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RESUMO

CHAVES-ALCANTARA-PINTO, Douglas. Estudos com a xantona natural o-
mangostina: planejamento, sintese de derivados, e avaliacio de suas atividades
antiparasitarias frente a amastigotas de Trypanosoma cruzi. 2022, 248p. Tese
(Doutorado em Quimica, Quimica Organica). Instituto de Quimica, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

A doenga de Chagas ou tripanossomiase americana, causada pelo protozodrio
Trypanosoma cruzi ¢ uma doenga cronica que, até o momento, ndo ha tratamento
quimioterapico eficaz. Esta parasitose causa importantes impactos na satde publica
do Brasil, além de outros paises das Américas e, atualmente, por conta de fluxos
migratorios e alteracdes climaticas, tem sido recorrente o aparecimento da doenca em
regides ndo endémicas, ¢ uma das doengas consideradas negligenciadas pela OMS. Este
trabalho faz parte de uma linha de pesquisa que tem como objetivo o uso de produtos
naturais abundantes e acessiveis no planejamento, sintese e avaliagdo biologica de novas
moléculas com potencial aplicagdo na quimioterapia da doenca de Chagas. Os resultados
descritos nesta tese envolvem a extragdo, o planejamento, a sintese e a avaliacdo da
atividade tripanocida de derivados diretos da xantona natural a-mangostina, isolada do
pericarpo dos frutos de Garcinia mangostana, assim como hibridos moleculares contendo
uma ponte do tipol,2,3-triazol, ligada aos sistemas nitroeterociclos 2-nitroimidazol e 5-
nitroimidazol, com rendimento global para os derivados diretos entre 67-98%, e para os
hibridos valores de rendimentos de 77-94%. Os derivados obtidos foram avaliados quanto
as suas atividades toxicas frente a amastigotas de 7. cruzi (cepa Tulahuen C2C4 LacZ) e
células da linhagem LCC-MK2, os derivados diretos apresentaram valores de 1Cso entre
2,65-52,4uM, e para os derivados hibridos mais ativos os valores de atividades se
encontram entre 2,1-3,2uM. O conjunto de resultados obtidos nesta tese demonstram o
potencial da xantona natural no desenvolvimento de novas alternativas terapé€uticas para

o tratamento da doenga de Chagas.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, Garcinia mangostana, hibrida¢gdo molecular,

quimioterapia antiparasitaria.
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ABSTRACT

CHAVES-ALCANTARA-PINTO, Douglas. Studies with the natural xanthone o-
mangostine: design, synthesis of derivatives, and evaluation of their antiparasitic
activities against Trypanosoma cruzi amastigotes. 2022. 248p. Thesis (Doctorate in
Chemistry, Organic Chemistry). Institute of Chemistry, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

Chagas disease or American trypanosomiasis is a chronic infectious disease
caused by the hemoflagellate protozoan Trypanosoma cruzi, for which there is currently
no effective chemotherapy treatment. This parasitic disease causes important impacts on
public health in Brazil, in addition to other countries in Americas. Currently, due to
migratory flows and climate changes, the appearance of the disease has been recurrent in
non-endemic regions, it is one of the diseases considered as neglected by WHO. This
work is part of a research line aiming the use of abundant and accessible natural products
in the design, synthesis and biological evaluation of new molecules with potential
application in the chemotherapy of Chagas disease. The results described in this thesis
involve the extraction, the design, the synthesis and evaluation of the trypanocidal activity
of direct derivatives of the natural xanthone a-mangostine, isolated from the pericarp of
the fruits of Garcinia mangostana, as well as heterocyclic molecular hybrids with a 1,2,3-
triazole bridge containing 2-nitroimidazole and S5-nitroimidazole nitroheterocycle
systems, with an overall yield for the direct derivatives between 67-98%, and for the
hybrids yield values of 77-94%. The derivatives obtained were evaluated for their toxic
activities against 7. cruzi amastigotes (Tulahuen C2C4 LacZ strain) and in the LCC-MK2
cell line, the direct derivatives showed ICso values between 2.65-52.4uM, and for the
most active hybrid derivatives activity values are between 2.1-3.2uM. The set of results
obtained in this thesis demonstrate the potential of natural o-mangostine in the

development of new therapeutic alternatives for the treatment of Chagas disease.

Keywords: Chagas disease, Garcinia mangostana, molecular hybridization, antiparasitic

chemotherapy.
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LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

CCD = Cromatografia em camada delgada

CCDA = Cromatografia em camada delgada analitica

Clso = Concentragao Inibitdria de 50%

CLAE = Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

CPRG = Do inglés: Chlorophenol red f -D-galactopyranoside
CuAAC = Do inglés: Copper-catalysed azide-alkyne cycloaddition
d = dupleto

m = mutlipleto

dd = duplo dupleto

DC = Doenga de Chagas

DDQ = 2,3-Dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona

DCM = Diclorometano

DMAP = 4-dimetilamino-piridina

DMEM = Do inglés: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMF = N, N-Dimetilformamida

DMSO = Dimetilsulféxido

DTN’s = Doencas Tropicais Negligenciadas

ESI = Espectrometria de Massa com ionizacao por Eletronspray
UV = Ultra-violeta

J = constante de acoplamento

M** = fon Molecular

MTT = (4,5-dimetil-2- {(E)-[(Z)-fenil(2-fenilhidrazinilideno)metil|diazenil } - 1,3-tiazol
m/z = razao massa-carga

NTR = Enzima nitroredutazes

PBS = Do inglés: Phosphate buffer solution

P.F. =Ponto de fusdo

ppm = parte por milhdo

RMN ' H = Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio
RMN " C = Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
SAR = Do inglés: Structure-activity relationship

SFB = Soro Fetal Bovino

TEA = Trietilamina

0 = deslocamento quimico

A = comprimento de onda

s = simpleto

t = tripleto
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1 INTRODUCAO

1.1 Importancia dos produtos naturais em quimica medicinal

Os produtos naturais (PNs) sdo reconhecidos historicamente por sua grande
importancia e contribuicdo na descoberta e desenvolvimento de novos farmacos, sendo
uma fonte extremamente relevante para a busca de novas alternativas terapéuticas, na
prevencao e no tratamento de diversos tipos de enfermidades. PNs tém como principais
caracteristicas elevadas diversidade e complexidade estruturais, agregando grandes
vantagens ao processo de descoberta de novas substancias potencialmente bioativas
(ATANASOV et al., 2015). Para suprir as funcdes bioldgicas essenciais durante o
processo evolutivo, os PNs passaram por otimizagdo de suas estruturas, permitindo o
controle dos mais diversos mecanismos de defesa enddégenos, bem como propiciando
mecanismos de competi¢do com outros organismos. Isto explicaria a grande relevancia
nos estudos e a aplica¢do destas substancias para o tratamento de doencgas infecciosas e
do cancer. A sua longa utilizagdo na medicina tradicional, por diferentes povos
pertencentes a culturas distintas, ¢ uma fonte de informagdes valiosas sobre o perfil de
eficacia e seguranca dos produtos de origem natural. Além disso, os efeitos toxicos a
longo prazo observados para muitos farmacos de origem sintética, devido principalmente
ao seu uso em maior escala, despertaram crescente interesse por PNs oriundos de plantas
(OBOLSKIY et al, 2009; NEWMAN & CRAGG 2016; EUGENIO-PERES &
PEDRAZA-CHAVERRI 2017).

Outro ponto relevante € que os produtos quimicos de origem natural, mesmo
aqueles de origem vegetal, que sdo os mais estudados, ainda estdo longe de serem
investigados de forma exaustiva (DAVID et al., 2015). Geralmente, as substancias
naturais apresentam massa molecular elevada, maior nimero de 4tomos de Carbono sp’
e atomos de Oxigénio, € um menor numero de adtomos de Nitrogénio e Halogénios.
Devido as suas caracteristicas estruturais, os PNs possuem, em geral, maior nimero de
doadores e aceptores de ligacdo de hidrogénio, um ponto de grande relevancia para as
interacdes destes com os diferentes tipos de receptores biologicos. Além disso, os
produtos de origem natural, normalmente, detém um menor coeficiente de parti¢do, o que

poderia refletir em uma maior hidrofobicidade. Eles podem ainda apresentar maior
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rigidez molecular, em relagdao aos compostos de origem sintética (LAWSON et al., 2018).
Essas caracteristicas e circunstincias revitalizaram o interesse dos pesquisadores na
descoberta de medicamentos com base em produtos obtidos de fontes naturais. O trabalho
realizado por Newman e Cragg ressalta a relevancia que os PNs representam, dentre todos
os farmacos que foram introduzidos no mercado farmacéutico no periodo de 1981 a 2019.
Destes, aproximadamente 65% tiveram a participa¢do dos PNs na sua génese, seja de
forma direta ou indireta (Figura 1) (NEWMAN & CRAGG, 2020). Para o aproveitamento
mais racional de todo esse potencial, ¢ de fundamental importancia a ado¢cdo de uma
abordagem interdisciplinar: aliar o conhecimento etnofarmacoldgico a outras importantes
areas do conhecimento, como a botanica, a fitoquimica, a quimica computacional, as
estratégias biotecnoldgicas e sintéticas, além de testes farmacoldgicos, tanto in vitro,
quanto in vivo. O trabalho coordenado entre estas diferentes areas € crucial para o sucesso
das pesquisas na drea da quimica medicinal de produtos naturais (NICOLAOU et al.,

2014).

Figura 1. Distribuicdo de todos os farmacos inseridos no mercado farmacéutico, entre

1981 a 2019. (Adaptado de NEWMAN & CRAGG, 2020).

1.2 Caracteristicas e classificacio quimica das xantonas

As xantonas sdo estruturas de origem natural, presentes como metabolitos
secundarios em familias de plantas superiores, mas também em fungos, liquens e

bactérias (MASTERS & BRASE, 2012). Entre as plantas superiores, as xantonas sio



encontradas em um numero limitado de familias, como a Glusiaceae ou Guttifrae,
Moraceae, Polygalaceae e Gentianaceae. Em sua maioria, estes produtos de origem
natural se apresentam como compostos poliidroxilados, sendo também encontrados na
forma de éteres mono ou polimetilicos, e glicosilados (VIEIRA & KIJJOA, 2005). As
caracteristicas estruturais dos compostos desta classe, aliadas ao seu alto potencial como
agentes terapéuticos, tem despertado grande interesse na area da Quimica Medicinal, com
énfase tanto na drea dos produtos de origem natural, como também de derivados sintéticos
(PINTO et al.,, 2021). Neste contexto, as xantonas sao consideradas estruturas
privilegiadas (DESIMONE et al., 2004), sendo capazes de interagir com multiplos alvos
moleculares e, assim, desencadeando a acdo farmacologica pretendida. Seu esqueleto
base, o sistema xantonico (Figura 2), pode apresentar substituintes diversos, dando
origem a diferentes tipos de xantonas, de acordo com a via biossintética ou proposta
sintética para obten¢do dessas substancias, as quais, apresentam uma variada gama de
atividades bioldgicas ja descritas na literatura (BENNETT & LEE, 1989; VIEIRA &
KIJJOA, 2005; WEZEMAN & MASTERS, 2016).

Figura 2. Numeracdo dos atomos de carbono presentes no nucleo xantonico basico.

A classe das xantonas abrange uma importante série de heterociclos oxigenados,
bastante estudados quimicamente, sendo classificadas e subdivididas de acordo com a
natureza de seus substituintes. As xantonas podem ser classificadas em seis grandes
grupos: xantonas oxigenadas simples, xantonas glicosiladas, xantonas preniladas,
xantolignoides, bis-xantonas e xantonas miscelaneas (ou que ndo se enquadram em
nenhuma das classes anteriores) (VIEIRA & KIJJOA, 2005). Adicionalmente, dentro das
xantonas isoladas de espécies de Garcinia, temos as chamadas xantonas enjauladas (do
inglés: caged xanthones). Na (Figura 3), estdo representados exemplos de cada uma das

classes de xantonas supracitadas, que foram descritas quanto a sua atividade biologica.
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Figura 3. Representantes das classes das xantonas naturais.

A metilxantona fusarindina, uma representante das xantonas classificadas como
simples, ¢ obtida a partir de uma cepa de Penicillium sp. isolada de Murraya paniculata,
possui atividade antibacteriana. Xantonas simples podem apresentar funcionalidades
como hidroxila, metoxila, metila, dentre outras; e tem sido isolada, tanto de plantas,
quanto de fungos. Na grande maioria das vezes as xantonas metiladas sdo mais frequentes
em fungos e liquens, ao passo que as hidroxiladas e metoxiladas estdo presentes com mais
frequéncia em plantas (PASTRE et al., 2007).

A classe das xantonas glicosiladas, esta dividida em dois grupos: xantonas O-
glicosiladas e xantonas C-glicosiladas. A maioria se apresenta na forma tetra oxigenada
e as familias Gentianaceae e Polygalaceae sdo algumas das fontes principais para
obtencdo desses tipos estruturais de xantonas (PERES et al., 2000). Um exemplo de
xantona C-glicosilada, ¢ a mangiferina (Figura 3), assim como seu isdmero
isomangiferina ¢ homomangiferina, largamente encontradas em angiospermas e
pteridofitas. A mangiferina foi isolada pela primeira vez das cascas do tronco, folhas e
frutos de Mangifera indica L (Anacardiaceae), onde ¢ encontrada em abundancia
(BHATIA et al., 1967). A existéncia de um substituinte C-glicosideo presente no nucleo
da molécula pode em algumas situacdes promover interagdes moderadas com
transportadores presentes na membrana das células, podendo, desta forma, contribuir para
o aumento de sua absor¢do no meio bioldgico, elevando sua biodisponibilidade

(ANDREU et al., 2010).



Uma outra classe estrutural de xantonas, também bastante estudada, ¢ a classe das
xantonas preniladas, que sdo caracterizadas por apresentar em sua estrutura um
substituinte lipofilico com cinco atomos de carbonos, a prenila. Um composto alvo de
varias investigagdes nos ultimos anos, € que representa bem essa classe de xantonas, ¢ a
a-mangostina, isolada dos frutos de Garcinia mangostana Linn (BALUNAS et al., 2008).

As bis-xantonas sao originadas quando dois ntcleos xantonicos se unem formando
dimeros. Estruturalmente, esses compostos sdo os mais complexos dentre os constituintes
das xantonas naturais, sendo mais frequentemente isolados a partir de fungos e liquens e
menos comuns em espécies de plantas. A globulixantona E ¢ um dos poucos exemplares
provenientes de uma planta, essa bis-xantona foi isolada da raiz de Symphonia
globulifera, uma arvore encontrada em florestas africanas ¢ América Latina. No Brasil,
esta planta ¢ encontrada na floresta amazonica, onde ¢ popularmente conhecida como
Ananim, cujo extrato ¢ utilizado como ténico. Estudos in vitro mostraram que
globulixantona E ¢ ativa contra bactérias Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e
Vibrio anguillarium (Gram-positivas), mas inativa contra Escherichia coli (Gram-
negativa) (NKENGFACK et al., 2002).

Os xantoligndides sdo uma classe de compostos que apresentam um lignéide, grupo
fenilpropanico, ligado ao seu nucleo. Em muitas rotas biossintéticas esse grupo
fenilpropanico se liga ao anel xantonico intermediado pelo alcool coniferil. Um
importante exemplar desta classe, chamado de kielcorina, pode ser isolado da planta
Kielmeyera variabilis e possui atividade anti-inflamatoria in vitro (PINHEIRO et al.,
2003).

Na classe das miscelaneas estdo as xantonas que geralmente sdo obtidas a partir de
fungos, como por exemplo a xantofulvina, isolada de Penicillium sp. (KUMAGALI et al.,
2003). Essa xantona possui propriedades inibitorias interessantes contra semaforinas,
proteinas que atuam como reguladoras durante o desenvolvimento neural do sistema
nervoso central e periférico. A expressao de semaforinas em mamiferos, ocasionada por
algum tipo de lesdo neural, pode resultar em perda da capacidade de regeneracdo dos
axonios dos neuronios (PASTERKAMP et al., 1999).

O género Garcinia contém xantonas enjauladas (do inglés: caged xanthones), que
ocorrem principalmente em algumas espécies, como G. morella, G. hanburyi, G.
bracteata, G. gaudichaudii e G. scortechinii. Todas estas espécies sao amplamente
distribuidas no Sudeste Asiatico (REN et al., 2010). As xantonas enjauladas apresentam

uma caracteristica incomum em sua estrutura, com a formacdo de uma “gaiola” triciclica
terist trutura, 1 d « la” t |
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sobre o anel C. Além disso, as substituicdes no anel A e oxidagdes periféricas podem
gerar uma gama de substancias naturais potencialmente ativas. Esse nticleo enjaulado esta
associado a um variado perfil de bioatividade, como efeitos antiviral e antibacteriano, por
exemplo. O 4cido gambogico (Figura 3), um dos representantes desta familia, tem seus
efeitos antiproliferativos, contra linhagens de células tumorais, descritos na literatura
(HUANG et al., 2015). O acido gambdgico foi, inclusive, avaliado na China em ensaios
clinicos para o tratamento de alguns tipos de canceres, como o de pulmao, de cdlon e de
rins. Outro dado relevante e descrito em diversos estudos, ¢ o fato de que as xantonas
enjauladas apresentam baixos efeitos de citotoxicidade, o que representa um ponto
favoravel a sua aplicabilidade em Quimica Medicinal (KE et al., 2017; FERNANDES et
al., 2019).

1.3 A xantona prenilada a-mangostina e suas atividades biologicas

Garcinia mangostana Linn ¢ uma planta pertencente ao género Guttifera, syn.
familia Clusiaceae, que contém arvores frutiferas bem conhecidas, com cerca de 35
géneros e até 800 espécies, sendo boa parte de seus frutos comestiveis (NAYIK & GULL,
2020). A a-mangostina pode ser obtida a partir de Garcinia mangostana Linn., sendo
extraida das cascas de seus frutos, conhecidos como mangostao (Figura 4-A). Ja foram
1soladas pelo menos 68 xantonas a partir de G. mangostana. Na realidade, as xantonas
preniladas sdo os principais compostos presentes na fruta, possuindo um variado perfil de
atividade bioldgica. Dentre estas xantonas, destaca-se a a-mangostina (Figura 4-C), que
¢ 0 seu componente majoritario, e devido a isso, um dos mais estudados. A planta € nativa
do sudeste asiatico, de regides como Tailandia, Malasia, Filipinas, Sri Lanka e Indonésia,
tendo se adaptado muito bem as condigdes de cultivo no Brasil. O primeiro isolamento
da a-mangostina foi reportado por Schmid, em 1885 (SCHMID, 1855). Nesse trabalho
surgiu, pela primeira vez, o termo “xantona”, derivado da palavra xanthos (que no grego
significa amarelo), fazendo referéncia a coloragdo amarela intensa exibida por este

produto natural (Figura 4-B).



Figura 4. (A) Fruto de  Garcinia  mangostana, 0  mangostio
(https://www.needpix.com/photo/887745/); (B) Cristais de a-mangostina, isolados em
nosso laboratério; (C) Estrutura de seu principal componente, a xantona prenilada o-

mangostina, isolada do pericarpo (de cor purpura) dos frutos.

Virios produtos podem ser obtidos e comercializados a partir da polpa do fruto
mangostao e de seu pericarpo, o que demonstra o seu grande potencial de aproveitamento.
Desse modo, desperta-se cada vez mais o interesse das induastrias alimenticias e de
suplementos, sendo o mangostao detentor de um enorme e crescente potencial comercial
(DE MELLO et al., 2021). Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization) estima-
se que a soma da producdo de residuos agroindustriais com as perdas, que ocorrem
durante todo o ciclo de abastecimento da cadeia alimentar, esteja entre 25 e 30% do total
produzido. Porém, ¢ sabido que muitos dos subprodutos gerados na industria alimenticia
ainda contém quantidades apreciaveis de nutrientes, minerais, vitaminas, fibras, além de
uma série de substancias com propriedades bioativas essenciais a saude (FAO, 2019;
LEYVA-LOPEZ et al., 2020). Nesse contexto, 0 mangostio, cada vez mais conhecido
por suas qualidades peculiares, tem ganhado destaque e reconhecimento internacional. O
fruto € exportado para muitos paises desenvolvidos, justamente por se caracterizar como
uma fonte extremamente rica em nutrientes e substancias bioativas, com potencial para
combate e prevengdo contra envelhecimento precoce e doencas degenerativas, como
Alzheimer, cancer e arteriosclerose (YANG et al.,, 2021). Os paises que lideram a
produ¢io mundial de mangostio sdo India, Indonésia e China. Dados recentes
demonstram que a India é responséavel por cerca de 45,89% da produgdo global do fruto,

tendo produzido, aproximadamente, 25,6 milhdes de toneladas de mangostao em 2019.
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O Brasil, como o oitavo produtor mundial do fruto, contribuiu com 3,58% da producao
mundial em 2020, o que equivale a cerca de 2 milhdes de toneladas (TRIGDE, 2021). A
introducdo da G. mangostana no Brasil é recente, tendo ocorrido em 1935, na Bahia e,
em 1942 no Para. Atualmente a G. manostana ¢ cultivada, principalmente, nesses dois
Estados e, em menor escala, nos Estados do Espirito Santo e Sao Paulo (DO
SACRAMENTO et al., 2007).

O mangostao ¢ conhecido como a “rainha das frutas”, devido ao seus inigualaveis
sabor ¢ aroma. Os frutos possuem coloragdo purpura-avermelhado, contrastando com
uma polpa branca, suculenta e saborosa (JUNG et al., 2006). O pericarpo do fruto ¢
bastante utilizado na medicina tradicional Ayurvédica, empregado no tratamento de
doengas, como infec¢des dermatoldgicas, dores abdominais, diarreias, disenterias, tlcera
cronica, e na cicatrizacdo de feridas. Atualmente, o extrato do fruto ¢ comercializado
como alimento ou bebida, e at¢ mesmo utilizado como suplemento antidiabético. Cabe
ainda destacar o interesse crescente observado nos ultimos anos na pesquisa relacionada
a o-mangostina, seja na investigacdo de suas atividades biologicas, ou ainda no
planejamento, sintese e avaliacdo de novos derivados (AIZAT et al., 2019; PINTO et al.,
2021).

A o-mangostina possui um amplo espectro de atividades biolégicas, com grande
numero de trabalhos, descritos na literatura, demonstrando importantes perfis de
atividades associados a xantona natural. Muitas evidéncias in vitro e in vivo revelaram
que a a-mangostina ¢ detentora de extensas propriedades farmacoldgicas, tais como: agdo
antialérgica,  antioxidante,  anti-inflamatoria, = imunomodulatéria,  anticancer,
antibacteriana, antifingica, antiparasitaria, antiviral, antiobesidade, bem como
propriedades neuroprotetoras frente a doenga de Alzheimer, além de propriedades
hepatoprotetoras e cardioprotetoras (MOHAMED et al., 2014; AKAWA et al., 2021).
Devido ao variado perfil de atividades bioldgicas, houve nos ultimos anos um
consideravel aumento no interesse em pesquisas relacionadas a a-mangostina, seja no

aprofundamento da investigacdo de suas atividades bioldgicas ou, ainda, na avaliagao de

novos derivados e andlogos (Figura 5) (https:/clarivate.com/products/web-of-

science/databases, 2022). O crescente interesse despertado em diferentes grupos de

pesquisa se da justamente pelo fato desta substincia natural ser de facil isolamento,
ocorrer em quantidades importantes no extrato bruto (cerca de 70%), além de apresentar
uma versatilidade sintética e estrutural extremamente favoravel ao planejamento e

execugdo de variadas modifica¢des sintéticas, o que permite, a principio, modular o perfil
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farmacocinético e farmacodinamico das novas substancias sintetizadas, que passam a ter
o potencial de se tornarem novos candidatos a farmacos para diferentes aplicagdes

(SANTOS et al., 2018; NIE et al., 2020).

Publicagcdes com o termo "alpha-mangostin"

- O utras aplicagdes
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Figura 5. Gréfico de trabalhos publicados nos ultimos 20 anos, envolvendo estudos com
a xantona natural a-mangostina (https://clarivate.com/products/web-of-

science/databases, 2022).

Os PNs sdo fontes historicas, tanto de matérias-primas como de inspiracdo para a
descoberta e o desenvolvimento de novos farmacos (ATANASOV et al., 2021). Neste
contexto, a xantona prenilada a-mangostina coloca-se como uma molécula extremamente
promissora, devido ao seu perfil estrutural, a sua abundancia e acessibilidade do material
vegetal onde ocorre, além da facilidade de sua extracio (CHAVAN, 2021). A a-
mangostina apresenta uma grande variedade de atividades bioldgicas associadas a ela,
estando em destaque neste trabalho o seu potencial como agente anti-infectivo, devido,
principalmente, a demanda crescente de novas alternativas terap€uticas para o tratamento
dos diferentes tipos de doencas infecciosas, tanto aquelas ja existentes, quanto as
infeccdes emergentes, que se colocam como verdadeiras ameagas a sobrevivéncia
humana (PINTO et al. 2022). A familia dos agentes anti-infectivos engloba os diferentes
farmacos que possuem a capacidade de inibir, ou mesmo bloquear, a propagacao de um
determinado patogeno. Esta classe de firmacos pode também eliminar totalmente o
agente etiologico presente no organismo hospedeiro. Dentro desta classe terapéutica
encontramos os farmacos antivirais, os antiparasitarios (antiprotozoarios e anti-
helminticos), antibacterianos (incluindo os farmacos antituberculose), além dos farmacos

antifingicos (NOGRADY & WEAVER, 2005).



