Plano de Sintese dos derivados éteres de bergenina 2 a 10.

1) base

2) RX
X =Brou Cl

: R"=CgH17; R2 = H;

:R" = R? = CgHi7;
:R"=CqoH21; R2 = H;
:R'=R2 = CioH21;

= C12H25; R? = H;

:R'"=R2 = C12Hzs;
:R'"=CH29; R2 = H;
:R'" = R2 = C14Ha9;

2
3
4
5
6: R
7
8
9
10: R' = R? = benzila

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Em seguida, foram planejadas as sinteses dos derivados ésteres lipofilicos nas
hidroxilas da unidade agucar (15 a 18). Utilizando-se a bergenina, primeiramente

planejou-se a protecao das hidroxilas fendlicas pela reacdo com cloreto de benzila em
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meio basico (Esquema 3). Em seguida seria aplicada a metodologia de esterificagao
de Steglich, muito previamente utilizada em nosso grupo de pesquisa, na qual sao
empregados acidos graxos de cadeia saturada, N,N*- dicicloexilcarbodiimida (DCC) e
dimetilaminopiridina (DMAP) (Castro et al., 2012) (Esquema 3). Por fim, a desprote¢ao

das hidroxilas fendlicas por hidrogendlise.

Esquema 3 - Plano de sintese dos derivados ésteres de bergenina 15 a 18.

1) protecao
2 )CH3(CH,),COCH, DCC,DMAP  H3CO
3) desprotecéo

HO

(CH>
(CHz
(
(

6CHs
sCH3
10CH3
12CH3

CH2
CH2

A0 A0 A0
nnonon

~—~ — — —

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Foi proposta também a transformagdo da hidroxila primaria da unidade
carboidrato da bergenina em bom grupo abandonador, mesilato. Posteriormente,
seguida de azidagdo e, por fim, a redugédo do grupamento azido a amino por

hidrogenacgéao e desprotegao das hidroxilas fendlicas por hidrogendlise (Esquema 4).

Esquema 4 - Plano de sintese da amina 21 tendo como substrato a bergenina.

Protecao
Mesilacao
Azidacgao
Desprotecao

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Os derivados benzamidas apresentam uma série de atividades bioldgicas
significativas, entre elas antifungicas, anti-inflamatorias e antitumorais. Dessa forma,
e considerando o anel lactdénico presente na bergenina, propds-se a amindlise a fim
de gerar amidas 22 a 24 derivadas de bergenina com potencial atividade biolégica
(Carbonnelle et al., 2005; Suzuki et al., 2005; Sener et al., 2000; Lesimple e Bigg,
1991) (Esquema 5).

Esquema 5 - Plano de sintese das benzamidas derivadas de bergenina 22 a 24.
OH
~

RNH,
—_—

22: R = (CH2)3CHs
23: R = (CH2)sCH3
24: R = (CH2)7CHs

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

3.2 DERIVADOS DE CRISINA

A crisina utilizada neste trabalho foi adquirida comercialmente. Assim como
realizado com a bergenina, foram propostas a preparacao de éteres (Esquema 6) e
eésteres lipofilicos (Esquema 7) de crisina, com o emprego das mesmas metodologias
(Shah et al., 2012; Castro et al., 2012).

Esquema 6 - Plano de sintese dos derivados éteres de crisina 25 a 29.

1) base

Y

2) RX
X=BrouCl OH O

25: R = (CH2)7CHs

26: R = (CH2)9CH3

27: R = (CH2)11CH3

28: R = (CH2)13CH3

29.R = propargila
Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Esquema 7 - Plano de sintese dos derivados ésteres de crisina 30 a 33.

CH3(CH,),COOH
DCC, DMAP

30: (CH2
31: (CH2
32: (CH2
33: (CH2

7CHs
9CHs
11CH3
13CH3

~—~ — — —

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Foram propostas as preparagdes de triazdis de crisina utilizando o flavondide
propargilado e azidas de monossacarideos protegidos (galactose, ribose e frutose) e
alquilicas, visando a funcionalizagdo da crisina com grupos lipofilicos e hidrofilicos
conectados por triazois. A sintese dos triazéis (Esquema 8) seria realizada de acordo
com a metodologia estabelecida por Ferreira e colaboradores (2010), partindo de
alcino da crisina, azidas oxofilicas na presenga de CuSO4 e ascorbato de sédio como

catalisadores em diclorometano e agua como solventes (reagao click).

Esquema 8 - Plano de sintese de triazdis de crisina 37-39 e 45-48.

1) brometo de propargila \/K/
2) RN3, Cu(l)
R = alquila ou arila

x|

o
(o]
37:R= o 38:R= /\\ 39:R =

45:R= @ 46:R=/©)\ 47H?=/©A
H,CO
48:R=/©)\
Br

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 BERGENINA

4.1.1 OBTENCAO DA BERGENINA DAS CASCAS DE Endopleura uchi (Huber)

Cautrec.

Foram coletadas cascas de Endopleura uchi no municipio de Humaita — AM.
O material vegetal foi separado, seco em estufa de circulagdo de ar e moido em
moinho de facas para extracdo em aparelhagem Sohxlet. A extragdo se deu
sequencialmente em hexano e metanol. Somente o extrato em metanol foi utilizado
para obtencao da bergenina. Foi possivel observar a precipitacdo de solido no extrato
metandlico obtido. O sdlido foi filtrado e recristalizado em etanol. Por fim, foi feita
coluna cromatografica (Merck, 70-230mesh) utilizando diclorometano e metanol (8:2)

e obtida a bergenina em estado puro (Figura 9).

Figura 9 - Coleta e processo de obtencao dos cristais de bergenina.

;.

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Para obtengao da bergenina, partiu-se de 406,08 g de material vegetal obtendo-
se 15 g de cristais puros (3,7% de rendimento). A estrutura foi confirmada com base
na comparacgao da faixa de fusdo (232—-240 °C, Hay e Haynes, 1958) e dos espectros
de RMN de 'H e de '3C (Figuras 10 e 11) obtidos com os dados ja relatados na

literatura (Nazir et al., 2007; Nunomura et al., 2009) (Tabela 1). O espectro no
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infravermelho (1V) (Figura 12) de cristais de bergenina (solido branco) foi obtido em
um espectrofotdbmetro ATR do médulo Bruker ALPHA FTIS MB102, na regiao 4000—
400 cm™ regido. A literatura registra também dados a respeito das bandas de
absorcédo no infravermelho (FT-IR-ATR) da bergenina. Segundo De Abreu e
colaboradores (2008), o espectro da bergenina apresentou bandas 3450 cm-' e 3200
cm™ (OH), 1702 cm™' (C=0), 1612 cm-, 1528 cm', 1460 cm™' e 1375 cm™' (C-C) 1090
cm™ a 1070 cm™' (C-O). Bandas equivalentes puderam ser observadas no espectro
para o composto isolado, como 3392 cm-', 3193 cm', 1700 cm™', 1615 cm™', 1462 cm"
1. 1333 cm™ e 1093 a 992 cm™' (Figura 12), referentes aos mesmos grupamentos

identificados.

Tabela 1 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (500 MHz) e RMN de '3C (125
MHz) em DMSO-ds da bergenina.

Posicao SH(ppm) &C(ppm)
2 3,45 (m, 1H) 82,19
3 3,20 (m, 1H) 71,13
4 3,58 74,12

(ddd, 9,7;7,6; 2,1, 1H)

4a 4,00 80,22

(dd, 9,5; 10, 1H)
6 - 163,8
6a - 118,5
7,0 (s, 1H) 109,9
8,45 (s, 1H, OH) 151,4
- 141,0
10 9,75 (s, 1H, OH) 148,5
10a - 116,4
10b 4,98 (d, 10,5,1H) 72,5
11 3,88 — 3,82 (m, 1H) 61,5

3,66 (m, 1H)

12 3,97 (s, 3H, OMe) 60,2

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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Figura 10 - Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) de bergenina.
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Figura 11 - Espectro de RMN de 3C (DMSO-ds, 125 MHz) de bergenina.
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Figura 12 - Espectro no infravermelho (FT-IR-ATR) da bergenina.

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

4.1.2 SINTESE E CARACTERIZAGAO DOS DERIVADOS ETERES ALQUILADOS
DA BERGENINA (2-10)

Os derivados éteres lipofilicos de bergenina 2 a 10 (Esquema 9) foram
preparados por meio da reagao Sn2 entre grupos hidroxila fendlicos de 1 e diferentes
agentes alquilantes, como cloretos ou brometos de alquila. A reagao iniciou-se
utilizando carbonato de potassio (1,5 mol equivalente) em dimetilformamida (DMF).
Deixou-se sob agitagdo por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram
adicionados os cloretos ou brometos de alquila contendo de 8 a 14 atomos de carbono
ou cloreto de benzila (1,5 a 2 mol equivalente). A mistura reacional foi deixada de 24-
72 horas sob agitagdo de t.a. a 90°C (CASTRO et al., 2012). As reacbes foram
acompanhadas por cromatografia em camada delgada de silica (CCD).

Apos o tempo reacional, os compostos passaram por extragao liquido-liquido
com acetato de etila e agua. A fase organica evaporada e posteriormente, foram
purificados por cromatografia em coluna de silica utilizando-se hexano/ acetato de
etila (3:7).

Foram obtidos os compostos mono e dialquilados na mesma reagao para cada
haleto de alquila utilizado, apresentando rendimentos que variaram de 23 a 99%.
Devido a semelhanga estrutural, apenas uma das estruturas sera utilizada na
discussédo da elucidagao estrutural. Para os derivados monoalquilados de bergenina
sera discutida a estrutura do composto 4. Para os derivados dialquilados, sera

utilizado o composto 5.
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Esquema 9 - Sintese dos derivados éteres lipofilicos de bergenina 2 a 10.

1) K,CO3 DMF, 30 min

H,CO
2)RX, t.a.a 90°C, 24-72 h

X =BrouCl R'O

2: R'= CgH17; R?=H (31%)
3: R'=R?=CgH17 ( )
4: R'= C1oH21; R?2=H ( )
5: R'= R2 = CygH21 ( )
6: R'= C1zHas; R2 = H (37%)
7: R'=R2= Cy2Hzs ( )
8: R'= C14H29; R? = H (46%)
9: R'= R?= C14H2o ( )
10: R' = R?= Benzil ( )

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

O espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) do composto monoalquilado 4
(Figura 13) apresentou um singleto em & 8,52 referente a um hidrogénio da hidroxila
em C10, confirmado posteriormente através do mapa de contornos NOESY, sugerindo
que a hidroxila permanece inalterada na estrutura e indicando a mono substituigao
ocorrida e um singleto em & 7,09, referente ao hidrogénio aromatico H7. Foram
observados ainda os sinais do nucleo glicosidico da bergenina H10b (& 5,02, d, J =
10,5 Hz, 1H), H2 (5 4,02, m, 1H), H3 (& 3,21, m, 1H), H4 (5 3,62 — 3,55, m, 1H), H4a
(64,92, t, J=5,3 Hz, 1H), e H11 (& 3,85, ddd, J = 6,3, 4,8, 2,0 Hz, 1H; & 3,6, m, 1H);
os trés hidrogénios da metoxila como um singleto em & 3,78. Por fim, a presenca da
cadeia alifatica inserida foi evidenciada pelos sinais de hidrogénio H8 (5 4,02, qui,
2H), H9 (6 1,73, qui, 2H), H10’ (5 1,43, qui, 2H), H11" a H16’ (5 1,26, m, 12H) e H17’
(60,86, t, 3H).

No espectro de RMN de *C (DMSO-ds, 125 MHZz) (Figura 14) observam-se os
sinais referentes a cadeia carbbnica alifatica adicionada. S&o nove sinais
compreendidos entre & 31,7 e & 14,4, que se referem aos carbonos C9’, C10’, C11’,
C12,C13’,C14’, C15,C16’ e C17’. O sinal em 0 68,9 refere-se ao carbono metilénico
C8’ ligado ao oxigénio em C8. O espectro no IV do composto mostrou a existéncia de
grupo hidroxila na estrutura pela presenca da banda em 3325 cm-', caracteristica do

grupo. Também foram observadas as bandas em 2922 e 2852 cm- ', caracteristicas
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de C-H de grupos alquila, e bandas em 1470 e 721 cm™, indicando ligagdo C-H de
grupos metilénicos de cadeia longa (Figura 13).
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Figura 14 - Espectro de RMN de '3C (125 MHz, DMSO-ds) do composto 4.
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Figura 15 - Espectro no infravermelho (FT-IR-ATR) do composto monoalquilado 4.
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A duvida gerada nesta estrutura deve-se ao carbono onde ocorreu a alquilagéo.
Para a resolugéo da estrutura do composto foi realizado o experimento 2D NOESY.
Na expansdo do mapa de correlagdo 'H - '"H NOESY, para o composto 4 (Figura 16),
observa-se uma mancha de correlagéo entre os hidrogénios H7 e H8’ confirmando a

alquilagao em C8.

Figura 16 - Expans&o do mapa de correlagdo 'H - '"H NOESY para o composto 4.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Quanto ao composto dialquilado 5, o espectro de RMN de '"H (DMSO-ds, 500
MHz) (Figura 17) apresentou um singleto em & 7,31 (s, 1H) referente ao hidrogénio

aromatico H7; ndo apresentou os singletos com sinais acima de 7 ppm, o0 que sugere
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que ambas as hidroxilas aromaticas foram alquiladas; apresentou um multipleto
centrado em & 1,28 (s, 24H) referente aos hidrogénios das duas cadeias alquilicas
adicionadas (H11’ a H16’); um tripleto em & 4,03 (t, J = 6,4 Hz, 2H) e um sinal em ®
3,92 (m, 4H), referentes aos dois hidrogénios H8'. No espectro de RMN de '3C (Figura
18) observam-se dois sinais em & 70,5 e 0 68,9 referentes aos dois carbonos alquilicos
vizinhos aos oxigénios substituidos (C8’); doze sinais compreendidos entre & 30-26
referentes aos demais carbonos metilénicos da cadeia alquilica; e dois sinais em &
14,41 e & 14,43 referentes a ambos os carbonos metilicos C17’. O espectro IV do
composto mostrou a presencga de grupo hidroxila na estrutura pela presenga da banda
em 3313 cm-'. Também foram observadas as bandas intensas em 2920 e 2854 cm™",
caracteristicas de C-H de grupos alquila e bandas em 1329 e 719 cm™', indicando

ligacao C-H de grupos metilénicos de cadeia longa (Figura 19).
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Figura 19 - Espectro no infravermelho (FT-IR-ATR) do composto monoalquilado 5.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Com o intuito de realizar modificagdes estruturais restritas ao nucleo glicosidico
da bergenina, fez-se necessaria a protegao de suas hidroxilas fendlicas com a
preparagao do derivado dibenzilado 10. A utilizagdo do grupo benzila como protetor
se deu apds observacéo de trabalhos anteriores, em que esta metodologia ja havia

sido aplicada na norbergenina e fornecera bons rendimentos (Takahashi et al., 2003).
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Procedeu-se a caracterizagdo do composto 10 por RMN de 'H e de 3C e
infravermelho. No espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) (Figura 20) foi
possivel observar um multipleto centrado em & 7,43 referente aos dez hidrogénios
aromaticos dos dois grupos benzila adicionados e a um hidrogénio H7; um singleto
em 5,23 (s, 2H) referente aos hidrogénios metilénicos de um dos grupo benzila, além
de dois dupletos em & 5,06 (d, J = 11,0 Hz,1H) e & 5,02 (d, J = 10,9 Hz, 1H) que
também se referem aos hidrogénios metilénicos do outro grupo benzila; um simpleto
em O 3,82 (s, 3H) referente aos hidrogénios do grupo metoxila; os demais sinais
observados entre 8 5,59 e & 3,36, referem-se aos hidrogénios constituintes da unidade
glicosidica da bergenina.

No espectro de RMN de'3C (125 MHz, DMSO-ds) (Figura 21), observam-se dez
sinais de carbono naregiao 6 138,3 a 6 127,4 que se referem aos carbonos aromaticos
de ambos os grupos benzila, além dos sinais de carbono do nucleo isocumarinico.
Também foram observados dois sinais entre 6 75,7 e 60,9 (além dos sinais da unidade
glicosidica da bergenina) que se referem aos carbonos metilénicos dos grupos benzila
adicionados. O espectro IV do composto mostrou a presenca de grupo hidroxila na

estrutura pela presenca da banda em 3313 cm™' (Figura 22).
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Figura 21 - Espectro de RMN de '3C (125 MHz, DMSO-ds) do composto 10.
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Figura 22 - Espectro no infravermelho (FT-IR-ATR) do composto 10.
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Os rendimentos nas obtengdes de derivados éteres lipofilicos de bergenina
variaram de 23 a 99% sendo o melhor rendimento para o composto dibenzilado e o
menor rendimento para o composto dialquilado de oito carbonos 3 (8,10-dioctil-
bergenina).

Os compostos mono e di-alquilados foram preparados de forma a avaliar a

influéncia da lipofilicidade, o que por sua vez podera interferir na difusdo nas
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membranas plasmaticas celulares, fornecendo um sistema de “entrega” dos
compostos mais interessante, do ponto de vista biolégico. Em estudo anterior, Shah e
colaboradores (2012), obtiveram uma série de derivados de bergenina, entre eles o
composto 3 (derivado dialquilado com 8 C), o qual apresentou moderada atividade
anti-inflamatéria. Segundo esses autores, alguns dos derivados de bergenina
poderiam ser uma pista para inibidores potenciais de éxido nitrico (NO). As moléculas
de bergenina poderiam ionizar principalmente em ambientes fisioldgicos neutros e
alcalinos. Moléculas nao ionizadas, como os éteres, mostram-se mais lipossoluveis
nos sistemas bioldgicos o que, por sua vez, favorece a absorgéo gastrointestinal dos
compostos (Luger et al., 1996).

Considerando a formacéao dos dois produtos (mono e dialquilado) de interesse
em cada reacgao, os rendimentos poderiam ter sido melhores com a limitagao do haleto
de alquila e obtencdo apenas do composto monoalquilado ou a utilizacdo de excesso
de haleto de alquila, o que geraria o aumento da formagé&o do dialquilado. Duas
constantes de dissociagdo em metanol foram observadas para a bergenina, pKa' =
5,46 e pKa? = 5,74 (Zhou et al., 2008). A observagao dessas constantes sugere que é
dificil evitar a formacao do produto dialquilado, uma vez que os valores de pKa sao
muito proximos, sendo dificil o controle da regiosseletividade da reagao.

Em parceria com o Dr. Josefredo Pliego (UFSJ), foi realizada investigagcéo
tedrica da reagao de alquilagao. O primeiro passo da analise foi determinar os valores
de pKa dos grupos fendlicos nos carbonos 8 e 10 em DMF, que nao estao disponiveis
experimentalmente. Os valores de pKa previstos na foram 17,0 e 17,1, para 8-OH e
10-OH, respectivamente (Figura 23). Os resultados mostram que ambos os ions
fenéxido podem ser formados com uma base suficientemente forte em DMF,
sugerindo uma baixa seletividade na reac¢ao de alquilagio.

De fato, ambas as estruturas MS1Ha (8-O-monofendxido) e MS1Hb (10- O-
monofenoxido) estdo em equilibrio (Figura 23). As respectivas barreiras AG* para a
alquilagao via TS1Ha e TS1Hb s&o muito préximas, com diferenca de apenas 0,4 kcal
mol' em AG#, reafirmando uma baixa seletividade. Entretanto, a alquilagdo na posicao
8 & mais favoravel (AG* = 20,5 kcal mol'). Previmos que a temperatura ambiente a
alquilagéao em 8-O e 10-O tem uma razédo de 2:1. Os produtos formados, MS2Ha

(mono-8 O-alquil) e MS2Hb (mono-10 O-alquil), sdo termodinamicamente estaveis e
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podem sofrer uma nova desprotonacéo, com valores de pKa calculados de 18,9 e 17,5,
respectivamente.