14 Biossintese de xantonas

As rotas biossintéticas das xantonas tém sido estudadas desde a descoberta da
presenca destas substancias em fontes naturais. A etapa fundamental na via biossintética
de xantonas ¢ a formacao do proprio esqueleto triciclico xantonico, os intermediarios-
chave podem ser poliidroxibenzofenonas (AIZAT et al.,, 2019). Um dos primeiros
trabalhos investigativos, na elaboracdo de uma proposta de via biossintética para as
xantonas, foi realizado por Fujita e Inoue, em 1980. Nesse estudo, os autores utilizaram
como ferramenta a marcacdo com isotopo de carbono '*C, varios compostos foram
marcados ¢ administrados as partes aéreas da planta Anemarrhena asphodeloides bunge
(Liliaceae), que produz mangiferina. Nesse trabalho, a fenilalanina, o 4cido para-
cumarico, o acido para-hidroxibenzdico e o acido protocatecuico foram marcados
isotopicamente. No entanto, apenas fenilalanina e o acido p-cumarico demostraram
capacidade para se incorporarem no esqueleto xantonico. Este resultado sugeriu que esses
dois compostos poderiam ser os precursores diretos para a biossintese da mangiferina
(FUJITA & INOUE, 1980).

Desta forma, a fenilalanina, biossintetizada pela rota do chiquimato, perde dois
atomos de carbono e sofre oxidacdo dando origem ao acido meta-hidroxibenzdico. Este,
ao reagir com trés unidades de acetato, leva a formacdo do intermediario chiquimato-
acetato que, por sua vez, cicliza e d4 origem ao intermedidrio 2,3’.4,6-
tetraidroxibenzofenona, precursor-chave na formacao do esqueleto xantonico (Esquema
1). Experimentos realizados com Gentiana lutea, utilizando fenilalanina marcada com
14C, forneceram xantonas contendo o marcador no anel B. Por outro lado, quando tratadas
com acetato marcado com '*C, foram produzidas xantonas nas quais o marcador estava
presente no anel A. Assim, apos as andlises dos resultados obtidos, ficou evidente a
capacidade de incorporacdao, confirmando a importancia da contribui¢do desses
precursores na biossintese de xantonas (ATKINSON et al., 1968; GUPTA & LEWIS,
1971).
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Esquema 1. Via biossintética para formacdo de xantonas (Adaptado de WEZEMAN,
BRASE & MASTERS, 2015).

Para ocorrer a reacdo de ciclizacdo, levando a formacdo completa do sistema
xantonico a partir da benzofenona (2,3°,4,6-tetraidroxibenzofenona), € necessario que
uma reagao de acoplamento oxidativo fenolico aconteca, que leva a formacao do anel
heterociclico central das xantonas (PERES & NAGEM, 1997). Um dos primeiros estudos
mecanisticos de ciclizagdo deste anel foi realizado por Beerhus, em 1996. Neste trabalho
foi utilizada uma linhagem celular de Centaurium erythraea (BEERHUES, 1996; 2011).
Outro experimento importante foi realizado com Hypericum androsaemum, onde os
genes responsaveis pela expressdo da enzima bezofenona sintase foram clonados. Essa
estratégia, empregando engenharia genética, permitiu que uma mutagdo especifica

ocorresse em uma cavidade do sitio ativo da proteina, originando a fenilpirona-sintase,
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uma nova variante de policetideo-sintase (LIU et al., 2003; KLUNDT et al., 2009). As
policetideo-sintases do tipo III estdo intimamente envolvidas na construgdo de uma
diversidade de PNs. Com a variag@o dos substratos iniciais ¢ possivel promover alteracdes
no numero de extensdes nas cadeias desses compostos, bem como na forma e no modo
de ciclizagdo intramolecular que vai ocorrer (AUSTIN & NOEL, 2002). Os resultados
desses estudos foram fundamentais para a compreensao e elucidagdo dos mecanismos de
ciclizacdo em sistemas xantonicos. Esse processo de ciclizacdo ocorre, inicialmente, com
a transferéncia de dois elétrons, seguida de desprotonacao, produzindo assim, um radical
fenoxido, que € estabilizado por ressonancia. O radical fenoxido formado softre ciclizagao,
levando a formacgao do sistema xantdnico, via um ataque eletrofilico. Em C. erythraea
2,3',4,6-tetrahidroxibenzofenona ¢ acoplada via reagdo intramolecular, de forma
regiosseletiva, levando a formacdo de 1,3,5-triidroxixantona, enquanto em H.
androsaemum 2,3',4,6-tetrahidroxibenzofenona ¢ acoplada, dando origem a 1,3,7-
triidroxixantona. Este acoplamento de fenol ocorre através de sitios ativos em posi¢ao
orto para o grupo 3'-hidroxi em C-2' em C. erythraea e em posicao para para o grupo 3'-

hidroxi em C-6' em H. androsaemum (Esquema 2) (PETERS et al., 1997).

Esquema 2. Mecanismo de acoplamento regiosseletivo para 2,3’,4,6-

tetraidroxibenzofenona.
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1.5  Sintese total da a-mangostina

Apesar do extenso niimero de trabalhos disponiveis na literatura, envolvendo
estudos das diversas atividades bioldgicas exibidas pela a-mangostina, sdo raros os
trabalhos descrevendo rotas para a sintese total desta xantona natural. Este fato se deve,
principalmente, a elevada acessibilidade do produto natural nas matrizes vegetais de onde
o mesmo ¢ extraido, além da facilidade da sua extracdo e purificacdo em quantidades
adequadas aos ensaios. Cabe também ressaltar que a principal fonte de extra¢do da a-
mangostina, o pericarpo dos frutos do mangostdo, ¢ um material de descarte, se
configurando assim como uma fonte de baixo custo, renovavel e abundante.

O primeiro trabalho descrevendo a sintese total da a-mangostina foi realizado pelo
grupo de Nishiyama e colaboradores, em 2002, através de uma estratégia convergente,
tendo como precursores dois fragmentos aromaticos, o (2,4-diidroxibenzaldeido 1,
Esquema 3, entrada 1a) e o 1,3,5-triidroxibenzeno (floroglucinol, 2, Esquema 3,
entrada 1b). Os dois precursores foram submetidos, cada um deles, a uma sequéncia
sintética de oito etapas, tendo sido transformados, respectivamente, nos intermediarios 3
e 4, adequadamente funcionalizados, para serem, posteriormente, unidos através da
sequéncia convergente, mostrada no Esquema 3 (entrada 2). O acoplamento dos
fragmentos 3 e 4 foi realizado através da adicdo do anion gerado pelo tratamento do
brometo aromatico com n-BuLi, o qual, uma vez formado, se adiciona a carbonila
aldeidica presente em 3. O dlcool 5 (Esquema 3, entrada 2), apds oxidagao e desprote¢ao
das hidroxilas fendlicas benziladas, gerou a cetona intermedidria 6, a qual ciclizou,
através do seu tratamento com PPh3/CCls, em THF, gerando o anel heterociclico central,
caracteristico do esqueleto xantonico. A desprote¢do da hidroxila fenolica, protegida na
forma do éter metoxi-metilico (MOM), forneceu entdo a a-mangostina, em rendimento

de 7,6% apds as quatro etapas finais de sintese (IIKUBO et al., 2002).
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Entrada 1:
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HO OH BnO OBn
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Entrada 2:

o-mangostina

Condicoes reacionais: (a) sBuLi, THF, -78°C, 49%; (b) IBX, tolueno/DMSO (1/1), t.a., 76%;
(¢) Pd/C 10%, HCO,NHs,, acetona, t.a., 63%; (d) PPh;, CCls, THF, t.a.; entdo: silica gel, 43%.

Esquema 3. Abordagem descrita por Nishiyama e colaboradores para a sintese total da

a-mangostina.

Posteriormente, em 2013, Wang e colaboradores descreveram uma abordagem
sintética mais concisa, baseada numa reacao de acilacdo de Friedel-Crafts entre o cloreto
do acido 2,4,5-trimetdxibenzoico (7) e o 1,3,5-trimetoxibenzeno (8), mas que na etapa de
introducdo das duas prenilas se inspirou na abordagem original, descrita pelo grupo de
Nishiyama (Esquema 3). Na abordagem de Wang, a a-mangostina foi obtida em mistura
com a f-mangostina, numa propor¢ao de 61,3% e 24,8%, respectivamente (XU et al.,

2013) (Esquema 4).
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B-mangostina (24,8%)

Condicées reacionais: (a) AICl;, Et,O, refluxo, 2 d, 70,6% (b) NaOH (1 M), metanol:agua = 2:3,
refluxo, 24 h, 87.3%; (¢) K»OsO4:2H,0, NalQ4, acetona:agua:metanol = 3:1:1, t.a.; (d) THF,
—10°C, entdo brometo de isopropiltrifenilfosfonio, 42,4% apds 2 etapas (¢) NaCN, DMSO, 190-
200°C, 4 h, a-mangostina (61.3%), f-mangostina (24.8%).

Esquema 4. Abordagem de Wang para a sintese de a- e f-mangostina.
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1.6  Modificacdes estruturais sobre o produto natural a-mangostina

Ha descrito na literatura varios trabalhos relacionados a xantona a-mangostina,
referentes as suas diversas atividades biologicas. Inclusive, alguns desses trabalhos
demonstraram os efeitos de derivados e andlogos deste produto natural em diversos
modelos de estudos avaliados, tornando possivel maior compreensdo de tais efeitos em
relagdo a estrutura-atividade para os modelos estudados. As xantonas sdo moléculas
heterociclica oxigenadas aromatica, na qual o seu nucleo central, sistema xantonico, foi
relatado pela primeira vez em 1982 (BISWAS & SEM, 1982). Devido aos avangos nas
técnicas de elucidacdo de estruturas descobriu-se que o nucleo xantdnico tem como
caracteristica ser essencialmente planar em virtude de seu sistema de anéis triciclico
fundidos com restricdes a sua rotagdo livre, o que oferece maior rigidez a estrutura e
contribui para a estabilidade. Para os produtos derivados de xantonas pequenas diferencas
podem ser encontradas e, isto, ird depender do tipo de substituintes, bem como sua
localizagao no sistema xantonico. Além disso, a natureza dos substituintes, por exemplo,
os mais volumosos, podem resultar em leves tor¢des no eixo longitudinal do sistema de
anéis mediada por fatores estéricos. Do ponto de vista quimico, apesar do nucleo de
xantonas em um primeiro momento pareca bem simples, este pode apresentar um perfil
de relagdo estrutura atividade bastante rico e, isto, resulta principalmente das formas de
ressonancia. Devido a presenga dos dtomos de oxigé€nio pertencentes ao sistema éter
biarilico e ao grupo carbonil estarem envolvidos nessas formas de ressonancia; o sistema
de anéis planar, associado a uma forma zwitterionica (Figura 6), reflete em uma
solubilidade reduzida da xantona, esse fator pode ser contornado através da adi¢do de
substituintes (GALES, & DAMAS, 2005). Logo, as diferentes abordagens e estratégicas

sintéticas sdo fundamentais para a obtencao de novas substancias bioativas.
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Figura 6. Estrutura de ressonancia da molécula de xantona (A); Forma zwitteridnica (B).

Em 2014, Sudta e colaboradores realizaram uma série de modificacdes estruturais
sobre a a-mangostina, o objetivo deste trabalhou foi avaliar a atividade potencial da
mangostina e seus analogos frente ao Mycobacterium tuberculosis Multirresistente. O M.
tuberculosis, agente etioldgico da tuberculose, doencga infeciosa que afeta principalmente
os pulmdes, causando preocupagdes crescentes. A doenca ¢ uma das maiores causas de
morte entre as doengas infecciosas, com um ter¢co da populacdo global infectada e 10,4
milhdes de casos, com cerca de 1,74 milhdes de mortes relatadas a cada ano (WHO,
2017). A terapia atual de regime prolongado envolve o uso, durante dois meses de
tratamento de fase intensiva, com os antibidticos isoniazida, rifampicina, pirazinamida e
etambutol; seguido por quatro meses de tratamento com isoniazida e rifampicina.
Normalmente, necessita-se de um tempo maior para o tratamento da tuberculose
multirresistente (GAZI et al., 2015). Este longo regime de tratamento, aliado ao uso de
varios antibioticos de alto custo e de toxicidades consideraveis, sao fatores que levam a
interrupgdo precoce do tratamento, aumentando os riscos de surgimento de variantes de
M. tuberculosis resistentes aos farmacos em uso (WHO, 2004).

Para compreensao dos requisitos estruturais e o desenvolvimento da atividade
contra M. tuberculosis da o-mangostina e seus derivados, Sudta e seu grupo se

concentraram em explorar as posi¢des 1-, 3- e 6- nas porgdes hidroxila e a por¢ao prenila
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da a-mangostina. Desse modo, foram obtidos uma nova série de O-alquil éteres e O-acil
andlogos da a-mangostina e da Tetra-hidro-a-mangostin (15), a atividade antituberculose
in vitro contra M. tuberculosis H37Ra foi realizada pelo ensaio de azul de Alamar, foram
utilizados como controles positivos a canamicina, isoniazida e rifampicina. As evidéncias
observadas, levou a conclusao de que os grupos -OCH3 nas posigdes C-6 e C-7 juntamente
com o 1-OH livre na estrutura do derivado (15), sdo fundamentais para a alta atividade
antituberculose, com isso, o foco foi explorar variagdes dos éteres alquilicos e grupos
¢éster em C-3 e C-6 sobre o derivado (15) (Figura 7). Como esperado, o derivado 6,7-
dimetilado (16) que possui uma metoxila adicional, quando comparado com (15),
apresentou maior atividade no valor de MIC (0,78ug mL™! ou 1,82uM) e foi cerca de 8
vezes mais potente que a o-mangostina (1) e cerca de 2,4 vezes mais potente que a
canamicina (MIC 2,5 pg mL™! ou 4,29 uM). A importancia da hidroxila livre na posi¢io
(3-OH) foi evidenciada pela perda completa de atividade nos derivados nos quais ela ndo
estava presente.

De um total de 48 analogos sintetizados, os altamente ativos (15), (16), (24), (31)
e (33) foram selecionados para suas avaliagdes de atividade contra a forma virulenta de
M. tuberculosis H37Rv e as cepas clinicas multirresistentes (MDR). Os resultados
observados mostraram que, os compostos (15), (16) e (24) mantiveram seus altos niveis
de atividade (MICs 0,78 - 1,56pug mL™") contra 0 H37Rv, em contra partida, os analogos
(31) e (33) apresentaram niveis atividade reduzidos com MICs de 1,56 - 3,12ug mL™!.
Entre os derivados avaliados, o composto (16) foi o anidlogo mais ativo e, também,
manteve a alta atividade em isolados resistentes a isoniazida, rifampicina, etambutol e
estreptomicina com faixa de MIC de 0,78-1,56 pg mL™!. Para os isolados resistentes a
isoniazida, rifampicina, etambutol e as cepas resistentes a isoniazida e rifampicina o
derivado (16) exibiu atividades em MICs na faixa de (0,78 - 3,12 e 1,56 - 3,12 pg mL"),
respectivamente. O analogo Tetra-hidro-a-mangostin (15) exibiu atividades comparaveis
como seu derivado 6-O-etil (24) na faixa de MIC de (1,56 - 3,12 pg mL!) enquanto os
derivados 6-0-alil (31) e 6-O-propil (33) apresentaram MICs na ordem de (1,56 -6,25ug
mL™!) sendo 4 a 8 vezes menos ativos do que o éter metilico (16) (SUDTA et al., 2013).
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Condicoes reacionais: H», Pd/C (a); CHsl, KoCOs, DMF, t. a. (b); (C2H5)2S04, K>,COs,
DMF, t. a. (¢); C3HsBr, KoCO3, DMF, t. a., (d); Hz, Pd/C, MeOH (e).

Figura 7. Sintese do derivado Tetra-hidro-a-mangostina (15) e seus analogos. (Adaptado

de SUDTA et al., 2013).

Dentre as diversas atividades biologicas que a a-mangostina apresenta podemos
destacar seu potencial e de seus derivados frente ao virus SARS-CoV-2. A emergéncia
viral global atual causada pelo novo coronavirus (SARS-CoV-2), patdgeno que atinge o
sistema respiratorio primario em humanos, surgiu em meados de dezembro de 2019 na
cidade de Wuhan, China continental, sendo este o causador da doenca denominada
COVID-19. O SARS-CoV-2 se propagou mundialmente, atingindo todos os paises, com
mais de 430 milhdes de casos confirmados de COVID-19, € 5,9 milhdes de mortes
associadas a doenca em marco de 2022 (http://who.sprinklr.com). A transmissdo do
SARS-CoV-2 ocorre de pessoa a pessoa, através de goticulas das vias respiratérias,
contato proximo com individuos infectados, por via oral e contato com o aerossol de
pessoas portadoras do virus, sendo a transmissdo aérea a principal rota de disseminacao.
Em virtude da répida propagagao e natureza da transmissdao, a COVID-19 foi declarada
pela OMS como emergéncia de satde publica de interesse internacional (DOS SANTOS,
2020). As proteases virais, que desempenham papel fundamental durante o processo de
producdo das proteinas necessarias a replicacdo viral, fazem basicamente o corte, ou
priming, na etapa final da sintese proteica. Desta forma, estas proteases se apresentam

como um alvo de estudos bastante promissor, uma vez que compostos ativos sobre estas
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enzimas seriam mais seletivos, pois possuiriam agdo direta sobre o virus (DRAG &
SALVESEN, 2010). Jin e colaboradores, em 2020, conseguiram obter a estrutura
cristalina da principal protease do virus SARS-CoV-2, a MP®, que foi depositada no
Protein Data Bank (PDB ID: 6LU7). Esta ¢ a unica estrutura 3D de dominio publico do
virus, estando organizada em forma de um dimero com duas subunidades idénticas, que
juntas formam dois sitios ativos. Essa descoberta foi essencial, uma vez que essa protease
se configura como um alvo altamente promissor na busca por moléculas com potencial
clinico, que sejam capazes de inibir a clivagem de poliproteinas virais, impedindo a

replicacdo do virus, bloqueando assim a disseminagao da infec¢do (JIN et al., 2020).

A xantona natural a-mangostina foi descrita quanto a sua atividade contra protease
do virus HIV, que possui um nivel de similaridade gendmica bastante elevado em
comparagdo com a MP™® do SARS-CoV-2 (ELEFTHERIOU et al., 2020). Assim, ha a
possibilidade de que a-mangostina possa ter atividade contra o virus causador da COVID-
19. Xantonas sao substancias polifenolicas e as caracteristicas estruturais de compostos
desta classe estdo diretamente relacionadas a sua afinidade de ligacdo em termos de
energia livre (AG) com as proteinas alvo, devido a presenca de multiplos grupos hidroxila.
Atualmente, os estudos computacionais desempenham um papel fundamental na buscar
por novas moléculas bioativas, representando uma importante ferramenta na area de
quimica medicinal, sendo essencial para busca e desenvolvimento de multiplos farmacos
em potencial (BENDER et al., 2021).

Recentemente, Hidayat e colaboradores, em 2021 (HIDAYAT et al., 2021)
realizaram o estudo in silico de a-mangostina, assim como de alguns de seus derivados,
objetivando uma maior compreensdo das suas atividades frente ao SARS-CoV-2. As
modificagdes se concentram nas hidroxilas fenolicas e substituintes do anel aromatico,
atomos de carbono C1 e C6, para com isso, aumentar a afinidade para o sitio catalitico da
protease MP (CHENG et al., 2013). Parametros de teoricos de absorcao, HIA e Caco-2,
foram calculados utilizando o programa Pre-ADMET 2.0. O valor de Human Intestinal
Absorption (HIA), que reflete o grau de absorcao da substancia no intestino humano varia
de 0% - 20% (baixo), 20% - 70% (moderado) e 70% - 100% (alto) (YAZDANIAN et al.,
1998). Foram calculados para a a-mangostina e seus derivados valores de HIA na faixa
de 90% a 99%, indicando um nivel de absor¢ao adequado pelo intestino. J& o modelo de
predi¢do de permeabilizacdo de células Caco-2 in vitro ¢ bastante empregado para

estimativas da absor¢dao de substancias por via oral. Nesse modelo, os compostos sdao
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categorizados em trés grupos de absorcdo <4 (baixa), 4 - 70 (moderada), > 70 (alta)
(SARGOLZAEIL 2021). Os valores de absor¢do da a-mangostina e seus derivados,
estimadas para o modelo de células Caco-2, mostrou que a capacidade de penetrar a
membrana celular esta na categoria moderada (10,41 - 52,63). Os resultados de docking
molecular a proteina MP™ de SARS-CoV-2 (PDB: 6L.U7) da a-mangostina e seu derivado
3-(ciclopentiloxi)-6,8-di-hidroxi-2-metoxi-1,7-bis(3-metilbut-2-en-1-il)-9H-xantona
(FKS9) foram comparados com o nelfinavir, um potencial inibidor de protease do
coronavirus (LAKHERA et al., 2022). Nesse trabalho os quatro parametros AG, constante
de inibicdo, ligacdo de hidrogénio e interacdes de Van der Waals, que determinam a
afinidade das substancias pelo sitio de interagdo na proteina, foram estudados. Valores de
AG mais negativos, evidenciam que hé maior estabilidade nas intera¢des, aumentando a
afinidade do conjugado ligante-proteina, consequentemente melhorando a atividade
(Lipinski, 2004). O derivado FKS9 apresentou valor de AG de (—10,15 kcal/mol), inferior
ao do nelfinavir (—9,74 kcal/mol) e da a-mangostina (—8,58 kcal/mol). Esse dado indica
que as intera¢des do derivado FKS9 com a MP™ s3o mais expressivas, em comparagao
com a a-mangostina e com o fairmaco de referéncia, nelfinavir. Foi ainda avaliada a
constante de inibi¢do (Ki). Um menor valor de K; indica uma menor quantidade,
necessaria para uma substancia exercer a sua a¢do. O derivado FKS9 apresentou valor K;
de 36,45 uM, que foi bem menor do que o do nelfinavir (72,09 uM) e a-mangostina
(511,49 uM) (HIDAYAT et al., 2021).

O estudo de docking molecular foi importante para investigar o potencial de
interacdo do ligante da substancia com o sitio ativo da proteina alvo. No caso da MP™, as
interacdes mais relevantes ocorrem com os residuos Cysl45 e His41, presentes no
dominio de ligacdo desta proteina. Considerando a possibilidade destas substancias
poderem interagir com esses residuos, bloqueando assim a atividade catalitica dessa
protease, a replicagdo viral seria interrompida. O derivado FKS9 apresentou, no modelo
estudado, uma interagdo com a cavidade catalitica da MP™, se associando a His41 por
meio de liga¢do de hidrogénio, o que evidencia seu potencial na inibi¢ao da replicacdo de
SARS-CoV-2 (Figura 8). Além disso, ao se considerar as regras de Lipinski, que estdo
associadas aos parametros de solubilidade e permeabilidade das substancias no trato
digestivo (Lipinski, 2004), as substancias que detém valores de logP que nao estdo de
acordo com as regras (logP <5), provavelmente nao apresentam o perfil de absor¢do e
biodistribui¢do desejados in vivo. Assim, o derivado FKS9, apresentou valor calculado

de logP = 6,04, mais adequado, quando comparado com a a-mangostina, que possui o
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valor calculado de logP = 3,71. Os dados obtidos demonstram que FKS9 pode ser
investigado in vitro e, ainda, prevé-se que o mesmo possa ser administrado por via oral,
tendo uma previsao de perfil de biodisponibilidade oral mais adequado. Nesse cendrio, a
a-mangostina, por ser uma molécula com alta versatilidade, acessivel, e por apresentar
diversas atividades descritas, inclusive antiviral, apresenta-se como uma molécula com
grande potencial para a busca e desenvolvimento de novas substincias ativas contra o

coronavirus (HIDAYAT et al., 2021).

Figura 8. Derivado 3-(ciclopentiloxi)-6,8-di-hidroxi-2-metoxi-1,7-bis(3-metilbut-2-en-
1-i1)-9H-xantona (FKS9); Interacdo entre FKS9 e principal protease do SARS-CoV-2.
(Adaptado de HIDAYA et al., 2021).

O trabalho realizado por Chi e colaboradores em 2018, no qual foi realizado uma
série de modificagdes na estrutura da a-mangostina e, assim, obter maior entendimento
em relacdo a estrutura atividade. Portanto, esse estudo avaliou o perfil de citotoxicidade
dos analogos gerados sobre um painel de cinco linhagens de células de cancer humano
(HL-60, SMMC-7721, A-549, MCF-7 e SW480) usando ensaios MTT. Muitos desses
analogos foram ativos, tendo maior destaque os derivados (1a) e (2h) sendo os mais
potentes frente a linhagem HL-60. O derivado (3e) foi mais ativo contra a linhagem

SMMC-7221 e os compostos (2e) e (2m) foram os que tiveram reducao na citotoxicidade,
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no entanto, foi verificado o aumento na seletividade quando comparados a a-mangostina

contra as linhas celulares HL-60 e SMMC-7221 (Figura 9).

Figura 9. Derivados da a-mangostina mais ativos obtidos no trabalho de Chi e

colaboradores. (Adaptado de CHI et al., 2018).

Diante dos dados observados, os autores relataram que as substituigdes das
hidroxilas fenodlicas OH nas posigdes C-3 e C-6 refletiram em perda total de atividade
para alguns derivados sintetizados contra as linhagens testadas. Em contra partida, os
produtos de acetilagdo mantiveram a atividade citotoxica e, particularmente, o composto
(1a), apresentou citotoxicidade mais potente contra a linhagem HL-60 com valor de Clso
de 5.96 + 0.16 uM, isto, demonstra que determinados grupos hidroxilas fenolicas sao
responsaveis por desempenharem efeitos que refletem aumentos ou manutencdo da
atividade. A oxidagdo sobre a prenila em posigdo C-8 ocasiona redugdes drasticas no
efeito citotdxico em todas as linhagens cancerigenas estudadas, a exemplo o composto
(2m) apresentou fraca atividade com Clso > 40 pM, evidenciando que o grupamento
prenila em C-8 ¢ fundamental para a citotoxicidade e a presenca de um grupo OH em

posicdo C-8 causa perda total da atividade citotoxica. Porém, foi verificado que o
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composto (2e) configurou-se como uma excecdo interessante, possuindo atividade
antiproliferativa pronunciada contra células HL-60 com valor de Clso de 18.65 + 0.23
uM. A oxidag¢do do grupo prenila em posi¢do C-2, para alguns analogos resultou em
atividade ligeiramente reduzida ou atividade comparativa, a exceg¢dao observada foi o
composto (2h) que exibiu maior atividade contra as linhas HL-60 ¢ SMMC-7221 com
valores de Clso de 6,90 = 0,55 uM e 6,92 £+ 0,55 uM, respectivamente. Essas observagdes
trazem evidéncias de que o nimero e a posi¢do do grupo funcional OH em C-2 tém
poténcia limitada na citotoxicidade e na seletividade. No caso do derivado (3e), os dados
revelam que a substitui¢do por halogénio pode causar um efeito sutil na poténcia e
seletividade, de modo que alguns produtos halogenados apresentaram melhor efeito na
citotoxicidade, como ¢ o caso do composto (3e) que foi trés vezes mais ativo que o
composto precursor com valor de Clso de 3.98 £ 0.63 uM para a linhagem SMMC-7721
(CHI et al., 2018).

Em 2013, Al-Massarani e colaboradores avaliaram a agdo tripanocida da o-
mangostina, tendo em vista que diferentes alvos moleculares ja foram investigados,
visando o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para a doenca de Chagas
(SUETH-SANTIAGQO et al, 2017). Neste sentido, a diversidade estrutural das moléculas
de fontes naturais coloca-se como uma caracteristica atraente e promissora na busca por
novos anti-chagasicos. Diante disso, os autores estudaram a atividade antitripanossomica
in vitro de fragdes de diclorometano (DCM) e acetato de etila (EtOAc) obtidas do extrato
etanolico do pericarpo seco do mangostdo, bem como da a-mangostina isolada. Apesar
da baixa seletividade in vitro, tanto as fragdes quanto o produto natural isolado foram
ativos contra o Trypanossoma cruzi (cepa Tulahuen CL2): DCM, CEso = 7,6 pg mL;
EtOAc, CEso = 34,6 ug mL™!'; o-mangostina, CEso = 8,9 pM (AL-MASSARANI et al.,
2013). Apesar de existir poucos trabalhos literatura sobre a a¢dao de derivados diretos da
a-mangostina frente ao 7. cruzi, particularmente, sobre as formas amastigotas
intracelulares, que sdo de maior relevancia clinica. Pode se observar no trabalho realizado
em 2006, por Mbwambo e colaboradores que as moléculas testadas se assemelha
estruturalmente a xantona prenilada a-mangostina, inclusive, a estrutura 3 se parece com
uma espécie de simplificagdo molecular da o-mangostina. Como resultados, as trés
xantonas preniladas trioxigenadas (1), (2) e (3) testadas (Figura 10) todas foram ativas
contra o 7. cruzi, especialmente o composto (3) contra 7. brucei (ICso 0,87 uM)

(MBWAMBO et al., 2006).
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Figura 10. Xantonas preniladas ativas contra o 7. cruzi e T. brucei (Adaptado de

MBWAMBO et al., 2006).

1.7 A doenca de Chagas (DC) ou Tripanossomiase americana

A doengca de Chagas (DC), ou tripanossomiase americana, causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi (Trypanosomatidae) é uma doenga cronica que até o
momento nao conta com tratamento quimioterapico completamente eficaz e sem efeitos
colaterais. Ha mais de 100 anos a doenca foi completamente elucida pelo médico
sanitarista e cientista brasileiro, Dr. Carlos Justiniano Ribeiro Chagas, em 1909, Chagas
identificou o vetor transmissor, o agente etioldgico e seu ciclo evolutivo, formas de
transmissdo ¢ as manifestacoes clinicas (CHAGAS, 1909). A doenga esta entre as 20
doengas mais negligenciadas do mundo atingindo principalmente paises em
desenvolvimento, situados em regides tropicais do globo, sendo as populagdes mais
acometidas aquelas situadas em cidades rurais com saneamento basico precario. A DC ¢
uma das doencgas que integra a lista de Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) da
Organizacdo Mundial da Satde (HOTEZ, 2007), estd intimamente relacionada com o
subdesenvolvimento e a pobreza, o que torna critica a situagdo de milhdes de pacientes
chagésicos (MOTA et al., 2006). Logo, ha grande desinteresse por parte dos governos e
das industrias farmacéuticas no apoio e incentivos ao desenvolvimento de novas terapias

eficazes e seguras para o tratamento. (MOLYNEUX et al, 2021).
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1.7.1 Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi e transmissao

O protozodrio 7. cruzi apresenta um ciclo de vida complexo (Figura 11), sendo
capaz de infectar hospedeiros vertebrados e invertebrados, o parasito se encontra sob duas
formas nos hospedeiros vertebrados a forma tripomastigota, flagelada e infectante; e a
forma amastigota, que ndo possui flagelo livre e se replica no interior das células,

(PAUCAR et al., 2016).

Figura 11. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi, agente causador da doenca de Chagas,
mostrando as formas celulares presentes em hospedeiros vertebrado e invertebrado.
Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention

(http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html).
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A transmissao da DC ao homem e a outros animais ocorre pelo inseto hematofago,
o Triatoma infestans (Triatominae) (Figura 12), popularmente conhecido como barbeiro,
que recebe esse nome por realizar sua picada no rosto, quando suas fezes e urina
contaminadas com formas tripomastigota metaciclicas entram em contato com o orificio
da picada durante o repasto sanguineo realizado pelo inseto de habito noturno. Existem
outras formas habituais de transmissdao da DC para o homem além da vetorial: a
transfusional, que ¢ a segunda via mais importante de propagacao da doenca em centros
urbanos, a frans-placentaria (congénita) e a transmissao pela via oral, que se da pela
ingestdo de alimentos contaminados com formas vidveis do 7. cruzi. Outras vias de
transmissdo, menos comuns, sao a adquirida através de acidente laboratorial, quando ha
manipulac¢do inadequada de material contaminado, e através do transplante de 6rgaos,
quando o receptor recebe um 6rgao de um doador infectado pelo 7. cruzi, particularmente

coracdo e rins (COURA & CASTRO, 2002).

Figura 12. Imagem do  barbeiro, vetor da doenca de  Chagas.

(http://www.fiocruz.br/ioc/cgilua.exe/sys/start. htm?sid=215).

1.7.2 Fases clinicas e impacto global da doenca de Chagas

A doenca de Chagas apresenta duas fases: Na fase aguda, apds o periodo de
incubacdo que geralmente se manifesta de forma assintomatica (de 1 semana a 1 més),
podem ocorrer febre, enfartamento ganglionar, inchaco do figado e do baco, e
vermelhiddo pelo corpo (as vezes com sinal de Romafia ou chagoma de inoculagao).
Mesmo que o hospedeiro ndo seja submetido a um tratamento, os sintomas ficam mais
amenos e apos algumas semanas ou meses desaparecem, podendo a doencga ndo ser

descoberta por anos ou até mesmo pelo resto da vida por muitos infectados (COURA &
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CASTRO, 2002). A fase aguda pode evoluir, em cerca de 30-40% dos casos, para a fase
cronica, que ¢ a forma clinica mais importante da DC, pois leva a um comprometimento
cardiaco grave, com o aparecimento de arritmias, diminuindo o bombeamento de sangue
pelo coragdo, evoluindo para arritmias cardiacas fatais. Nesta fase, frequentemente, ha o
surgimento de uma miocardite cronica fibrosante, com grande hipertrofia de
miocardidcitos. O coragdo aumenta bastante o tamanho ao ponto de comprometer seu
funcionamento, tornando-o assim invidvel. Além dessas manifestacdes, pode ocorrer o
aumento do esofago e do intestino grosso (STANAWAY & ROTH, 2015). Na América
Latina onde a DC ¢ endémica, as estimativas apontam para um total de aproximadamente
5,7 milhdes de pessoas nesta regido estejam infectadas pelo 7. cruzi, com o surgimento
de 50 mil novos casos anuais com cerca de 14 mil mortes por ano (WHO, 2015;
ECHEVERRIA, 2020). Estes niimeros, entretanto, representam uma fragio de um quadro
epidemioldgico potencialmente mais grave. Ja no Brasil, existem hoje aproximadamente
dois milhdes de pacientes cronicos portadores da doenga de Chagas. Destes, seiscentos
mil desenvolvem complicagdes cardiacas ou digestivas que matam cerca de cinco mil
pessoas a cada ano. A forma cronica da DC causa deficiéncias significativas e tem alto
impacto social e econOmico, incluindo desemprego e diminuicdo da capacidade
produtiva. Somente no Brasil, mais de US$ 1,3 bilhdes em salarios e produtividade
industrial foram perdidos devido a trabalhadores com DC (SORIANO-ARANDES ef al.,
2016; HOUWELING et al., 2016).

Apesar da DC ser uma parasitose endémica de regides tropicais, devido a fluxos
migratorios ocorridos nas Ultimas décadas, ha relatos da ocorréncia
da DC nos Estados Unidos, Canada e em varios paises da Europa (LEE et al., 2013). As
alteragdes climaticas podem propiciar meios favoraveis a adaptagdo de vetores em regioes
nao endémicas e, de modo, causar o espalhamento da doenga de Chagas (Figura 13) (DE

SOUZA et al., 2021).
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Figura 13. Distribui¢do da doenga de Chagas no mundo (WHO, 2018).

1.7.3 Quimioterapia da doenca de Chagas

A terapia atual para o tratamento da DC ¢ bastante restrita, consiste apenas na
utilizacdo de um unico farmaco. A disponibilidade de medicamentos aplicaveis ao
tratamento da DC, em sua fase aguda, existe somente os nitro-heterociclos benznidazol e
nifurtimox (Figura 14) (BERMUDEZ et al., 2016). Cabe ressaltar que estes farmacos ja
estdo ha quase meio século em uso, sem nenhuma outra alternativa disponivel. Na
verdade, desde a descoberta de todo o ciclo evolutivo do parasito, descrito em 1909 por
Carlos Chagas (CHAGAS, 1909), ainda nenhum farmaco eficaz foi disponibilizado no
mercado para a fase cronica da doenca (COURA & CASTRO, 2002). A partir de 1980, o
nifurtimox teve a sua comercializagao interrompida, primeiramente no Brasil e depois em
outros paises da América do Sul (Venezuela, Chile, Argentina), em razao de seus efeitos
toxicos (COURA & CASTRO, 2002). Atualmente, o benznidazol ¢ o tnico farmaco
destinado ao tratamento desta doenga no Brasil, mesmo nao sendo eficiente em alguns
estagios clinicos e apresentando sérios efeitos colaterais, estes nitro-heterociclos
apresentam indices de cura entre 50 a 70% para a fase aguda, ja para o estagio em que a
doenca se encontra estabelecida, fase cronica, os percentuais sao inferiores a 20% (DIAS
et al., 2009). Observamos na literatura, que diferentes alvos moleculares foram

investigados, visando o desenvolvimento de novas alternativas para o tratamento da

29



doenca de Chagas (DIAS et al., 2009; SUETH-SANTIAGO et al., 2017). Nesta
abordagem, a diversidade estrutural dos produtos naturais coloca-se como uma alternativa
na busca por novos anti-chagésicos. Em nosso grupo de pesquisa a amida natural piperina,

isolada de Piper nigrum, tem sido utilizada como precursora de novas moléculas com

potencial atividade antichagésica (FERREIRA et al, 2012; FRANKLIM et al., 2013).
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Figura 14. Farmacos com atividade tripanocida, Nifurtimox e do Benznidazol.
1.8 Modificacio estrutural — Estratégia de hibridacio molecular

Para o planejamento reacional de novos compostos potencialmente bioativos, a
escolha de uma abordagem sintética se faz necessario. Em virtude dos farmacos utilizados
no tratamento da DC ndo atingirem os resultados ideais, a busca por novas alternativas se
torna cada vez mais primordial. Nesse contexto, a estratégia de hibridagdo molecular
apresenta-se como uma importante ferramenta e bastante util ao quimico medicinal,
quando se pensa no planejamento, desenho e alteracdes estruturais de ligantes e

compostos prototipos, por isso, a hibridagdo molecular tem sido largamente utilizada.

Essa estratégia de planejamento consiste na unido de caracteristicas estruturais de
dois compostos diferentes e bioativos em uma nova entidade quimica, assim, tem-se a
formagdo de uma nova substancia chamada de hibrido molecular, que poderd ser
detentora de ambas atividades de seus precursores originais, este novo composto hibrido
pode apresentar propriedades farmacologicas que pode vir a ser uma inovagao terapéutica
aplicada ao tratamento de determinadas fisiopatologias (BISHOP & SHAM, 2000). A
dualidade caracteristica da atividade desses compostos pode ser interessante para se ter
os efeitos em inibidores de duas enzimas diferentes, por exemplo, € que possam estar

relacionadas com uma mesma fisiopatologia onde, estes hibridos atuariam como um
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duplo inibidor enzimatico, ou poderiam funcionar como substancia agonistas ou
antagonistas de dois biorreceptores distintos, ou até mesmo atuar como um composto com
propriedades inibidoras de uma determinada enzima e, simultaneamente, ser agonistas ou
antagonistas de um determinado biorreceptor (WERMUTH, 1996; VIEGAS-JUNIOR et
al., 2007).

Recentemente, Pelozo e colaboradores (2021) realizara através da hibridagao
molecular a sintese de um novo composto ligado por meio de um sistema triazélico,
unindo tanto a por¢ao do metronidazol quanto a unidade do eugenol formando o hibrido,
0 objetivo foi reunir as propriedades terapéuticas de ambos em uma nova molécula

(Figura 15).
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Figura 15. Estrutura molecular do hibrido metronidazol-1,2,3-triazol-eugenol.

As novas substancias hibridas obtidas foram avaliadas quanto a sua agdo frente ao
T. cruzi, o resultado deste trabalho demonstrou que houve melhora no perfil de atividade
antiparasitdria dos hibridos gerados, sendo os compostos (8) e (9) mais ativos,
apresentando atividade similar ao fdrmaco de referéncia, benznidazol. A partir dos
resultados, ficou evidente que o metronidazol e o eugenol detém atividade tripanossdmica
moderada contra a forma epimastigota de 7. cruzi, com valores de Clso de 191 uM £ 8
uM e 161 uM + 7 puM, respectivamente. O composto (6), ndo apresentou atividade
consideravel, foi praticamente inativo com valor de Clso de 602 pM + 23 uM. Por outro
lado, os hibridos (7-9) (Esquema 5) apresentaram melhor efeito na agcdo antiparasitaria
com valores de Clso de 115 uM + 24,6 uM, hibrido 7; 52 uM + 14 uM, hibrido (8) e 33
UM £ 3 uM hibrido (9). Foi constatado que o melhor resultado obtido foi para o composto
hibrido (9) que apresentou atividade similar ao farmaco de controle benznidazol (valor
CI50 de 29 uM £ 5 uM). Os autores concluiram que a insercao do grupamento triazol,
utilizado como linker de acoplamento, para ligar o metronidazol a fendis deu origem a
hibridos promissores para uma nova classe de substancias de interesse terapéutico para

serem avaliadas em estudos futuros (PELOZO et al., 2021).
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Condicoes reacionais: ascorbato de sodio, sulfato de Cu(II), #-butanol, 12h
Esquema 5. Esquema de acoplamento reacional para os hibridos (6 - 9). (Adaptado de

PELOZO et al., 2021).

1.9 Avancos recentes e relevantes na quimioterapia da doen¢a de Chagas

Focando em dados recentes para a quimioterapia da doenga de Chagas, serdo
apresentados aqui os resultados extremamente promissores divulgados por Padilla e
colaboradores (2022), que descreveram uma série de compostos da classe dos
benzoxaborois, com atividades tripanocidas em escala de concentragdo nanomolar contra
amastigotas de 7. cruzi. Os compostos descritos pelos autores, apesar de terem origem
eminentemente sintética e serem estruturalmente distantes da xantona natural o-
mangostina, na nossa opinido merecem ser mencionados, devido, principalmente, ao
perfil de atividade apresentado e ainda pela abrangéncia e exceléncia do trabalho
experimental realizado pelo grupo. Os resultados descritos demonstram que o primeiro
composto avaliado pelos autores, a benzoxaborol-6-carboxamida (AN4169) (Figura 16)
promoveu 100% de cura em camundongos infectados com 7. cruzi (cepa Brasil). Porém,
devido a baixa tolerabilidade apresentada nos ensaios in vivo, ndo houve maiores avangos
com essa molécula. Contudo, esse derivado serviu como prototipo para a sintese de novos
andlogos, que foram também ativos contra 7rypanosoma congolense, mantendo um perfil
similar de atividade e poténcia frente ao 7. cruzi nos ensaios in vitro, com valores de ICso

em escala submicromolar. Os derivados otimizados apresentaram também uma boa

32



estabilidade metabdlica nos ensaios frente a fracao hepatica S9 de camundongos. Dentre
os derivados sintetizados, visando a otimizacao da atividade tripanocida, destacou-se um
composto, o éster AN10443 (Figura 16), sobre o qual foi posteriormente realizada uma
modificagdo adicional, com a homologacao de uma metila em posicdo C-7 do anel
benzoxaborol, obtendo-se o andlogo C-metilado AN11735. Os autores observaram um

dréstico incremento na atividade in vitro contra T. cruzi para esse composto.
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T. cruzilCqy = 12 nM AN15368 AN16109

T. cruzi IJC50 =5nM T. cruzi IC50 =5nM

Figura 16. Estrutura dos principais compostos avaliados in vitro € in vivo contra T. cruzi,
incluindo o candidato a ensaio clinico avangado, AN15368. (Adaptado de PADILLA et
al., 2022).

Apods a realizagdo de um conjunto de otimizagdes estruturais, o composto
AN14353 (Figura 16) emergiu como o composto lider na série planejada, para o qual se
estabeleceu o protocolo de tratamento in vivo com uma dose oral Gnica. Além disso,
AN14353 apresentou poténcia elevada, rapida atividade tripanocida in vivo sobre uma
variedade de isolados de T. cruzi de diferentes linhagens genéticas, sendo efetivo na dose
de 25mg kg'!, em protocolos de tratamento de 5, 13 e 40 dias, tanto sobre camundongos
selvagens, quanto camundongos imudodeficientes. Uma série adicional de derivados
foram entdo planejados, contendo substituintes mais polares e ndo basicos, como éteres
alifaticos e ciclicos. Ap6és uma andlise farmacocinética extensiva, e ensaios de
estabilidade metabolica, emergiram trés candidatos promissores: os derivados AN14817,
AN15368 e AN16109. Com estes trés compostos foram entdo realizados uma série de
ensaios de cura parasitologica em modelo de infeccdo cronica experimental em
camundongos, além de avaliagdes farmacologicas de seguranga, com determinagdo dos

seus perfis genotoxicos e toxicologicos detalhados. A observagdo criteriosa dos
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resultados obtidos no painel de avaliagdes realizado pelos autores levou a escolha do
composto AN15368 como candidato a ensaios pré-clinicos, sendo este entdo avaliado no
tratamento da doenga de Chagas em macacos rhesus (Macaca mulatta), infectados com
T. cruzi por exposi¢ao natural. Como o tratamento padrao em humanos ocorre no periodo
de 60 dias (TORRICO et al., 2018), os animais usados no experimento foram tratados e
avaliados durante esse mesmo periodo. Com base em estudos farmacocinéticos em
primatas foi estabelecida a dose de 30 mg kg™!, de modo que fosse obtida uma alta taxa
de cura, sem comprometimento da seguranga na administragao. Apds exames exaustivos
em amostras sanguineas ¢ de outros tecidos obtidos dos animais tratados, visando a
detecgdo do DNA do parasito, e do monitoramento de longo prazo para anticorpos, 0s
autores obtiveram evidéncias, em bases solidas e de carater conclusivo, sobre o elevado
grau de eficiacia medicamentosa do composto AN15368 (PADILLA et al., 2022). Este
composto deverd agora caminhar para as fases de ensaios clinicos avancados, sendo assim

um forte candidato a ser um novo fairmaco antichagasico.
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2 JUSTIFICATIVAS

Em virtude das limita¢des dos farmacos disponiveis para o tratamento da doenga
de Chagas, assim como de seus severos efeitos colaterais, o que acaba por torna invidvel
suas aplicagdes de forma adequada na quimioterapia. Além disso, o risco potencial
epidemioldgico da doenga de Chagas se torna cada vez mais elevado e tornara ainda mais
critica a situacdo de milhares de pessoas pelo mundo. A necessidade de investimentos e
desenvolvimento de pesquisas em busca de novos compostos bioativos com agdo
tripanocida mais eficaz torna-se fundamental. A falta de incentivos pelas autoridades os
obstaculos ja existentes durante esse caminho de busca, torna essa tarefa um grande
desafio para os diferentes grupos que trabalham na area da Quimica Medicinal. Nesse
contexto, os produtos naturais que sejam abundantes e facilmente acessiveis, em especial,
aqueles que apresentem atividade antiparasitaria conhecida. Dessa forma, o produto
natural, a-mangostina, coloca-se como uma importante fonte de matéria-prima. Além
disso, farmacos antiparasitarios e outras moléculas que possuam este perfil de atividade,
também podem ser combinados através da estratégia sintética de hibridagcdo molecular,
gerando hibridos que potencialmente mantenham a atividade antiparasitiria, com

diminui¢do de efeitos secundarios e/ou diminuigdo de mecanismos de resisténcia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Durante a execugao deste trabalho, o objetivo primeiro foi o estudo e a otimizagao
do método de isolamento da xantona natural a-mangostina, em quantidades apreciaveis
para a realizacdo de uma série de modificagdes estruturais, obtendo derivados com
potencial antiparasitario a ser avaliado frente ao agente etioldgico da doenga de Chagas,

o protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi.

3.2 Objetivos especificos

» Obter quantidades adequadas de «-mangostina utilizando tanto a

metodologia de extragdo convencional quanto métodos otimizados;

» Utilizar o arcabougo estrutural da xantona natural, bem como suas
caracteristicas quimicas, para o planejamento e a sintese de novos
derivados, fazendo uso das estratégias de modificagdo molecular da

Quimica Medicinal, como a hibrida¢do molecular;

» Realizar a elucidagdo estrutural através das técnicas convencionais de

analises de todos as moléculas sintetizadas;

» Avaliar todas as substancias obtidas frente a amastigotas do Trypanosoma
cruzi, além de avaliar seus perfis de toxicidade frente as células
hospedeiras. A escolha da avaliagdo contra a forma amastigota do parasita

se deve ao fato desta ser a forma evolutiva de maior relevancia clinica,
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visto ser a forma intracelular, que em tecidos profundos e pouco
vascularizados sdo responsaveis pela manutencdo da infecgdo em

humanos.

De posse dos dados de atividade dos derivados de modificagdo estrutural,
pretendemos avaliar, comparativamente com o precursor natural, os
efeitos dessas mudangas estruturais sobre a agdo tripanocida dos novos
compostos. Este conjunto de resultados podera subsidiar um estudo
detalhado de SAR para a atividade tripanocida de a-mangostina e de seus

derivados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Instrumentos utilizados nas caracterizagdes espectrométricas

Os espectros de ressonancia magnética nuclear RMN de 'H (500 MHz) e '3C (125
MHz) tipo APT, foram obtidos em espectrometros de marca Bruker, modelo Ultrashield
Plus (PPGQ — UFRRJ). O tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como referéncia interna e
os solventes, cloroformio (CDCIl3), dimetilsulféxido (DMSO-ds) e metanol (CD3OD),
empregados para solubilizagdo das amostras. Os deslocamentos quimicos (0) foram
medidos em partes por milhdo (ppm), e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).
Os valores observados foram corrigidos em relacdo aos sinais dos solventes utilizados nas
analises CHCl; (7,26 ppm para 'H e 77,00 ppm para '*C), DMSO (2,50 ppm para 'H e
39,51 ppm para '*C), MeOH (3,35 ppm para 'H € 49,15 ppm para *C). As multiplicidades
dos sinais foram expressas como simpleto (s), dupleto (d), duplo-dupleto (dd), tripleto (t),

quarteto (q) e multipleto (m).