A similaridade dos valores de pKa previstos obtidos para ambos os grupos
hidroxila poderia ser justificado pelas mesmas caracteristicas eletronicas, uma vez
que ambos apresentam a mesma tendéncia e formam ligagdes de hidrogénio com um
atomo de oxigénio vizinho. No entanto, foi observado um comportamento diferente a
medida que as espécies monoalquiladas foram geradas, com uma diminui¢do ainda
maior na acidez do 10-OH em relagéo ao 8- OH (ApKa de 1,4). O efeito eletrénico apos
a insergao de grupos doadores de elétrons afetou diretamente o ambiente quimico na
posicao 10. Isso poderia ser explicado pela estabilizagdo da base conjugada, uma vez
que a posicao 10 poderia sofrer uma repulsdo eletrébnica maior por dois atomos de

oxigénio, em comparagao a apenas um do 8-0.

Figura 23 - Perfil de energia livre (AG) para a primeira alquilagao e valores de pKa
calculados no solvente DMF. Unidades em kcal mol-', estado padrdo 1 mol L', 25 °C.
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Fonte: Dr. Josefredo Pliego (UFSJ).

Ambos os produtos MS2Ha e MS2Hb também podem ser desprotonados para

formar MS2a e MS2b e reagir via alquilagéo (Figura 24). A barreira AG* é de 20,0 kcal
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mol-! via TS2a do MS2a e de 20,6 kcal mol-! via TS2b do MS2b. Assim, enquanto a
alquilacédo do MS2b (em 8-OH) deve prosseguir rapidamente, formando o produto
dialquilado, a segunda alquilagdo do MS2a (em 10-OH) deve ocorrer mais lentamente.
Em resumo, os calculos indicam uma baixa seletividade da alquilagdo nas posi¢coes
8-OH e 10-OH, o que poderia levar a ambos os produtos mono alquilados que, por
sua vez, sofrem uma segunda alquilagdo. No entanto, o pKa mais alto de MS2Ha

(18,9) atrasa a segunda alquilagdo em 10-OH, explicando a observagao do produto
monoalquilado MS2Ha.

Figura 24 - Perfil de energia livre (AG) para a segunda alquilagdo em solvente DMF.
Unidades em kcal mol', estado padrao 1 mol L', 25 °C.
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4.1.3 ESTERES LIPOFILICOS DE BERGENINA (15-18)

Com esse objetivo, e de posse da bergenina dibenzilada, procedeu-se a
preparagao dos ésteres de bergenina. Os ésteres lipofilicos C -glicosideos foram
obtidos pela reagéo de esterificacdo de Steglich, pela condensagao do alcool primario
e dois secundarios com acidos graxos contendo 8, 10, 12 e 14 atomos de carbono,

resultando nos respectivos ésteres de acidos graxos. Foram utilizados 7 equivalentes
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de DCC, DMAP catalitico, 7 equivalentes do acido graxo de interesse em piridina
(Rezende Jr., 2014). Para as reagbes foram utilizados acidos graxos saturados
disponiveis no grupo de pesquisa. As reagdes deram-se sob agitagéo e entre 0°C até
temperatura ambiente por 24 horas (Esquema 10).

ApOs esse tempo, foi realizada a extragdo com dicloromentano e agua. A fase
organica foi evaporada e submetida a separagdo cromatografica em coluna de silica
(hexano/ acetato de etila 9:1). Os ésteres de bergenina foram obtidos e

caracterizados.

Esquema 10 - Sintese dos derivados acilados de bergenina 11-18.

CH3(CH,),COOH,
DCC,DMAP
Pi,0°C -ta., 24 h
n=6,810e 12

R
Hy; Pd/C, 20 mol%
—_—
4 bar, ta.,,6h

11: R = (CH,)sCH; (32%) 15: R= (CHp)eCH;  (54%)
12: R = (CH,)gCHj (28%) 16: R= (CH,)gCH;  (60%)
13: R= (CHp)oCH;  (42%) 17: R= (CHy)1oCH;  (61%)
14: R= (CHy);,CH;  (85%) 18: R= (CHy),CH;  (71%)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Devido a semelhancga estrutural entre os tri-ésteres apenas a caracterizagao de
11 sera utilizada na discussao da elucidacao estrutural.

No espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) (Figura 25) foi possivel observar
um singleto em & 7,59 (s, 1H) referente ao hidrogénio H7; um multipleto centrado em
0 7,42 (m, 10H), referente aos hidrogénios aromaticos das unidades benzila em C8 e
C10; e quatro multipletos centrados em & 2,32 (m, 6H), & 1,60 (m, 6H), & 1,28 (m, 24H)
e 8 0,90 (m, 9H) referentes aos hidrogénios a- carbonilicos, -carbonilicos, metilénicos
e metilicos, respectivamente, dos trés grupos ésteres adicionados.

No espectro de RMN de '3C (CDCls, 125 MHz) (Figura 26) foi possivel observar
os sinais © 173,3, 0 172,8 e 6 172,3, referentes aos trés carbonos das carbonilas de
ester adicionadas a unidade glicosidica; trés sinais em 0 34,9, & 33,9 e 0 33,8,
referentes aos trés carbonos o-carbonilicos; nove sinais entre & 31,6 e & 22,6,
referente aos carbonos metilénicos; e, por fim, um sinal em & 14,0 referente aos

carbonos metilicos. O espectro IV do composto (Figura 27) apresentou duas bandas
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em 2920 e 2852 cm™', caracteristico de ligagbes C-H de grupos alquila. Também foram

O de éster, e banda em 1265

observadas bandas em 1769 cm', caracteristicas de C

cm’, indicando ligagdo C-O também de ésteres.

Figura 25 - Espectro de RMN de 'H (CDCIs, 500 MHz) do composto 11.
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Figura 26 - Espectro de RMN de '*C (CDCls, 125 MHz) do composto 11.
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Figura 27 - Espectro no infravermelho (FT-IR-ATR) do composto 11.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Os rendimentos obtidos para os ésteres preparados ficaram entre 32% e 85%,
sendo o menor rendimento para o éster de oito carbonos (11) e o maior para o éster
com quatorze carbonos (14). Como na preparagao de éteres, o melhor rendimento foi
para o composto derivado de maior cadeia carbonica.

Os derivados ésteres podem ser clivados apés difusdo celular fornecendo um
sistema de entrega destes compostos diferenciado dos éteres lipofilicos, pois podem
ser hidrolisados em meio acido ou basico (Singh et al., 2017).

Jung e colaboradores (2011), utilizaram cloretos de acila na preparagédo dos
derivados per acilados da bergenina, compostos estruturalmente semelhantes,
obtendo de 59 a 95% de rendimentos. Esses derivados mostraram atividade anti-
inflamato6ria aumentada em relagc&o a bergenina e efeitos anti-narcéticos superiores a
morfina. Além deste, outros trabalhos relataram uma grande variedade de ésteres de
bergenina, com atividade biolégica significativa (Tiwari e Khosa, 2012; Nazir et al.,
2011; Kumar et al., 2011; Kashima e Miyazawa, 2012).

A etapa seguinte realizada foi clivagem por hidrogendlise dos grupos benzilicos
para fornecer os compostos 15 a 18, bergenina funcionalizada com cadeias de acidos
graxos ligadas ao C—glicosideo. A reagao ocorreu em alta pressédo de gas hidrogénio
(4 bar) combinado a 20 mol % de Pd/C em DCM/ EtOH (1:1) durante 6 horas e a
temperatura ambiente (Li et al., 2006; Takahashi et al., 2003).

Devido a semelhancga estrutural, apenas a caracterizagao de 15 sera discutida.

No espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) (Figura 28) foi possivel observar
apenas um sinal singleto & 7,27 (s, 1H) referente ao hidrogénio aromatico H7, nao
sendo mais observados sinais na regido caracteristica de hidrogénios aromaticos, o

que evidencia a remoc&o dos grupos benzila. E possivel observar ainda quatro sinais
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centrados em & 2,35 (m, 6H), & 1,63 (m, 6H), & 1,28 (m, 24H) e & 0,87 (m, 9H)
referentes aos hidrogénios o- carbonilicos, pB-carbonilicos, metilénicos e metilicos,

respectivamente, dos trés grupos ésteres adicionados.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

No espectro de RMN de '3C (CDCls, 125 MHz) (Figura 29) do composto 15 foi
possivel observar os sinais & 173,4, 6 172,7 e ® 172,3 referentes aos trés carbonos
das carbonilas de éster adicionadas a unidade glicosidica; trés sinais em 0 34,0,
33,9 e & 33,9, referentes aos trés carbonos a-carbonilicos das cadeias carbodnicas;
quinze sinais entre 6 31,6 e & 22,6, referente aos carbonos metilénicos; e, por fim, um
sinal alargado em © 14,0 e um em & 13,9 referente aos carbonos metilicos. O espectro
IV do composto (Figura 30) apresentou uma banda alargada em 3398 cm', o que
evidencia a presenga de hidroxila no composto, duas bandas em 2928 e 2854 cm',
caracteristico de ligagdes C-H de grupos alquila. Também foram observadas bandas
em 1745 cm', caracteristicas de C=0 de éster, e banda em 1352 cm-', indicando

ligagdo C-O também de ésteres.



57

Figura 29 - Espectro de RMN de '3C (CDCls, 125 MHz) do composto 15.
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Figura 30 - Espectro no infravermelho (FT-IR-ATR) do composto 15.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A desprotecdo das hidroxilas fendlicas pode ser observada ainda quando
comparamos os espectros no |V dos compostos 11 e 15 (Figura 31), onde, no espectro
superior (composto 11) observamos na regido 3400 a 3200 cm-'a auséncia de bandas
indicativas da presencga de hidroxilas na estrutura, ja no espectro inferior (composto
15) podemos observar a existéncia de hidroxilas na estrutura pela presenga da banda

larga em 3398 cm'.
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Figura 31 - Espectros no infravermelho (FT-IR-ATR) dos compostos 11 e 15.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Os ésteres propostos derivam da modificagdo na unidade glicosidica da
bergenina (anel C), com preservacao das hidroxilas aromaticas livres, e foram obtidos
com rendimentos entre 54 e 71%. Compostos semelhantes foram obtidos por
Takahashi e colaboradores (2003), para a norbergenina, em que a atividade
sequestradora de radicais DPPH dos derivados de bergenina, que possuiam grupos
ésteres com cadeias alquilantes C6 e C8, apresentaram a maior atividade entre uma
série de derivados triéster, sugerindo que podem ser obtidos ésteres com atividade

bioldgica superior a bergenina no presente estudo.

4.1.4 TENTATIVA DE SINTESE DE BENZAMIDAS DE BERGENINA EMPREGANDO
AMINOLISE

Seguindo o plano de sintese proposto neste projeto, foram iniciadas as

tentativas de abertura do anel lactdnico da bergenina utilizando aminas alifaticas.
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Entretanto, tais reagcbes se mostraram as mais delicadas deste projeto, pois
requisitaram condi¢des bastante severas e varias tentativas diferentes.

Inicialmente, acreditava-se que apenas um excesso de amina fosse necessario
a abertura da lactona, porém, foi observado que eram necessarias altas temperaturas,
excesso significativo de aminas ou a presenca de catalisadores (Lesimple e Bigg,
1991; Robins et al., 1996; Liu et al., 2001; Hilty et al., 2004)

As tentativas de obteng¢ao das benzamidas por amindlise iniciaram-se com a
utilizagdo da bergenina como substrato, hexilamina e utilizando como solvente o
etanol em refluxo (Entrada 1 — Tabela 2). A reagao foi monitorada por 120 horas por
CCD até o consumo total do substrato. A separacéo por CCS deste primeiro produto
nao forneceu bom rendimento. Entretanto, foi possivel obter os espectros de RMN de
'H e "3C do composto teste Bz1 (Figuras 32 e 33). No espectro de RMN 'H é possivel
observar um tripleto em & 8,24 referente ao hidrogénio N-H da amida formada além
dos sinais compreendidos entre & 3,18 — 0,86 referentes ao hidrogénio metilénicos
H2-H5’, e aos hidrogénios metilicos H6’. Ja no espectro de RMN de C'3 verificou-se
a existéncia de cinco sinais de carbono entre 0 31,4 — 14,4 referentes aos carbonos
C2’ a C6’ da amida formada.

Figura 32 - RMN de 'H (DMSO - ds, 500 MHz) do composto teste Bz1 (Entrada 1 —
Tabela 2).
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Figura 33 - RMN de '3C (DMSO - de, 125 MHz) do composto teste Bz1 (Entrada 1 —
Tabela 2).
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Diante dos resultados obtidos acima empregando a hexilamina resolveu-se
ampliar o escopo para esta reagao de amindlise e realizar a sintese dos compostos
22 a 24, preparados a partir das reagbes das aminas butilamina, octilamina e
dodecilamina com a bergenina.

Na tentativa de preparacdo da amida 22 foi realizada reagao utilizando
bergenina e butilamina em etanol em refluxo (Entrada 2 — Tabela 2). A reagao foi
monitorada por CCD e ao final das 120 horas, observou-se que o material de partida
nao havia sido consumido. Optou-se entdo por trocar a butilamina pela octilamina,
reduzir a quantidade da mesma e continuar utilizando como solvente o etanol (Entrada
3 — Tabela 2). A reagao foi mantida a temperatura ambiente por 24 horas e, apos esse
tempo, observando ainda o material de partida e a ndo formagao do produto, a
temperatura foi aumentada para refluxo. A cada 24 horas a reagao era monitorada por
CCD e ao final das 120 horas de reacao, observou-se que o produto ndao havia sido

formado e a manutencao do material de partida.
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Tabela 2 - Condi¢des reacionais das tentativas de aminolise da bergenina.

Teste Substrato Reagentes Catalisador Solvente T Tempo
1 BER Hexilamina (5 eq) EtOH refluxo 120 h
2 BER Butilamina (5 eq) EtOH refluxo 120 h
3 BER octilamina (2,5 eq) EtOH t.a. a refluxo 120 h
4 BER Butilamina (2,5 eq) tolueno t.a.a refluxo 120 h
5 BER Butilamina (2,5 eq) DMSO 130°C 120 h
6 BER butilamina (2,5 eq) AICl5(1,3 eq) EtOH refluxo 72h
7 BER butilamina (2,5 eq) AICI5(1,3 eq) tolueno t.a.a70°C 72h
8 BER butilamina (2,5 eq) AICI;3(1,3 eq) tolueno refluxo 72h
9 BER butilamina (5 eq) AICI3(1,3 eq) tolueno t.a. a refluxo 72 h
10 BER Butilamina (2,5 eq) ZnCly (1,3 eq) tolueno t.a. a refluxo 72 h
11 BER Butilamina (2,5 eq) Acido tosilico® DMSO 130 °C 120 h
12 BER octilamina (2,5 eq) Acido tosilico® DMSO 130 °C 48 h
13 BER dodecilamina (2,5 eq) Acido tosilico® DMSO 130 °C 24 h
14 BERBN Butilamina (2,5 eq) DMSO 130 °C 72 h
15 BERBN Butilamina (2,5 eq) Acido tosilico? DMSO 130 °C 120 h
16 BERBN Butilamina (2,5 eq) ZnCl (1,3 eq) DMSO t.a.a 130°C 72 h

a catalitico

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Optando entdo por uma mudancga no carater do solvente (aprético e apolar) e
pelo da temperatura da reacdo, optou-se pela utilizagdo do tolueno (Entrada 4 —
Tabela 2). A reagdo iniciou-se a temperatura ambiente e foi mantida por 24 horas, n&o
sendo observado o consumo do substrato, e entdo aumentou-se a temperatura para
o refluxo, mantendo-se por 120 horas. Mais uma vez nao houve a formagao do produto
de interesse. Novamente optando pela troca do carater do solvente e em aumentar a
temperatura da reacéo, trocou-se o solvente para DMSO e manteve-se o substrato, a
amina e sua quantidade (Entrada 5 — Tabela 2). Nao ocorrendo a formagéao do produto,
optou-se entdo pela adigdo de um catalisador.

Seguindo metodologia descrita no trabalho de Lesimple e Bigg (1991), foi
utilizado o cloreto de aluminio como catalisador (Entradas 6 a 9 — Tabela 2), com
variagao da concentracao butilamina (2,5 ou 5 equivalentes) e do solvente (etanol ou
tolueno). Apds 72 horas de reagao, nao foi observado o consumo do substrato em
nenhuma das condi¢cdes. Em outra tentativa, alterando o acido de Lewis (Entrada 10
— Tabela 2) empregando cloreto de zinco em tolueno, a conversao ao produto também
nao foi alcangada.

Nas entradas 11 a 13 (Tabela 2), como alternativa ao acido de Lewis, decidiu-

se aplicar como catalisador um acido de Brensted, o acido p-toluenossulfénico. Em
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contraste aos acidos de Lewis, os acidos de Brgnsted tém sido empregados
principalmente como catalisadores para a formagao e clivagem de ligagdes C-O, como
hidrolise e formacgéo de ésteres e acetais, e ativam grupos carbonila, imina, alceno,
alcino e hidroxila para formar sal de iminio, carbocation, carbocation vinilico, entre
outros, todos o0s quais promovem reagdes nucleofilicas. O acido para-
toluenossulfénico € comumente utilizado para catalisar reacdes desse tipo, sendo um
sélido estavel e sendo um &cido tdo forte quanto o acido sulfurico. E amplamente
disponivel e barato porque € produzido como um subproduto na sintese de sacarina
(Akiyama e Mori, 2015; Clayden, 2001). Com a troca do catalisador, as reagdes com
as aminas alifaticas de 4, 8 e 12 carbonos apresentaram consumo total do substrato
em até 120 horas. O decréscimo do tempo reacional se deu quanto menor a cadeia
da amina.
Mesmo com a observacado do consumo do substrato para as reagdes 11 a 13,
o fator complicante deu-se na separacao dos produtos formados. As técnicas mais
comuns de purificagdo como extragao, recistalizagédo, coluna cromatografica de silica
e de camada delgada preparativa, nenhuma forneceu os produtos isolados para que
pudéssemos realizar a caracterizagéo.
Por fim, foi realizada a tentativa com a bergenina dibenzilada como substrato
(Entradas 14 a 16 - Tabela 2). A mudanga do substrato se deu pois a bergenina
dibenzilada, por ser menos polar, poderia ter o produto formado separado com maior

facilidade. Entretanto, as tentativas de obteng¢ao de produtos nao tiveram sucesso.

4.1.5 SINTESE E CARACTERIZAGCAO DA AMINA PRIMARIA DE BERGENINA (21)

A funcionalizacio da posi¢cao C11 iniciou-se pela substituicdo do alcool primario
por um grupo mesilato. A sintese do mesilato 19 consistiu no tratamento de 10 com
cloreto de mesila (CH3SO2Cl) (7 eq) e piridina (Pi) em DCM a 0°C, por 24 horas. A
mesilagdo do composto 10 (Esquema 11) ocorreu de forma regiosseletiva, resultando
exclusivamente na formagao do mono mesilato primario 19 com um rendimento de
49%.

E importante destacar que o composto 19 foi concebido como um intermediario
sintético que poderia ser um potencial candidato a inibidor enzimatico, uma vez que
pode atuar como uma espécie eletrofilica na presenga de aminoacidos nucleofilicos

presentes nas enzimas-alvo podendo, por fim, conduzir a uma interacdo do tipo
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covalente entre o alvo e a biomolécula (Shahidi e Dissanayaka, 2023; Tsukiji et al.,
2009). Adicionalmente, a relevancia da descoberta de novos inibidores covalentes tem
ganhado destaque, até mesmo no desenvolvimento de novos farmacos para
quimioterapia anticancer (Guardiola et al., 2018; Jorg e Scammells, 2016). Pesquisas
na literatura ja mostraram que derivados de grupos sulfonila podem agir como grupos
de saida, reagindo com varias cadeias laterais de aminoacidos. Um exemplo é o
dexametasona-21-mesilato, que reage irreversivelmente com cisteina, formando uma

nova ligagao CS (Dinkova-Kostova et al., 2002).

Esquema 11 - Sintese do composto 21.

MsCl, Pi, DCM

_ =

0°C-ta,24h

NaN; DMF
B

80°C, 24 h

10 19 20

Hyp; Pd/C, 20 mol%
4 bar, ta., 6 h

(75%)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A derivatizacdo do esqueleto bergenina foi continuada com a conversdo do
composto 19 a 20, por meio de uma reacdo Sn2 com azida de sédio em DMSO a 80
°C por 24 horas, fornecendo um rendimento de 58%. Esta abordagem é fundamentada
na importancia de incorporar esse grupo funcional em biomoléculas, visto que
compostos com a porgdo N3 frequentemente exibem alta estabilidade cinética,
resisténcia a oxidacdo e estabilidade em ambientes fisioldgicos, entre outras

vantagens. Moléculas contendo o grupo azido tém surgido como novos candidatos
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para a quimioterapia de células cancerigenas, como MCF-7 (adenocarcinoma de
mama humano) e células tumorais BJAB (células de linfoma tipo Burkitt) (Brase et al.,
2005; Nicolaus et al., 2010; Prescher e Bertozzi, 2005).

Por fim, as reagbes de reducdo e hidrogendlise foram realizadas
simultaneamente em DCM/ EtOH (1:1) e H2 sob pressao (4 bar) combinado a 20 mol
% de Pd/C, durante 6h, resultando na formagdo da amina primaria 21, com um
rendimento de 75%.

No espectro de RMN de 'H (DMSO - ds, 500 MHz) (Figura 34 - a) do composto
21 foi possivel observar um multipleto em & 1,29 — 1,12 (2H) referente aos dois
hidrogénios do grupo amino inserido em C11. Estes valores sdo caracteristicos de
hidrogénios de amina primaria (Pavia et al., 2007). Ao observarmos o espectro de
RMN de '3C (DMSO - df, 125 MHz) (Figura 35 - d) do composto é possivel observar
o sinal em & 45,6 para C11 (CH2NH2), evidenciando a formagdo da amina nesta

posicao.

Figura 34 - (a) Espectro de RMN de 'H (DMSO - ds, 500 MHz) do composto 9; (b)
Espectro de RMN de '*C (DMSO - ds, 125 MHz) do composto 21.

zg 2 T L RS2SR E= z=2 T 2222 nTsaeE® (focee

181

980353

(b)

o
of 10—

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Figura 35 - (c) Espectro de RMN de '"H (DMSO - ds, 500 MHz) do composto 9; (d)
Espectro de RMN de '3C (DMSO - ds, 125 MHz) do composto 21.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Comparando os espectros de RMN de 'H do material de partida 9 e do
composto 21 (Figura 34 — a e b), podemos observar o desaparecimento dos sinais
dos H aromaticos dos grupos benzila do composto 9 em (a) enquanto observamos os
sinais dos hidrogénios da amina 21 em (b), assim como a presenga de sinais
referentes aos hidrogénios das hidroxilas em C8 e C10. Ao observarmos os espectros
de RMN de '3C dos compostos (Figura 35 — ¢ e d), € possivel acompanhar a
modificacdo estrutural ocorrida pela reducdo de sinais na faixa de carbonos
aromaticos ao compararmos (c) e (d), o que mostra a desprotegcdo das hidroxilas
fendlicas ocorrida. Também é possivel observar as diferencas entre os C11 e C16 nos
espectros, onde temos em (d) um sinal mais blindado para C11 causado pelo grupo

amino naquela posigao.
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4.2 CRISINA

4.2.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS ETERES ALQUILADOS
DA CRISINA (25-29)

A sintese dos derivados éteres lipofilicos de crisina (Esquema 12) foi iniciada
utilizando carbonato de potassio em DMF. Deixou-se sob agitagdo por 30 minutos a
80°C. Em seguida, foram adicionados os cloretos ou brometos de alquila, que
variaram de 8 a 14 carbonos, ou propargila. A mistura reacional foi deixada por 24
horas sob agitacado a 80°C (CASTRO et al., 2012). As reagdes foram acompanhadas
por CCD e apds o término do tempo reacional foi observado o consumo total do
substrato. A reagao foi extraida utilizando agua e diclorometano, e apos a remogéao do
solvente foi realizada a separagao por CCS (hexano/ acetato de etila 7:3) e obtidos os
produtos 25 a 29.

Esquema 12 - Sintese dos derivados éteres lipofilicos de crisina 25 a 29.

1) K,CO3 DMF, 30 min RO

2)RX, 80°C, 24 h
X =BrouCl

25: R=-CgH17 ( )
26: R=-C1oH21 ( )
27: R=-C12H2s (67%)
28: R=-C14H29 ( )
29: R = propargila ( )

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Devido a semelhanga estrutural entre os compostos alquilados, seréo
apresentados os espectros de RMN de um dos compostos, o éter substituido com 8
atomos de carbono na cadeia lateral (25).

Foi possivel observar somente compostos monosubstituidos na posigao 7, visto
que existe uma ligagéo hidrogénio intramolecular entre o hidrogénio da hidroxila na
posicao 5 e o oxigénio da carbonila na posi¢ao 4. Os compostos foram evidenciados
a partir da analise dos espectros de RMN. Pela andlise do espectro de RMN de 'H
(CDCIs, 500 MHz) do composto 25 (Figura 36) observa-se um simpleto em & 12,71
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(1H) referente ao hidrogénio da hidroxila em C5; um dupleto duplo em & 7,90 (dd, J =
8,0, 1,4 Hz) referente aos hidrogénios em H2’ e H6’; um multipleto centrado em & 7,55
referente aos 3 hidrogénios aromaticos H3’, H4’ e H5’; um singleto em & 6,67 referente
ao H3; dois dupletos em & 6,51 e & 6,38 referentes aos hidrogénios H6 e H8. A
obtengao do éter péde ser evidenciada pela presenga dos sinais de hidrogénios da
cadeia alquilica lateral: um tripleto em & 4,04 (t, J = 6.6 Hz, 2H) referentes os
hidrogénios metilénicos em H7’; um quinteto em & 1,83, referentes aos dois
hidrogénios H8’; um quinteto em & 1,48 referentes aos dois hidrogénios H9’; um
multipleto centrado em & 1,33 (8H) referentes aos hidrogénios H10’, H11’, H12’ e H13’;
e por fim um tripleto referente aos trés hidrogénios metilicos em 6 0,92 (t, J = 6.9 Hz,
3H).
Figura 36 - Espectro de RMN de H (CDCI3 500 MHz) do composto 25.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

No espectro de RMN de '3C (CDClz, 125 MHz) (Figura 37) do composto 25
observaram-se os oito sinais de carbono da cadeia alifatica lateral em & 68,7 a 814,1
(C7’aC14’). O sinalem & 182,4, refere-se ao carbono carbonilico em C4. Os carbonos
olefinicos apresentaram sinais em & 163,9 (C2) e & 105,8 (C3). Os carbonos
aromaticos do anel B do derivado foram observados em & 131,8 a & 126,24 (C1’ a

C6’). Os sinais dos carbonos do anel A de 25 foram observados em & 165,2 (C7),
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162,1 (C5) e & 157,8, para os carbonos ligados aos oxigénios e, & 105,9 (C6), 6 98,7
(C8) e 8 93,0 (C10) para os demais.

O espectro no IV do composto mostrou a existéncia de duas bandas em 2920
e 2852 cm' referentes a C-H de grupos alquila e duas bandas em 1657 cm' e 812

cm-'referente a C=C de aromaticos (Figura 38).

Figura 37 - Espectro de RMN de "3C (CDCls, 125 MHz) do composto 25.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 38 - Espectro no infravermelho (FT-IR-ATR) do composto 25.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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4.2.2 ESTERES DE CRISINA (30-33)

Na preparacao de ésteres de crisina 30 a 33, foram utilizados 2 mol equivalente
de DCC, DMAP catalitico e 2 mol equivalentes do acido graxo de interesse em
diclorometano (Rezende Jr., 2014). Para as reac¢bes foram utilizados acidos graxos
saturados de oito a quatorze atomos de carbono disponiveis no grupo de pesquisa.
As reacgbes ocorreram sob agitacao, a temperatura de 0°C - t.a., utilizando como

solvente o diclorometano, com tempo reacional de 24 horas (Esquema 13).

Esquema 13 - Sintese dos derivados ésteres lipofilicos de crisina 30 a 33.

R__O 0 O
CH3(CHo)NCOOH, DCC, DMAP \ﬂ/ O |

DCM, 0°C-t.a., 24 h o

OH O

30: R=(CH2)sCH3 ( )
31: R=(CH2)sCHs ( )
32: R= (CH2)10CHs (83%)
33: R=(CH2)12CHjs ( )

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Apods o tempo reacional, foi realizada a extragdo com diclorometano e agua. A
fragdo organica foi evaporada, o residuo submetido a separagao cromatografica em
coluna de silica (diclorometano 100%). Por fim, obtidos os ésteres de crisina, estes
foram caracterizados por RMN de 'H e '3C e espectroscopia IV.

Todos os ésteres de crisina apresentavam-se como soélidos amorfos amarelos.
Os rendimentos obtidos variaram entre 74 e 85%.

Devido a semelhanca estrutural, apenas uma das substancias sera utilizada na
discussao da elucidacao estrutural.

Ao analisarmos o espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIs) (Figura 39) do
composto 32, é possivel observar um simpleto em 612,73 (1H) atribuido ao hidrogénio
da hidroxila em C5-OH; um dupleto em & 7,90 (J = 7,7 Hz), correspondente aos
hidrogénios H2’-H6’; um multipleto referente aos hidrogénios H3', H4’ e H5 em & 7,93
— 7,87; dois dupletos em & 6,87 (J = 2,0 Hz) e 8 6,58 (J = 2,0 Hz), correspondentes
aos hidrogénios H3 e H6; um simpleto em & 6,74 (1H) referente ao H8; um tripleto em

0 2,61 (J = 7,5 Hz) referente aos dois hidrogénios H8’ vicinais a carbonila do éster,
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evidenciando a formagao do derivado pretendido; um quinteto em 6 1,79 (2H, J=15,1,
7,5 Hz) referente aos hidrogénios H9’; um multipleto em & 1,44 referente aos
hidrogénios H10’; um multipleto centrado em & 1,31 (14H) referente aos hidrogénios
metilénicos H11’, H12’, H13’, H14’, H15’, H16’ e H17’ e, por fim, um tripleto em & 0,91

(3H, J = 6,9 Hz), referente aos hidrogénios metilicos H18'.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

No espectro de RMN de '3C (125 MHz, CDCIs) do composto 32 (Figura 40)
observam-se sinais na regiao & 34,4-14,1, referentes aos carbonos da cadeia lateral
alifatica, assim como o sinal em & 171,3, referente ao carbono carbonilico C7’,
mostrando a formacao do éster pretendido. Os sinais em & 164,6 e & 1054,
correspondem a C2 e C3 da crisina, respectivamente. Os sinais compreendidos entre
0 132,1 e  126,3, referem-se aos carbonos do anel B do flavonoide; sinal em 0 182,8
refere-se ao carbono carbonilico C4 do anel C; sinais em & 161,9 (C5), 6 106,0 (C6),
6 156,8 (C7), & 100,9 (C8), & 156,1 (C9) e & 108,9 (C10) referem-se ao anel A do
flavonoide. Por fim, os sinais & 31,9, d 24,8, & 22,7, referem-se aos carbonos C16’,
C9’, C17’, nesta ordem. O espectro IV do composto mostrou a existéncia de duas

bandas em 2918 e 2850 cm! referentes a C-H de grupos alquila; uma banda em 1769
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cm™' referente a C=0 de ésteres; uma banda em 1626 cm™, referente a C=C de
aromaticos; uma banda em 1130 cm™, referente & C-O de ésteres e uma banda em

822 cm-', referente a anel aromatico presente na estrutura (Figura 41).

1

Figura 40 - Espectro de RMN de '3C (CDCIs, 125 MHz) do composto 32
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 41 - Espectro de infravermelho (FT-IR-ATR) do composto 32.

0,95
0.3
0,85 '

218

4200 4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2500 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Wavenumbers [cm ' ]

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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4.2.3 SINTESE E CARACTERIZAGAO DE TRIAZOIS DE CRISINA

Tratando-se dos triazéis de crisina, buscou-se a funcionalizagdo da crisina com
grupos lipofilicos (anel aromatico) ou hidrofilicos (agucares) conectados por uma
unidade triazdlica, uma vez que, teoricamente, apresentam melhores
biodisponibilidades e maiores resisténcias a degradagéo enzimatica que os peptideos
utilizados como farmacos na atualidade (Agouram et al., 2021; Kumari et al., 2020).

Foram planejados neste trabalho, a preparagédo e caracterizacdo de alguns
triazois de crisina. Para as reacgdes fez-se necessario o preparo das azidas de
interesse. Neste trabalho, as azidas de carboidratos D-galactose, D-frutose e D-ribose,

e as azidas derivadas de anilinas foram preparadas conforme descrito a seguir.

4.2.3.1 PREPARACAO DE AZIDAS

4.2.3.1.1 SINTESE DE AZIDAS DE p-GALACTOSE, p-FRUTOSE E p-RIBOSE.

Para a obtengao de azidas de D-galactose e D-frutose inicialmente realizou-se
a protecao das hidroxilas secundarias e anomérica com grupos isopropilideno através
da reagao do carboidrato de interesse com acetona, cloreto de zinco e acido sulfurico
a temperatura ambiente durante 24 horas, conforme metodologia descrita na literatura
e previamente empregada em nosso grupo de pesquisa (De Almeida et al., 2000;
Raymond e Schroeder, 1948).

Ap0ds a verificagao do total consumo do material de partida por CCD, procedeu-
se a purificagdo dos carboidratos protegidos formados por coluna cromatografica e,
em seguida, realizou-se a iodagao do carbono primario a partir de uma reagdo com
iodo, trifenilfosfina e imidazol em tolueno, a 80°C por 24 horas. Apds a verificacdo do
consumo total do material de partida por CCD, procedeu-se a purificacdo dos
compostos iodados e, apds a obtencgao, foi realizada a azidagao utilizando azida de
sédio em DMSO a 130 °C por 24 horas (Esquema 14). Os produtos 34 e 35 foram
obtidos apés purificacdo por CCS, com rendimentos de 70 e 60% respectivamente, e
foram armazenados em geladeira e sob o abrigo de luz (Raymond e Schroeder, 1948).

Para a D-ribose, a protecéo das hidroxilas secundarias ndo anomericas seguiu
0 mesmo procedimento, adicionando metanol a primeira etapa para a glicosidagao (O-

metilacdo) em C1 (Esquema 15) (Calinaud e Gelas, 1997). O composto 36 foi obtido,
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apods as demais etapas de iodacao e subsequente azidacdo, com 53% de rendimento

e foi armazenado em geladeira e sob abrigo de luz.

Esquema 14 - Sintese das azidas de D-galactose e D-frutose.

OH OH

1) Acetona, ZnCl,
0] H,S0, t.a., 24h (54%)

L

HO 2) 15, PhyP, imidazol

OH “OH tolueno, 80°C, 24 h (59%)
3) NaN3 DMSO0,110°C,

D-Galactose 24 h (70%)
OH 1) Acetona, ZnCl,
-0 H,SO, t.a., 24h (80%)
HO OH i

2) |, Ph3P, imidazol
OH CH,OH
24 h (60%)

D-Frutose

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

tolueno, 80°C, 24 h (52%)
3) NaN3 DMSO,110°C,

N3
O
(i
(@]
(6]
N

Esquema 15 - Sintese da azida de D-ribose.

OH

HO 1) Acetona, MeOH, ZnCl,
H2804, t.a., 24h (81%)
0] -
2) Iy Ph3P, imidazol

HO tolueno, 80°C, 24 h (78%)
OH 3) NaN; DMSO,110°C,
. 53%
D-Ribose 241 (33%)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

()

4.2.3.1.2 OBTENGCAO DE AZIDAS ORGANICAS A PARTIR DE ANILINAS

Para a preparagao de 1,2,3-triazdis de crisina propostos, inicialmente foram

também preparados azidas aromaticas a partir da diazotagdo de anilinas aromaticas
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comerciais disponiveis no laboratdrio de pesquisa e obtidas comercialmente (Chen et
al., 2023)

Esquema 16 - Metodologia sintética para obtengao de azidas aromaticas a partir de
anilinas.

N
NH2 ||| N3
NO  o°
Cl
‘ ™) HCI, NaNO,, H,0, 0°C N NaNj ‘ N
—_—
X | X
~ _ ~
R /\ R
L R _
40: R=H
41: R = p-CH;
42: R = p-OCHj3
43: R = p-Br

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

As reacgodes de preparacao se deram a partir da anilina de interesse, mantendo
o sistema em banho de gelo e com controle de temperatura (0 - 5 °C). Foi inicialmente
adicionada a solugao de acido cloridrico seguida de adigao de solugao nitrito de sodio,
empregando a reacgao de formacao de sais de diazbdnio in situ. Apos a formagao do
sal de diazdnio, adicionou-se lentamente solugao de azida de sddio para a obtencao
das azidas como produto de substituicdo (Esquema 16). A reacao levou cerca que
uma hora até que nao fosse mais observado por CCD o material de partida.

Todas as azidas foram obtidas em rendimentos quantitativos e em forma de
oleos de coloracdo marrom, exceto pela 1-azido-4-nitrobenzeno, que se apresentou
como um solido de coloragdo amarela.

Observou-se ainda que apesar de azidas aromaticas formadas serem produtos
estaveis, melhores rendimentos foram obtidos quando a remogao do solvente em

evaporador rotativo fora realizada a temperatura abaixo de 40 °C.

4.2.3.1.3 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS 1,2,3-TRIAZOLICOS
DE CRISINA

Para a obtengédo dos compostos 1,2,3-triazdlico derivados de crisina 37-39 e
45-48 (Esquema 17), foi empregada a metodologia descrita por Ferreira e

colaboradores (2010), onde ocorre a reagao da azida dos agucares protegidos 34, 35
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e 36 e a crisina propargilada 29 em DMSQO, utilizando sulfato de cobre e ascorbato de
sddio como catalisadores. Os tempos de reacao variaram de 1 a 24 horas. Apos a

purificagcdo em CCS, os compostos foram obtidos com rendimentos entre 5-10%.

Esquema 17 - Sintese de derivados 1,2,3-triazélicos de crisina.

CuS04.5H,0, NaAsc
DMSO / H,0, 1-24h, t.a.

OH O

N—
s =N
R N\)\/O C 0

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Foi possivel observar nos sistemas a formagao de precipitado, que acreditava-
se ser o respectivo triazol formado. Como um dos principios das reagdes click seria a
separacgao facilitada, evitando métodos cromatograficos, foi realizada a extragdo em
DCM ou a lavagem do precipitado com éter etilico e agua gelada. Em ambas as
tentativas, parte significativa do triazol era perdido, ou mesmo o precipitado restante
ainda continha subprodutos.