As andlises por CLAE-DAD foram realizadas em um cromatografo liquido de alta
eficiéncia (CLAE), da marca Shimadzu constituido por duas bombas série LC-20AT,
detector de arranjo de diodos, série SPD-M20A, e injetor Rheodyne 71251, com loop de
20 pL. O controle do equipamento e aquisi¢do dos dados foi feito através do software
LCSolution (Shimadzu). As andlises foram realizadas em coluna analitica Kromasil de
fase reversa C-18 (150 x 4,6 mm, 5 um de particula, AkzoNobel), mantida a 30°C. A
fase mdvel foi composta por um sistema binario composto por dgua contendo 0,1% de
acido formico (A) e acetonitrila com 0,1% de acido féormico (B). O monitoramento dos
cromatogramas foi realizado medindo-se a absor¢do no UV com detector de arranjo de
diodos (DAD) na faixa de 200 e 400 nm e espectrometro de massas com método de

1onizacao por electrospray no modo positivo (ESI+).
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4.2 Nas analises, sintese e purificacoes

Para o monitoramento das reagdes por CCDA (Cromatografia de Camada Delgada
Analitica) foram utilizadas cromato-folhas de silica gel 60 F254 (camada de 0,2 mm),

marca Merck.

Solventes utilizados: acetato de etila, acetona, dimetilformamida, tetraidrofurano,
tolueno, cloroférmio, n-hexano, diclorometano, etanol e metanol, obtidos da Vetec e/ou
Tédia Brazil. Os solventes dimetilformamida, tolueno, utilizados como solventes nas
reacdes que necessitavam de meio anidro, foram previamente secos em peneira

molecular.

Reagentes: acido p-toluenossulfonico, hidrogénio, iodeto de metila, carbonato de
potassio, bicarbonato de potassio, 2,3-Dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ),
anidrido acético, morfolina, tiomorfolina, solu¢do de formaldeido (37%), cloreto de
metanossuldonila, 2-nitroimidazol, 5-nitroimidazol, 1,2-dibromoetano, azida de sodio,

brometo de propargila, ascorbato de sodio, sulfato de cobre penta-hidratado.

Os frutos de Garcinia mangostana, cujos pericarpos foram utilizados para a

extracdo e o isolamento da xantona natural o-mangostina, foram obtidos no Mercado

Municipal de Sao Paulo — Sao Paulo (SP).

4.3 Outros equipamentos

= Aparelho para medigdo de ponto de fusdo, modelo PMF-II-Tecnopon;

= Evaporador rotatério RV10 Digital IKA, modelo Alfa Mare;

» (Camara derevelagdo CCDA da marca Entela, modelo 58 Handheld, equipada com
lampada UV com comprimento de onda de 254 e 365 nm;

* Placas de aquecimento em ceramica com agitagdo da marca IKA, modelo C-MAG
HS7;

=  Sonicador ultrassonico Eco-Sonics, modelo Q3.0/40;
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»  Equipamento Isolera, ACI — Accelerated Chromatographic Isolation, modelo
Isolera Spektra ONE — Autec;

= Liofilizador de bancada, modelo Liofilizado L101;

= Agitador mangnético Kasvi, modelo K40-3015.

4.4  Extracdo e purificacdo do produto natural a-mangostina

O pericarpo dos frutos de G. mangostana (440g) foram secos em estufa com
circulagdo de ar a 45°C por 36h, gerando 210g de material vegetal seco, indicando a perda
de 53% de agua e demais componentes volateis. As cascas secas foram entdo moidas em
um liquidificador industrial, gerando um p6 de coloragdo avermelhada. Dentre os
solventes e métodos descritos na literatura para a extracao de xantonas de G. mangostana,
o acetato de etila e a maceracdo sdo os principais (GUO et al., 2016). Logo, optou-se pela
utilizagdo do acetato de etila como solvente extrator, realizando a comparacdo de quatro
métodos diferentes de extragdo, quais sejam: extragdo por maceragdo; extragdo por
Soxhlet; extra¢do assistida por ultra-som, e extracdo assistida por micro-ondas (IKAN,
1991; AZWANIDA, 2015). Em cada caso foram pesados 10g do pd das cascas do
mangostdo, sendo que nas condi¢des estudadas, o método que apresentou melhor
resultado, em termos de massa de extrato obtido, foi a extragdo por aparelhagem de
Soxhlet (Figura 17), que gerou 1,14g de um material viscoso, que cristalizou apos

repouso de 48h a temperatura ambiente.

Figura 17. Aparelhagem de Soxhlet.
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Os perfis cromatograficos de todos os extratos foram comparaveis, indicando a
presenca majoritaria de dois compostos (Figura 18), o composto natural gartanina, com
tempo de retengdo tr = 10,995 min., com percentual entre 15-20%; e a a-mangostina,
como componente principal presente no extrato, em tr = 14,242 min., com elevado
percentual na faixa de 60-70%. Os espectros de RMN 'H e *C (CDCI3) das duas xantonas
majoritarias, apoOs purificacao, quando comparados com os dados disponiveis na literatura
para os componentes principais de G. mangostana (AL-MASSARANI, 2013; XU et al,
2014), indicam a presenga de duas substancias polifendlicas, as xantonas gartanina 1 e,

majoritariamente, a a-mangostina 2.

Figura 18. Analise HPLC para o extrato bruto de G. mangostana.

Para o isolamento e a purificacdo dos dois componentes majoritarios do extrato bruto
de G. mangostana foram realizadas duas metodologias: metodologia classica, na qual
cerca de 400mg do extrato bruto foi separado por cromatografia em coluna aberta flash
utilizando silica-gel 60 (70-230 mesh), tendo como gradiente a mistura n-hexano e acetato
de etila (5:10:15:20:25:30), obtendo-se 252 mg do produto natural a-mangostina 2, com
elevada pureza e rendimento de 63%. Um segundo componente, a xantona gartanina, foi
obtida em 15% de rendimento (60mg). Além disso, através da utilizagdo do equipamento
Flash-isolera (Figura 19), foi possivel a otimizagdo da metodologia de purificacdo, com
a implementacdo da cromatografia sistematizada, a aplicabilidade e execuc¢do durante o

procedimento apresentou como vantagens menor tempo de processamento e uso reduzido
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de solventes, mantendo-se a mesma fase movel para eluicao, hexano e acetato de etila
(5:10:15:20:25), sendo obtido 290 mg de a-mangostina 2 (rendimento 72,5%). A seguir
se encontram os espectros de RMN de 'H e '3C dos produtos naturais isolados: gartanina
1 (Espectros 1 e 2, Tabela 1), e seu espectro de massas (C23H240¢): m/z 395 [H - 1]
(Espectro 3), e a-mangostina 2 (Espectros 4 e 5, Tabela 2).

Figura 19. Equipamento Isolera, ACI — Accelerated Chromatographic Isolation.

Dados espectroscopicos de RMN: Xantona natural gartanina (1)

Espectro 1. Espectro RMN 'H da gartanina 1 em CDCls a 500 MHz.
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Espectro 2. Espectro de RMN !°C da gartanina 1, em CDCls, a 125 MHz.

Dados espectro de massas (EM) (ESI-) da xantona natural gartanina (1): m/z calculado
para (C23H240¢): 396, massa observada (C23H2406 — 1H): 395.Espectro 3
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Espectro 3. Espectro de massas para o produto natural gartanina 1.
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Tabela 1. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN '3C para gartanina 1.

o g 9 b
I g ST
TP
oH 18
if
207 g

Posicio 8'H (ppm); J(Hz) 813C (ppm)
1 13.20 (s, 1H) 158.14 (C)
2 109.53 (C)
3 161.63 (C)
4 105.79 (C)
4a 152.48 (C)
5 11.28 (s, 1H) 136.23 (C)
6 725(d,J8,5Hz 1H)  122.86 (CH)
7 6.69 (d,J8,8 Hz, IH)  109.75 (CH)
8 12.36 (s, 1H) 153.84 (C)
8a 107.15 (C)
9 184.69 (C)
9a 102.21 (C)
10a 142.85 (C)
1 349 (d,J6,6 Hz, 2H)  21.99 (CHa)
12 5.28-5.31 (m, 1H) 121.00 (CH)
13 133.93 (C)
14 1.81 (s, 3H) 25.86 (CHs)
15 1.78 (s, 3H) 17.95 (CHs)
16 3.54(d,J72Hz, 2H)  21.59 (CHa)
17 5.28-5.31 (m, 1H) 121.84 (CH)
18 135.72 (C)
19 1.88 (s, 3H) 17.95 (CHs)
20 1.88 (s, 3H) 25.67 (CH3)

A seguir, estao representadas as analises de LCMS-PDA, LRMS(ESI+) e os dados
de ressonancia magnética nuclear (RMN) para caracterizacao e elucidacao estrutural do
produto natural majoritério, isolado de G. mangostana, a xantona prenilada a-mangostina
2 (Espectro 5 e Espectro 6). Na (Figura 20), ¢ possivel notar no cromatograma obtido
por DAD (245 nm) um tnico pico majoritario (zr = 7,75 min.), com pureza acima de 99%,
PF: 180-181°C e perfil da curva UV condizente com o reportado na literatura para a o-
mangostina (DE MELLO et al., 2021). A seguir, ¢ mostrado o espectro de massas (ESI+)

para o produto obtido, de modo que foi observado sinal de m/z 411, condizente com o
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valor de m/z 4112 calculado para C24H270s", referente ao ion pseudomolecular

adicionado de um proton [M+H]".

Dados do Cromatograma CLAE-DAD: Produto natural a-mangostina (2).

PDA Multi 2 245nm,4nm
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Figura 20. LCMS-PDA (200—400 nm) da a-mangostina. Condi¢gdes de analise: t = 0 min,
50% B; t =5 min, 95% B; t = 12 min, 95% B; t =13 min, 50% B.

Dados espectro de massas (ESI+): Xantona natural a-mangostina (2).
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Espectro 4. LRMS(ESI+) espectro de massas da a-mangostina 2.
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Dados espectroscopicos de RMN: Produto natural a-mangostina (2).

Espectro 5. Espectro RMN 'H de a-mangostina 2, em CDCls, a 500 MHz.
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Espectro 6. Espectro de RMN !*C de a-mangostina 2, em CDCls, a 125 MHz,

Tabela 2. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN '*C para a-mangostina 2.

19\18/20
I
17\
T 9 i
7'/0\7/8\\8a/9\9a/1§ N
HO/(L|\5//106|‘\O/4?|1|\4¢
Posicio 3'H (ppm); J(Hz) 813C (ppm)
1 13.81 (s, 1H) 160.61 (C)
2 108.43 (C)
3 161.64 (C)
4 6.32 (s, 1H) 93.32 (CH)
4a 154.53 (C)
5 6.85 (s, 1H) 101.57 (CH)
6 155.80 (C)
7 142.54 (C)
8 137.05 (C)
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8a 112.21 (C)
9 182.06 (C)
9a 103.64 (C)

10a 155.08 (C)
11 3.49(d,J6,94 Hz, 2H)  21.46 (CHa)
12 5.29-5.31 (m 1H) 121.44 (CH)
13 132.20 (C)
14 1.87 (s 3H) 25.84 (CHs)
15 1.72 (s, 3H) 18.24 (CHs)
16 4.11(d,J5,99 Hz, 2H)  26.58 (CHy)
17 5.29-5.31 (m, 1H) 123.15 (CH)
18 135.86 (C)
19 1.80 (s 3H) 17.94 (CHs)
20 1.86 (s, 3H) 25.87 (CHz)
7 3.83 (s, 3H) 62.09 (CHz)

4.5  Sintese dos derivados do produto natural a-mangostina

4.6 Sintese do derivado reduzido tetra-hidroxi-a-mangostina (3)

O OH

HO O OH OH

2 3

H2 Pd/C, AcOEt

T A., 6h
92%

Esquema 6. Reacdo de hidrogenacao catalitica da a-mangostina, sintese do derivado 3.

Em um balao de fundo redondo, equipado com uma barra de agitacdo magnética, foi
feita uma solucao de 0,1 g (0,24 mmol) de a-mangostina 2 em 8 mL de acetato de etila.
Sobre essa mistura foi adicionado, cuidadosamente, Pd/C (10% m/m, 10 mg) formando
uma suspensao inicial. Em seguida, o baldo contendo a reagao foi purgado com N2 por 20
minutos, sob agitagdo, a temperatura ambiente com auxilio de bomba de vacuo. Apds
garantir que a atmosfera no interior do baldo estivesse totalmente inerte, uma bexiga
contendo Ho foi utilizada para purgar a reacdo por 15 minutos adicionais, dessa forma,
saturando a micro atmosfera do sistema reacional com H», seguida de agitagdo vigorosa,

sob atmosfera de Hz2, por 2 h. A reacdo foi monitorada por Cromatografia em Camada
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Delgada Analitica (CCDA), contendo o sistema de solventes Hex/EtOAc (70:30) nao
sendo possivel observar alteracdo significativa no Rf entre a-mangostina e o derivado
saturado. Apos 6h de reagdo, o meio reacional foi filtrado para outro baldo, realizando
assim a remocao do catalisador. Em seguida o solvente foi totalmente evaporado. Por fim,
foram obtidos 0,092 g, 92% de rendimento do produto 3, na forma de um 6leo de cor
castanha. Os dados de RMN obtidos (Espectros 7, 8; Tabela 3) sdo condizentes com a
estrutura. No espectro de massas (Espectro 9), foi observada a massa para (C24H300s)

m/z 413 [H — 1], esses dados se encontram de acordo com os disponiveis na literatura

(CHI et al., 2018).

Dados espectroscopicos de RMN: derivado tetra-hidro-a-mangostina (3).

Espectro 7. Espectro RMN 'H do derivado 3, em CDCls, a 500 MHz.

49



Espectro 8. Espectro de RMN '*C do derivado 3 em CDCls a 125 MHz.

Dados espectro de massas (EM) (ESI-) para o derivado (3): m/z calculado para
(C24H3006): 414, massa observada (C24H3006 — 1H): 413.
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Espectro 9. Espectro de massas (EM) (ESI-) para o derivado 3.
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Tabela 3. Deslocamentos quimicos d¢ RMN 'H e RMN !3C para o derivado tetra-hidro-

a-mangostina 3.

i
L
T
7'/0\7/8\\8a/9\9a/1§ 7N T g
Ho/é|\5/10l\o/4a”\44
Posicio 3'H (ppm); J(Hz) 813C (ppm)
1 13.85 (s, 1H) 160.18 (C)
2 - 111.01 (C)
3 161.06 (C)
4 6.21 (s, 1H) 92.55 (CH)
4a 155.80 (C)
5 6.71 (s, 1H) 101.27 (CH)
6 154.57 (C)
7 - 142.39 (C)
8 139.31 (C)
8a - 112.23 (C)
9 181.99 (C)
9a - 103.68 (C)
10a 154.38 (C)
1 3.28-3.31 (m, 2H) 20.17 (CHa)
12 1.41-1.46 (m, 2H) 37.96 (CHy)
13 1.41-1.46 (m, 1H) 28.27 (CH)
14 0.94 (d,J631 Hz, 3H)  22.50 (CHs)
15 0.96 (d, 7631 Hz, 3H)  22.50 (CH3)
16 2.61-2.64 (m, 2H) 25.52 (CHa)
17 1.60-1.76 (m, 2H) 40.24 (CHa)
18 1.41-1.46 (m, 1H) 28.86 (CH)
19 0.98 (d, 7631 Hz, 3H)  25.59 (CH3)
20 0.99 (d,J6.31 Hz, 3H)  25.59 (CH3)
7 3.82 (s, 3H) 62.26 (CH:)
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4.7  Sintese dos derivados a-mangostina-O-alquil mono e bis-alquilados (4a) e

(4b)

O OH

T
HO O OH

N

Ri=H; Ry, =CH; (4a)

R; =R, =CHj (4b)

Esquema 7. Reacdo de O-alquilagdo da a-mangostina: sintese dos derivados 4a ¢ 4b.

Para a sintese do derivado 4a, 0,05 g da xantona natural, a-mangostina 2 (0,122
mmol), foi transferida para um baldao de 10 mL e solubilizada em 3 mL de DMF anidro
(seco sob peneira molecular de 4A, ativada por 24h, em estufa mantida a 150°C). Sobre a
solugdo obtida foi adicionado 0,017 g de K2CO3 anidro (0,122 mmol), e 0,017 g de CH3l
(0,122 mmol; 7,6 uL).

Para preparagao do produto 4b, trimetoxilado, 0,05 g de a-mangostina 2 (0,122 mmol)
foram dissolvidas em 6 mL de DMF anidro, num balao de 10 mL. Sobre a solu¢ao obtida
adicionou-se 0,049 g de K»COj3 anidro (0,366 mmol) e 0,050 g de CH3I (0,366 mmol; 3
eqv.; 22 uL). As duas reagdes foram monitoradas por CCDA (silica-gel) com o eluente
(Hex/EtOAc 80:20). Apos deteccdo do término da reagdo, a mistura reacional foi
concentrada e o residuo obtido foi solubilizado em 20 mL de acetato de etila. A fase
organica foi particionada com 4 x 20 mL de H>O, lavada com 10 mL de uma solucao 10%
de bissulfito de sodio, e por fim lavada com 10 mL de H>O. Entao, as fases organicas
obtidas em cada reacdo foram secas sobre NaSOs anidro e o solvente evaporado,
fornecendo, seletivamente, os produtos (4a e 4b), di e tri-metoxilados, respectivamente,
como soélidos de coloragdao amarelo claro. A purificacdo dos produtos ocorreu por CCA,
em coluna de vidro empacotada com silica-gel. Utilizou-se como fase mdvel a mistura
Hex/EtOAc, em gradiente 99:1 a 95:5, com incremento de 1% EtOAc a cada 80 mL. Ao

fim da purificacdo os produtos desejados foram obtidos, ambos, na forma de sélidos
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amarelo-palidos. Os derivados (4a) (0,039 g, 78% de rendimento, PF: 90-92°C) e (4b)
(0,045 g, 85% de rendimento, PF: 89-93 °C) foram devidamente caracterizados através
dos métodos convencionais de analise. Os dados de RMN foram obtidos para o derivado
(4a) (Espectros 10, 11; Tabela 4), além de seu espectro de massas para (C25H230¢): m/z
423 [H — 1] (Espectro 12); e para o derivado (4b) (Espectros 13, 14; Tabela 5), ¢
espectro de massas (C26H3006): m/z 438 (Espectro 15). Todos os dados de caracterizagdo
estdo em concordancia com as estruturas propostas € com os dados disponiveis na

literatura (NGUYEN et al., 2017; KHAW et al., 2020).

Dados espectroscopicos de RMN: derivado a-mangostina-6,7-dimetoxi (4a).

\18/
f
\1? o) OH 1?
[l |
0 8 9 1 11 13
s \ﬂ/ \\ST/ \ng/QT/ ~ 7N
SN ,10a\o/4a\4¢3\OH

Espectro 10. Espectro RMN 'H do derivado 4a, em CDCls, a 500 MHz.
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Espectro 11. Espectro de RMN '*C do derivado 4a, em CDCls, a 125 MHz.

Dados espectro de massas (EM) (ESI-) para o derivado (4a): m/z calculado para
(C25H2806): 424, massa observada (C25H2806 — 1H): 423.

100

423

50

847

300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Espectro 12. Espectro de massas de massas (EM) (ESI-) para o derivado 4a.
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Tabela 4. Deslocamento quimico de RMN 'H e RMN 3C para o derivado 6,7-dimetoxi
a-mangostina 4a.

\18/
I
o9 j
7 /0\7/8\\8a/9\9a/1%2/11\12//13\14
SN
Posicio 'H (ppm); J(Hz) d13C (ppm)
1 13.78 (s, 1H) 160.53 (C)
2 109.07(C)
3 --- 161.59 (C)
4 6.28 (s, 1H) 93.08 (CH)
4a --- 158.00 (C)
5 6.65 (s, 1H) 98.26 (CH)
6 155.35 (C)
7 154.84 (C)
8 --- 137.12 (C)
8a 111.76 (C)
9 --- 181.96 (C)
9a 103.55 (C)
10a --- 143.80 (C)
11 4.12 (d, J 6,3 Hz, 2H) 21.44 (CH>)
12 5.24-5.27 (t,J 6,1 Hz, 1H) 121.80 (CH)
13 131.76 (C)
14 1.70 (s, 3H) 18.18 (CH)
15 1.86 (s, 3H) 17.88 (CHs)
16 3.44 (d, J 6,9 Hz, 2H) 26.15 (CHa)
17 5.29-5.32 (t, J 6,9 Hz, 1H) 123.26 (CH)
18 134.48 (C)
19 1.76 (s, 3H) 25.90 (CH3)
20 1.85 (s, 3H) 25.84 (CHs)
6 3.93 (s, 3H) 55.95 (CHs)
7 3.80 (s, 3H) 60.92 (CHs)
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Dados espectroscopicos de RMN: derivado a-mangostina-3,6,7-trimetoxi (4b).

Espectro 13. Espectro RMN 'H do derivado 4b, em CDCl3, a 500 MHz.
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Espectro 14. Espectro de RMN !*C do derivado 4b, em CDCl3, a 125 MHz.

Dados do espectro de massas (EM) (ESI-) para o derivado (4b): m/z calculada para
(C26H3006): 438, massa observada (C26H300s): 438.
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899

50
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Espectro 15. Espectro de massas (EM) [M-1] para o derivado 4b.
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Tabela 5. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN '3C para o derivado 3,6,7-

trimetoxi a-mangostina 4b.

g7
b
g T
7'/O\7/8\\8a/9\9a/1%2/11\12// Y
TS
Posicio 'H (ppm); J(Hz) 313C (ppm)
1 13.50 (s, 1H) 159.75 (C)
2 112.04 (C)
3 163.35 (C)
4 6.31 (s, 1H) 88.61 (CH)
4a 157.98 (C)
5 6.72 (s, 1H) 98.17 (CH)
6 155.33 (C)
7 155.14 (C)
8 137.21 (C)
8a 111.44 (C)
9 181.96 (C)
9a 103.93 (C)
10a 143.94 (C)
11 4.15(d,J 6,6 Hz 2H)  21.35 (CHa)
12 5.25-5.27 (m, 1H) 122.34 (CH)
13 131.78 (C)
14 1.70 (s, 3H) 18.19 (CHs)
15 1.70 (s, 3H) 17.79 (CHs)
16 337(d,J6,9Hz,2H) 2615 (CHa)
17 5.25-5.27 (m, 1H) 123.27 (CH)
18 131.67 (C)
19 1.82 (s, 3H) 25.85 (CH3)
20 1.87 (s, 3H) 25.93 (CHs)
3 3.97 (s, 3H) 55.76 (CHs)
6’ 3.91 (s, 3H) 55.96 (CH)
7 3.81 (s, 3H) 60.92 (CHs)
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4.8 Reacoes de ciclizacdo da prenila em C2-Preparacio dos derivados
tetraciclicos (5) e (6)

4.8.1 Sintese do derivado tetraciclico cromona, 3-isomangostina 5

O OH
H;CO

H;CO = TsOH, Tolueno
O O 60°C, 3h _
HO (@) OH HO (0] (0]

84%

N
(3]

Esquema 8. Reacgdo de formagao do derivado ciclico da a-mangostina 5.

Em um baldo de 25 mL foi feita uma solugdo de 0,05 g (0,12 mmol) do produto
natural, a-mangostina 2, em 5 ml tolueno seco. Sobre essa solugdo, sob agitacdo,
adicionou-se 5 mg de acido p-toluenossulfonico (0,03 mmol). Em seguida, o sistema foi
purgado com N2 seco, garantindo a completa auséncia de umidade e uma atmosfera inerte
na micro-atmosfera do baldo reacional. A mistura reacional foi mantida sob agitacao
constante, a temperatura de 60°C, sendo monitorada por CCDA a cada 30 minutos. Apos
3h foi constatado o término da reacdo, sendo entdo realizado o isolamento do produto
ibtido. Primeiramente, o solvente foi evaporado em evaporador rotatério, gerando um
residuo que foi solubilizado em 30 mL de CHCI3 e lavado com 3 x 20 mL de H2O. A fase
orgénica obtida foi filtrada e seca, utilizando Na>SO4 anidro, e o solvente foi evaporado.
O solido obtido foi purificado em coluna CCA, empacotada com silica-gel, tendo como
eluente a mistura de solventes Hex/EtOAc, em gradiente (90:10; 85:15; 80:20; 75:25).
Foi obtido 0,042 g (84%) do derivado 3-isomangostina 5, na forma de um solido amarelo,
com PF: 153-154 °C. Os dados de RMN obtidos para o derivado (5) (Espectros 16, 17;
Tabela 6), bem como a massa observada (C2sH280s5 + 1H): m/z 409 [H + 1] (Espectro
18), estdo de acordo com a estrutura e com os dados ja disponiveis na literatura (YATES

& BHAT, 1970).
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Dados espectroscopicos de RMN: derivado ciclico 3-isomangostina (5).