A tentativa de purificagdo por CCS foi a ultima alternativa aplicada apds mais
algumas tentativas de separag¢des ndao cromatograficas.

A reacgao de formacao dos compostos triazélicos almejados neste trabalho foi
tentada ainda nos solventes DCM, DCM/ agua (1:1) e acetonitrila. Em nenhuma
dessas tentativas foram obtidas melhorias significativas no processo de purificagéo.

Devido a semelhanga estrutural entre os compostos 37-39, serao

apresentados e discutidos os espectros de RMN de 'H e de '3C do composto 37.
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A andlise do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIs) (Figura 42) do
composto 37 apresentou um singleto em 6 12,71 (s, 1H), referente ao hidrogénio da
hidroxila em C5; um dupleto em & 7,89 (d, J = 6,8 Hz, 2H) e um multipleto centrado
em © 7,53 (m, 3H), referentes aos hidrogénios aromaticos do anel C da unidade
flavona; um singleto em & 7,87 (s, 1H), referente ao hidrogénio H9’ do triazol formado;
trés singletos em © 6,67 (s, 1H), & 6,64 (s, 1H), & 6,45 (s, 1H), referentes aos
hidrogénios H8, H3 e H6; dois singletos em & 5,53 (s, 1H), & 5,30 (s, 2H), referentes
aos hidrogénios oximetilénicos H15 e H7’, respectivamente; quatro sinais entre & 4,67
e 0 4,22, referentes aos hidrogénios H11’, H12’, H13’ e H14’; e por fim, de & 1,50 a

1,29, os quatro sinais referentes aos 12 hidrogénios metilicos dos isopropilidenos.

Figura 42 - Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 500 MHz) do composto 37.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

O espectro de RMN de "3C (125 MHz, CDCIz) (Figura 43) apresentou, além
dos carbonos do esqueleto flavona, os quatro sinais das metilas dos isopropilidenos
em 0 25,9, 6 24.9, © 24,8, 6 24,3; um sinal de & 50,7 do carbono C10’ e um sinal do
carbono C8’ do triazol formado em & 142,7. No espectro no IV do composto 24 (Figura
44), foi possivel identificar uma banda fraca de C-H alifatico em 2928 cm'; 1165 e

1065 cm' referente a ligagbes C-O de éter; e duas bandas em 1659 e 1616 cm-' de
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ligagbes C-C de aromaticos. O composto obtido ainda se encontra com as hidroxilas

da unidade galactose protegidas.

Figura 43 - Espectro de RMN de (CDCls, 125 MHz) do composto 37.
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Figura 44 - Espectro no infravermelho (FT-IR-ATR) do composto 37.
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Os compostos 1,2,3-triazdlicos 45-48 foram obtidos em rendimentos
qualitativos, entre 5-10%.

Pela semelhancga estrutural, sera discutido aqui a caracterizagdo do composto
45. No seu espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCI3) (Figura 45) foi possivel observar,
além dos sinais de hidrogénio referentes ao nucleo da crisina, o sinal em & 5,41 (s)
com integral para dois hidrogénios referentes ao H7’; também & possivel observar o
sinal 6 8,11 (s) do H9’ do anel triazdlico; por fim, observamos um multipleto centrado
a 67,53 (6H) e dois dupletos em 6 7,92 (2H) e & 7,78 (2H), totalizando dez hidrogénios,
cinco do anel benzénico C do nucleo crisina e mais cinco do anel aromatico ligado ao
anel triazdlico. No espectro de RMN de '3C (125 MHz, CDCls) (Figura 46) foi possivel
verificar além dos sinais referentes a presenga de mais um anel aromatico na estrutura
da crisina, um sinal em & 143,9 referente ao C8 e um sinal em & 120,7 referente ao
C9’, ambos do anel triazélico formado.

Na figura 47 estdo os espectros de RMN de 'H dos triazbis 46-48, que devido
aos baixos rendimentos nao puderam ser caracterizados pela demais técnicas.

" 380

Figura 45 - Espectro de RMN de 'H (CDCIs, 500 MHz) do composto 45.
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Figura 46 - Espectro de RMN de '*C (CDCls, 125 MHz) do composto 45.
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Figura 47 - Espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) dos compostos 46 (a), 47 (b)

e 48 (c).
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Cont. Figura 48 - Espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) dos compostos 46 (a),

47 (b) e 48 (c). ‘ )
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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5 AVALIACAO BIOLOGICA
5.1 ATIVIDADE CITOTOXICA

Os ensaios de atividade citotdéxica foram realizados em colaboragdo com a
Profa. Dra. Heveline Silva na Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG.

Nos ensaios realizados foram avaliados in vitro nas linhas de células tumorais
B16F10 (melanoma metastatico murino) e 4T1 (adenocarcinoma mamario murino),
bem como na linha de células normais BHK21 (células renais de hamster). As células
foram expostas a cada composto por um periodo de incubagdao de 72 horas em
diferentes concentracdes (100, 50, 10, 5 e 1 yM). Para os ensaios realizados foi
utilizada a cisplatina como controle positivo.

Os resultados foram expressos em ICso que é definida como a concentragao do
composto necessaria para inibir 50% do crescimento celular. Os dados s&o mostrados
como o valor médio de dois experimentos independentes realizados em quadruplicado

com os desvios padrao (DP) correspondentes.

Tabela 3 - Citotoxicidade expressa como |ICso (UM+DP) para os derivados 2-21 obtidos
contra as células tumorais 4T1, B16F0 e BHK21, e seus indices de seletividade (IS).

Compostos 4712 IS B16F10° IS BHK21
2 26,4+1,9 1,9 11,6+1,3 4.4 50,6 + 1.1
3 2,4+0,1 1,9 3,1+0,1 1,5 45+0.1
4 16,3+ 1,2 1,9 13,4+0,5 2,3 30,3+0,5
5 6,8+0,9 3,0 19,8+ 0,4 1,0 20,4+0,3
6 88,8+0,8 0,8 86,2+ 1,9 0,9 749+1,9
7 >100 - >100 - >100
8 34,0+ 3,6 1,8 26,7+1,3 2,3 60,4 +£1,5
9 223+1,1 >1,0 81,7+1,5 >1,2 >100
10 >100 - 779+1,6 >1,3 >100
1 >100 - 83,0+27 >1,2 >100
12 50,5+ 3,4 >2,0 275+1,8 >3,6 >100
13 27,5+0,7 >3,6 43+0,5 >23,3 >100
14 32,6 £ 3,1 >3,1 78+0,2 >12,8 >100
15 75,9 + 3,1 >1,3 >100 - >100
16 >100 - >100 - 76,6 £ 0,8
17 >100 - 36,1+25 >2.,8 >100
18 89,6 £ 1,1 >1,1 48,3+ 3,6 >2,1 >100
19 223+1,1 1,0 220+£0,4 1,0 221+£0,4
20 16,6 £ 0,6 1,4 19,6 £ 0,6 1,2 23,7+0,3
21 >100 - >100 - >100

Cisplatina’ 9,6 0,7 1,5 3,4+0,1 4,4 14,7+ 2,0

* Farmaco de referéncia na mesma condig&o (Querino et al., 2020). a. 1Cso (M)
Fonte: Dra. Heveline Silva — UFMG.
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Aqui é possivel esclarecer que todos os compostos derivados de crisina que
foram encaminhados para o ensaio (25-33) ndo apresentaram atividade frente aos
ensaios realizados e foram retirados desta discussao. Os resultados obtidos para os
derivados de bergenina 2-21 resumidos na Tabela 3.

Dentre os compostos de bergenina avaliados nos ensaios, o composto éter
lipofilico dialquilado 3 foi o mais ativo contra as trés linhagens celulares apos as 72
horas, apresentando valores de IC 50de 2,4+ 0,1, 3,1+ 0,1 e 4,5+ 0,1 uM para 4T1,
B16F10 e BHK21, respectivamente (Tabela 3).

Analisaremos aqui os resultados obtidos para cada classe sintetizada, para
melhor entendimento.

Considerando os éteres mono e di alquilados de bergenina (2 a 10) (Tabela 3),
foi observado que a atividade para as linhagens celulares nao foi linear. De maneira
geral, os compostos contendo cadeias de C8 e C10 apresentam valores de 1C50
menores do que os contendo C12 e C14. Além disso, para as linhagens 4T1 (tumoral)
e BHK-21 (n&o tumoral), observou-se menores valores de IC50 para derivados
dissubstituidos 3, 5, 7 e 9.

A adicdo de dois carbonos ao esqueleto do composto 5 resultou em uma
reducao das atividades citotdxicas (Tabela 3). A bioatividade em cadeias mais longas
geralmente diminui, podendo o aumento do comprimento da cadeia lateral de carbono
reduzir a permeabilidade celular e a solubilidade em agua. Compostos lipofilicos
tendem a penetrar mais facilmente nas membranas celulares, mas esse efeito é
menos pronunciado tanto em cadeias muito curtas ou mesmo excessivamente longas,
0 que se aplicaria aos éteres dialquilados C8 e C10 (3 e 5), cujo comportamento pode
ser atribuido ao aumento da permeabilidade celular fornecida pelos dois grupos
contendo cadeias mais curtas (He et al., 2012)

Numa comparagdao monoeéter 2 e seu respectivo diéter 3, ambos com cadeias
C8, verificou-se maior atividade do diéter numa ordem de 11 vezes frente a linhagens
4T1. Ja o triester protegido 11 e o desprotegido 15, ambos com C8, apresentaram
atividade nula ou baixa. Porém, esse comportamento ndo foi aplicado a todos os
compostos quando realizadas as mesmas comparagoes.

Para a classe dos compostos ésteres (11 a 18) (Tabela 3), observou-se que o
aumento do tamanho da cadeia alifatica incrementa a atividade dos compostos contra
as linhagens de células B16-F10 e 4T1. Para a linhagem de células ndo tumorais, na

concentragdo maxima de 100 uM, nao foi observada toxicidade, resultando em valores
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elevados de indice de seletividade (IS). Destacam-se os compostos 13 e 14, que
apresentaram indices de seletividade de 3,6 e 3,1, respectivamente, para a linhagem
4T1, e 23,3 e 12,8 para a linhagem B16F10, o que mostrou uma atividade especifica
contra células de melanoma. O analogo triéster desprotegido 17 também mostrou
moderada atividade, com ICso de 36,1+2,5uM e indice de seletividade maior que 2,8.

Os compostos 19, 20 e 21 ndo apresentaram atividade significativa contra
nenhuma linhagem, com valores elevados de |ICso e baixo indice de seletividade
(Tabela 3).

Sendo assim, além dos éteres de cadeia C8 e C10, os ésteres de cadeia longa
protegidos C12 e C14 estdo surgindo como candidatos promissores para o
planejamento de novos agentes antitumorais, especialmente contra células

metastaticas de melanoma.
5.2 ANCORAGEM MOLECULAR (DOCKING MOLECULAR)

5.2.1 INSIGHTS SOBRE O MECANISMO DE ACAO

Os estudos de ancoragem molecular foram realizados em parceria com o Prof.
Dr. Hélio dos Santos e o aluno de pos-graduagdo Daniel Quintanilha, ambos da
Universidade Federal de Juiz de Fora — UFJF.

Os principais modos de agao dos derivados bioativos da bergenina no ciclo
celular envolvem a geracdo de estresse oxidativo e apoptose tardia, além de
processos de regulagao das principais proteinas marcadoras mitoticas, principalmente
em células HelLa. Pavan Kumar e Rao (2019) relataram que o mecanismo mais
provavel de acao antimitotica dos derivados de bergenina foi baseado no bloqueio da
divisdo celular tumoral. No caso das células HelLa, observou-se que essas células,
quando tratadas com alguns analogos bioativos, permaneceram no meio da mitose
(fase G2/M) indicando que o principal modo de acéao foi baseado na desabilitagdo da
progresséo da divis&o celular (alvos em Ciclina-B1 e Plk-1) (Zhou et al., 2018).

Foram avaliadas as afinidades de ligagcado entre compostos lipofilicos com as
principais enzimas alvo de proteinas marcadoras mitéticas por docking molecular.
Cinco principais proteinas foram selecionadas como receptores promissores para
compostos sintetizados. Quanto a associagao com replicagao/ divisdo do DNA o alvo
PIk-1 (Polo-like kinase) (PDB:2RKU), considerado um proto-oncogene; a Tubulina

(PDB:1SAO0), cuja dinamica dos microtubulos € necessaria principalmente para a
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segregacao do DNA,; a Ciclina-B1 (PDB:4LVT) e a Caspase-3 (PDB:1RE1) que estéo
associadas a clivagem do DNA (Al-Oudat et al., 2019; Gan et al., 2023; Liu et al., 2021;
Yan et al., 2014)

Ja a selecdo de TrxR (tiorredoxina redutase) (PDB:2J3N) deu-se por ser um
regulador de ROS (Reactive Oxigen Species — Espécies reativas de oxigénio) e ser
constituinte do sistema antioxidante celular (Quintanilha e Dos Santos, 2024). A
Tabela 4 mostra os valores da constante de inibigao (Ki) calculadas para os complexos
ligante-receptor, obtidos para os compostos mais ativos. Os valores de Ki foram
obtidos a partir da energia de ligagéo entre o respectivo composto e a proteina e estéo
associados a estabilidade do complexo ligante-receptor. Os menores valores estéo
associados a melhores interagdes e, portanto, maior estabilidade.

Como os compostos 3, 4, 5, 13 e 14 sdo candidatos promissores a novos
protétipos a farmacos quimioterapicos para células cancerigenas, a discusséo sera
focada em suas principais interacbes com as enzimas alvo, que sao descritas na
literatura. Também foram avaliados os compostos funcionalizados em C11, 19 e 20,
que nao foram compostos ativos nos testes in vitro, porém mostraram interacées com

as enzimas alvos no estudo tedrico.

Tabela 4 - Constante de inibicdo calculada pelo Autodock para os compostos mais
ativos (Morris et al., 2009).

Composto Plk-1 Tubulina Ciclina-B1 Caspase-3 TrxR
2 3,40 4421 >100 57,92 6,79
3 > 100 > 100 > 100 >100 24.08
4 > 100 3.23 69,73 >100 1,56
5 > 100 > 100 > 100 > 100 9,68
13 >100 >100 >100 >100 28.03
14 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
19 7.39 21,39 >100 573 6,56
20 1,79 2,34 > 100 6,90 2,59

Todas as energias estdo em p M
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5.2.2 AVALIACAO DOS EFEITOS DAS CADEIAS LIPOFILICAS NAS INTERAGCOES
COM ENZIMAS ALVO

De forma geral, observou-se que os compostos bioativos apresentaram boas
interagbes com a enzima TrxR (Tabela 4), que desempenha um papel fundamental na
manutencdo do equilibrio redox dentro das células, reduzindo a tiorredoxina, uma
pequena proteina que ajuda a desintoxicar oxidantes prejudiciais, e regulando varias
funcdes celulares como sintese e reparo do DNA, dobramento de proteinas e
expressao génica (Arnér e Holmgren, 2006; Zhong et al., 2000).

Em relagdo as outras enzimas alvo, o monoéter 2, com destaque para sua
atividade contra células B16F10, apresentou bons valores de constante de inibigao
com o alvo Plk-1 (Ki = 3,40 yM), ja o composto 4 apresentou constante de inibicao
referente & Tubulina (Ki = 3,23 uM). A medida que uma ou mais cadeias O-alquil ou
O-acil sdo anexadas, a tendéncia dos compostos de se ligarem aos alvos diminui.

Notou-se que, entre os derivados C11 funcionalizados néo lipofilicos, tanto o
mesilato 19 quanto a azida 20 apresentaram boas interagdes com a maioria das
enzimas alvo, exceto para a Ciclina-B1

No caso de TrxR, embora haja alguma proximidade a um residuo nucleofilico
de lisina, a posi¢cao néo é proxima o suficiente para promover a interagao. Finalmente,
a presencga do grupo azido do composto 20 conferiu ndo apenas interagdes de ligagcéo
de H, mas também interagdes eletrostaticas atrativas estabilizadoras entre carboxilato
de residuos de aminoacidos e o nitrogénio contendo uma carga positiva parcial.

Os melhores candidatos anticancer promissores nos testes in vitro, di-éteres 3
e 5, e di-O-benzil ésteres 13 e 14, promissores agentes anti-B16F10, apresentaram
interacbes desfavoraveis, aos alvos enzimaticos citados no docking molecular (Ki >
100), sugerindo que o mecanismo de agcdo dos compostos ndo esta associado a
replicacéo ou divisdo celular (Plk-1, Tubulina, Ciclina-B1 e Caspase-3), sugerindo que
essas enzimas nao deveriam se ligar a moléculas muito volumosas, porque os efeitos

desestabilizadores estéricos sdo mais pronunciados do que as forgas atrativas.
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7 PARTE EXPERIMENTAL
7.1 INFORMAGOES GERAIS

As atividades descritas neste trabalho foram realizadas inicialmente no
Laboratério de Pesquisa de Quimica Organica do Instituto de Educacgao, Agricultura e
Meio ambiente (IEAA) na Universidade Federal do Amazonas (UFAM),
posteriormente, sendo dado continuidade no Departamento de Quimica do Instituto
de Ciéncias Exatas (ICE) na Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

Os reagentes e solventes utilizados foram adquiridos na forma comercial dos
fornecedores Sigma-Aldrich, Merck, Neon, Acros Organics, TCl, Reatec, CRQ ou
Vetec. As reagdes foram monitoradas utilizando placas de cromatografia em camada
delgada (CCD) de silica gel e reveladas sob luz ultravioleta (UV) 254 nm.

As preparagdes e purificagdes dos compostos foram realizadas em bancada
sob atmosfera ambiente. Também foram utilizados para os procedimentos agitador
magnético com aquecimento (IKA C-MAG HS7); evaporador rotatorio digital (IKA RV-
10) e banho de aquecimento digital (IKA HB 10); capela de exaustao; balanca analitica
(Bioscale FA 2204) e ponto de fusdo (Microquimica MQAPF-302). Os espectros na
regidao do infravermelho (V) dos compostos obtidos foram obtidos em um
espectrometro ATR do maédulo Bruker ALPHA FTIS MB102, na regiao 4000—400 cm™.
As hidrogendlises foram realizadas em um Aparato de hidrogenagcdo Parr modelo
3911.

As identificagcdes dos compostos foram realizadas a partir dos espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) obtidos utilizando um espetrébmetro Bruker
Avance lll, operado a 500 MHz para 'H e a 125 MHz para '3C. Os deslocamentos
quimicos foram reportados em partes por milhdo (ppm-3). A multiplicidade dos sinais
sera expressa segundo as seguintes abreviagdes: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto),
dd (dupleto duplo), ddd (duplo dupleto duplo), q (quarteto), quinteto (qui) e m
(multipleto).

As numeracdes utilizadas nas estruturas sdo apenas didaticas e podem nao

corresponder aquela utilizada na nomenclatura IUPAC.



87

7.2 EXTRAGAO DE BERGENINA E SINTESE DE COMPOSTOS LIPOFILICOS (2-
18)

7.2.1 PROCEDIMENTO GERAL E DADOS DE CARACTERIZAGAO DA BERGENINA
(1) OBTIDA DAS CASCAS DE Endopleura uchi (Huber) Cautrec.

Cascas de Endopleura uchi (406,08 g) foram coletadas em Humaita — AM -
Brasil. O material vegetal foi separado, seco em estufa com circulagdo de ar e moido
em moinho de facas para extragdo em aparelho Sohxlet, utilizando hexano e
posteriormente metanol. Foi possivel observar a precipitagdo de solido no extrato
metandlico obtido. O sélido foi filtrado e recristalizado em etanol. Por fim, preparou-se
uma coluna cromatografica (Merck, 70-230 mesh) utilizando diclorometano e metanol

(8:2) e obteve-se a bergenina pura (15 g).

Bergenina (1):

OH Rendimento: 3,7% (159)
Aspecto fisico: p6 branco
F.F.: 236-238 °C

F.F. (Lit.): 232—-240 °C (Hay e
Haynes, 1958)

F.M.: C14H1609

M.M.: 328,27 g.mol"’

RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 9.76 (s, 1H), 8.45 (s, 1H), 7.00 (s, 1H), 5.65
(d, J = 5.4 Hz, 1H), 5.43 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 4.98 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 4.92 (t, J = 5.2
Hz, 1H), 4.00 (dd, J = 10.4, 9.5 Hz, 1H), 3.85 (ddd, J = 11.7, 4.6, 2.3 Hz, 1H), 3.78 (s,
3H), 3.66 (m, 1H), 3.58 (ddd, J = 9.8, 7.7, 2.1 Hz, 1H), 3.49 — 3.40 (m, 1H), 3.21 (m,
1H).

RMN 13C (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 163.82, 151.39, 148.51, 141.03, 118.51,
116.39, 109.90, 82.20, 80.22, 74.12, 72.54, 71.13, 61.54, 60.27.

IV (em™): 3392, 3193, 1700, 1615, 1462, 1333, 1093.
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7.2.2 PROCEDIMENTO GERAL E DADOS DE CARACTERIZAGAO PARA
DERIVADOS DE ETER MONO E DI-ALQUIL BERGENINA (2-10)

A uma solugéo de bergenina (1 mmol) em DMF (5 mL) foi adicionado carbonato
de potassio (1,5 mol equivalente) e mantida sob agitacdo a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Apos este tempo, foi adicionado haleto de alquila (cloreto ou
brometo) ou cloreto de benzila (1,5 ou 2 mol equivalente), e a mistura reacional foi
mantida sob agitagao de t.a. a 90 °C por 24-72 horas. Apds a conclusao, foi realizada
extragao utilizando acetato de etila e 4gua. A fase orgénica foi evaporada sob pressao
reduzida e aquecimento. Os produtos foram obtidos apds purificagdo em coluna

cromatografica (acetato de etila/hexano 3:7).

8-Octil-bergenina (2):

Rendimento: 31% (136 mg)
Aspecto fisico: p6 branco
F.F.: 140-142 °C

F.M.: C22H3209

M.M.: 440,49 g.mol"’

RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 8.52 (s, 1H), 7.09 (s, 1H), 5.67 (d, J = 5.4 Hz,
1H), 5.45 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 5.03 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 4.02 (m, 3H), 3.85 (dd, J =
11.7, 1.5 Hz, 1H), 3.78 (s, 3H), 3.67 (m, 1H), 3.61 — 3.56 (m, 1H), 3.45 (dd, J = 11.7,
7.8 Hz, 2H), 3.22 (m, 1H), 1.77 — 1.68 (m, 2H), 1.48 — 1.38 (m, 2H), 1.31 (m, 8H), 0.86
(t, J = 6.8 Hz, 3H).

RMN 13C (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 163.76, 152.92, 148.44, 142.09, 118.53,
118.49, 106.62, 82.25, 80.18, 74.12, 72.43, 71.11, 68.93, 61.51, 60.45, 31.68, 29.11,
29.04, 25.91, 22.54, 14.42.

IV (cm™): 3351, 2923, 2853, 1701, 1601, 1123.
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8,10-Dioctil-bergenina (3):

Rendimento: 23% (127 mg)
Aspecto fisico: p6 branco
F.F.: 95-97 °C

F.M.: C30H4809

M.M.: 552,71 g.mol"

RMN 'H (500 MHz, CD3OD) & (ppm): 7.42 (s, 1H), 4.79 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 4.09 —
4.01 (m, 5H), 3.98 (ddd, J = 14.4, 9.3, 2.4 Hz, 2H), 3.92 (s, 3H), 3.86 (dd, J = 4.5, 2.3
Hz, 1H), 3.84 (dd, J = 6.9, 2.5 Hz, 1H), 3.61 (dd, J = 9.7, 8.7 Hz, 1H), 3.51 (ddd, J =
9.8, 3.9, 2.5 Hz, 1H), 3.33 (ddd, J = 4.2, 2.1, 1.2 Hz, 1H), 1.89 — 1.71 (m, 5H), 1.57 —
1.47 (m, 4H), 1.41 — 1.30 (m, 16H), 0.93 (m, 6H).

RMN *3C (125 MHz, CD:OD) & (ppm): 164.60, 153.08, 150.40, 148.70, 126.27,
118.98, 110.22, 81.06, 80.29, 74.49, 74.24, 71.86, 69.93, 68.84, 60.90, 60.24, 31.67,
31.60, 29.95, 29.23, 29.11, 29.05, 29.00, 28.87, 25.82, 25.75, 22.37, 22.34, 13.11,
13.10.

IV (cm™): 3316, 2922, 2858, 1732, 1329.

8-Decil-bergenina (4):

OH Rendimento: 71% (332 mg)
Aspecto fisico: pé branco
F.F.: 184-186 °C

F.M.: C24H3609

M.M.: 468,54 g.mol"’

RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 8.52 (s, 1H), 7.10 (s, 1H), 5.67 (d, J = 5.4 Hz,
1H), 5.45 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 5.02 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 4.92 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 4.05 —
3.99 (m, 4H), 3.85 (ddd, J = 6.3, 4.8, 2.0 Hz, 1H), 3.78 (s, 3H), 3.67 (m, 1H), 3.61 —
3.55 (m, 1H), 3.26 — 3.05 (m, 1H), 1.78 — 1.67 (m, 2H), 1.43 (dt, J = 14.9, 7.5 Hz, 2H),
1.36 — 1.18 (m, 12H), 0.86 (t, J = 6.8 Hz, 3H).

RMN *3C (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 163.76, 152.92, 148.43, 142.08, 118.53,
118.49, 106.61, 82.24, 80.18, 74.11, 72.43, 71.11, 68.93, 61.51, 60.44, 31.76, 29.45,
29.39, 29.15, 29.14, 29.04, 25.89, 22.56, 14.42.
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IV (cm™): 3361, 2921, 2850, 1702, 1123.

8,10-Didecil-bergenina (5):

Rendimento: 29% (176 mg)
Aspecto fisico: pé branco
F.F.: 91-93 °C

F.M.: C34H5609

M.M.: 608,81 g.mol"’

RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 7.31 (s, 1H), 5.56 (d, J = 5.4 Hz, 1H), 5.27 (d,
J = 5.4 Hz, 1H), 4.77 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 4.46 (dd, J = 6.0, 4.8 Hz, 1H), 4.03 (t, J =
6.4 Hz, 2H), 3.99 — 3.86 (m, 4H), 3.80 (s, 3H), 3.76 (ddd, J = 11.5, 4.5, 1.7 Hz, 1H),
3.68 — 3.65 (m, 1H), 3.62 — 3.54 (m, 1H), 3.34 (t, J = 4.0 Hz, 1H), 1.79 — 1.58 (m, 4H),
1.49 — 1.37 (m, 4H), 1.37 — 1.14 (m, 24H), 0.86 (m, 6H).

RMN 3C (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 164.14, 152.80, 150.92, 148.40, 126.90,
119.57, 110.14, 81.95, 80.63, 74.46, 74.04, 71.66, 70.53, 68.95, 61.26, 61.02, 31.77,
30.09, 29.55, 29.46, 29.44, 29.38, 29.33, 29.19, 29.15, 29.13, 29.01, 25.92, 25.88,
22.57,22.56, 14.41.

IV (cm™):3297, 2919, 2850, 1731, 1132.

8-Dodecil-bergenina (6):

OH Rendimento: 37% (183 mg)
: Aspecto fisico: p6 branco
F.F.: 190-192 °C

F.M.: C26H4009

M.M.: 496,60 g.mol-!

RMN "H (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 8.52 (s, 1H), 7.09 (s, 1H), 5.66 (d, J = 5.5 Hz,
1H), 5.44 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 5.02 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 4.91 (s, 1H), 4.06 — 3.98 (m,
3H), 3.85 (d, J = 12.1 Hz, 1H), 3.78 (s, 3H), 3.67 (m, 1H), 3.62 — 3.54 (m, 1H), 3.48 —
3.43 (m, 1H), 3.20 (ddd, J = 18.2, 9.6, 5.4 Hz, 1H), 1.73 (m,2H), 1.43 (m, 2H), 1.24 (s,
16H), 0.88 — 0.84 (t, J = 6.7 Hz, 3H).
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RMN *3C (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 163.73, 152.93, 148.45, 142.17, 118.53,
106.73, 82.28, 80.21, 74.16, 72.48, 71.16, 69.00, 61.55, 60.45, 31.75, 29.48, 29.46,
29.43,29.41, 29.15, 29.12, 29.06, 25.89, 22.54, 14.39.

IV (cm™): 3362, 2920, 2849, 1702, 1122.

8,10-Didodecil-bergenina (7):

Rendimento: 54% (359 mg)
Aspecto fisico: p6 branco
F.F.: 60-62 °C

F.M.: C3sHes4009

M.M.: 664,92 g.mol"’

RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm):  7.30 (s, 1H), 5.55 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 5.25 (d,
J=5.3Hz, 1H), 4.75 (dd, J = 10.3, 1.8 Hz, 1H), 4.42 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 4.02 (t, J = 6.1
Hz, 2H), 3.98 — 3.92 (m, 1H), 3.89 (dd, J = 12.8, 7.3 Hz, 2H), 3.80 (s, 3H), 3.80 — 3.73
(m, 1H), 3.70 — 3.63 (m, 1H), 3.58 (dt, J = 11.1, 5.2 Hz, 1H), 3.40 — 3.35 (m, 1H), 3.34
—3.28 (m, 1H), 1.70 (ddq, J = 26.0, 13.6, 6.6 Hz, 4H), 1.41 (dd, J = 13.2, 6.6 Hz, 4H),
1.24 (s, 32H), 0.85 (t, J = 6.3 Hz, 6H).

RMN 13C (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 164.08, 152.81, 150.92, 148.47, 126.92,
119.57, 110.24, 81.97, 80.66, 74.51, 74.03, 71.73, 70.64, 69.01, 61.35, 60.95, 31.77,
30.08, 29.53, 29.49, 29.42, 29.40, 29.33, 29.17, 29.13, 29.04, 28.91, 25.94, 25.89,
22.55, 14.35.

IV (cm™): 3323, 2922, 2849, 1731, 1131.

8-Tetradecil-bergenina (8):

OH Rendimento: 46% (241 mq)
Aspecto fisico: p6 branco
F.F.: 100-102 °C

F.M.: C29H4409

M.M.: 524,65 g.mol’
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RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 8.52 (s, OH), 7.09 (s, 1H), 5.66 (d, J = 5.5 Hz,
1H), 5.44 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 5.02 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 4.90 (s, 1H), 4.06 — 3.98 (m,
3H), 3.85 (d, J = 11.8 Hz, 1H), 3.78 (s, 3H), 3.71 — 3.63 (m, 1H), 3.58 (t, J = 7.8 Hz,
1H), 3.45 (qui, J = 7.5, 6.7 Hz, OH), 3.25 — 3.18 (m, 1H), 1.78 — 1.69 (m, 2H), 1.42 (q,
J=7.2 Hz, 2H), 1.34 — 1.18 (m, 20H), 0.85 (t, J = 6.8 Hz, 3H).

RMN *3C (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 163.73, 152.93, 148.45, 142.16, 118.51,
106.71, 82.28, 80.21, 74.15, 72.48, 71.16, 68.99, 61.54, 60.44, 31.75, 29.49, 29.46,
29.42, 29.40, 29.15, 29.13, 29.06, 25.89, 22.54, 14.39.

IV (cm™): 3273, 2916, 2849, 1701, 1111.

8,10-Ditetradecil-bergenina (9):

Rendimento: 39% (281 mg)
Aspecto fisico: p6 branco
F.F.: 85-87 °C

F.M.: C42H7209

M.M.: 721,03 g.mol"’

RMN "H (500 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 7.31 (s, 1H), 5.52 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 5.23 (d,
J =53 Hz, 1H), 4.77 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 4.41 (s, 1H), 4.03 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.96
(q, J = 7.4, 6.8 Hz, 1H), 3.90 (q, J = 9.9, 8.3 Hz, 2H), 3.80 (s, 3H), 3.76 (dd, J = 11.0,
5.2 Hz, 1H), 3.66 (m, 1H), 3.62 — 3.54 (m, 1H), 3.38 (dd, J = 10.5, 5.0 Hz, 2H), 1.79 —
1.63 (m, 4H), 1.48 — 1.37 (m, 4H), 1.24 (s, 40H), 0.85 (t, J = 6.7 Hz, 6H).

RMN 13C (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 164.12, 152.82, 150.93, 148.47, 126.92,
119.58, 110.27, 81.96, 80.66, 74.51, 74.04, 71.71, 70.64, 69.04, 61.34, 61.02, 31.75,
30.07, 29.48, 29.45, 29.37, 29.35, 29.28, 29.15, 29.08, 29.01, 25.91, 25.86, 22.54,
14.38.

IV (cm™"): 3396, 2917, 2850, 1729, 1129.
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8,10-Dibenzil-bergenina (10):

Rendimento: 99% (503 mg)
11.-OH Aspecto fisico: p6 branco
F.F.: 180-182 °C
F.M.: C2sH2809
M.M.: 508,52 g.mol"’

RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds)  (ppm): 7.54 — 7.31 (m, 11H), 5.59 (d, J = 5.3 Hz, 1H),
5.31 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 5.23 (s, 2H), 5.09 — 4.99 (m, 2H), 4.80 (dd, J = 10.2, 1.4 Hz,
1H), 4.54 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 4.00 — 3.89 (m, 1H), 3.82 (s, 3H), 3.73 — 3.62 (m, 2H),
3.61—3.53 (m, 1H), 3.36 — 3.30 (m, 2H).

RMN 13C (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 164.08, 152.47, 150.61, 148.61, 138.35,
136.99, 128.62, 128.53, 128.50, 128.22, 128.18, 128.12, 127.46, 119.57, 111.19,
81.86, 80.64, 75.68, 74.44, 71.64, 70.67, 70.34, 61.24, 60.94.

IV (cm™): 3302, 1734, 1113, 734.

7.2.3 PROCEDIMENTO GERAL E DADOS DE CARACTERIZACAO PARA OS
DERIVADOS DE ESTERES DE BERGENINA (11-18)

A uma solucgao de 8,10-dibenzil-bergenina (10) (1,0 mmol) em piridina (10 mL)
foi adicionado o acido graxo de interesse (7 mmol), DCC (7 mmol) e DMAP catalitica
(DMAP) a 0 °C. A mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente durante 24 a
48 horas. Apos finalizagao, a solugao foi extraida com agua destilada (10 mL). Os
volateis foram secos com sulfato de sddio anidro e evaporados sob pressao reduzida.
Os produtos 11-14 foram obtidos apds purificagcdo em coluna cromatografica (acetato
de etila/lhexano 9:1). Os ésteres 15 — 18 foram obtidos através de hidrogendlise dos
compostos 11-14, utilizou-se hidrogénio gasoso e 20 mol % Pd/C em 20 mL de
diclometano/ etanol (1:1) a temperatura ambiente por 6h em um reator de alta pressao
(4 bar). Apds o tempo reacional, a reagao foi filtrada, o solvente evaporado sob

pressao reduzida e obtidos os produtos.
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8,10-Di-O-benzil-3,4,11-tri-O-octanoil-bergenina (11):

o (CHZ)6CHs Rendimento: 32% (283 mg)
\[/ Aspecto fisico: 6leo amarelo
F.M.: C52H70012

M.M.: 887,12 g.mol"’

CeHs

RMN "H (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.59 (s, 1H), 7.51 — 7.34 (m, 10H), 5.48 (t, J =
9.1 Hz, 1H), 5.27 — 4.99 (m, 5H), 4.63 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 4.30 (t, J = 10.1 Hz, 1H),
4.21 (dd, J = 12.5, 3.6 Hz, 1H), 3.98 (s, 3H), 3.81 — 3.75 (m, 1H), 2.48 — 2.18 (m,

7H), 1.70 — 1.52 (m, 6H), 1.38 — 1.23 (m, 24H), 0.95 — 0.85 (m, 9H).

RMN 3C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 173.35, 172.86, 172.31, 163.02, 153.09, 150.39,
149.38, 137.64, 135.88, 128.73, 128.49, 128.34, 128.11, 127.52, 125.76, 118.81,
111.78, 76.63, 76.10, 72.80, 72.06, 71.06, 68.16, 61.71, 61.31, 34.12, 33.98, 33.84,
31.67, 31.65, 29.06, 28.93, 24.76, 24.72, 22.61, 14.06.

IV (cm™): 3284, 2921, 2853, 1739, 1142.

8,10-Di-O-benzil-3,4,11-tri-O-decanoil-bergenina (12):

O\I/«:Hz)acm Rendimento: 28% (271 mg)
Aspecto fisico: 6leo amarelo

(cHpecH,  F+M.: CssHs2012

\ﬂ/ M.M.: 971,28 g.mol"

CgHs (CH2)sCHs

RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.54 (s, 1H), 7.35 (m, 10H), 5.44 (t, J = 9.5 Hz,
1H), 5.21 — 4.95 (m, 5H), 4.63 (d, J = 10.4 Hz, 1H), 4.23 (t, J = 10.1 Hz, 1H), 4.16 (dd,
J=12.7, 4.4 Hz, 1H), 3.93 (s, 3H), 3.74 (dd, J = 12.1, 3.2 Hz, 1H), 3.71 — 3.59 (m, 1H),
2.43 —2.13 (m, 6H), 1.63 — 1.51 (m, 6H), 1.41 — 1.05 (m, 36H), 0.85 (m, 9H).

RMN 13C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 173.23, 172.78, 172.21, 162.93, 154.09, 153.00,
150.32, 149.36, 137.67, 135.91, 128.62, 128.38, 128.22, 127.95, 127.45, 127.40,
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125.78,118.73, 111.79, 77.43, 77.22, 77.18, 76.92, 76.60, 76.01, 72.66, 72.04, 61.16,
35.61, 34.09, 34.04, 33.91, 33.76, 32.54, 31.82, 30.82, 29.38, 29.34, 29.24, 29.10,
29.07, 29.05, 29.03, 26.21, 25.52, 25.48, 25.32, 24.83, 24.72, 24.70, 24.67, 22.61,
14.02.

IV (cm™): 2918, 2851, 1740, 1158.

8,10-Di-O-benzil-3,4,11-tri-O-dodecanoil-bergenina (13):

o\[/(CHZMCHs Rendimento: 42% (443 mg)
Aspecto fisico: pé branco
(CHy)1oCHs F.F.: 60-62 °C
\ﬂ/ F.M.: Cs4H94012
M.M.: 1055,44 g.mol"

CeHs (CH2)10CH3

RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.59 (s, 1H), 7.51 — 7.32 (m, 11H), 5.48 (t, J =
9,5Hz,1H), 5.27 — 5.05 (m, 6H), 4.62 (d, J = 10.4 Hz, 1H), 4.30 (t, J = 10.2 Hz, 1H),
4.21 (dd, J=12.5, 4.2 Hz, 1H), 3.98 (s, 3H), 3.77 (ddd, J = 10.2, 4.2, 2.2 Hz, 1H), 2.45
—2.18 (m, 6H), 1.68 — 1.50 (m, 6H), 1.38 — 1.24 (m, 48H), 0.96 — 0.85 (m, 9H).