Espectro 16. Espectro RMN 'H do derivado 5, em CDCls, a 500 MHz.
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Espectro 17. Espectro de RMN !*C do derivado 5, em CDCls, a 125 MHz.

Dados do espectro de massas (EM) (ESI+) para o derivado (8): m/z calculada para
(C25H2505): 408, massa observada (C2sH2305 + 1H): 409.
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m/z

Espectro 18. Espectro de massas (EM) (ESI+) para o derivado 5.
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Tabela 6. Deslocamento quimico de RMN 'H e RMN !3C para o derivado tetraciclico 3-
isomangostina 5.

g
I
Ton9
7'/0\“/8\\83/9 9a/1§T/11\1T
I Il
6. 0a_ da -3 _13—=15
HO™ " ~07 S o7
Posicio 'H (ppm); J(Hz) 313C (ppm)
1 13.75 (s, 1H) 160.61 (C)
2 102.85 (C)
3 160.71 (C)
4 6.24 (s, 1H) 94.01 (CH)
4a 155.82 (C)
5 6.86 (s, 1H) 101.68 (CH)
6 -—- 154.71 (C)
7 142.46 (C)
8 136.91 (C)
8a 109.90 (C)
9 182.03 (C)
9a 103.76 (C)
10a 154.60 (C)
11 272274 (t, 6.82H)  16.10 (CHa)
12 1.89 (m, 2H) 31.91 (CHy)
13 76.02 (C)
14 1.39 (s, 3H) 26.75 (CHs)
15 1.39 (s, 3H) 26.75 (CHs)
16 4.10(d,J 6,0 Hz, 2H)  26.51 (CH)
17 5.28(d,J6,0 Hz, IH)  123.29 (CH)
18 132.01 (C)
19 1.71 (s, 3H) 18.20 (CH3)
20 1.85 (s, 3H) 25.82 (CHs)
7 3.82 (s, 3H) 61.92 (CHs)
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4.8.2 Sintese do derivado cromeno da a-mangostina 6

O OH
H;CO = DDQ, Tolueno
O O 60°C, 2h
HO (6] OH
2

85%

6

Esquema 9. Reagao de formacgao do derivado tetaciclico cromeno S da a-mangostina.

Em um baldo de fundo redondo, de 25 mL de capacidade, foram adicionados (0,05 g, 0,12
mmol) de a-mangostina 2, (27 mg, 0,12 mmol) de 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-
benzoquinona (DDQ) em 5 mL de tolueno seco. O sistema reacional foi entdo purgado
com N e a rea¢do, em seguida, transcorreu a 60°C, sendo acompanhada por CCDA a
cada 30 minutos. Apos 2h foi detectado o total consumo do produto de partida e a reagao
foi isolada. Inicialmente, o solvente foi removido em rota-vapor, a pressdo reduzida. Em
seguida, o residuo obtido foi extraido com CH>Cl», sendo a fase organica lavada com 3 x
10 mL H»O, filtrada e seca com Na>SO4 anidro. Apds evaporado o solvente, o sélido
obtido foi purificado por cromatografia em CCA, tendo como fase méovel Hex/EtOAc,
em gradiente (85:15; 80:20; 75:25; 70:30). Ao fim do processo de purificacdo obteve-se
0,042 g (85%) do derivado 6 como um solido amarelo com PF: 151-153 °C. O produto
foi devidamente caracterizado através dos métodos convencionais de andlises. Os dados
de RMN (Espectros 19, 20; Tabela 7), bem como os dados do E.M., massa observada
(C25H2605): m/z 407 [H + 1] (Espectro 21), estdo de acordo com a estrutura € com o0s
dados ja disponiveis na literatura (DHARMARATNE et al., 2013).
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Dados espectroscopicos de RMN: derivado ciclico cromeno da a-mangostina (6).

g
f
oo
0] 8 9 1 1
T T
6. _10a 4a_ 3 13 =15
HO™ 5% N0 N N

Espectro 19. Espectro RMN 'H do derivado 6, em CDCls, a 500 MHz.
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Espectro 20. Espectro de RMN !*C do derivado 6, em CDCls, a 125 MHz.

Dados do espectro de massas (EM) (ESI+) para o derivado (6): m/z calculada para
(C25H2605): 406, massa observada (C25H2605 + 1H): 407.
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Espectro 21. Espectro de massas (EM) (ESI+) para o derivado 6.
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN '3C observados para o derivado
tetraciclico cromeno da a-mangostina 6.

\18/
n
Ton™
7'/O\Tl/s\\Sa/g\ga/1%T/“\\1T
I Il
6 _10a /4a 3 /13'—‘15
HO™ s 07 N o7
Posicio 'H (ppm); J(Hz) d13C (ppm)
1 13.73 (s, 1H) 157.92 (C)
2 --- 103.72 (C)
3 159.87 (C)
4 6.26 (s, 1H) 94.15 (CH)
4a 156.26 (C)
5 6.84 (s, 1H) 101.70 (CH)
6 155.73 (C)
7 --- 142.68 (C)
8 137.01 (C)
8a - 112.17 (C)
9 181.98 (C)
9a --- 104.48 (C)
10a 154.62 (C)
11 6.74 (d, J 10 Hz 1H) 115.71 (CH)
12 5.58(d,J9.7Hz 1H)  127.13 (CH)
13 77.93 (C)
14 1.49 (s, 3H) 28.30 (CH3)
15 1.49 (s, 3H) 28.30 (CHs)
16 4.10 (s, 2H) 26.54 (CHy)
17 5.28 (s, 1H) 123.14 (CH)
18 132.14 (C)
19 1.72 (s, 3H) 18.21 (CH3)
20 1.85 (s, 3H) 25.81 (CH3)
7’ 3.83 (s, 3H) 62.01 (CHs)




4.9  Reacdes de acetilacio da a-mangotina

4.9.1 Sintese dos derivados acetilados (7a) e (7b)

6 OH Ac,0, DMAP,
H3CO = DMF
_—
O O 45°C, 1h
HO o OH 91-98%

2

Ry = H; Ry; R; = -COCH;  (Za)
Rq; Ry; Ry = -COCH, (7b)

Esquema 10. Reacdo de acetilacio da o-mangostina, preparacdo dos derivados a-

mangostina-6-O-bis-acetato 7a e a-mangostina-3,6-O-tri-acetato 7b.

O produto natural a-mangostina 2, (0,02 g, 0,048 mmol), anidrido acético Ac,O
(82 pL, 0,864 mmol) foram completamente dissolvidos em (3,0 mL) de DMF em um tubo
de fundo redondo de 10 mL, isto, para formacao do derivado 7a, acetilado parcialmente.
J& para a sintese do produto peracetilado 7b, foi adicionado o catalisador DMAP (1,76
mg, 0,014mmol) mantendo-se as demais condigdes mencionadas anteriormente. Ambas
as reacdes foram mantidas a 45°C, sob agitacdo, sendo monitoradas por CCDA,
utilizando a mistura Hex/EtOAc (3:1) como eluente. Apds o término das reacdes, foram
adicionados ao meio reacional 20 mL de solu¢ao de NaCl 10% a frio, sendo realizada
entdo a extracdo com acetato de etila (3 x 20 mL). As fases orgéanicas obtidas em cada
reacdo, foram entdo lavadas, de forma sequencial, com solugdes de NH4Cl1 10% (3 x 20
mL), NaHCO3 10% (3 x 20 mL), secas sobre Na;SO4 anidro, sendo, em seguida, os
solventes evaporados, sob pressdo reduzida, fornecendo os produtos acetilados (7a e 7b,
em cada caso) na forma de solidos brancos.
Foi obtido 0,021 g (91%) do derivado bis-acetilado 7a, com PF: 131-135 °C (Espectros
22, 23; Tabela 8), massa verificada (C2sH3008): m/z 495 [H + 1] (Espectro 25). O
produto peracetilado 7b foi obtido em 98% de rendimento (0,024g), apresentando PF:
112-114°C (Espectros 25, 26; Tabela 9), dados de massa (C30H3209): m/z 537 [H + 1]

(Espectro 27). Os dois produtos de acetilagao foram devidamente caracterizados e dados
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observados estdo de acordo com as estruturas € com os dados disponiveis na literatura

(SUDTA etal., 2013).

Dados espectroscopicos de RMN: derivado a-mangostina-3,6-O-bis-acetato (7a).

g7
I
\17 O OH 1?
[l |
o) 8 9 1 " .13
o \T|/ \\8T/ \QT(%T/ N~ N
PN //103\0/43\443\0

Espectro 22. Espectro RMN 'H do derivado 7a, em CDCls, a 500 MHz.
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Espectro 23. Espectro de RMN '*C do derivado 7a, em CDCls, a 125 MHz.

Dados do espectro de massas (EM) (ESI+) para o derivado (7a): m/z calculada para
(C28H3003): 494, massa observada (C23H300s + 1H): 495.
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Espectro 24. Espectro de massas (EM) (ESI+) para o derivado 7a.
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Tabela 8. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN "*C para o derivado o-

mangostina-3,6-O-bis-acetato 7a.

Posicio 8'H (ppm); J(Hz) 813C (ppm)
1 13.45 (s, 1H) 161.01 (C)
2 116.85 (C)
3 149.42 (C)
4 6.66 (s, 1H) 100.34 (CH)
4a 146.72 (C)
5 7.15 (s, 1H) 110.61 (CH)
6 154.85 (C)
7 154.07 (C)
8 139.15 (C)
8a 116.22 (C)
9 182.89 (C)
9a - 107.12 (C)
10a 153.69 (C)
11 3.33(d, J 7.0 Hz, 2H) 22.31 (CH>)
12 5.18-5.22 (m, 1H) 121.29 (CH)
13 132.29 (C)
14 1.86 (s, 3H) 25.73 (CHs)
15 1.80 (s, 3H) 25.85 (CHs)
16 415 (d, J 6.0 Hz, 2H) 26.47 (CHa)
17 5.18-5.22 (m, 1H) 122.61 (CH)
18 132.37 (C)
19 1.71 (s, 3H) 17.84 (CH3)
20 171 (s, 3H) 18.21 (CHs)
7 3.80 (s, 3H) 61.69 (CH3)
3 168.02 (C)
6’ 168.47 (C)
37 2.36 (s, 3H) 20.91 (CHs)
6” 2.41 (s, 3H) 20.99 (CHs)
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Dados espectroscopicos de RMN: derivado a-mangostina-1,3,6-O-triacetato (7b).

T o
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Espectro 25. Espectro RMN 'H do derivado 7b, em CDCls, a 500 MHz.
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Espectro 26. Espectro de RMN '*C do derivado 7b, em CDCls, a 125 MHz.

Dados do espectro de massas (EM) (ESI+) para o derivado (7b): m/z calculada para
(C30H3209): 536, massa observada (C3oH3209 + 1H): 537.
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Espectro 27. Espectro de massas (EM) (ESI+) para o derivado 7b.
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Tabela 9. Deslocamento quimico de RMN 'H e RMN !3C para o derivado a-mangostina-
1,3,6-O-triacetato 7b.

18/ O
1 1'.'
e
7'/0\7/8\\8a/9\9a/1%2/11\12//13\14
O/flil\S/Jozl'\ofll\“&g\o
| |
- B %O . /3‘%0
Posic¢io 8'H (ppm); J(Hz) 813C (ppm)
1 15321 (C)
2 118.90 (C)
3 154.49 (C)
4 7.11 (s, 1H) 108.98 (CH)
4a 148.48 (C)
5 7.14 (s, 1H) 110.27 (CH)
6 153.10 (C)
7 148.76 (C)
8 139.03 (C)
8a 123.58 (C)
9 176.08 (C)
92 113.55 (C)
10a 146.72 (C)
1 3.27 (s, 2H) 23.50 (CHa)
12 5.04 (t,J6.78 Hz, IH)  120.91 (CH)
13 131.75 (C)
14 1.68 (s, 3H) 25.61 (CHs)
15 1.68 (s, 3H) 25.79 (CHs)
16 4.07 (s, 2H) 26.23 (CHa)
17 5.19 (t, J 6.46 Hz, 1H) 122.94 (CH)
18 132.48 (C)
19 176 (s, 3H) 17.91 (CHs)
20 1.83 (s, 3H) 18.20 (CHz)
7 3.77 (s, 3H) 61.61 (CHs)
1 169.27 (C)
3 168.09 (C)
6’ 168.15 (C)
17 2.47 (s, 3H) 21.21 (CHs)
37 2.35 (s, 3H) 20.99 (CHs)
6 2.39 (s, 3H) 20.92 (CH3)




4.10 Sintese dos derivados da a-mangostina via reacio de Mannich

4.10.1 Sintese dos derivados morfolinametil-a-mangostina (8a) e (8b)

C4HgNO, H,CO,
EtOH

_—
60°C, 5h
74-80%

(6]
R1 = _\-‘JJ\/N\) : R2=H (§a)

(0]
RiRe AN @

Esquema 11. Rea¢do de Mannich sobre a-mangostina, sintese dos derivados 8a ¢ 8b.

Em um baldo de 10 mL foi feita uma suspensdo de a-mangostina 2 (0.05 g, 0.12
mmol) em etanol (3,5 mL). Sobre essa suspensdo foi adicionada morfolina C4HoNO (12
pL, 0.13 mmol, 1.1 eqv.) e formaldeido H>CO (14 pL, 0.13 mmol). A reagdo ocorreu sob
agitacdo constante a temperatura de 60 °C, durante Sh, sendo monitorada por CCDA em
silica-gel com eluente Hex/EtOAc 75%. Apos este periodo, o solvente foi evaporado,
sendo feita uma particdo com acetato de etila 20 mL, seguida de lavagens sequenciais
com NH4Cl 10% (3 x 10mL), bicarbonato de sédio NaHCO3 10% (3 x 10mL), solu¢ao
saturada de NaCl (1 x 10mL) e, por ultimo, a fase organica foi seca com Na>SO4 anidro
e filtrada. Apds remogdo do solvente, o produto foi obtido na forma de um sélido de
coloragdo amarelo palido. A purificacdo foi realizada por cromatografia CCA, utilizando
silica-gel 60 (70-230 mesh), e tendo como eluente a mistura DCM-MeOH (99.5:0,5; 99:1;
98:2). Desse modo, foi possivel obter 46 mg (74.2%) do aduto de Mannich de interesse,
8a, PF: 92-94 °C (BURAVLEV et al., 2015).

Para a sintese do derivado 8b, a metodologia de reagdo e sua purificagdo foram
analogas, exceto para as quantidades dos reagentes adicionados que foram: morfolina
C4HoNO (26 pL, 0.30 mmol, 2.5 eqv.), formaldeido H>CO (30.0 uL, 0.30 mmol), também
em 3.5 mL de etanol. Apos purificagdo, foram obtidos 59 mg (80%) do produto 8b, como
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um solido de coloragdo amarela, apresentando PF: 219-221 °C. Os dados fisicos para
caracterizacdo dos compostos se encontram de acordo com os apresentados na literatura
(BURAVLEYV et al., 2018).

Dados pde RMN ara o derivado 8a (Espectros 28, 29; Tabela 10); massa observada
(C20H35NO7): m/z 508 [H — 1] (Espectro 30); e para o derivado 8b (Espectros 31, 32;
Tabela 11); massa observada (C34H44N20g): m/z 607 [H — 1] (Espectro 33).

Dados espectroscopicos de RMN: derivado C-4-morfolinametil-a-mangostina (8a)

Espectro 28. Espectro RMN 'H do derivado 8a, em CDCls, a 500 MHz.
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Espectro 29. Espectro de RMN '*C do derivado 8a, em CDCls, a 125 MHz.
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Dados do espectro de massas (EM) (ESI-) para o derivado (8a): m/z calculada para

(C20H35NO7): 509, massa observada (C20H3sNO7 - 1H): 508.

oQ
=]
v
7000000
6000000
5000000
4000000 g
3000000
2000000
1000000
— 1=
58 & 3 sz g 2 &
_— - _—— N [aa) =+ =
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
m/z

Espectro 30. Espectro de massas (EM) (ESI-) para o derivado 8a.

Tabela 10. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN 3C para o derivado C-4-
morfolinametil-a-mangostina 8a.

19\18/20
|
17
T
SR I N
| | Il |
HO/6\5,1Oa\ /4a\T¢3\OH
4'\N/4a\t|)
40‘!\40'/0
Posi¢io 8'H (ppm); J(Hz) 8!13C (ppm)
1 13.68 (s, 1H) 163.32 (C)
2 110.79 (C)
3 160.17 (C)
4 96.24 (CH)
4a 154.64 (C)
5 6.81 (s, 1H) 101.52 (CH)
6 155.24 (C)
7 142.72 (C)
8 137.12 (C)
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8a 111.89 (C)

9 181.88 (C)
9a 102.71 (C)
10a 151.97 (C)
11 3.38 (d, J 6,3 Hz, 2H) 21.32 (CHy)
12 5.25-5.28 (m, 1H) 122.46 (CH)
13 131.84 (C)
14 1.83 (s, 3H) 17.89 (CHs)
15 1.83 (s, 3H) 25.84 (CHs)
16 4.09 (d, J 5,0 Hz, 2H) 26.48 (CHa)
17 5.25-5.28 (m, 1H) 123.30 (CH)
18 131.95 (C)
19 1.71 (s, 3H) 18.21 (CHs)
20 1.69 (s, 3H) 25.84 (CHs)
7 3.80 (s, 3H) 61.86 (CHz)
4 3.96 (s, 2H) 52.80 (CHa)
42’ 2.68 (s, 2H) 58.47 (CH,)
4p° 3.73 (s, 2H) 66.70 (CHa)
4¢’ 3.73 (s, 2H) 66.70 (CH,)
4Q° 2.68 (s, 2H) 53.85 (CHa)
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Dados espectroscopicos de RMN: derivado C-4,5-bis-morfolinametil-a-mangostina

(8b).

Espectro 31. Espectro RMN 'H do derivado 8b, em CDCls, a 500 MHz.
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Espectro 32. Espectro de RMN !*C do derivado 8b, em CDCls, a 125 MHz.
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Dados do espectro de massas (EM) (ESI-) para o derivado (8b): m/z calculada para

(C34H44N2053): 608, massa observada (C3sH44N2Os - 1H): 607.
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Espectro 33. espectro de massas (EM) (ESI-) para o derivado 8b.
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Tabela 11. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN !3C para o derivado C-4,5-bis-

morfolinametil-a-mangostina 8b.

Posicio 3'H (ppm); J(Hz) 813C (ppm)

13.76 (s, 1H) 162.91 (C)
110.67 (C)
160.31 (C)
96.18 (C)
152.08 (C)

105.46 (C)

157.45 (C)

143.17 (C)

137.01 (C)

110.93 (C)

182.02 (C)

102.61 (C)

151.49 (C)

\b”::w\lc\(ll”'h-kul\)i—‘
1
1
1

=4
&0
1
1
1

10a
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11 3.38(d,J 6,6 Hz, 2H)  21.33 (CHy)
12 5.24-527 (m, 1H)  122.43 (CH)
13 131.70 (C)

14 1.83 (s, 3H) 17.88 (CHs)
15 1.86 (s, 3H) 25.84 (CHs)
16 4.13(d,J 6,3 Hz, 2H) 26.15 (CHy)
17 5.24-527 (m, IH)  123.32 (CH)
18 131.86 (C)

19 1.68 (s, 3H) 18.19 (CHs)
20 1.71 (s, 3H) 25.95 (CHs)
7 3.85 (s, 3H) 60.65 (CH)
4 3.91 (s, 2H) 53.04 (CHa)
42’ 2.72 (s, 2H) 54.15 (CHa)
4p° 3.85 (s, 2H) 66.58 (CHa)
4¢’ 3.85 (s, 2H) 66.58 (CH,)
4d’ 2.72 (s, 2H) 54.15 (CH,)
5 4.04 (s, 2H) 53.22 (CH,)
5a’ 2.72 (s, 2H) 54.90 (CHa)
5h’ 3.85 (s, 2H) 66.65 (CH,)
5¢° 3.85 (s, 2H) 66.65 (CH,)
54’ 2.72 (s, 2H) 54.90 (CH,)

4.10.2 Sintese dos derivados tiomorfolinametil-a-mangostina (92a) e (9b)

C4HoNS, H,CO,
EtOH

B
60°C, 2,5h
67-78%

(9b)

Esquema 12. Reacdo de Mannich sobre a-mangostina, sintese dos derivados 9a e 9b.

Em um baldo de fundo redondo, de 10 mL de capacidade, foi adicionado 12 pL de
tiomorfolina C4HoNS (0,13 mmol, 1,1 eqv.) sobre uma suspensao de 0.05 g a-mangostina
2 (0,12 mmol) e 14 pL de formaldeido H>CO (0,13 mmol) em 3.5 mL de etanol. A reacao

ocorreu a temperatura de 60 °C durante 8h, sendo monitorada por CCDA em silica-gel,
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com eluente Hex/EtOAc 75%. Ao fim da reacdo, o solvente foi evaporado e, em seguida,
ocorreu a parti¢do com acetato de etila 20 mL, seguida de lavagens com NH4Cl1 10% (3 x
10mL), bicarbonato de potassio NaHCO3 10% (3 x 10mL), solugdo saturada de NaCl (3
x 10mL) e, por ultimo, a fase organica foi filtrada e seca utilizando Na;SO4 anidro. Apos
evaporacao de todo solvente, o produto desejado foi obtido, em sua forma bruta, como
um solido amarelo. A purificacdo foi realizada por cromatografia CCA em silica-gel 60
(70-230 mesh), tendo como eluente DCM-MeOH (99.5:0,5; 99:1; 98:2). Com isso,
obteve-se 40 mg do derivado 9a (67%), que apresentou PF: 97-99 °C. A sintese do
derivado 9b, transcorreu utilizando a mesma metodologia reacional e purificacao,
alterando-se apenas as quantidades equivalentes dos reagentes tiomorfolina C4HoNS (30
pL, 0.30 mmol, 2.5 eqv.); formaldeido H>CO (30.0 pL, 0.30 mmol); e 3.5 mL de etanol.
Foram obtidas 60,8 mg (78%) do produto 9b na forma de um sélido amarelo, com PF:
188-192 °C. Os dados fisicos para caracterizacdo dos compostos se encontram de acordo
com a literatura (BURAVLEYV et al., 2018). Derivado 9a (Espectros 34, 35; Tabela 12),
massa observada (C29oH3sNOgS): m/z 524 [H — 1] (Espectro 36); e para o derivado 9b
(Espectros 37, 38; Tabela 13), dados de massas (C34H44N206S2 - 1H): m/z 639 [H — 1]
(Espectro 39).
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Dados espectroscopicos de RMN: derivado C-4-tiomorfolinametil-a-mangostina (9a)

Espectro 34. Espectro RMN 'H do derivado 9a, em CDCls, a 500 MHz.
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Espectro 35. Espectro de RMN !*C do derivado 9a, em CDCls, a 125 MHz.

Dados do espectro de massas (EM) (ESI-) para o derivado (9a): m/z calculada para

(C29H35NO6S): 525, massa observada (C20H3sNOsS - 1H): 524.
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Espectro 36. Espectro de massas (EM) (ESI-) para o derivado 9a.
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Tabela 12. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN '3C para o derivado C-4-

tiomorfolinametil-a-mangostina 9a.

\18/
|
17\
Ton i
7 /0\7/8\\8a/9\9a/1%2/11\12//13\14
RS H
4!\N/4a‘\ .
4d!\4c'/é
Posi¢io 3'H (ppm); J(Hz) 813C (ppm)
1 13.65 (s, 1H) 160.20 (C)
2 110.91 (C)
3 --- 163.53 (C)
4 96.32 (C)
4a 154.29 (C)
5 6.85 (s, 1H) 101.34 (CH)
6 --- 155.30 (C)
7 142.56 (C)
8 --- 137.09 (C)
8a 112.11 (C)
9 --- 181.87 (C)
9a 102.71 (C)
10a 151.98 (C)
1 3.38(d,J 6,9 Hz, 2H)  21.32 (CH>)
12 527-531 (m, IH)  122.42 (CH)
13 131.85 (C)
14 1.84 (s, 3H) 17.88 (CH3)
15 171 (s, 3H) 25.83 (CHs)
16 412(d,J6,3 Hz, 2H)  26.54 (CHa)
17 527-531(m, IH) 12321 (CH)
18 132.06 (C)
19 1.72 (s, 3H) 18.21 (CHs)
20 1.84 (s, 3H) 25.82 (CH3)
7 3.83 (s, 3H) 62.07 (CHs)
4 3.97 (s, 2H) 54.29 (CHa)
42’ 2.93 (s, 2H) 54.33 (CHa)
4b° 2.79 (s, 2H) 27.79 (CH>)
4c’ 2.79 (s, 2H) 27.79 (CHa)
4d’ 2.93 (s, 2H) 54.33 (CH»)
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Dados espectroscopicos de RMN: derivado

(9b).
19 20
g7
[l
17,
1f|3 (@] OH 15|>
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C-4,5-tiomorfolinametil-a-mangostina

Espectro 37. Espectro RMN 'H do derivado 9b, em CDCls, a 500 MHz.
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Espectro 38. Espectro de RMN !*C do derivado 9b, em CDCls, a 125 MHz.