RMN 13C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 173.36, 172.86, 172.32, 163.02, 153.09, 150.39,
149.38, 137.64, 135.88, 128.73, 128.49, 128.35, 128.11, 127.52, 125.76, 118.81,
76.11, 72.81, 71.06, 68.17, 34.12, 33.99, 33.84, 31.95, 29.69, 29.51, 29.39, 29.31,
29.14, 24.74,22.71, 14.12.

IV (cm™): 2920, 2852, 1769, 1130.

8,10-Di-O-benzil-3,4,11-tri-O-tetradecanoil-bergenina (14):

o\{/(CHz)mCHa Rendimento: 85% (968 mg)
Aspecto fisico: pé branco
(CHy,ch,  F-F.186-88°C
F.M.: CroH106012
M.M.: 1139,61 g.mol"

CeHs
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RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.59 (s, 1H), 7.52 — 7.33 (m, 11H), 5.48 (t, J=
9.5Hz, 1H), 5.25 — 5.05 (m, 6H), 4.62 (d, J = 10.4 Hz, 1H), 4.30 (t, J = 10.2 Hz, 1H),
4.21 (dd, J = 12.6, 4.2 Hz, 1H), 3.98 (s, 3H), 3.77 (ddd, J = 9.0, 5.0, 2.4 Hz, 1H), 2.39
—2.17 (m, 6H), 1.65 — 1.53 (m, 6H), 1.34 — 1.19 (m, 60H), 0.93 — 0.88 (m, 9H).

RMN 13C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 173.36, 172.86, 172.31, 163.02, 153.09, 150.39,
149.38, 137.64, 135.88, 128.73, 128.49, 128.34, 128.11, 127.52, 118.81, 111.77,
76.11, 72.81, 72.04, 71.06, 61.24, 34.12, 33.99, 33.84, 31.93, 29.64, 29.49, 29.30,
29.13, 24.73, 22.70, 14.12.

IV (cm™): 2917, 2850, 1736, 1112.

3.4,11-Tri-O-octanoil-bergenina (15):
OY(CHZ)SCHS Rendimento: 54% (68 mg)

Aspecto fisico: 6leo amarelo
F.M.: CssHs8012
M.M.: 706,87 g.mol"

RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.78 (s, 1H), 7.27 (s, 1H), 5.53 (t, J = 9.5 Hz, 1H),
5.10 (t, J = 9.6 Hz, 1H), 5.00 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 4.41 (dd, J = 12.5, 2.3 Hz, 1H), 4.34
(t, J = 10.1 Hz, 1H), 4.12 (dd, J = 12.4, 6.8 Hz, 1H), 4.07 — 4.01 (m, 4H), 2.43 — 2.25
(m, 6H), 1.70 — 1.54 (m, 6H), 1.37 — 1.18 (m, 24H), 0.87 (t, J = 7.3, 4.3, 3.4 Hz, 9H).
RMN 13C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 173.41, 172.69, 172.34, 162.19, 150.22, 146.92,
140.06, 118.08, 114.69, 110.21, 77.41, 76.69, 73.99, 71.45, 68.30, 61.94, 60.88,
34.02, 33.97, 33.91, 31.84, 31.61, 31.59, 29.67, 29.39, 29.24, 29.09, 29.03, 28.88,
24.80, 24.71, 24.67, 22.63, 22.57, 22.56, 14.05, 14.00, 13.99.

IV (cm™): 3298, 2928, 2854,1745, 1643, 1352,1165,1092.
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3.,4,11-Tri-O-decanoil-bergenina (16):

o (CH2)sCHs Rendimento: 60% (74 mg)
\[/ Aspecto fisico: 6leo amarelo
F.M.: C44H70012
\[]/ M.M.: 791,03 g.mol"

RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.80 (s, 1H), 7.29 (s, 1H), 6.14 (s, 1H), 5.53 (t, J
= 9.5 Hz, 1H), 5.11 (t, J = 9.6 Hz, 1H), 5.01 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 4.42 (dd, J= 12.4, 1.8
Hz, 1H), 4.35 (t, J = 10.1 Hz, 1H), 4.19 — 4.09 (m, 1H), 4.06 (s, 3H), 4.05 — 4.02 (m,
1H), 2.40 (qui, J = 7.9 Hz, 3H), 2.32 (qui, J = 7.9 Hz, 3H), 1.71 — 1.55 (m, 6H), 1.38 —
1.21 (m, 36H), 0.89 (tt, J = 6.9, 3.1 Hz, 9H).

RMN 13C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 173.37, 172.64, 172.32, 162.12, 150.16, 146.86,
140.00, 118.12, 114.72, 110.14, 77.48, 76.70, 74.05, 71.44, 68.32, 61.95, 60.91,
34.04, 33.99, 33.93, 31.84, 31.82, 29.39, 29.24, 29.10, 29.08, 24.82, 24.73, 24.69,
22.64, 22.62, 14.05.

IV (cm™): 3365, 2924, 2854, 1736, 1360, 1149, 1076.

3,4,11-Tri-O-lauroil-bergenina (17):

0 (CH2)10CHs Rendimento: 61% (128 mg)
\l/ Aspecto fisico: p6 branco
(CHa1sCHs F.F.: 60-62°C
\ﬂ/ F.M.: Cs0Hg2012
7 M.M.: 875,19 g.mol"
(CH5)40CH3

RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.79 (s, 1H), 5.54 (t, J = 9.5 Hz, 1H), 5.11 (t, J =
9.6 Hz, 1H), 5.01 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 4.41 (dd, J = 10.2, 2.3 Hz, 1H), 4.35 (t, J = 10.1
Hz, 1H), 4.13 (dd, J = 12.4, 6.8 Hz, 1H), 4.08 — 4.02 (m, 4H), 2.46 — 2.26 (m, 6H), 1.70
—1.58 (m, 6H), 1.43 — 1.19 (m, 48H), 0.89 (t, J = 6.8 Hz, 9H).
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RMN 13C (125 MHz, CDCIs) d (ppm): 173.40, 172.68, 172.34, 162.16, 150.21, 146.90,
140.04, 118.11, 114.70, 110.22, 77.44, 76.70, 74.02, 71.46, 68.33, 61.96, 60.88,
34.04, 33.98, 33.96, 33.92, 31.90, 31.88, 29.68, 29.60, 29.57, 29.44, 29.41, 29.33,
29.30, 29.25, 29.22, 29.11, 29.08, 29.06, 24.82, 24.73, 24.70, 22.65, 14.05.

IV (cm™): 3421, 2918, 2850, 1747, 1705, 1358, 1178, 1103.

3,4,11-Tri-O-tetradecanoil-bergenina (18):

Rendimento: 71% (212 mg)
Aspecto fisico: p6 branco
F.F.: 86-88°C

F.M.: Cs6H94012

M.M.: 959,36 g.mol"

RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.81 (s, 1H), 7.30 (s, 1H), 6.03 (s, 1H), 5.54 (t, J
= 9.5 Hz, 1H), 5.11 (t, J = 9.6 Hz, 1H), 5.01 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 4.42 (dd, J = 12.5, 2.4
Hz, 1H), 4.36 (t, J = 10.1 Hz, 1H), 4.13 (dd, J = 12.4, 6.9 Hz, 1H), 4.07 (s, 3H), 4.07 —
4.01 (m, 1H), 2.48 — 2.26 (m, 6H), 1.71 — 1.55 (m, 6H), 1.40 — 1.18 (m, 60H), 0.90 (t,
J = 6.8 Hz, 9H).

RMN 13C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 173.36, 172.63, 172.32, 162.09, 150.13, 146.82,
139.94, 118.14, 114.71, 110.11, 77.49, 76.68, 74.08, 71.41, 68.31, 61.96, 60.94,
34.05, 34.00, 33.94, 31.92, 31.91, 29.69, 29.66, 29.64, 29.46, 29.36, 29.34, 29.27,
29.24,29.12, 29.10, 24.83, 24.74, 24.70, 22.68, 14.08.

IV (cm™"): 3414, 2918, 2850, 1745, 1354, 1178, 1107.

7.2.4 SINTESE E CARACTERIZACAO DA AMINA PRIMARIA DE BERGENINA (21)

Inicialmente foi preparado o mesilato primario em C11 a partir da bergenina
benzilada 10. A sintese do mesilato 19 consistiu no tratamento de 10 (1,9 mmol) com
cloreto de metanossulfonila (CH3SO2Cl) (13,5 mmol) e piridina (Pi) em DCM,
inicialmente a 0°C até a temperatura ambiente, por 24 h. Apds o término da reacgao,

foi realizada extracao liquido-liquido com DCM e agua. Os volateis foram secos com
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sulfato de sédio anidro e evaporados sob pressao reduzida. O mesitato 19 foi obtido
como um po branco apos purificagdo em coluna cromatografica utilizando hexano:

acetato de etila (2:8).

8,10-Di-O-benzil-11-O-mesil-bergenina (19):

Rendimento: 49% (562mg)
Aspecto fisico: p6 branco
F.F.: 188-190 °C

F.M.: C29H30011S

M.M.: 586,61 g.mol"

RMN "H (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 7.52 — 7.32 (m, 11H), 5.69 (d, J = 5.5 Hz, 1H),
5.66 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 5.22 (s, 2H), 5.03 (d, J = 11.4 Hz, 1H), 4.97 (d, J = 11.4 Hz,
1H), 4.88 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 4.36 (dd, J = 11.4, 4.5 Hz, 1H), 4.29 (dd, J = 11.2, 2.0
Hz, 1H), 3.99 (t, J = 9.9 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H), 3.75 — 3.66 (m, 2H), 3.37 — 3.33 (m, 1H),
3.04 (s, 3H).

RMN *3C (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 163.86, 152.57, 150.29, 148.66, 138.03,
136.99, 128.98, 128.68, 128.48, 128.37, 128.28, 128.08, 126.79, 119.47, 111.48,
80.28, 78.30, 75.54, 74.11, 71.85, 70.84, 69.93, 69.47, 61.23, 37.01.

IV (cm™): 3443, 2915, 1713, 1336, 1134.

O composto 20 foi obtido apds o tratamento de 19 (0,5 mmol) com azida de
sodio (NaNs3) (0,5 mmol) em DMF a 80 °C por 24 h. Apés o término da reagao, um oleo
marrom foi obtido. Foi entdo realizada uma extragao liquido-liquido com DCM e agua.
A fase organica foi separada e evaporada sob pressao reduzida. O composto 20 foi
obtido com um pd branco apds purificagdo em coluna cromatografica utilizando

hexano: acetato de etila (3:7).
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8,10-Di-O-benzil-11-desoxi-11-azido-bergenina (20):

Rendimento: 58% (147 mg)
Aspecto fisico: p6 branco
F.F.: 58-60 °C

F.M.: C2sH27N30s

M.M.: 533,54 g.mol"

RMN 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm): 7.57 (s, 1H), 7.52 — 7.32 (m, 10H), 5.23 — 5.12 (m,
3H), 5.08 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 4.55 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 4.12 (t, J = 9.9 Hz, 1H), 3.97
(s, 3H), 3.72 (t, J = 9.1 Hz, 1H), 3.54 (dt, J = 9.7, 3.4 Hz, 1H), 3.45 (dd, J = 13.2, 4.2
Hz, 1H), 3.34 (dd, J = 13.3, 2.6 Hz, 1H), 1.28 (d, J = 12.9 Hz, 2H).

RMN 13C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 164.09, 152.94, 150.43, 149.62, 137.84, 135.98,
128.69, 128.41, 128.29, 127.86, 127.54, 127.36, 126.47, 118.59, 111.76, 79.69, 78.65,
75.49, 74.81,72.21, 71.14, 70.54, 61.26, 51.02.

IV (cm™): 3377, 2101, 1652, 1130.

Por fim, o composto de interesse 21 foi obtido através de hidrogendlise e
reducao do composto 20 (0,27 mmol) realizadas em um reator de alta presséo (4 bar),
onde foram utilizados 20 mol % Pd/C em 15 mL de diclometano/ etanol (1:1) e
hidrogénio gasoso por 6h, seguidos de filtragdo simples e evaporagdo sob pressao

reduzida.

11-Desoxi-11-azido-bergenina (21):

Rendimento: 75% (68 mq)
Aspecto fisico: p6 branco
F.F.: DEGRADA >220°C
F.M.: C14H17NQs

M.M.: 327,29 g.mol"

RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 9.81 (s, 1H), 8.26 (s, 1H), 7.02 (s, 1H), 5.78 —
5.69 (m, 2H), 5.08 (dd, J = 10.6, 1.8 Hz, 1H), 4.13 — 3.99 (m, 2H), 3.88 — 3.79 (m, 2H),
3.78 (s, 3H), 3.74 — 3.66 (m, 1H), 3.32 (dd, J = 9.7, 3.9 Hz, 1H), 1.29 — 1.12 (m, 2H).
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RMN *3C (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 163.77, 151.47, 148.44, 141.11, 118.60,
116.06, 110.09, 80.06, 80.01, 73.83, 72.59, 71.78, 60.30, 45.64.
IV (cm™): 3476, 3378, 3305, 1662, 1098.

7.3 SINTESE DE DERIVADOS DE CRISINA

7.3.1 PROCEDIMENTO GERAL E DADOS DE CARACTERIZACAO PARA
DERIVADOS ETER DE CRISINA (25-29)

A uma solugao de crisina (1 mmol) em DMF (5 mL) foi adicionado carbonato de
potassio (1,5 mol equivalente) e mantida sob agitagao a temperatura ambiente durante
30 minutos. Apos este tempo, foi adicionado haleto de alquila ou propargila (cloreto
ou brometo) (1,5 mol equivalente) e a mistura reacional foi mantida a 80 °C e agitada
por 24 h. Apds a conclusao, foi realizada a extragao utilizando diclorometano (30 mL)
e agua (30 mL). A fase organica foi evaporada e o produto foi obtido apos purificagéo

em coluna cromatografica (hexano/ acetato de etila 7:3).

2-Fenil-5-hidroxi-7-(octiloxi) -4H-cromen-4-ona (25):

Rendimento: 34% (124 mq)
Aspecto fisico: pdé amarelo
F.F.: 95-97 °C

F.M.: C23H2604

M.M.: 366,46 g.mol"’

RMN "H (500 MHz, CDCl3) 5 (ppm): 12.71 (s, 1H), 7.90 (dd, J = 8.1, 1.8 Hz, 2H), 7.60
—7.50 (m, 3H), 6.67 (s, 1H), 6.51 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.38 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 4.04 (t,
J = 6.6 Hz, 2H), 1.83 (qui, J = 6.6 Hz, 2H), 1.48 (qui, J = 7.1 Hz, 2H), 1.39 — 1.27 (m,
8H), 0.92 (t, J = 6.9 Hz, 3H).

RMN 3C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 182.47, 165.25, 163.91, 162.12, 157.81, 131.82,
131.80, 131.37, 129.08, 126.31, 126.24, 105.77, 105.57, 98.70, 93.04, 68.73, 31.81,
29.30, 29.23, 28.97, 25.95, 22.67, 14.10.

IV (cm™): 2920, 2852, 1740, 1657, 1167, 812.
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2-Fenil-5-hidroxi-7-(deciloxi) -4H-cromen-4-ona (26):

Rendimento: 72% (284 mg)
Aspecto fisico: pdé amarelo
F.F.: 87-89 °C

F.M.: C25H3004

M.M.: 394,51 g.mol"’

OH O

RMN 'H (500 MHz, CDCls) 3 (ppm): 12.71 (s, 1H), 7.91 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.60 — 7.50
(m, 3H), 6.68 (s, 1H), 6.51 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 6.39 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 4.05 (t, J = 6.6
Hz, 2H), 1.84 (qui, J = 6.6 Hz, 2H), 1.48 (qui, J = 6.9 Hz, 2H), 1.42 — 1.16 (m, 12H),
0.97 — 0.80 (m, 3H).

RMN 3C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 182.49, 165.26, 163.94, 162.14, 157.82, 131.82,
131.80, 131.39, 129.08, 126.33, 126.26, 105.91, 105.80, 98.58, 93.06, 68.74, 31.91,
29.56, 29.33, 28.96, 25.94, 22.69, 14.11.

IV (cm™): 2920, 2850, 1618, 1171, 823.

7-(dodeciloxi)- 2-fenil-5-hidroxi- -4H-cromen-4-ona (27):

Rendimento: 67% (283 mg)
Aspecto fisico: p6 amarelo
F.F.: 88-90 °C

F.M.: C2rH3404

M.M.: 422,56 g.mol-!

OH O

RMN 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm): 12.72 (s, 1H), 7.90 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.60 —
7.50 (m, 3H), 6.68 (s, 1H), 6.51 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.38 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 4.11 —
4.01 (m, 2H), 1.83 (qui, J = 6.8 Hz, 2H), 1.48 (qui, J = 6.9 Hz, 2H), 1.43 — 1.26 (m,
16H), 0.90 (t, J = 6.9 Hz, 3H).

RMN 3C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 182.47, 165.25, 163.91, 162.14, 157.81, 131.82,
131.79, 131.39, 129.10, 126.32, 126.24, 105.91, 105.79, 98.69, 93.18, 68.73, 31.93,
29.63, 29.60, 29.36, 28.97, 28.90, 28.62, 28.52, 25.95, 22.71, 14.11.
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2-fenil-5-hidroxi-7-(tetradeciloxi)-4H-chromen-4-one (28):

Rendimento: 37% (167 mg)
Aspecto fisico: p6 amarelo
F.F.: 83-85°C

F.M.: C29H3804

M.M.: 450,62 g.mol"’

OH O

RMN 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm): 12.72 (s, 1H), 7.90 (dd, J = 6.6, 1.6 Hz, 2H), 7.60
—7.50 (m, 3H), 6.68 (s, 1H), 6.51 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.38 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 4.05 (t,
J = 6.5 Hz, 2H), 1.83 (qui, J = 6.7 Hz, 2H), 1.48 (qui, J = 7.6 Hz, 2H), 0.90 (t, J = 6.9
Hz, 3H).

RMN 13C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 182.46, 165.25, 163.89, 162.15, 157.81, 131.81,
131.78, 131.39, 129.10, 126.31, 126.24, 105.91, 105.79, 98.56, 93.04, 68.73, 31.94,
29.71, 29.68, 29.61, 29.57, 29.38, 29.34, 29.04, 28.97, 28.90, 25.95, 22.71, 14.15.

2-fenil-5-Hidroxi-7-(prop-2a-iniloxi)- 4H-cromen-4-ona (29)

Rendimento: 81% (191 mg)
Aspecto fisico: pdé amarelo
F.M.: C1sH1204

M.M.: 292,29 g.mol"’

OH O
RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 12.76 (s, 1H), 7.91 (dt, J = 6.4, 1.7 Hz, 2H), 7.62
—7.51 (m, 6H), 6.70 (s, 1H), 6.62 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 6.48 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 4.80 (d,
J = 2.3 Hz, 2H), 2.63 (t, J = 2.4 Hz, 1H).
RMN 13C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 182.53, 164.18, 163.39, 162.26, 157.68, 131.90,
131.29, 129.11, 126.45, 126.35, 106.24, 105.98, 98.97, 93.59, 77.42, 76.54, 56.21.

7.3.2 PROCEDIMENTO GERAL E DADOS DE CARACTERIZAGAO PARA
DERIVADOS ESTERES DE CRISINA (30-33)

A solugéo de crisina (1 mmol) em diclorometano (15 mL) foram adicionados 2

mol equivalente de DCC, DMAP catalitico e 2 mol equivalentes do acido graxo de
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interesse a 0 °C. A mistura reacional foi mantida sob agitagao a temperatura ambiente
por 24 horas. As reacdes foram acompanhadas por CCD. Apds o término da reacao
foi realizada extragcédo utilizando diclorometano (20 mL) e agua (20 mL). A fase
organica foi separada e o solvente evaporado sob pressao reduzida. Por fim, foi feita
separagao por cromatografia em coluna de silica (hexano/ acetato de etila 7:3) e

obtidos os produtos.

2-Fenil-5-hidroxi-4-oxo-4H-cromen-7-il octanoato (30):

Rendimento: 74% (282 mq)
Aspecto fisico: p6é amarelo
F.F.: 122-124 °C

F.M.: C23H240s5

M.M.: 380,44 g.mol"’

OH O

RMN "H (500 MHz, CDCls) & (ppm): 12.74 (s, 1H), 7.91 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.61 — 7.51
(m, 3H), 6.87 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 6.75 (s, 1H), 6.58 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 2.61 (t, J= 7.5
Hz, 2H), 1.79 (qui, J = 7.5 Hz, 2H), 1.50 — 1.39 (m, 2H), 1.38 — 1.26 (m, 6H), 0.93 (t, J
= 6.8 Hz, 3H).

RMN 13C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 182.88, 171.33, 164.68, 161.89, 156.77, 156.14,
132.19, 132.15, 130.99, 129.15, 126.45, 126.36, 108.86, 106.06, 105.42, 101.01,
34.44, 31.65, 29.03, 28.92, 24.84, 22.62, 14.11.

2-Fenil-5-hidroxi-4-oxo0-4H-cromen-7-il decanoato (31):

Rendimento: 81% (331 mg)
Aspecto fisico: p6 amarelo
F.F.: 125-127 °C

F.M.: C25H2805

M.M.: 408,49 g.mol-!

OH O
RMN 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm): 12.74 (s, 1H), 7.92 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.63 —
7.52 (m, 3H), 6.88 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.76 (s, 1H), 6.59 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 2.61 (t, J
= 7.5 Hz, 2H), 1.79 (qui, J = 7.6 Hz, 2H), 1.50 — 1.42 (m, 2H), 1.42 — 1.25 (m, 10H),
0.92 (t, J = 6.9 Hz, 3H).
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RMN 13C (125 MHz, CDCIs) d (ppm): 182.89, 171.32, 164.68, 161.89, 156.77, 156.15,
132.15, 130.98, 129.16, 126.44, 126.36, 108.86, 106.05, 105.42, 101.00, 77.31, 77.06,
76.80, 34.45, 31.87, 29.27, 29.07, 24.84, 24.75, 22.70, 14.11.

IV (cm): 2918, 2850, 1765, 1616, 1128, 819.

2-Fenil-5-hidroxi-4-oxo-4H-cromen-7-il dodecanoato (32):

Rendimento: 83% (362 mg)
Aspecto fisico: pdé amarelo
F.F.: 130-132 °C

F.M.: C27H320s5

M.M.: 436,55 g.mol"’

RMN 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm): 12.73 (s, 1H), 7.93 — 7.87 (m, 2H), 7.62 — 7.51 (m,
3H), 6.87 (d, J = 2.0 Hz, 1H), .74 (s, 1H), 6.58 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 2.61 (t, J = 7.5 Hz,
2H), 1.79 (qui, J = 7.5 Hz, 2H), 1.49 — 1.41 (m, 2H), 1.34 — 1.24 (m, 14H), 0.91 (t, J =
6.9 Hz, 3H).

RMN 13C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 182.86, 171.32, 164.66, 161.89, 156.76, 156.13,
132.15, 130.98, 129.16, 129.14, 126.44, 126.35, 108.85, 106.04, 105.41, 100.99,
34.44,31.93, 29.62, 29.47, 29.35, 29.26, 29.07, 24.84, 22.71, 14.12.

2-Fenil-5-hidroxi-4-oxo0-4H-cromen-7-il tetradecanoato (33):

Rendimento: 90% (418 mgq)
Aspecto fisico: p6 amarelo
F.F.: 116-118 °C

F.M.: C29H3605

M.M.: 464,60 g.mol-

RMN 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm): 12.73 (s, 1H), 7.91 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 7.62 — 7.52
(m, 3H), 6.88 (s, 1H), 6.76 (s, 1H), 6.59 (s, 1H), 2.61 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.82 — 1.76
(m, 2H), 1.49 — 1.39 (m, 1H), 1.39 — 1.26 (m, 18H), 0.90 (t, J = 6.2 Hz, 3H).

RMN 13C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 182.90, 171.33, 164.70, 161.88, 156.77, 156.15,
132.19, 132.16, 130.99, 129.20, 129.17, 126.46, 126.37, 108.86, 106.06, 105.43,
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101.01, 34.44, 31.94, 29.70, 29.66, 29.62, 29.46, 29.37, 29.26, 29.07, 24.84, 22.71,
14.12

7.3.3 PROCEDIMENTO GERAL E DADOS DE CARACTERIZACAO DAS AZIDAS DE
CARBOIDRATOS PROTEGIDOS GALACTOSE, FRUTOSE E RIBOSE (34-36)

Para a D-galactose e D-frutose, a um baldo de fundo redondo foram adicionados
12 g de cloreto de zinco anidro em 200 mL de acetona. A essa solug&o, foram
adicionados 9 g de carboidrato seguida de adigao lenta de 2 mL de acido sulfarico
concentrado. A mistura reacional foi mantida sob agitacao e temperatura ambiente por
24 horas. Apoés o término da reacao, que foi acompanhada por CCD, foi adicionada
solugédo saturada de carbonato de sédio (10 mL) até a neutralizagdo. A mistura foi
fitrada e a agua mae foi concentrada sob pressdo reduzida. Apds evaporagao
realizou-se extragao liquido-liquido com diclorometano e agua. A fase organica foi
evaporada sob presséao reduzida e o produto obtido apds CCS utilizando como eluente
hexano e acetato de etila em gradiente de eluicdo. Para a D-ribose, o procedimento
seguiu as mesmas condi¢des, porém ocorrendo a adigdo de metanol (75 mL) apds a
adicao do carboidrato.

De posse dos carboidratos protegidos, seguiu-se a iodagao utilizando 11 mmol
do isopropilideno de interesse, 75 mL de tolueno, 16,4 mmol de trifenilfosfina, 16,4
mmol de imidazol e 16,4 mmol de iodo molecular. A reacao foi mantida a 80 °C, sob
agitacao, por 24 horas e foi acompanhada por CCD. Apds o tempo reacional, foi
adicionada solugao saturada bissulfito de sédio. Foi entdo realizada a extragdo com
diclorometano e agua (2 x 100 mL cada). A fase organica foi evaporada sob pressao
reduzida e o produto obtido apdés CCS utilizando como eluente hexano e acetato de
etila em gradiente de eluicdo. Os iodetos foram diretamente empregados na préxima
etapa.

Por fim, para obteng¢ao das azidas, foi adicionado 2 mmol do respectivo iodeto
de carboidrato protegido e 3 mmol de azida de sddio a 15 mL de DMSO. A reacao foi
mantida sob agitagdo e aquecimento de 80°C por 72-96 horas. Apos o término da
reacao, observada por CCD, foi realizada extracao liquido-liquido com diclorometano
e agua (20 mL cada). A fase orgéanica foi evaporada sob pressao reduzida. As azidas
de galactose, frutose e ribose protegidas foram obtidas em rendimentos de 70% e

53%, respectivamente.
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(3aR,5R,5a8,8aS,8bR)-5-(azidometil)-2,2,7,7-tetrametiltetrahidro-5H-bis([1,3]
dioxolo)[4,5- b:4',5 "-d]pirano (34)

Ns Rendimento: 70 %
(0]
>< Aspecto fisico: 6leo amarelo
(0]
\ F.M.: C12H19N305

M.M.: 285,30 g/mol

RMN de "H (500 MHz, CDCI3) & (ppm): 5.54 (d, 1H, J = 5.0 Hz), 4.63 (dd, 1H, J = 7.9
e 2.5 Hz), 4.34 (dd, 1H, J = 5.0 e 2.5 Hz), 4.20 (dd, 1H, J = 7.9 e 2.0 Hz), 3.93-3.90
(m, 1H), 3.51 (dd, 1H, J = 13 e 7.9 Hz), 3.36 (dd, 1H, J = 13 e 5.3 Hz), 1.55 (s, 3H),
1.46 (s, 3H), 1.34 (s, 6H).

RMN de *3C (125 MHz, CDCI3) & (ppm): 109.71, 108.90, 96.44, 71.26, 70.90, 70.49,
67.10, 50.77, 26.12, 26.03, 24.97, 24.52.

(3aS,5aR,8aR,8bS)-3a-(azidometil)-2,2,7,7-tetrametiltetrahidro-5H-bis([1,3]
dioxolo)[4,5-b:4',5'-d] pirano (35)

Rendimento: 60 %

Aspecto fisico: 6leo amarelo
F.M.: C12H19N30Os

M.M.: 285,30 g/mol

A formacéo deste produto foi observada por CCD através do consumo do

substrato e comparado com padréo disponivel em nosso grupo de pesquisa.

4-(azidometil)-6-metoxi-2,2-dimetilltetrahidrofuro[3,4-d][1,3]dioxole (36)

Rendimento: 53 %

N3
o) Aspecto fisico: 6leo amarelo
O F.M.: CoH15N304
O M.M.: 229,24 g/mol
O\
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RMN de "H (500 MHz, CDCI3) & (ppm): 5.02 (s, 1H), 4.62 (s, 2H), 4.31 (dd, J = 8.5,
6.7 Hz, 1H), 3.47 (dd, J = 12.5, 7.7 Hz, 1H), 3.40 (s, 3H), 3.29 (dd, J = 12.5, 6.8 Hz,
1H), 1.51 (s, 3H), 1.34 (s, 3H).

RMN de 3C (125 MHz, CDCI3) & (ppm):112.70, 109.83, 85.40, 85.14, 82.06, 55.23,
53.77, 26.40, 24.92.

7.3.4 PROCEDIMENTO GERAL E DADOS DAS AZIDAS AROMATICAS (40-44)

A um baldo de 125 mL foi adicionada a anilina de interesse (10 mmol) e
manteve-se esse baldo em banho de gelo e sob agitagdo. Em seguida foram
adicionados lentamente ao sistema 5 mL de solugao HCI 6M, sempre acompanhando
a temperatura, para que se mantivesse entre 0 — 5 °C. Apds a adi¢ado da solugao acida,
foi adicionada uma solugao de nitrito de sédio (10 mmol) preparada em 10 mL de agua
destilada. A adicdo desta solugdo ao sistema deu-se lentamente e, apds isto, foi
adicionada lentamente uma solug&o de azida de sodio (20 mmol) preparada em 10
mL de agua destilada gelada. Ao fim da adicdo desta solugéo de azida de sddio, o
baldo foi retirado do banho de gelo e deixado sob agitacdo por uma hora. Apds este
tempo, foi feito o acompanhamento da reagao por CCD e verificada se houve o total
consumo do material de partida. Ao verificar o total consumo do reagente, foram
adicionados 15 mL de solugdo saturada de bicarbonato de sodio e, em seguida,
realizada a extragdo com 3 porgdes de 20 mL de diclorometano. A fase orgéanica foi
separada e evaporada sob presséo reduzida atentando-se a temperatura do banho
para que se mantivesse a no maximo 40 °C.

As azidas preparadas foram obtidas em rendimentos quantitativos e foram

armazenadas em geladeira para a utilizagdo na preparagao dos compostos 45 a 49.

Azido-benzeno (40)
N3 Rendimento: 98%

Aspecto fisico: 6leo marrom
F.M.: CsHsN3
M.M.: 119,13 g/mol



1-Azido-4-metil-benzeno (41)

;

1-Azido-4-metoxi-benzeno (42)

NE
OCHs

1-Azido-4-bromo-benzeno (43)
N3
Br
1-Azido-4-nitro-benzeno (44)

N3
NO,
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Rendimento: 98%

Aspecto fisico: 6leo marrom
F.M.: C7H7N3

M.M.: 133,15 g/mol

Rendimento: 97%

Aspecto fisico: 6leo marrom
F.M.: C7H7N3O

M.M.: 149,15 g/mol

Rendimento: 98%

Aspecto fisico: 6leo marrom
F.M.: CeH4N3Br

M.M.: 198,02 g/mol

Rendimento: 98%

Aspecto fisico: soélido amarelo
F.M.: CeHaN4O

M.M.: 164,12 g/mol

7.3.5 PROCEDIMENTO GERAL E DADOS DE CARACTERIZAGAO DE 1,2,3-

TRIAZOIS DE CRISINA (37-39; 45-48)

Em um baldo de 25 mL, foram colocados 0,5 mmol de crisina propargilada, 5

mL de DMSO e 1,5 mol equivalente da azida organica de interesse. Em seguida foram

adicionados 10 mol % de sulfato de cobre pentahidratado dissolvido em algumas
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gotas de agua e, em seguida 20 mol % de ascorbato de sédio também dissolvido em
gotas de agua. A reacgao foi deixada sob agitagao e a temperatura ambiente entre 1-
24 horas. Nao foi possivel selecionar um método para a purificagdo dos produtos. Os

rendimentos obtidos estdo entre 5-10%.

2-Fenil-5-hidroxi-7-((1-(((5R,5aS.,8aS,8bR)-2,2,7,7-tetrametiltetrahidro-5H-bis
([1,3]dioxolo)[4.,5-b:4' 5'-d]piran-5-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il Ymetoxi)-4H-cromen-4-
ona (37)

Rendimento: 10% (29 mg)
Aspecto fisico: sélido verde
F.M.: C30H31N3O9

M.M.: 577,59 g/mol

RMN de "H (500 MHz, CDCI3) & (ppm): 12.71 (s, 1H), 7.89 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 7.87
(s, 1H), 7.59 — 7.48 (m, 3H), 6.67 (s, 1H), 6.64 (s, 1H), 6.45 (s, 1H), 5.53 (d, J = 4.8
Hz, 1H), 5.30 (s, 2H), 4.67 (dd, J = 13.6, 4.2 Hz, 2H), 4.49 (dd, J = 14.2, 8.6 Hz, 1H),
4.37 — 4.32 (m, 1H), 4.22 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 1.50 (s, 3H), 1.39 (s, 3H), 1.37 (s, 3H),
1.29 (s, 3H).

RMN de 13C (125 MHz, CDCI3) & (ppm): 182.48, 164.14, 164.09, 162.11, 157.77,
142.67, 131.88, 131.22, 129.09, 126.37, 126.29, 124.38, 124.28, 109.94, 109.10,
106.02, 105.94, 105.82, 99.23, 96.29, 93.37, 71.10, 70.74, 70.25, 67.13, 62.39, 50.70,
25.92, 24.90, 24.81, 24.34.
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2-Fenil-5-hidroxi-7-((1-(((3aS,5aR,8aR,8bS)-2,2,7. 7-tetrametilltetrahidro-3aH-
bis([1,3]dioxolo)[4,5-b:4' 5'-d]piran-3a-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-4H-
cromen-4-ona (38)

Ooo

7 /
N
(0]

>To

Rendimento: 5% (14,5 mg)

Aspecto fisico: solido verde

F.M.: C30H31N3O9

M.M.: 577,59 g.mol"’

RMN 'H (500 MHz, CDCI3) & (ppm): 12.67 (s, 1H), 7.90 — 7.81 (m, 3H), 7.57 — 7.47 (m,
3H), 6.70 — 6.60 (m, 2H), 6.40 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.28 (d, J = 11.0 Hz, 2H), 4.77 (d, J
=14.4 Hz, 1H), 4.64 (dd, J = 7.8, 2.6 Hz, 1H), 4.56 (d, J = 14.4 Hz, 1H), 4.47 (d, J =
2.6 Hz, 1H), 4.25 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 3.91 (dd, J = 13.0, 2.1 Hz, 1H), 3.79 (d, J=12.9
Hz, 1H), 1.51 (s, 3H), 1.46 (s, 3H), 1.36 (s, 3H), 0.77 (s, 3H).

RMN '3C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 182.43, 164.09, 164.07, 162.09, 157.72, 142.75,
131.89, 131.16, 129.07, 126.30, 126.02, 109.55, 109.30, 105.97, 105.82, 100.70,
99.09, 93.24, 70.72, 70.53, 70.05, 62.27, 61.88, 55.15, 26.36, 26.00, 24.21, 23.97.

5-Hidroxi-7-((1-((6-metoxi-2,2-dimetilltetrahidrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-ilYmetil)-1 H-

1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-2-fenil-4 H-cromen-4-ona (39)

N~
/ N
N
o \)\/O
e
o)
o\ OH

Rendimento: 6% (15,7 mg)
Aspecto fisico: solido verde
F.M.: C27H27N3Os

M.M.: 521,53 g.mol"’




112

RMN 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm): 12.74 (s, 1H), 7.95 — 7.89 (m, 2H), 7.79 (s, 1H),
7.62 — 7.51 (m, 3H), 6.70 (s, 1H), 6.66 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.48 (d, J = 2.2 Hz, 1H),
5.33 (s, 2H), 5.05 (s, 1H), 4.80 (d, J = 5.9 Hz, 1H), 4.70 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 4.66 — 4.58
(m, 2H), 4.48 (dd, J = 12.3, 6.5 Hz, 1H), 3.41 (s, 3H), 1.49 (s, 3H), 1.33 (s, 3H).

RMN 13C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 182.50, 164.17, 164.09, 162.24, 157.83, 143.32,
131.89, 131.32, 129.11, 126.36, 123.28, 113.06, 110.19, 106.14, 105.97, 99.11, 93.31,
85.18, 85.00, 81.83, 62.44, 55.65, 53.35, 26.40, 24.95.

2-Fenil-5-hidroxi-7-((1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-4 H-cromen-4-ona (45)

N=N
Odo

Rendimento: 6% (12,3 mg)

Aspecto fisico: solido amarelado

F.M.: C24H17N304

M.M.: 411,42 g.mol"’

RMN "H (500 MHz, CDCls) & (ppm): 12.76 (s, 1H), 8.12 (s, 1H), 7.92 (d, J = 7.6 Hz,
2H), 7.78 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 7.61 — 7.45 (m, 6H), 6.71 (s, 2H), 6.52 (s, 1H), 5.41 (s,
2H).

RMN 3C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 182.51, 164.21, 164.04, 162.30, 157.87, 143.88,
136.93, 131.89, 131.29, 129.83, 129.11, 129.04, 126.37, 121.13, 120.68, 106.21,
106.00, 99.14, 93.32.

2-Fenil-5-hidroxi-7-((1-(p-toluil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-4 H-cromen-4-ona (46)
N=N
O

Rendimento: 5% (10,6 mg)
Aspecto fisico: solido amarelado
F.M.: C25H19N304
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M.M.: 425,44 g.mol"

RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm):12.77 (s, 1H), 8.08 (s, 1H), 7.92 (d, J = 6.5 Hz,
2H), 7.65 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.60 — 7.54 (m, 3H), 7.35 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.71 (d, J
= 4.1 Hz, 2H), 6.51 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 5.40 (s, 2H), 2.45 (s, 3H).

5-hidroxi-7-((1-(4-metoxifenil)-1H-1,2.3-triazol-4-ilYmetoxi)-2-fenil-4 H-cromen-4-ona

(47)
N=N
H3CO‘®’N\%\/O

Rendimento: 5% (11 mg)

Aspecto fisico: solido amarelado

F.M.: C25H19N30Os

M.M.: 441,44 g.mol"’

RMN "H (500 MHz, CDCI3) & (ppm): 12.76 (s, 1H), 8.26 (s, 1H), 7.92 (dd, J = 8.0, 1.8
Hz, 2H), 7.83 (dd, J=7.9, 1.7 Hz, 1H), 7.62 — 7.52 (m, 3H), 7.47 (m, 1H), 7.18 — 7.10
(m, 2H), 6.72 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.71 (s, 1H), 6.52 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.41 (s, 2H),
3.93 (s, 3H).