Dados do espectro de massas (EM) (ESI-) para o derivado (9b): m/z calculada para
(C34H44N206S2): 640, massa observada (C3sH44N2O6S2 - 1H): 639.
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Espectro 39. Espectro de massas (EM) (ESI-) para o derivado 9b.
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Tabela 13. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN !*C para o derivado C-4,5-bis-

tiomorfolinametil-a-mangostina 9b.

177
Il
17.
g9 i
, /O\Tl/s\\ST/g\ng/1%T/11 2//13\14
Ho/6\|,10a\o/4a\T¢3\OH
SCi/sd'\N/ 4'\N/4a
\5b"5k!) 4d!\4c'/s
Posic¢io 'H (ppm); J(Hz) 813C (ppm)
1 13.77 (s, 1H) 163.05 (C)
2 110.62 (C)
3 -—- 160.29 (C)
4 96.23 (C)
4a 152.07 (C)
5 105.49 (C)
6 -—- 157.63 (C)
7 143.18 (C)
8 -—- 137.00 (C)
8a 110.99 (C)
9 -—- 181.99 (C)
9a 102.59 (C)
10a 151.49 (C)
11 4.13(d,J 6,0 Hz, 2H)  21.33 (CH>)
12 5.24-528 (m, 1H)  122.40 (CH)
13 131.91 (C)
14 1.83 (s, 3H) 17.90 (CHz)
15 1.86 (s, 3H) 25.85 (CH3)
16 3.38(d,J 6,3 Hz, 2H)  26.16 (CHa)
17 5.24-528 (m, IH)  123.32 (CH)
18 131.91 (C)
19 1.69 (s, 3H) 18.20 (CH3)
20 1.71 (s, 3H) 25.96 (CHs)
7 3.84 (s, 3H) 60.64 (CH;)
& 3.90 (s, 2H) 54.75 (CHa)
4a’ 2.82 (s, 2H) 54.52 (CH»)
4b° 2.97 (s, 2H) 27.82 (CHa)
4c’ 2.97 (s, 2H) 27.82 (CHa)
4d’ 2.82 (s, 2H) 54.52 (CHa)
5 4.04 (s, 2H) 55.36 (CHa)
52’ 2.82 (s, 2H) 54.54 (CHa)
5b’ 2.97 (s, 2H) 27.82 (CHa)
5¢° 2.97 (s, 2H) 27.82 (CHa)
5d° 2.82 (s, 2H) 54.54 (CHy)
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4.11 Sintese dos hibridos de a-mangostina com 2-nitroimidazois

4.11.1 Sintese do intermediario 6-bromoetoxi-a-mangostina (10)

O OH = K,CO3, KHCO3,
+ Br
0 ~">g —_DMF
60°C, 24h
HO o OH 60%
2 1,2-dibromoetano 10

Esquema 13. Reagdo de formagao do intermedidrio 6-bromoetoxi-a-mangostina 10.

Em um baldo de fundo redondo, de 10 mL de capacidade, foi adicionada a a-
mangostina 2 (0,41 g, 1,0 mmol), (4,0 mmol, 342 pulL) de dibromoetano, 0,5 mmol de
K>CO3, 0,5 mmol de KHCOs3, em 1,5 mL de DMF anidro. Em seguida, a mistura foi
submetida a agitacdo magnética e mantida sob aquecimento a 60°C por 24h. A evolucdo
da reagdo foi monitorada por CCDA. Ao final da reagdo, o isolamento foi feito por
particdo com 30 mL de EtOAc, lavagens com 6 x 10 NaClg) 10%. A fase organica foi
entdo seca em NaxSOj4 anidro, filtrada e o solvente foi removido em rotaevaporador. O
intermediario bromoalquilado foi purificado por CCA, tendo como fase estacionaria
silica-gel, e a mistura de DCM/MeOH como fase movel, em gradiente de concentracao
de 0 a 10%. Assim, o intermedidrio mono-alquilado 10 foi obtido em 60% de rendimento,
na forma de um so6lido amorfo, de cor amarela clara, apresentou PF: 168-170°C. Os
espectros de RMN obtidos estdo de acordo com a estrutura 10 (Espectros 40, 41; Tabela
14).
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Dados espectroscopicos de RMN: intermediario do intermediario 6-bromoetoxi-o-

mangostina (10).
19 20
g7
[l
17,
1? 0] OH 1?
[l |
7/0\7/8\\83/9\93/1%2/11\12//13\14
\ | Il |
Br. 6a 6 _10a 4a 3
Seo” 07 D50 Y07 N7 OH

Espectro 40. Espectro RMN 'H do intermediério 10, em CDCls, a 500 MHz.
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Espectro 41. Espectro de RMN *C do intermediario 10, em CDCls, a 125 MHz.

Tabela 14. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN !3C para o derivado 6-
bromoetoxi-o-mangostina 10.

LN
I
17\
Tor i
7/0\7/8\\8a/9\9a/1%2/11\12//13\14
e AT T

Posicio 'H (ppm); J(Hz) 813C (ppm)
1 13.40 (s, 1H) 159.41 (C)
2 110.88 (C)
3 161.89 (C)
4 6.25 (s, 1H) 89.04 (CH)
4a 154.30 (C)
5 6.68 (s, 1H) 99.88 (CH)
6 157.04 (C)
7 143.75 (C)
8 138.95 (C)
8a 112.15 (C)
9 181.16 (C)
9a 103.82 (C)
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10a 154.28 (C)

11 3.40 (d, J 6,1 Hz, 2H) 22.43 (CHy)
12 5.25-5.26 (m, 1H) 121.03 (CH)
13 131.57 (C)

14 1.81 (s, 3H) 25.85 (CHs)
15 1.70 (s, 3H) 17.25 (CHs)
16 4.10 (d, J 5,7 Hz, 2H) 26.03 (CHa)
17 5.25-5.26 (m, 1H) 123.38 (CH)
18 132.91 (C)

19 1.73 (s, 3H) 18.29 (CH;)
20 1.87 (s, 3H) 25.93 (CHs)
7 3.86 (s, 3H) 60.31 (CHs)
62’ 441 (t,J; 16,21 Hz, J,6.01 Hz, 2H)  68.49 (CH,)
6b’ 3.76 (t,J; 5.7 Hz, 2H) 28.10 (CH,)

4.11.2 Sintese do hibrido a-mangostina-3-O-etil-2-nitroimidazol (11)

-
™ N
e TEA, DMF /= ~
0, N\ _N
NG, 50°C, 24h YN
79%
10 2-nitroimidazol 1"

Esquema 14. Sintese do hibrido a-mangostina-3-O-etil-2-nitroimidazol 11.

Em um baldo de fundo redondo, de 10 mL de capacidade, foram adicionados (0,517 g,
1,0 mmol) do intermedidrio bromoalquilado 10, (0,565 g, 5 mmol) de 2-nitroimidazol,
(15 mmol) de TEA, e (1,5 mL) de DMF anidro. Em seguida, a mistura reacional foi
mantida sob agitacdo magnética e aquecimento a 50°C por 24h, sendo monitorada por
CCDA. Detectado o término da reacdo, o isolamento foi feito por particdo com 30 mL de
EtOAc, lavado com (3 x 20 mL) de Na2CO3(aq) 10%, (3 x 20 mL) de NH4Clag) 10%, e (1
x 20 mL) de NaClg) 10%. A fase orgénica foi entdo seca em Na>SO4 anidro, filtrada e o
solvente foi removido em rotaevaporador. O produto foi purificado por CCA, tendo como
fase estaciondria de silica-gel e como fase movel a mistura DCM/MeOH, em gradiente
de concentragdo de 0 a 10%. O produto desejado, hibrido 11, foi obtido na forma de um

solido amorfo de cor amarela clara em (0,433 g, 0,788 mmol, 79% de rendimento), tendo
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apresentado PF: 231-233°C. Os espectros de RMN obtidos (Espectros 42, 43; Tabela
15), e a massa observada (C29H31N30g): m/z 548 [H — 1] (Espectro 44) estdo de acordo

com a estrutura proposta.

A seguir, encontram-se os dados para caracterizacao estrutural do hibrido 11.

Dados espectroscépicos de RMN: derivado a-mangostina-O-etil-2-nitroimidazol (11).

S
|
17,
1(|3 o OH 1?
[l |
i 0 8 9 1 n_ .13
G/dtsc\ e \Tl/ \\ST/ \ng/%T/ N1 N4
N
N N 6a' 6. .10a 4a -3
6 Ngp \o/ ~ \o/ ~7 \OH

Espectro 42. Espectro RMN 'H do hibrido 11, em DMSO-ds, a 500 MHz.
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Espectro 43. Espectro de RMN *C do hibrido 11, em DMSO-ds, a 125 MHz.

Dados do espectro de massas (EM) (ESI-) para o derivado (11): m/z calculada para
(C29H31N305): 549, massa observada (C29H31N30s - 1H): 548.
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Espectro 44. Espectro de massas (EM) (ESI-) para o derivado hibrido 11.
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Tabela 15. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN 3C para o hibrido o-

mangostina-O-etil-2-nitroimidazol 11.

\18/
Il
17,
Ton™ i

G/d'tec\ 7'/O\Tl/s\\sT/g\ng/1§T/11\12//13\14
N\G\/e|/N\5b-/6a'\o/6\ /1Oa\o/4a\4¢3\OH
O,N

Posic¢io 3'H (ppm); J(Hz) 813C (ppm)

1 13.56 (s, 1H) 159.93 (C)
2 110.02 (C)
3 --- 162.69 (C)
4 6.36 (s, 1H) 92.42 (CH)
4a 154.70 (C)
5 7.73 (s, 1H) 100.15 (CH)
6 --- 156.62 (C)
7 143.58 (C)
8 --- 136.11 (C)
8a 111.15 (C)
9 --- 181.43 (C)
9a 102.15 (C)
10a --- 154.35 (C)
1 3.19 (s, 2H) 21.08 (CHa)
12 5.09-5.14 (m, 1H)  122.44 (CH)
13 130.76 (C)
14 173 (s, 3H) 25.62 (CHs)
15 171 (s, 3H) 17.82 (CHs)
16 3.97 (s, 2H) 21.08 (CH)
17 5.09-5.14(m, 1H)  123.51 (CH)
18 130.78 (C)
19 1.59 (s, 3H) 18.12 (CH3)
20 1.72 (s, 3H) 25.69 (CHs)
7 3.51 (s, 3H) 60.49 (CHs)
6a’ 4.55 (s, 2H) 48.63 (CHa)
6b’ 4.92 (s, 2H) 67.42 (CHa)
6¢’ 7.08 (d, 1H) 128.59 (CH)
6d’ 7.21 (d, 1H) 127.88 (CH)
6e’ 144.88 (C)
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4.11.3 Sintese do intermediario a-mangostina-3,6-O-alquil-Br (12)

+ B~ KHCO;, DMF

Br
60°C, 24h
81%

2

Esquema 15. Reacdo de formagao dos intermediarios 3,6-bromoetoxi-o-mangostina 12.

1,2-dibromoetano 12

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL de capacidade, adicionou-se 14,7 mg de
a-mangostina 2 (0,06 g, 0,15 mmol) e 0,15 mmol de KHCO3, os quais foram dissolvidos
em 2,0 mL de DMF anidro. Em seguida, a mistura contida no baldo foi mantida sob
agitacdo magnética e aquecimento a 60°C. Apds 10 minutos, adicionaram-se 101,4 puL
(1,17 mmol, 8 eqv.) de 1,2-dibromoetano. A mistura reacional permaneceu sob agitagao
e aquecimento a 60°C por um periodo de 24h, sendo monitorada por CCDA. Apos o
término da reacdo o isolamento foi feito por particio com 30 mL de EtOAc. A fase
organica foi lavada com solucao de NaCl 10% (6 x 20 mL). A fase organica obtida foi
seca em NaSO4 anidro, filtrada e o solvente removido a pressao reduzida. Foi obtida
0,073 g (81%) do produto bis-alquilado 12, apds purificagdo por CCA em silica-gel 60
(70-230 mesh), eluente DCM-MeOH (100:0; 99,5:0,5: 99:1; 98:2; 97:3). O produto
apresentou PF: 147-149°C. Os espectros de RMN obtidos confirmam a estrutura do
derivado 12 (Espectros 45, 46; Tabela 16) ¢ estdo de acordo com os disponiveis na

literatura (JIANG et al., 2021).
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Dados espectroscopicos de RMN: derivado 3,6-bromoetoxi-o-mangostina (12).

Espectro 45. Espectro RMN 'H do derivado 12, em CDCls, a 500 MHz.
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Espectro 46. Espectro de RMN !*C do derivado 12, em CDCls, a 125 MHz.

Tabela 16. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN '*C para o intermediario bis-
alquilado 3,6-bromoetoxi-o-mangostina 12.

ENP
I
17,
Ton ™ i
7'/O\7/8\\8a/9\9a/1§2/11\12//13\14
Bro_ 6a /f|3|\5,10z!1\O/4l|\4¢£\o/3a'\3b/Br
Posicao 3'H (ppm); J(Hz) 813C (ppm)
1 13.48 (s, 1H) 160.09 (C)
2 - 111.88 (C)
3 --- 161.68 (C)
4 6.26 (s, 1H) 89.30 (CH)
4a - 155.01 (C)
5 6.67 (s, 1H) 98.88 (CH)
6 --- 156.41 (C)
7 - 144.03 (C)
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8 137.75 (C)
8a 112.57 (C)
9 181.96 (C)
9a 104.28 (C)
10a 154.94 (C)
11 3.40 (d,J 7,2 Hz, 2H) 21.46 (CHa)
12 5.25-5.30 (m, 1H) 122.19 (CH)
13 131.65 (C)
14 1.83 (s, 3H) 25.85 (CHs)
15 1.70 (s, 3H) 17.90 (CHz)
16 4.15 (d, J 4,41 Hz, 2H) 26.21 (CH,)
17 5.25-5.30 (m, 1H) 123.04 (CH)
18 131.95 (C)
19 1.71 (s, 3H) 18.21 (CHz)
20 1.88 (s, 3H) 25.93 (CHs)
7 3.87 (s, 3H) 61.22 (CHs)
32’ 438 (dt, J; 17,42 Hz, J; 6.11 Hz, 2H)  68.10 (CHa)
3b’ 3.72 (t, J; 6.15 Hz, 2H) 28.49 (CHy)
62’ 4.42 (dt, J; 17,42 Hz, J; 6.11 Hz, 2H)  68.34 (CHa)
6b’ 3.78 (t,J; 5.83 Hz, 2H) 28.54 (CH,)

4.11.4 Sintese do hibrido a-mangostina-bis-3,6-O-etil-2-nitoimidazol (13)

TEA, DMF
—_—

50°C, 24h
83%

\
(0] OH
H3CO O O = + K\NH
NS
Br\/\o o o0 > Br NO,
12 2-nitroimidazol 13

Esquema 16. Formagao do derivado a-mangostina-bis-3,6-O-etil-2-nitroimidazol 13.

Em um baldo de fundo redondo, de 10 mL de capacidade, foi adicionado 0,022¢g (0,036
mmol) do dibrometo 12, juntamente com 0,04 g do reagente 2-nitroimidazol (0,36 mmol,
10 eqv.), 0,11 gde TEA (1,1 mmol, 30 eqv.), e 3,0 mL de DMF anidro. A mistura contida
no baldo foi mantida sob agitagdo constante e aquecimento a 50°C. A evolugdo da reagdo
foi monitorada por CCDA, tendo como eluente (DCM/MeOH, 2%). Apos 24h foi
detectado o término da reacao. O isolamento foi realizado com a remogao do solvente sob
pressdo reduzida, ocorrendo, em seguida, a solubilizacdo do residuo obtido em 20 mL de

EtOAc, com posteriores lavagens em sequéncia: com solugdao de NaCl 10% (3 x 15 mL),

100



Na;CO;3 10% (3 x 15 mL), NH4CI 10% (3 x 15 mL), NaCl 10% (3 x 15 mL), por fim, a
fase organica foi filtrada e seca sobre NaxSO4 e o solvente totalmente evaporado sob
pressdo reduzida. O produto obtido foi purificado por CCA, com fase estaciondria de
silica-gel e fase movel mistura de DCM/MeOH, em gradiente de concentracdo de 0 a
10%. Desse modo, foi obtido 0,02 g (83%) do hibrido 13, na forma de um sélido branco
com PF: 260-263°C. Os espectros de RMN (Espectros 47, 48; Tabela 17) e o espectro
de massas (Espectro 49), no qual observa-se a massa (C3sH3sNeO10): m/z 687 [H — 1],
confirmam a estrutura do derivado 13.

A seguir, encontram-se os dados usados na caracterizacao estrutural do hibrido 13.

Dados espectroscéopicos de RMN: hibrido a-mangostina-3,6-O-etil-2-nitroimidazol

3).

Espectro 47. Espectro RMN 'H do hibrido 13, em CDCl3, a 500 MHz.
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Espectro 48. Espectro de RMN !*C do hibrido 13, em CDCls, a 125 MHz.

Dados do espectro de massas (EM) (ESI-) obtido para o derivado (13): m/z calculada para
(C34H36N60O10): 688, massa observada (C3sH3sNsO10- 1H): 687.

100
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Espectro 49. Espectro de massas (EM) (ESI-) para o derivado hibrido 13.
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Tabela 17. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN 3C para o hibrido a-

mangostina-bis-3,6-0-etil-2-nitroimidazol 13.

1”7
Il
17\
Ton™ i
G/d'tm\' 7'/O\Tl/s\\aT/g\ng/1§2l/ﬂ\12//13\14
N?/N\Gb/ea\o/e\ N0a /4a\4¢3\o/3a\3b'
O,N N NO,
3c' \”/
\\./N
3d

Posic¢io 'H (ppm); J(Hz) 813C (ppm)

1 13.42 (s, 1H) 160.12 (C)

2 111.58 (C)

3 - 161.27 (C)

4 6.25 (s, 1H) 89.20 (CH)

4a 155.03 (C)

5 6.68 (s, 1H) 99.22 (CH)

6 - 156.08 (C)

7 143.96 (C)

8 - 138.17 (C)

8a 112.89 (C)

9 - 181.85 (C)

9a 104.44 (C)

10a 154.94 (C)
11 330(d,J63 Hz, 2H)  21.37 (CH)
12 5.19 (s, 1H) 122.14 (CH)

13 132.10 (C)
14 1.80 (s, 3H) 25.71 (CHs)
15 1.69 (s, 3H) 17.96 (CH3)
16 409(d,J63 Hz, 2H)  26.15 (CHa)
17 5.05(t,J 5,83 Hz, IH)  122.86 (CH)

18 132.15 (C)
19 1.69 (s, 3H) 18.20 (CH3)
20 1.85 (s, 3H) 25.86 (CHs)
7 3.66 (s, 3H) 61.04 (CH3)
3a’ 4.92 (m, 2H) 49.24 (CHy)
3b’ 4.49 (m, 2H) 66.53 (CHa)
3¢’ 7.19 (s, 1H) 127.36 (CH)
3d° 7.22 (s, 1H) 127.48 (CH)
6a’ 4.97 (m, 2H) 49.45 (CHa)
6b’ 4.49 (m, 2H) 67.03 (CHz)
6¢’ 7.38 (s, 1H) 128.48 (CH)
6d’ 7.28 (s, 1H) 128.56 (CH)
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4.11.5 Sintese dos hibridos a-mangostina-5-nitroimidazois

4.11.6 Sintese do intermediario metanossulfonato-etil-5-nitroimidazol (14)

NO, NO,

NR( . o EtOAc, TEA NR( % o
\ —_— — > Cd
7/N\/\OH Cl ﬁ T A, 12h 7\/N\/\O/S\

O 80%
Cloreto
de
Metronidazol metanossulfonila 14

Esquema 17. Reagdo de formagdo do intermediario 14.

Para a sintese do eletrofilo 14, foi necessario realizar a extragdo do metronidazol
dos comprimidos do medicamento comercial Flagyl®. Inicialmente, 400 mg foram
triturados e transferidos para um bécher de 250 mL, contendo barra de agitacdo
magnética. Em seguida, foram adicionados 50 mL de solug¢do aquosa de HCI 10% sobre
o material s6lido obtido pos trituracdo. A suspensdo formada foi mantida sob agitagdo
constante, a temperatura ambiente, durante noventa minutos. Apds esse tempo, realizou-
se a filtragdo desta suspensao, para remogdo de componentes insoliveis do comprimido.
A solugdo acida obtida, foi transferida para um outro bécher de 250 mL e mantida a baixa
temperatura, a qual foi neutralizada com solu¢do saturada de NaHCO3, até pH neutro (6,5
- 7,5). Mediante a neutralizagdo, foi possivel observar a precipitagdao dos cristais de
metronidazol, de coloragdo branca, em forma de agulhas. Os cristais formados foram
secos em estufa a 50 °C, fornecendo 0,198 g do metronidazol (82%), que apresentou PF:
162-165°C (drugbank.ca). O produto foi devidamente caracterizado através de seu ponto
de fusdo e dos dados de RMN (Espectros 50, 51; Tabela 18).
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Dados espectroscopicos de RMN: metronidazol.

NO
6=—7"

/ \\

N\i\ N 2
57 37 oH
/ 1
4

Espectro 50. Espectro RMN 'H para o metronidazol, em CDCl3, a 500 MHz.

Espectro 51. Espectro de RMN !*C para o metronidazol, em CDCls, a 125 MHz.
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Tabela 18. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN '3C para o metronidazol.

/
4

Posicio O'H (ppm); J(Hz) d13C (ppm)

1 5.05 (t,J 5.4 Hz, 1H)

2 3,69 (q,J 5.4 Hz, 2H)  48.70 (CH,)
3 436 (t,J5.4Hz, 2H)  60.19 (CH)
4 2.46 (s, 3H) 14.68 (CHs)
5 138.84 (C)

6 8.03 (s, 1H) 133.41 (CH)
7 152.42 (C)

Em um balao de fundo redondo, de 10 mL de capacidade, equipado com barra de
agitacdo magnética ¢ septo de borracha, mantido sob atmosfera de N», foi feita uma
solugdo de 0,51 g (3,0 mmol) de metronidazol em 6 mL de diclorometano, previamente
seco sob peneira molecular. Sobre a solu¢do formada, foram adicionados 2.1 pL (15.3
mmol) de TEA seca, seguida da adigdo, lenta e cuidadosa, de 397 uL cloreto de
metanossulfonila (5,1 mmol). Durante a adi¢ao houve o desprendimento de HCI, além da
formacao de precipitado branco do cloridrato de trietilaminio. A reagdo transcorreu por
12 h, sendo acompanhada por CCDA, utilizando como eluente a mistura de solventes
DCM/MeOH 5%. Apos ser detectado o fim da reacdo, o solvente foi removido em
rotaecvaporador e o isolamento foi feito por particao com 30 mL de EtOAc, lavado com 3
% 20 mL NH4Claq) 10%, € 2 x 20 mL NaClg) 10%. Ao final da parti¢do, a fase orgénica
foi seca sob Na>SO4 anidro, filtrada, sendo o solvente, em seguida, removido em
rotaevaporador. O produto 14 foi obtido na forma de s6lido amorfo de cor amarela clara
(0,240 g, 80 % de rendimento), com PF: 163-165°C. O produto foi devidamente
caracterizado através dos métodos fisicos de analise organica (Espectros 52, 53; Tabela

19) (CROSSLAND & SERVIS, 1970).
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Dados espectroscopicos de RMN: metanossulfonato-etil-5-nitroimidazol 14.

NO,
6\7/ o
/ —
N | \ 0
NN, o2 S
5 3 o~ \
/ 1
4

Espectro 52. Espectro RMN 'H do intermedirio 14, em DMSO-ds, a 500 MHz.
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Espectro 53. Espectro de RMN !*C do intermediario 14, em DMSO-ds, a 125 MHz.

Tabela 19. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN 'C para o metanossulfonato-

etil-5-nitroimidazol 14.

/6Q7/N02 0

AN l\\l 2 \\séo
57 N TN \1
/

Posicio 'H (ppm); J(Hz) 813C (ppm)
1 3.16 (s, 3H) 37.18 (CHs)
2 4,56 (t,J 4.7 Hz, 2H)  45.56 (CH))
3 4,66 (1, J4.7Hz, 2H)  68.95 (CHa)
4 2.47 (s, 3H) 14.49 (CHs)
5 13891 (C)
6 8.07 (s, 1H) 133.55 (CH)
7 -

152.21 (C)




4.12  Sintese dos hibridos a-mangostina-5-nitroimidazois

4.12.1 Sintese do hibrido a-mangostina-6-O-etil-5-nitroimidazol) (15)

NO, o (0] OH *
. Nﬁ O\\S//O KHCO3, DMF ~( 2 0
7/ ~No 50°C,24h N p
7% 7/ ~"0 o) OH
2 14 15

Esquema 18. Formagao do hibrido a-mangostina-6-0-etil-5-nitroimidazol 15.

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL de capacidade foi adicionada 0,05g da
xantona natural a-mangostina 2 (0,12 mmol), seguida de 0,121g do intermediério 14 (0,48
mmol, 4 eqv.), € 0,012g de KHCOs3 (0,12 mmol), dissolvidos em 2,0 mL de DMF anidro.
A reagdo foi mantida sob agitag¢do, a 50 °C, e acompanhada por CCD, utilizando como
eluente DCM/MeOH 1%. O consumo do substrato e a formacao do produto se deu apos
24h, quando foi entdo realizado o isolamento da reag¢do. Foram adicionados ao meio
reacional 15 mL de EtOAc, seguido de 15 mL de solucdo de NaCl 10%. Foi feita a
separacao de fases, sendo que a fase aquosa obtida foi particionada com (2 x 10 mL) de
EtOAc. As fases organicas reunidas foram lavadas com (6 x 15 mL) de solucao de NaCl
10%. A purificag¢@o do produto ocorreu por cromatografia em silica-gel 60 (70-230 mesh),
eluente Hex-EtOAc (90:10; 85:15; 80:20; 70:30; 65:35). Apos a purificacdo, foram
obtidas 0,052 g (77%) do hibrido 15 na forma de um solido branco, que apresentou PF:
115-124°C.

A seguir, encontram-se os dados de RMN de 'H e '*C, que confirmam a estrutura do
produto formado (Espectros 54, 55; Tabela 20). No espectro de massas (Espectro 56)
temos o valor da massa observada (C3oH33N30s): m/z 564 [H + 1].
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Dados espectroscopicos de RMN: hibrido a-mangostina-6-O-etil-5-nitroimidazol (15)

N
17
6 0 OH 15
6f e} sls |9| l 1 1£
4 2
/N:GB' 77N N e N N2 Sy
SN O
S/C/ ~ep” IO NG TNE N ol
O,N

Espectro 54. Espectro RMN 'H do hibrido 15, em CDCl3, a 500 MHz.
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Espectro 55. Espectro de RMN '3C do hibrido 15, em CDCls, a 125 MHz.

Dados do espectro de massas (EM) (ESI+) para o derivado (15): m/z calculada para
(C30H33N303): 563, massa observada (C3oH33N30g+ 1H): 564.
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Espectro 56. espectro de massas (EM) (ESI+) para o derivado hibrido 15.
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Tabela 20. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN '3C para o derivado hibrido a-

mangostina-6-0-etil-5-nitroimidazol 15.

\18/
I
17\
Tonp i
N\ee/6f 7'/0\ T T g
O U (R
e Ngp” SN N N a\4¢ ~OH
oN
Posicio 'H (ppm); J(Hz) d13C (ppm)
1 13.70 (s, 1H) 160.65 (C)
2 -—- 108.99 (C)
3 161.81 (C)
4 6.27 (s, 1H) 93.11 (CH)
4a 154.91 (C)
5 6.69 (s, 1H) 99.04 (CH)
6 156.06 (C)
7 - 143.69 (C)
8 138.18 (C)
8a --- 112.74 (C)
9 181.88 (C)
9a - 103.69 (C)
10a 155.15 (C)
1 3.47(d,J6,9 Hz, 2H)  21.45 (CHa)
12 530 (t,J 6,9 Hz, IH)  121.48 (CH)
13 132.10 (C)
14 1.86 (s, 3H) 25.87 (CH3)
15 1.78 (s, 3H) 18.22 (CH3)
16 4.10(d,J 6,3 Hz, 2H)  26.15 (CHa)
17 5.19(t,J6,3 Hz, 1H)  123.00 (CH)
18 135.33 (C)
19 1.68 (s, 3H) 17.93 (CH3)
20 1.84 (s, 3H) 25.87 (CH3)
7 3.55 (s, 3H) 60.99 (CH3)
62’ 444 (t,J4,5Hz, 2H)  45.74 (CHa)
6b’ 484 (t,J4,5Hz, 2H)  67.28 (CHy)
6c’ 138.18 (C)
6d’ 8.03 (s, 1H) 133.29 (CH)
6e’ 152.07 (C)
6f° 2.76 (s, 3H) 14.59 (CHs)
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4.12.2 Sintese do hibrido a-mangostina-bis-3,6-O-etil-5-nitroimidazol (16)

0O OH # NO,
_O + N/\( QL 0 K,CO, DMF NOZ ¢
L0 o ’ O O v
60°C, 24h \ N
HO o OH 94% ~"0 \8
NO
2 14 16

Esquema 19. Sintese do hibrido a-mangostina-bis-3,6-O-etil-5-nitroimidazol 16.

Em um baldo de fundo redondo, de 10 mL de capacidade, foi adicionada 0,41g de
a-mangostina 2 (1,0 mmol), seguido de 0,620 g do intermediario 14 (2,5 mmol), ¢ 0,276
g de K»COs3 (2,0 mmol), em 1,5 mL de DMF anidro. A reagdo foi mantida sob agitagdo
constante a temperatura de 60 °C. O monitoramento da evolugdo da reacdo foi feito por
CCDA, utilizando como eluente a mistura DCM/MeOH 0,5%. Apos 24h verificou-se a
formagao do produto desejado, procedendo-se o isolamento que foi feito por particdo com
30 mL de EtOAc, lavado com 6 x 20 mL de solugdo aquosa de NaClwg) 10%. A fase
organica foi entdo seca em NaxSOs anidro, filtrada e o solvente foi removido em
rotaevaporador. O produto bruto obtido foi purificado por CCDP, tendo como fase
estaciondria silica-gel e como fase movel a mistura hexano/EtOAc, em gradiente de
concentracao de 40 a 75%. Apds purificacao, foi obtido 0,032 g (94%) do hibrido 16, na
forma de um sélido amarelo claro, o qual apresentou PF: 280-281°C.

Os dados de RMN para o derivado 16 se encontram descritos a seguir (Espectros 57, 58;
Tabela 21). Os dados de massa observada massa (C3sH40NeO10): m/z 717 [H + 1]

encontram-se no Espectro 59.
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Dados espectroscopicos de RMN: hibrido a-mangostina-bis-5-nitroimidazol (16).

|
s
/N:Ge\' 77 \Tl/ \\el/ \ng/ %2|/ Ecl‘ﬁe’d\
6d" N
\\ N 6a' 6. _10a 4a 3 3a N. 7
B/C,/ Seo” N7 N5 N7 ~7 o7 e 3e\/
OoN 3f

Espectro 57. Espectro RMN 'H do hibrido 16, em CDCls, a 500 MHz.
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Espectro 58. Espectro de RMN !*C do hibrido 16, em CDCls, a 125 MHz.

Dados do espectro de massas (EM) (ESI+) para o derivado (16): m/z calculada para
(C36H40N6O10): 716, massa observada (C3sH40NsO10+ 1H): 717.
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Espectro 59. Espectro de massas (EM) (ESI+) para o derivado hibrido 16.
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Tabela 21. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN !3C para o hibrido 16.

o !
17\1(|3 (I)I (l)H 1|2//13\15
/Ntee'/(af' 7 /O\7/8\\8a/9\9a/1§2/11 OZNEc‘ﬁw\
- | |
6d \Ec‘/ \6b'/63' /(lil\ ,/‘IOall \0/4!1'\44!3\0/321\%(N\sel//N
02'\1 3\f'
Posic¢io 'H (ppm); J(Hz) 813C (ppm)
1 13.41 (s, TH) 160.18 (C)
2 111.71 (C)
3 --- 161.44 (C)
4 6.28 (s, 1H) 89.32 (CH)
4a 149.02 (C)
5 6.70 (s, 1H) 99.00 (CH)
6 -—- 156.22 (C)
7 143.90 (C)
8 - 138.26 (C)
8a 112.89 (C)
9 - 181.83 (C)
92 104.50 (C)
10a -—- 155.13 (C)
1 3.26(d,J6,9 Hz, 2H)  21.37 (CH>)
12 5.16 (t,J 6,9 Hz, IH)  121.64 (CH)
13 132.15 (C)
14 1.66 (s, 3H) 25.83 (CHs)
15 1.66 (s, 3H) 18.18 (CH3)
16 4.08 (d,J6,2 Hz, 2H)  26.12 (CHa)
17 494 (t,J6,2 Hz, 1H)  122.84 (CH)
18 132.58 (C)
19 176 (s, 3H) 17.89 (CHs)
20 1.82 (s, 3H) 25.71 (CHa)
7’ 3.55 (s, 3H) 60.98 (CHs)
32’ 445 (t,J4,0 Hz, 2H)  45.67 (CHa)
3b’ 479 (t,J 4,0 Hz, 2H)  67.09 (CH,)
3¢’ 154.83 (C)
3d° 8.00 (s, 1H) 133.50 (CH)
3¢’ 151.58 (C)
3P 2.59 (s, 3H) 14.40 (CH3)
62’ 445 (t,J42 Hz, 2H)  45.75 (CHy)
6b’ 484 (1, J42 Hz, 2H)  67.32 (CH)
6¢’ 154.91 (C)
od’ 8.02 (s, 1H) 133.65 (CH)
6¢’ 152.01 (C)
6f 2.74 (s, 3H) 14.64 (CH3)
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4.13 Preparacao dos intermediarios nitroimidazol-N-etil-azida (17) e (18)

NaNg,
~ I
N/\TH B TEA DMF N/\T\l H,O/THF (5:1) N/\T\J
S BT N
N 60°C, 24h, 93%

17
2-nitroimidazol 1,2-dibromoetano Bromoetil-2-nitroimidazol azida-2-nitroimidazol
NO; NO, NaN; NO

= — ’ 2
/=( o EtOAc, TEA ~( o} HoO/THF (5:1) i
N\ N + C|*§* —_— N\ N \S//O N
7/ ~"oH i T. A, 12h 7/ ~No — >\/N\/\N
0 80% 60°C, 24h, 95% 3
Cloreto 18
de
Metronidazol metanossulfonila Metanossulfonato-5- azida-5-nitroimidazol

nitroimidazol

Esquema 20. Formacao dos intermediarios N-etil-azida-2-nitroimidazol e N-etil-azida-

azida-5-nitroimidazol.

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL de capacidade foram solubilizados 1,0
mmol de bromoetil-2-nitroimidazol, ou metanossulfonato-5-nitroimidazol, em 1 mL de
tetrahidrofurano (THF). Em paralelo, em um tubo de ensaio (15 mL) foram solubilizados
3,0 mmol de azida de so6dio (NaN3) em 5 mL de 4gua. A solugdo aquosa da azida foi, em
seguida, adicionada gota a gota, sob agitacdo, a solucdo contendo os respectivos
nitroimidazdis previamente solubilizados. Ao fim da adi¢do, a reagdo foi submetida a
aquecimento a 60°C por 24h, sendo monitorada por CCD. Apds o término da reagaofoi
realizada a remog¢ao do solvente em rotaevaporador, e o isolamento do produto formado
foi feito por particdo com 30 mL de EtOAc, lavado com 3 x 20 mL de NaClg) 10% m/v.
A fase orgénica foi seca sobre Na>xSO4 anidro, filtrada e o solvente foi removido em
rotaevaporador. Os respectivos produtos foram obtidos na forma de 6leos alaranjados,
que foram purificados por cromatografia em coluna aberta (CCA), utilizando como fase
estacionaria gel de silica e como fase movel uma mistura de hexano/EtOAc, em gradiente
de concentragdo variando de 40 a 90%. Os respectivos produtos finais (17 e 18) foram
obtidos na forma de s6lidos amorfos de cor alaranjada: a azida-2-nitroimidazol 17 (0,069
g, 0,381 mmol, 93% rendimento), com PF: 55-58°C; e a azida-5-nitroimidazol 18 (0,186
g, 0,95 mmol, 95% rendimento), com PF: 122-124°C (AVULA et al., 2021).
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4.13.1 Sintese dos intermediarios a-mangostina-O-propargilicos (19) e (20)

03H3BF,K2CO3,
DMF -
60°C, 2h
0, R2
31-62%

=
Ri=H; Ry= A~ 18

Ry Ry = rr'J\/é 20

Esquema 21. Reacdo de formagdo dos intermediarios a-mangostina-O-propargilicos 19

e 20.

O produto natural a-mangostina (0,15 g, 0,365 mmol) foi adicionado a um baldo de
10 mL de capacidade, seguido da adi¢dao de 4,0 mL de DMF anidro, K»COs anidro (0,05
g, 0,365 mmol), e brometo de propargila (0,043 g, 0,365 mmol, 39 pL). A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo constante, a 60°C, sendo acompanhada por CCDA,
utilizando como eluente a mistura Hex/EtOAc (70:30). Apds 2h, foi observado consumo
total do produto de partida, com a formagdo de dois produtos. Sobre a mistura reacional
foram adicionados 40 mL de H>O, em seguida a fase aquosa foi extraida com 30 mL de
EtOAc, sendo a fase orgénica entdo lavada com (2 x 20 mL) de H>O. As fases aquosas
obtidas foram novamente particionadas com (2 x 30 mL) EtOAc, visando a otimizagdo
do rendimento da obtencao dos derivados. As fases organicas reunidas foram secas sobre
Na>SOs anidro, filtrada, sendo o solvente evaporado sob pressao reduzida. O processo de
purificagdo dos produtos ocorreu por cromatografia em coluna empacotada com silica-
gel, usando como fase mdvel a mistura de solventes Hex/EtOAc (95:5; 90:10; 85:15;
80:20). Desse modo, os produtos pretendidos, 19 (0,051 g, 31,6% de rendimento, PF:
155-160°C) e 20 (0,109 g, 62% de rendimento, PF: 135-138°C), foram obtidos na forma
de solidos de coloragdo amarelo claro. Os produtos 19 e 20 foram devidamente
caracterizados através dos métodos convencionais de andlise (Espectros 60, 61; Tabela
22; ¢ Espectros 62, 63; Tabela 23). Os dados de RMN utilizados na caracterizagao
estrutural dos produtos 19 e 20 estdo em total concordancia com os ja disponiveis na

literatura (TAl et al., 2021).
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Dados espectroscopicos de RMN: derivado a-mangostina-6-O-propargil (19)

Espectro 60. Espectro RMN 'H do derivado 19, em CDCls, a 500 MHz.
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Espectro 61. Espectro de RMN '*C do derivado 19, em CDCls, a 125 MHz.
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Tabela 22. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN '3C para o derivado a-

mangostina-6-O-propargil 19.

T
I
17,
T 9 )
7'/O\T|/8\\ST/9\QT|/1§ SN
'/Ga PLNG ,/10a\ 4a\4
1 N s Ty

Posic¢io 8'H (ppm); J(Hz) 813C (ppm)

1 13.81 (s, 1H) 160.63 (C)

2 108.55 (C)

3 161.64 (C)

4 6.31 (s, 1H) 93.21 (CH)

4a 155.05 (C)

5 6.90 (s, 1H) 99.81 (CH)

6 155.82 (C)

7 --- 144.20 (C)

8 137.72 (C)

8a --- 112.61 (C)

9 182.09 (C)

9a - 103.78 (C)

10a 155.01 (C)
1 3.48(d,J 6,9 Hz, 2H)  21.46 (CHa)
12 532 (t,J70 Hz, IH)  121.46 (CH)

13 131.97 (C)
14 1.87 (s, 3H) 25.86 (CHs)
15 1.70 (s, 3H) 18.20 (CHs)
16 4.15(d,J6,3 Hz, 2H)  26.22 (CHa)
17 527 (t,J 6,5 Hz, 1H)  123.08 (CH)

18 135.73 (C)
19 1.79 (s, 3H) 17.93 (CHs)
20 1.87 (s, 3H) 25.92 (CHs)
7 3.83 (s, 3H) 61.10 (CH)
62’ 4.87(d,J 1,9 Hz, 2H)  56.40 (CHa)

6b’ 76.85 (C)
6¢’ 2.63 (t,J 2,0 Hz, 1H) 77.23 (CH)
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Dados espectroscopicos de RMN: derivado a-mangostina-bis-3,6-O-propargil (20).

17”7
Il
17\
16 0] OH 15
O 5,3 |9| 1I 11 1i
7 \Tl/ \\ST/ \ng/%T/ \12// \14
6a 6 /103 4a 43\ /3a

Espectro 62. Espectro RMN 'H do derivado 20, em CDCls, a 500 MHz.
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Il
17
~
1f|3 ﬁ OH 1¢|3
I
(o) 8 9 1 1 13
e \ﬂ/ \\BT/ \ga]/%f/ \12// 14
6b|/6a'\o/6\ ,10a\ 4a\¢3 3a

Espectro 63. Espectro de RMN '*C do derivado 20, em CDCls, a 125 MHz.

Tabela 23. Deslocamentos quimicos de RMN 'H ¢ RMN *C para o derivado -
mangostina-bis-3,6-O-propargil 20.

19\18/20
I
17,
Ton i
' /O\T|/8\8a/g\9a/1§2/11\12//13\14
l I |
6a 6 10a 4a 3 3a’
/Gb/ IO OIN A AN N 0
6c' > © © * © Sb\%%'
Posicio 8'H (ppm); J(Hz) 813C (ppm)
1 13.48 (s, 1H) 160.07 (C)
2 112.10 (C)
3 161.25 (C)
4 6.46 (s, 1H) 89.88 (CH)
4a 154.98 (C)
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5 6.92 (s, 1H) 99.76 (CH)
6 155.81 (C)
7 144.26 (C)
8 137.73 (C)
8a 112.77 (C)
9 182.06 (C)
9a 104.42 (C)
10a 154.88 (C)
11 3.39(d,J7,2 Hz, 2H)  21.45 (CHo)
12 5.26 (s, 1H) 122.06 (CH)
13 131.83 (C)
14 1.87 (s, 3H) 25.85 (CHs)
15 1.70 (s, 3H) 18.20 (CHs)
16 4.15(d, J 6,31 Hz, 2H)  26.20 (CH>)
17 5.26 (s, 1H) 123.08 (CH)
18 131.94 (C)
19 1.70 (s, 3H) 17.87 (CHs)
20 1.83 (s, 3H) 25.92 (CHs)
7 3.83 (s, 3H) 61.10 (CHz)
3a’ 4.80 (d, J 1,89 Hz, 2H)  56.21 (CHa)
3b’ 76.13 (C)
3¢ 2.60 (t,J2,05 Hz, 1H)  77.24 (CH)
6a’ 4.87(d,J2,21 Hz, 2H)  56.40 (CH>)
6b’ 76.87 (C)
6¢’ 2.63 (s, 1H) 77.24 (CH)
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4.13.2 Sintese dos  derivados  hibridos: = a-mangostina-6-(1,2,3-triazol-2-

nitroimidazol) (21); e a-mangostina-bis-3,6-(1,2,3-triazol-2-nitroimidazol) (22)

4.13.3 Reagoes via Cooper-Catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition (CuAAC)

4.13.4 Sintese do derivado a-mangostina-6-(1,2,3-triazol-2-nitroimidazol) (21)

CgH7NaOg,
= CuSO0y, . 5H,0,
EtOH/H,0 (7:3)
_— =
40°C, 4h
NO, 77%

Azida-2-nitroimidazol

Esquema 22. Reacdo de formag¢do do derivado a-mangostina-6-(1,2,3-triazol-2-
nitroimidazol) 21.

Num baldo de 10 mL de capacidade foi feita uma solugdo de 0,025 g (0,056 mmol)
do intermediario 19, juntamente com 0,01 g da azida-2-nitroimidazol (0,056 mmol). Num
tubo de 5 mL de capacidade foi preparada uma solucao de ascorbato de s6dio C¢H7NaOsg
(0,003 g, 0,017 mmol) em 250 pL. de mistura EtOH/H>0 (7:3). Num terceiro frasco de 5
mL foi realizado o preparo da solugdo de sulfato de cobre CuSO4- 5H>0, (0,0028 g, 0,011
mmol), solubilizado em 250 puL da mistura EtOH/H>O (7:3). Ao baldo reacional, contendo
o intermediario 19 e a azida-2-nitroimidazol, primeiramente foram transferidos 250 pL
da solugdo de ascorbato de sodio. Em seguida adicionou-se a solu¢do de sulfato de cobre.
Apos a adicdo de todos os reagentes, necessarios ao acoplamento, a reacao foi avolumada
para 2,0 mL com EtOH/H,O (7:3), garantindo assim homogeneidade do meio. A reacao
transcorreu a temperatura ambiente, sob agitacdo constante, tendo sido monitorada por
CCDA, tendo como eluente DCM/MeOH (95:5). Apds o periodo de 24h foi observada a

formagao do produto. O solvente foi entdo evaporado e, em seguida, foi feita a adigdo de
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2,0 mL de H>O, esta mistura contendo a reacdo e agua foi colocada em gelo por 30
minutos. Apos esse tempo fez-se a filtragdo do solido formado, onde os cristais foram
lavados com 3 x 10 mL de H>O. A purificagao do produto foi feita por CCDP, utilizando
como eluente DCM/MeOH (95:5), sendo necessario eluir 3 vezes e, assim, foi possivel
boa separacdo e obtencdo do derivado 21 como um sélido amarelo (0,027 g, 77% de
rendimento) e PF: 215-218 °C.

A seguir, encontram-se os dados de RMN utilizados na caracterizagdo do produto 21
(Espectros 64, 65; Tabela 24). Os dados para a massa observada (C32H34NsOg): m/z 631

[H + 1] s3o mostradas no Espectro 66.

Dados espectroscopicos de RMN: derivado a-mangostina-6-(1,2,3-triazol-2-

nitroimidazol) (21)

~N
i
A7
1|6 (0] OH 1i|3
[l |
(e} 8 9. 1 M 13
7 \ﬁ/ \\BT/ ng/%T/ ~qg \14
6a 6 10a 4a -3
] CONAT NS N 720N
$°=ey s° 07 ™ oH
6F 6d'—N |
6g'= \ / No=N
| N—6e' N
=~ 7/
N =g,/
\

Espectro 64. Espectro RMN 'H do derivado 21, em CDCl3/MeOD, a 500 MHz.
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A7
1|6 (0] OH 1?
[l |
(o) 8 9. 1 1M 13
T \Tl/ \\ST/ QEIﬂl/%T/ N1 Nqa
6a 6 10a 4a 3
. D N 2N
Sezep 5 (O OH
6f 6d'—N |
69'= \ / =N
| N—6e' N
- /
Nz,
\
NO,

Espectro 65. Espectro de RMN !*C do derivado 21 em CDCl3/MeOD, a 125 MHz.
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Dados do espectro de massas (EM) (ESI+) para o derivado (21): m/z calculada para
(C32H34N60s3): 630, massa observada (C32H34Ne¢Og + 1H): 631.

100

653

50

631
654

300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
m/z

Espectro 66. Espectro de massas (EM) (ESI+) para o derivado hibrido 21.

Tabela 24. Deslocamentos quimicos de RMN 'H ¢ RMN !*C para o derivado a-
mangostina-6-(1,2,3-triazol-2-nitroimidazol) 21.

Sozep” o 4 OH
P 6d'—N |
69‘14 \N———Ge'/ WeN
N=,/
\
NO,
Posi¢io 3'H (ppm); J(Hz) 313C (ppm)
1 13.51 (s, 1H) 160.60 (C)
2 110.47 (C)
3 162.22 (C)
4 6.26 (s, 1H) 92.46 (CH)
4a 154.69 (C)
5 6.63 (s, 1H) 99.63 (CH)
6 155.89 (C)
7 143.78 (C)
8 137.68 (C)
8a 112.48 (C)
9 181.80 (C)
92 103.26 (C)
10a 154.71 (C)
11 4.06 (s, 2H) 21.33 (CH)
12 5.17 (s,1H) 122.20 (CH)
13 131.81 (C)



14 1.62 (s, 3H) 25.68 (CHs)
15 1.75 (s, 3H) 18.05 (CHs)
16 3.32 (s, 2H) 26.08 (CHa)
17 5.22 (s,1H) 123.08 (CH)
18 132.24 (C)

19 1.63 (s, 3H) 17.70 (CHa)
20 1.78 (s, 3H) 25.75 (CHs)
7 3.70 (s, 3H) 60.97 (CHz)
6a’ 5.26 (s, 2H) 62.14 (CHa)
6b’ 154.93 (C)

6¢’ 7.64 (s, 1H) 124.44 (CH)
6d’ 4.84 (s, 2H) 49.45 (CHy)
6e’ 4.93 (s, 2H) 49.76 (CHa,)
6f 6.79 (s, 1H) 128.50 (CH)
6g’ 6.91 (s, 1H) 126.63 (CH)
6h’ 143.59 (C)

4.13.5 Sintese do derivado a-mangostina-bis-3,6-(1,2,3-triazol-2-nitroimidazol) (22)

CgH7NaOg,

20 CuS0y . 5H,0,
- EtOH/H,0 (7:3)
—_—
+ 40°C, 4h
83%
N
NQ\/ 02
Q\/N ~
N3

Azida-2-nitroimidazol

Esquema 23. Reacdo de formacdo do derivado a-mangostina-bis-3,6-(1,2,3-triazol-2-

nitroimidazol 22.