7-((1-(4-bromofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-5-hidroxi-2-fenil-4 H-cromen-4-ona

(48)
N=N
s

Rendimento: 5% (12,3 mg)
Aspecto fisico: solido verde
F.M.: C24H16N304Br
M.M.: 490,31 g.mol"
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RMN *H (500 MHz, CDCls) & (ppm): 12.77 (s, 1H), 8.11 (s, 1H), 7.93 — 7.89 (m, 2H),
7.72 — 7.64 (m, 3H), 7.56 (q, J = 8.1, 6.6 Hz, 3H), 7.30 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 6.71 (s,
1H), 6.68 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.50 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 5.40 (s, 2H).

7.4 AVALIAGAO DE ATIVIDADE CITOTOXICA

Realizada em colaboragdo com a Profa. Dra. Heveline Silva e a aluna de pos-
graduacéo Patricia Salvador Tessaro, no SIBLab - Laboratério de Sintese e Interagdes
Bioinorganicas, na Universidade Federal de Belo Horizonte.

Para determinac&o da viabilidade celular foram utilizadas as linhagens: B16-
F10, melanoma murinho metastatico; 4T1, células de carcinoma mamario murino;
BHK-21, fibroblastos de rim de hamster recém-nascidos. As células foram distribuidas
em meio de cultura RPMI 1640, suplementado com sorofetal bovino (FBS) 10% v/v,
sendo 1,0 x 103 células/pogo/100 pL para as células B16-F10 e 4T1 e
0,8x103células/pogo/100 pL para a célula BHK-21, em placas com 96 pogos que
foram devidamente incubadasa37 °C em atmosfera umedecida a 5% de CO2 por 24
horas para total aderéncia. Nos po¢os da placa contendo as células ja aderidas, foram
distribuidos 100 pyL de concentragbes decrescentes (100, 50, 10, 5 e 1 uM) da
substancia a ser testada, em quadruplicatas. As solugdes estoque dos compostos
foram preparadas em DMSO e diluidas em meio de cultura com no maximo 1%v/v de
DMSO. Para controle negativo foi utilizado 100 yL de meio de cultura suplementado
com 10% de FBS. Apds a exposi¢cao aos compostos de investigagéo por 72 horas, as
células foram incubadas com MTT (5 ug/10 uL/pogo) durante 4 horas. A seguir, todo
o liquido sobrenadante foi removido por aspiragdo e foram adicionados 100 pL de
DMSO/pogo, sendo a viabilidade celular (proporcional a concentragdo dos sais de
formazan — produto da redugdo mitocondrial do MTT nas células viaveis) determinada
pela medida de absorbancia a 570 nm em espectrofotbmetro de microplacas
(Mosmann, 1983). Os dados obtidos através dos ensaios citotoxicos foram
normalizados considerando-se a viabilidade celular do controle negativo como

100%utilizando o software GraphPad Prism 8.0.
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7.5 CALCULOS DFT DO MECANISMO DE ALQUILAGAO E pKa DA BERGENINA

As otimizagcbes de geometria (estado minimo e de transi¢cao) foram feitas com
o funcional X3LYP com descrigbes aprimoradas de interagdes nao ligadas e
propriedades termodinamicas de sistemas moleculares e o conjunto de base ma-def2-
SVP. Essas otimiza¢des foram seguidas por calculos de frequéncia harménica e
energia de ponto unico usando o funcional wB97M-V confiavel e o conjunto de base
ma-def2-TZVPP estendido. O efeito do solvente (DMF, dimetilformamida) foi incluido
pelo método CPCM e pelas densidades X3LYP. As cavidades de soluto usadas nos
calculos do CPCM foram definidas pela superficie SES com raios atdmicos
escalonados em 1,35. Essas cavidades atdbmicas sdo adequadas para reagdes ion-
molécula em solventes aproticos polares e superam o modelo SMD conforme relatado
na literatura. O pKa dos grupos fendlicos do BER foi calculado pelo esquema de troca
de protons usando o 4-cloro-fenol como espécie ancora. O pKa desta espécie na

solugcao DMF ¢é 16,8 conforme compilado por Cox.

7.6 ANCORAGEM MOLECULAR — COLEGAO DE LIGANTES

As estruturas para os compostos presentes neste trabalho foram construidas e
otimizadas como um ponto minimo na superficie de energia potencial (PES) em fase
gasosa no nivel semi-empirico do Modelo Austin 1 (AM1) empregando o programa
GAUSSIAN 03. Para os receptores, cinco possiveis alvos para os derivados de BER
foram selecionados, e a estrutura cristalina de todos foi baixada do Protein Data Bank
(PDB: 2RKU, 1SAQ, 2J3N, 4LVT e 1RE1). As simulacbes de docking foram realizadas
usando o software Autodock 4.2.6. Os receptores foram totalmente protonados, € o
espaco de docking foi definido em cada sitio ativo como uma caixa cubica com aresta
de 60 A. Para Plk-1 (PDB:2RKU) o sitio foi localizado no centro do sitio ativo (x, y, z:
-46.751, 19.995, 11.026); para a Tubulina (PDB:1SAO0, cadeia A) foi definido o mesmo
centro proposto por Pavan Kumar e colaboradores (x, y, z: 126,808, 93,785, 13,163);
para o TrxR (PDB: 2J3N, cadeia C e D) o sitio foi centrado em S da Cys498 (x, y, z: -
22,444, 30,700, 30,894); para a Ciclina B (PDB: 4LVT, cadeia A) o sitio foi localizado
no sitio ativo (x, y, z: 7,056, -4,434, -3,513); e para a Caspase-3 (PDB: 1RE1) o sitio
foi localizado no sitio ativo (x, y, z: 37,305, 92,553, 15,343). Os parametros de encaixe
foram mantidos em seus valores padrao, e as 10 melhores poses foram selecionadas

para cada local de acordo com a energia de ligagao ligante-receptor.
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8 CONCLUSAO

A estratégia de modificagao estrutural dos compostos polifendélicos bergenina e
crisina e sua avaliagao citotoxica pode ser realizada no presente trabalho.

Considerando primeiramente a bergenina como substrato, os derivados éteres
lipofilicos (2 a 10) puderam ser sintetizados com rendimentos entre 23 e 99%. Foram
preparados éteres mono e dialquilados, de forma que os mono alquilados com cadeias
C8, C10, C12 e C14, compostos 3, 5, 7 € 9, puderam ser relatados pela primeira vez
e s&o considerados inéditos.

Os ésteres de bergenina 15 a 18 puderam ser preparados com rendimentos
que variaram de 54 a 71% ap0s as hidrogendlises realizadas dos compostos 11 a 14,
observando que a formagao desses compostos apresentou melhores rendimentos
com o aumento das cadeias O-acil adicionadas. Esses compostos até o presente
momento n&o foram relatados na literatura.

O composto 21 obtido da modificacdo do C11 da unidade glicosidica (11-
Desoxi-11-amino-bergenina) foi obtido com 75% de rendimento a partir das etapas de
benzilagdo, azidagdo, hidrogendlise e redugédo. Este produto com a modificagao
almejada desde o plano de sintese nao foi descrito até o momento na literatura.

Nas tentativas de amindlise, onde ndo foram formadas as benzamidas de
interesse, fica a analise dos dados obtidos para futuros estudos que envolvam outros
catalisadores, liquidos i6nicos ou mesmo um melhor método de separacao/
purificagao.

Com uma grande quantidade de compostos nao relatados previamente na
literatura, a verificagdo da atividade bioldgica era inevitavel e sempre foi o objetivo
deste trabalho. A escolha por ensaios de atividade citotoxica se deu pelo grande
interesse cientifico na descoberta de novos agentes antitumorais e pela colaboragao
do grupo de pesquisa com a Profa. Dra. Heveline Silva. Os compostos 3 e 5, éteres
dialquilados com cadeias C8 e C10, foram os compostos mais ativos contra células
4T1 (adenocarcinoma mamario murino), B16F10 (melanoma metastatico murino) e
BHK21 (células renais de hamster, ndo tumorais). Entretanto, além do composto 3,
que nao apresentou boa seletividade, verificou-se os compostos ésteres protegidos
13 e 14 como seletivos para o melanoma, com valores menores de IC50 e com

excelentes indices de seletividade.
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Vale ressaltar que nenhum estudo sobre a citotoxicidade de derivados de
bergenina em células B16F10, 4T1 e BHK21 foi relatado previamente na literatura.
Novos ensaios também serao realizados.

Os resultados do docking molecular mostraram que a maioria dos alvos
descritos experimentaram efeitos estéricos desestabilizadores devido as longas
cadeias alquilicas. Portanto, mais estudos sao necessarios para descobrir enzimas
alvo promissoras. Sendo assim, foi possivel avaliar a relagao estrutura-atividade entre
os compostos de bergenina sintetizados e a influéncia da lipofilicidade sobre alguns
alvos possiveis e citotoxicidade em células tumorais.

Ao tratarmos da crisina como substrato, foi possivel preparar os éteres de
interesse com rendimentos entre 34 e 81%, sendo o melhor rendimento para o
composto 27 propargilado. Quanto aos ésteres (30 a 33), os rendimentos ficaram
entre 74 e 85%, onde os rendimentos foram maiores a medida em que havia o
aumento da cadeia acila lateral.

Quanto aos derivados 1,2,3-triazolicos (37 a 39; 45 a 48), ndo foi obtido éxito
em suas preparagdes/ purificagdes. Muitas tentativas foram realizadas sem sucesso,
o que pode ser melhor trabalhado no futuro de modo que esses compostos de notavel
interesse possam ser preparados, isolados e caracterizados, sendo fontes de novos
estudos e avaliagdo bioldgica.

Ao se tratar da avaliagao bioldgica dos compostos de crisina almejados neste
trabalho, as citotoxicidades ficaram muito distantes do esperado, visto que a crisina é
representante dos flavonoides e estes s&o conhecidos por suas atividades bioldgicas.
Sendo assim, outras atividades biologicas podem ser investigadas para os derivados
preparados.

Os resultados expostos neste trabalho foram divulgados em dois artigos

publicados e podem constituir material para estudos futuros.
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APENDICES - ESPECTROS DE RMN, MAPA DA CORRELACAO NOESY E IV.

Figura 49 - Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) do composto 1.
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Figura 50 - Espectro de RMN de '3C (DMSO-ds,125 MHz) do composto 1.
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Figura 51 - Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) do composto 2.
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Figura 52 - Espectro de RMN de '3C (DMSO-ds,125 MHz) do composto 2.
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Figura 53 - Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) do composto 3.
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Figura 54 - Espectro de RMN de '3C (DMSO-ds,125 MHz) do composto 3.
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Figura 55 - Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) do composto 4.
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Figura 56 - Espectro de RMN de '3C (DMSO-ds,125 MHz) do composto 4.
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Figura 57 - Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) do composto 5.
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Figura 58 - Espectro de RMN de '3C (DMSO-ds,125 MHz) do composto 5.
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Figura 67 - Expansdo do mapa de correlagdo 'H - '"H NOESY para o composto 4.
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Figura 70 - Espectro de RMN de 'H (CDClIs, 500 MHz) do composto 11.
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Figura 71 - Espectro de RMN de '*C (CDCl3,125 MHz) do composto 11.
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Figura 72 - Espectro de RMN de 'H (CDClIs, 500 MHz) do composto 12.
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Figura 73 - Espectro de RMN de '*C (CDCl3,125 MHz) do composto 12.
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Figura 76 - Espectro de RMN de 'H (CDCIs, 500 MHz) do composto 14.
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Figura 78 - Espectro de RMN de 'H (CDCI3, 500 MHz) do composto 15.
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Figura 79 - Espectro de RMN de '3C (CDCI3,125 MHz) do composto 15.
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Figura 81 - Espectro de RMN de '3C (CDCl3,125 MHz) do composto 16.



143

50000
45000

40000

35000

30000

25000

20000

15000

10000

5000

ELVYOVT —
8€T9°CCT
61¥9°CC
0€69°vC
hmmw.vmw
0€T8'¥T
0LLO'6CT
ceorec
LevT6CT
116€°6C
1474883
1e¥8°1¢
€0€6°€E
1886'¢€
LBEOPE
mm—m,oo\
6CS6°19
LS m.w@*
YoEY 1L \
6£S0' YL
tho,ch\
TLLY'LL

LEYT'OIT —
SSILPIT ~
PYCI8IT ~

1L66'6E1 —

€858°9v1 —
SToT0ST —

PSI1'C91 —

OLIETLL \
0Tr9'CLI N
8L9¢€°ELT

140

120 110

130

180 170 160 150

90

f1 (ppm)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

7000

6500

6000

5500

5000

4500

4000

3500

3000

2500

2000
1500
1000
500

ro

r-500

LOSET
959¢€°T
Q@ v8LET
9€6€°C
S80%'CT
LSTY'T

1H(

S

MJJUUL

= €06
5081

109

£ 009

+ 00t
= 001
2 00T
N oot

= 00'T
=001

00T

Foor

1.5 1.0

2.0

3.0

5.5 4.5

f1 (ppm)

6.5

9.0

9.5

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 83 - Espectro de RMN de '3C (CDCl3,125 MHz) do composto 17.



144

90000
85000

80000
75000
70000
65000
60000
55000
50000
45000
40000
35000
30000
25000
20000
15000
10000
5000
-5000
r 1900
r 1800
1700
1600
1500
1400
1300
1200
r 1100
r 1000
900
800
F700
600
500
400
300
200
r100
o

9969'¥C

162L'vT

8SI8'¥T

6850°6
908062
85016
Y12T'6T ]
£0ST'6T 7
216767
192€°62
2606 1
L1¥¥6T ]
1895°6C
0L65°6T 1
$929°6T 1
z6L8°1¢€ ]
6006°1€ |
1ezese |
z6s67cc |
SY86'EE %
15€0'v€

0t88°09
LEY619
99289 1
YLSY'IL “
8LIOWL |
800L°9L |
LybtLL

60S0'v1
th@.Nm/

S

961T011 "
YLO9VIT ~
6601°811 ~

Soroorl —

L106'9%1 —
I€1T0ST —

8851791 —

0SEETLI
L189°CLL W
L96E°ELT

r-100

f1 (ppm)

120 110
et

U HJLMJJUU

—

130

—

140

150

160

170

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

=006
009

F 009

F o009

00'T
00°€
oot
wa 00°T
00'T

= 00'T
00T

= 00T

00T

= 00T

= 00T

0.5

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45
f1 (ppm)

Figura 85 - Espectro de RMN de '3C (CDCl3,125 MHz) do composto 18.

10.0

Fonte: Elaborado pela autora (2024).



145

8000
7500

7000

6500

6000

5500

5000

4500

4000

3500

3000

2500

2000

1500

r 1000

500

F-500

PE80PT —
08L9°CT

200LtvT

ooﬁ.vuv
T0€8'4C

056062 ]
€0T1°6T 7
1€£4T°6T ]
£897°62
0LEE6T |
0SSE6T ]
££9%°67 |
£9€9°6T 1
0299°67 1
$$69°67 1
1806'T€ %
STT6'1 & A
OLEGEE |l
0666°€€ I

78609
L£96'19
121€°89
IPIP 1L ]
SSLOVL
8789°9L
188%°LL°

CIIrorr —
STILYIT ~
Y181l ~

0Ev6'6€1 —

T8 ors —
00€1°0ST —

2060291 —

OLIETLL
SLTITLI W
909¢€°€L1

T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110

T
180

f1 (ppm)

Elaborado pela autora (2024).

Fonte

Figura 86 - Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) do composto 19.

4500

4000

3500

3000

2500

2000

1500

r 1000

500

ro

8TP0'€
SSEee
88¢€E’E
(240
0rse’e
8969°¢

.

=00¢
=001

2 o0
00°€
00T

00'T
mv\ 00'T

2 00T
00T
oo
oo

W 00'T

00'T

Fomr

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

f1 (ppm)

Elaborado pela autora (2024).

Fonte



146

Figura 87 - Espectro de RMN de "3C (DMSO-ds,125 MHZz) do composto 19.
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Figura 91 - Espectro de RMN de 3C (DMSO-ds,125 MHz) do composto 21.
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Figura 102 - Espectro de RMN de 'H
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Espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) do composto 30.
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Figura 112 - Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 500 MHz) do composto 34.
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Figura 113 - Espectro de RMN de '3C (CDCI3,125 MHz) do composto 34.

159

gg ~ N == O O N O N 0
- O o N O n o ~ no -0
N o < O O ® O O — NN~
] < N®Q Y= ~ ool
o o O - O O o O O T T
— - (=)} NINNO wn NN NN
N/ I N I ~
|
|
|
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 30 25 20 15 5
f1 (ppm)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 114 - Espectro de RMN
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Figura 115 - Espectro de RMN de '3C (CDClI3,125 MHz) do composto 36.
Figura 116 - Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 500 MHz) do composto 37.
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Figura 120 - Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 500 MHz) do composto 39.
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Figura 121 - Espectro de RMN de '3C (CDClI3,125 MHz) do composto 38.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Figura 122 - Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 500 MHz) do composto 45.
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Figura 123 - Espectro de RMN de (

3C (CDCl3,125 MHz) do composto 45.
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Figura 125 - Espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) do composto 47.

=00°€

=00C

=00'T
0'1
0'T
00T

00T
=00°€
=00'T
ooz

=00'T

MMJ S

|iulco.~

9.0

15.0 14.5 14.0 13.5 13.0 12,5 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5

f1 (ppm)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 126 - Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 500 MHz) do composto 48.
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Figura 127 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 1.
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Figura 128 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 2.
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Figura 129

Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 3.
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Figura 130 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 4.
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Figura 131 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 5.
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Figura 132 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 6.
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Figura 133 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 7.
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Figura 134 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 8.
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Figura 135 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 9.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Figura 136 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 10.
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Figura 137 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 11.
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Figura 138 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 12.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Figura 139 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 13.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 140 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 14.
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Figura 141 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 15.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Figura 142 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 16.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 143 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 17.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 144 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 18.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Figura 145 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 19.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 146 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 20.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 147 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 21.
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Figura 148 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 25.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 149 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 26.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 150 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 27.
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Figura 151 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 28.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 152 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 29.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 153 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 30.
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Figura 154 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 31.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 155 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 32.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 156 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 33.
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Figura 157 - Espectro no IV (FT-IR-ATR) do composto 37.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 158 - Principais interagdes 3D do complexo composto 3-Trx.
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Figura 159 - Principais interagdes 3D do complexo composto 4-Trx.
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Figura 160 - Principais interagdes 3D do complexo composto 5-Trx.
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Figura 161 - Principais interagdes 3D do complexo composto 13-Trx.
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Main interactions of 13-TrxR complex

Fonte: Prof. Dr. Hélio dos Santos — UFJF.

Figura 162 - Principais interagdes 3D do complexo composto 14-Trx.

Main interactions of 14-TrxR complex

Fonte: Prof. Dr. Hélio dos Santos — UFJF.



Figura 163 - Principais interagdes 3D do complexo composto 19-Trx.

178

CYS489

(n-S interaction - 100-Bn

and H-bond - 110Ms)
o 2

TRP398
(80-Bn)
R, (110Ms) _

TRP398
(80-Bn)

Main interactions of 19-TrxR complex

Fonte: Prof. Dr. Hélio dos Santos — UFJF.

Figura 164 - Principais interagdes 3D do complexo composto 20-Trx.
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Fonte: Prof. Dr. Hélio dos Santos — UFJF.