Num baldo de 10 mL De capacidade foi feita uma solucao de 0,180 g (1,0 mmol)
do intermediario 20 e 0,357g (2,0 mmol) da azida-2-nitroimidazol em 5 mL de uma
mistura etanol/agua, 1:2. Em dois tubos a parte foram feitas, separadamente, solucdes de
ascorbato de sodio C¢H7NaOs (0,106 g, 0,6 mmol) e sulfato de cobre CuSO4 - SH0,
(0,102 g, 0,4 mmol), em 0,5 mL de mistura etanol/dgua 2:1. Apds a adi¢do de todos os

reagentes ao meio reacional, a mistura resultante foi submetida a agitacdo magnética a
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temperatura ambiente por 24h, sendo monitorada por CCDA. Detectado o fim da reacao,
o solvente foi removido em rotaevaporador e o isolamento foi feito por particdo com 30
mL de EtOAc, lavado com 3 x 20 mL de NaClg) 10%. A fase organica foi entdo seca em
NaxSOs4 anidro, filtrada e o solvente foi removido em rotaevaporador. O produto foi
purificado por CCA, tendo como fase estacionaria silica-gel e fase movel a mistura de
DCM/MeOH, em gradiente de concentracdo de 0 a 10%. Apds purificagdo, foi obtido
0,296g (94%) do derivado a-mangostina-bis-3,6-(1,2,3-triazol-2-nitroimidazol) 22, na
forma de um solido amarelado, que apresentou PF: 113-114°C. A seguir, se encontram
os dados de RMN (Espectros 67, 68; Tabela 25), ¢ os dados para a massa observada
(C40H42N12010): m/z 851 [H + 1] para o hibrido 22 (Espectro 69).
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Dados espectroscopicos de RMN: derivado o-mangostina-3,6-(1,2,3-triazol-2-

nitroimidazol) (22).

~
i
A7
;6 (0] OH 1?
[l |
8 9. 1 M 13
7 \ﬁ/ \87/ 9Elil/%T/ N7 N4
, 66'\ /6\ ,/10a\ 4a /3\ _ 3¢
ECQGT 0" N7 o 2N 3=3q
6d'—N — \
61" N N= 3e'—N
,— =N N N
69\/ \N—"GG‘ N/ 3h/'¢N
- /
N\Bh.\ O2N
NO,

Espectro 67. Espectro RMN 'H do derivado 22, em CDCls, a 500 MHz.
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Espectro 68. Espectro de RMN !*C do derivado 22, em CDCls, a 125 MHz.

Dados do espectro de massas (EM) (ESI+) para o derivado (22): m/z calculado para
(C40H42N12010): 850, massa observada (C40H42N12010+ 1H): 851.

100

851

873

50

475

300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Espectro 69. Espectro de massas (EM) (ESI+) para o derivado hibrido 22.

m/z
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Tabela 25. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN !3C para o derivado a-
mangostina-bis-3,6-(1,2,3-triazol-2-nitroimidazol) 22.

T
)i
Fog9n i
7 /O\ﬁ/s\\sT/g\ng/1%T/ﬂ\12/’13\14
?c'teb 6~ /6\5,10a \O/4a \443\0/3 3‘b,//3c'\N » g
o 6d'—N l I\\]: SN /N/ 1
69'= \ \NfN N 3\h¢N
\ N—¢e I
N=,/ O2N
No,
Posicio 'H (ppm); J(Hz) 813C (ppm)
1 13.43 (s, 1H) 160.06 (C)
2 --- 112.01 (C)
3 -—- 161.65 (C)
4 6.37 (s, 1H) 89.83 (CH)
4a -—- 154.71 (C)
5 7.83 (s, 1H) 99.52 (CH)
6 -—- 156.35 (C)
7 --- 144.20 (C)
8 -—- 137.77 (C)
8a --- 112.49 (C)
9 -—- 181.83 (C)
9a --- 104.19 (C)
10a -—- 154.82 (C)
11 4.10 (s, 2H) 21.44 (CH»)
12 5.17-5.22 (m, 1H) 122.13 (CH)
13 --- 131.74 (C)
14 1.84 (s, 3H) 25.89 (CH3)
15 1.74 (s, 3H) 18.18 (CH3)
16 3.33 (s, 2H) 26.16 (CH>)
17 5.17-5.22 (m, 1H) 122.91 (CH)
18 -—- 132.03 (C)
19 1.65 (s, 3H) 17.83 (CH3)
20 1.67 (s, 3H) 25.80 (CH3)
7 3.77 (s, 3H) 60.98 (CH3)
3a’ 5.33 (s, 2H) 49.60 (CH>)
3b’ - 143.44 (C)
3¢’ 6.58 (s, 1H) 124.18 (CH)
3d’° 4.89 —4.92 (m, 2H) 49.81 (CH>)
3¢’ 4.89 — 4.92 (m, 2H) 62.13 (CH»)
3f 7.60 (s, 1H) 126.69 (CH)
3g’ 6.91 (s, 1H) 126.69 (CH)
R) - 144.20 (C)
6a’ 5.31 (s, 2H) 49.64 (CH>)
6b’ - 143.44 (C)
6¢c’ 6.61 (s, 1H) 124.50 (CH)



6d’ 4.99-5.02(m,2H)  49.81 (CHy)

6e’ 4.99-5.02(m,2H) 6223 (CH,)
6f 7.67 (s, 1H) 128.82 (CH)
6g’ 6.92 (s, 1H) 128.82 (CH)
6h’ 144.20 (C)

4.13.6 Sintese do derivado a-mangostina-6-(1,2,3-triazol-5-nitroimidazol) (23)

CgH7NaOg,
CuSO, . 5H,0,
EtOH/H,0 (7:3)

—
T. A, 24h
85%

Azida-5-nitroimidazol

Esquema 24. Formagao do derivado a-mangostina-1,2,3-triazol-5-nitroimidazol 23.

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL de capacidade foi feita uma solucdo de 0,448
g (1,0 mmol) do intermediario 19, e 0,196 g (1 mmol) da azida-5-nitroimidazol, numa
mistura de 3,5 mL de etanol e 1,5 mL de agua destilada. Em dois tubos de vidro a parte,
foram feitas, separadamente, solucdes de 0,053 g (0,3 mmol) de ascorbato de sodio
(C6H7NaOs), € 0,051 g sulfato de cobre CuSO4-5H>0 (0,2 mmol), em 250 pL. da mesma
mistura de solventes. Apds adi¢do de todos os reagentes ao meio reacional, a mistura foi
submetida a agitacdo magnética, mantida sob temperatura ambiente por 24h. A evolugao
da reacdo foi monitorada por CCDA. Tendo sido detectado o término da reacdo, o
solvente foi removido em rotaevaporador e o isolamento foi feito por particdo com 30 mL
de EtOAc, lavado com 3 x 20 mL de NaClg) 10%. A fase organica foi entdo seca sobre
Na»SOy4 anidro, filtrada e o solvente foi removido em rotaevaporador. Os respectivos
produtos foram purificados por CCA, tendo como fase estaciondria silica-gel e como fase
movel uma mistura de DCM/MeOH, em gradiente de concentracao de 0 a 10%. O aduto
23 foi obtido na forma de um s6lido amorfo de coloracdo amarelo clara (0,547 g, 85% de

rendimento), tendo apresentado PF: 116-118°C. Os dados de RMN (Espectros 70, 71;
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Tabela 26), ¢ o espectro de massas (Espectro 72) confirmam a estrutura. verificou-se a
massa observada (C33H3sNeOs): m/z 645 [H + 1].

Os dados de caracterizagdo estdo mostrados a seguir.

Dados espectroscopicos de RMN: derivado o-mangostina-6-(1,2,3-triazol-5-

nitroimidazol) (23).

b
A7
;6 0] OH 15|3
[l |
(o) 8 9 1 1M_ 13
e \Tl/ \87/ \ng/Qzl/ N Nqg
6a 6 10a 4a 3
i . NN AN AN
7 8een & 07 N7 oH
6h’ 6d—N |
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Espectro 70. Espectro RMN 'H do derivado 23, em DMSO-d6, a 500 MHz.
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Espectro 71. Espectro de RMN !*C do derivado 23, em DMSO-d6, a 125 MHz.

Dados espectro de massas (EM) (ESI+) para o derivado (23): m/z calculado para
(C33H36N60s3): 644, massa observada (C33H3sNsOg + 1H): 645.
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Espectro 72. Espectro de massas (EM) (ESI+) para o derivado hibrido 23.
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Tabela 26. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN !3C para o derivado a-

mangostina-6-(1,2,3-triazol-2-nitroimidazol) 23.

T
I
A7
rono9n i
7'/O\7/8\\8a/9\9a/1%2/11\12//13\14
Il | I |
E/SI fc‘teb"ea'\ /6\5/’1061 \0/43\443\OH
N= SN
| N—6e' N
69 g1
\
Posicio 8'H (ppm); J(Hz) 813C (ppm)
1 13.61 (s, 1H) 159.95 (C)
2 110.01 (C)
3 --- 162.77 (C)
4 6.39 (s, 1H) 92.46 (CH)
4a - 154.44 (C)
5 7.22 (s, 1H) 100.42 (CH)
6 --- 156.48 (C)
7 143.81 (C)
8 --- 136.02 (C)
8a 111.13 (C)
9 --- 181.50 (C)
92 102.19 (C)
10a --- 154.69 (C)
1 4.00 (s, 2H) 21.11 (CHa)
12 513-5.16 (m, 1H)  122.48 (CH)
13 130.75 (C)
14 1.60 (s, 3H) 25.63 (CHa3)
15 1.60 (s, 3H) 18.13 (CH3)
16 3.21 (s, 2H) 21.11 (CHy)
17 513-5.16 (m, 1H)  123.57 (CH)
18 --- 130.75 (C)
19 1.71 (s, 3H) 17.84 (CHs)
20 1.75 (s, 3H) 25.69 (CHz)
7 3.63 (s, 3H) 60.46 (CH3)
62’ 5.34 (s, 2H) 61.84 (CH,)
6b’ 142.32 (C)
6¢’ 7.95 (s, 1H) 125.97 (CH)
6d’ 4.69 (s, 2H) 46.40 (CHy)
6¢’ 4.87 (s, 2H) 49.03 (CHa)
of --- 156.50 (C)
6’ 8.17 (s, 1H) 133.26 (CH)
6h’ - 151.27 (C)
6i° 2.50 (s, 3H) 12.72 (CHs)
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4.13.7 Sintese do derivado a-mangostina-bis-3,6-(1,2,3-triazol-5-nitroimidazol) (24)

CoH7NaOg,

20 CuS0, . 5H;0,
= EtOH/H,0 (7:3) NO,
—_—
+ 40°C, 24h /4< N/Y\
NO, 86% N N N=N
= X

Azida-5-nitroimidazol

Esquema 25. Reacdo de formagdo do derivado a-mangostina-bis-3,6-(1,2,3-triazol-2-

nitroimidazol) 24.

Num baldo de 10 mL de capacidade, foi feita uma solucdo de 0,486 g do
intermediario 20 (1,0 mmol) e 0,432 g de azida-5-nitroimidazol (2,0 mmol). Em dois
tubos de vidro a parte, foram feitas, separadamente, solugdes de 0,118 g (0,6 mmol) de
ascorbato de sodio (CsH7NaOg), e 0,090 g de sulfato de cobre CuSO4-5H20 (0,4 mmol),
em 250 pL. da mesma mistura de solventes. Apos adicdo de todos os reagentes ao meio
reacional, a mistura foi submetida a agitagdo magnética, mantida sob temperatura
ambiente por 24h. A evolugdo da reagdo foi monitorada por CCDA. Tendo sido detectado
o término da reagdo, o solvente foi removido em rotaevaporador e o isolamento foi feito
por particdo com 30 mL de EtOAc lavado com (3 x 20 mL0O de NaClg) 10%). A fase
organica foi entdo seca sob NaxSO4 anidro, filtrada e o solvente foi removido em
rotaevaporador. O produto foi purificado por CCA tendo como fase estacionaria de silica-
gel e como fase movel a mistura de DCM/MeOH, em gradiente de concentragdo de 0 a
10%. O produto 24 foi obtido na forma de um sélido amarelo amorfo (0,077 g, 86% de
rendimento), tendo apresentado PF: 166-170C°.

A seguir, estdo apresentados os dados de RMN utilizados na caracterizagao do produto
24 (Espectros 73, 74; Tabela 27). No Espectro 75 vemos a massa observada
(C42H46N12010): m/z 879 [H + 1].
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Dados espectroscopicos de RMN: derivado a-mangostina-bis-3,6-(1,2,3-triazol-5-

nitroimidazol (24).
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Espectro 73. Espectro RMN 'H do derivado 24, em DMSO-d6, a 500 MHz.
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Espectro 74. Espectro de RMN '*C do derivado 24, em DMSO-d6, a 125 MHz.

Dados do espectro de massas (EM) (ESI+) para o derivado (24): m/z calculado para
(C42Ha6N12010): 878; massa observada (C42H46N 12010+ 1H): 879.
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Espectro 75. Espectro de massas (EM) (ESI+) para o derivado hibrido 24. ’
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Tabela 27. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN !3C para o derivado a-
mangostina-bis-3,6-(1,2,3-triazol-5-nitroimidazol 24.

\18/
I
/17
Fon i
7'/0\7/8\\8a/9\ X NN,
| | Il | ‘ O,N
‘/Si' fc'tesb’sa\ <N /108\0/43\443\0/36155ésc\N—sd 3\ftsg
N;Bh‘\ 6/d'—N\ /,lj I\\lt / 3 ———N/ |
A N e
e, 3i'/
Posic¢io 'H (ppm); J(Hz) 813C (ppm)
1 13.52 (s, 1H) 158.91 (C)
2 111.17 (C)
3 - 161.90 (C)
4 6.80 (s, 1H) 90.69 (CH)
4a - 151.16 (C)
5 7.27 (s, 1H) 100.33 (CH)
6 - 156.67 (C)
7 143.89 (C)
8 135.97 (C)
8a 110.89 (C)
9 181.65 (C)
9a 103.18 (C)
10a 151.21 (C)
11 4.01 (s, 2H) 21.02 (CHy)
12 5.10 (s, 1H) 121.96 (CH)
13 130.72 (C)
14 1.63 (s, 3H) 25.62 (CHs)
15 1.77 (s, 3H) 18.05 (CHs)
16 3.19 (s, 2H) 25.66 (CHa)
17 5.14 (s, 1H) 123.38 (CH)
18 130.91 (C)
19 1.73 (s, 3H) 17.69 (CHs)
20 1.77 (s, 3H) 25.54 (CHs)
7 3.65 (s, 3H) 60.39 (CHz)
3a’ 5.38 (s, 2H) 61.89 (CH,)
3b’ 142.50 (C)
3¢’ 8.00 (s, 1H) 125.67 (CH)
3d° 471 (s, 2H) 46.32 (CHa)
3¢’ 471 (s, 2H) 48.93 (CHa)
3P 154.76 (C)
3g’ 8.19 (s, 1H) 133.25 (CH)
3’ 142.50 (C)
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3’ 1.59 (s, 3H) 12.74 (CHs)
6a’ 5.31 (s, 2H) 61.86 (CHa)
6b’ 142.20 (C)

6¢’ 7.98 (s, 1H) 125.92 (CH)
6d’ 4.88 (s, 2H) 46.34 (CH,)
6e’ 4.88 (s, 2H) 48.95 (CHa)
6f 154.63 (C)

6g’ 8.15 (s, 1H) 133.29 (CH)
6h’ 142.20 (C)

61’ 1.61 (s, 3H) 12.67 (CHs)

4.14 Avaliacio da atividade biolégica

A avaliagdo da atividade tripanocida das moléculas obtidas neste trabalho foi
realizada no Instituto de Veterinaria-UFRRJ, Laboratorio de Imunologia, em colaboragao

com a Profa. Débora Decoté-Ricardo de Lima (Protocolo CEUA: 8819010217).

4.14.1 Parasitos

Tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, cepa Tulahuen C2C4 LacZ,
geneticamente modificada, contendo o inserto do gen LacZ de E. coli (BUCKNER, et al.,
1996), foram mantidas por infecgdes sucessivas de células LLC-MK2. O parasito foi
gentilmente cedido pelo Prof. Adriano Andricopulo (Instituto de Fisica da USP-Sao
Carlos). Os ensaios foram realizados no IV-UFRRI, sob a orienta¢ao da Profa. Debora

Decoté-Ricardo.

4.14.2 Linhagem celular LLC-MK2 (ATCC)

A linhagem celular LLC-MK2 (ATCC), trata-se de uma linhagem celular com

morfologia epitelial que foi isolada do rim de macacos rhesus (Macaca mulatta). Essa
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linhagem foi mantida em frasco de cultivo celular de 150 cm? (50 — 60% de confluéncia)
em meio DMEM suplementado com 5% de SFB, e mantida em estufa a 37°C e 5% de
COa.

4.14.3 Solucoes estoques das amostras

As solugdes estoques dos derivados sintetizados, utilizadas nos ensaios
bioldgicos, foram obtidas pela solubilizagdo dos respectivos produtos em
dimetilsulfoxido (DMSO) na concentracdo de 30mM. Para a realizagdo dos
experimentos, as concentracdes utilizadas nos ensaios foram obtidas por meio da dilui¢ao
seriada das solugdes estoque preparadas para cada composto. As diluigdes foram
realizadas no proprio meio de cultura do experimento, garantindo-se que a concentragao
maxima de DMSO presente nas culturas de células ndo sobrepujasse 0,3% v/v (ISHII ef

al., 2011).

4.14.4 Citotoxicidade frente células LLC-MK2 (ATCC)

Para este ensaio, foi adicionada uma suspensio de 2 x 10* células de LLC-MK2,
em meio de cultura DMEM, enriquecido com 2% de soro fetal bovino (SFB), em uma
placa de 96 pocos transparente, de fundo chato. As células foram mantidas incubadas por
20h em estufa (37°C, 5% de CO2). Apos o periodo de incubacao a placa foi lavada com
PBS para remover as células ndo aderidas. As células foram tratadas em triplicata com
solucdes dos compostos, pré-diluidos em DMEM + 2% SFB. Controles nao-tratados;
veiculo (0,3% v/v DMSO); e branco, sem a presenca de células. Apds o tempo de
incubagado de 120 h, a 37°C e 5% COz2, o meio de cultura foi removido ¢ a monocamada
de células lavada com PBS, quando entdo o meio de cultura foi renovado. Em seguida,
foi adicionada uma solugio de sal de MTT (1,25 mg mL™!, 20 pL/poco) seguindo-se
incubagdo por mais 1,5 h. Posteriormente, o sobrenadante foi removido e os cristais de

formazana de MTT dissolvidos pela adicilo DMSO (120 puL/poco). Apds incubagdo por
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1,5 h para dissolugdo dos cristais de MTT ao abrigo da luz e a 37°C, a absorbancia da
solugdo foi medida com auxilio de um leitor de placas a A= 570 nm (KUMAR et al.,

2018).

4.14.5 Atividade tripanocida frente a amastigotas (Tulahuen C2C4 LacZ)

Neste ensaio, foi adicionada a uma placa de 96 pogos transparente a suspensao de
2 x 10* células LLC-MK2 (ATCC) em meio DMEM, suplementado com 2% de SFB. As
células foram incubadas (37°C, 5% CQOz2) por um periodo de 3 h, seguida de lavagem com
PBS para remogdo de células ndo aderidas. Uma suspensdo contendo 5 x 10°
tripomastigotas de 7. cruzi da cepa Tulahuen C2C4 LacZ, foi adicionada as células LLC-
MKZ2, seguindo-se incubacao a 37°C (5% de COz2) por 20 h. Neste processo realizado se
estabelece a infec¢do da célula hospedeira, LLC-MK2 (ATCC), através da invasdo dos
tripomastigotas. Apos o periodo de infecgdo, os tripomastigotas que ndo foram capazes
de infectar as células foram removidos do meio através de trés lavagens sucessivas com
PBS. Em seguida, realizou-se o tratamento da placa com dilui¢des seriadas das solugdes
dos compostos, diluidas em série, variando de 100-0,41uM (7 concentragdes), em
triplicatas. Controles ndo tratados, veiculo (0,3% v/v DMSO) e branco, sem presenca de
parasitos. O farmaco de referéncia, benznidazol, foi utilizado, em dilui¢do seriada, como
controle positivo. Apds a incubagdo por 5 dias (120 h), adicionaram-se entdo 30 pL de
solugdo 0,5 mM do substrato vermelho de clorofenol f-galactopiranosideo (CPRG) em
PBS, com 0,9% v/v Igepal CA-630. Apods incubacgdo por 1,5 h, a absorbancia foi medida
em leitor de placas a A= 570 nm (BUCKNER et al., 1996).

4.14.6 Analise estatistica de dados

O percentual da viabilidade das células e parasitos foi obtido através da conversao
dos valores de absorbancia, verificados em valores de viabilidade relativa a média dos

controles, com base na formula:
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Abs — Mg

(o) - @@
VOO = =,

V' (%) = Viabilidade em %
Abs = Leitura de absorbancia no pogo
Mp = Média da absorbancia da triplicata (Controle Branco)

My = Média da absorbancia da triplicata (Controle Veiculo)

Os calculos estatisticos foram gerados pelo programa (software GraphPad Prism
7.0). A partir dos valores percentuais de absorbancia obtidos foi possivel gerar os graficos
de analise. Para o calculo dos valore de Clso foi utilizada a regressao nao linear para cada
valor de concentragcdo de inibidor contra a resposta normalizada. Através da média de
pelo menos trés ensaios independentes, os valores de Clso foram obtidos para os
compostos avaliados. A avaliacdo da significancia estatistica foi realizada por meio do

emprego da analise de variancia simples one-way ANOVA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento e Purificacdo de a-mangostina dos frutos de G. mangostana

A primeira etapa do desenvolvimento deste trabalho foi a otimizacdo do
isolamento dos constituintes majoritarios dos frutos secos de G. mangostana, o
mangostdo. O objetivo inicial foi obter o composto de interesse, a-mangostina, em
quantidades adequadas para as modificagdes estruturais pretendidas, visto que este se
apresenta como constituinte principal no extrato obtido da matriz vegetal. Segundo a
literatura, a metodologia de extracdo envolve a utilizagdo de solventes de média
polaridade, como diclorometano ou acetato de etila, seguida por separagdo em coluna
aberta, empacotada com silica-gel (OBOLSKIY et al., 2009). Inicialmente, em meio as
metodologias testadas para a preparacao do extrato bruto, a extragdo utilizando o extrator
Sohxlet mostrou-se um método bastante eficiente, que somada a facilidade de acesso que
temos ao equipamento, foi a metodologia escolhida. Por se tratar de um aparato de
extragdo continua, o extrator Soxhlet permite a extragdo de produtos naturais, no qual o
solvente extrator ¢ constantemente renovado a cada ciclo, isto torna o processo mais

eficaz (IKAN, 1991).

Na (Figura 21) esta representada a andlise por HPLC-DAD do extrato bruto,
obtido a partir da extracdo em Soxhlet, tendo como solvente extrator o acetato de etila.
Observou-se um pico, com tempo de retencdo de Tr = 10,995 min., sendo este o pico da
xantona gartanina, presente em menor propor¢ao. Ja o pico mais proeminente, com Tr =
14,242 min., corresponde a substancia majoritaria no extrato, sendo a de maior interesse
para o desenvolvimento deste trabalho, a a-mangostina. Apds essa anélise, observou-se,
em extracdes subsequentes, que, de fato, o componente majoritario presente na matriz ¢
a a-mangostina, em percentuais que variam, dependendo do lote do material, de 60 —
70%. Por se tratar de um metabolito especial, biossintetizado de acordo com as demandas
do organismo vegetal, impactado, por exemplo, pela idade da planta, pelas condi¢des de
solo e sazonalidade, que inclui luminosidade e estresse hidrico aos quais a planta esta
exposta (FALASCA et al, 2014), esse dado corroborou com as descricdes que

encontramos na literatura (GUO et al., 2016).
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Figura 21. Cromatograma de analise HPLC-DAD para o extrato bruto obtido a partir dos

frutos secos de G. mangostana.

Para que fosse possivel obter o composto de interesse, a-mangostina, em grau de
pureza adequado a sua utilizagdo nas etapas subsequentes do trabalho, duas metodologias
de purificagdo foram empregadas, a primeira envolve a metodologia classica (Figura 22).
Ap0s a extracdo do material vegetal com o solvente extrator, acetato de etila, sendo esta
primeira etapa do processo de isolamento e purificagdo, comum para ambas as
metodologias de purificagdo empregadas. Na segunda etapa, ja com o extrato bruto seco
em rota evaporador, este foi submetido ao processo de purificagdo em coluna aberta,
empacotada com silica-gel 60 (70-230 mesh) como fase estaciondria, e para fase movel
foi utilizado o eluente Hex-EtOAc no gradiente 90:10; 85:15; 80:20; 70:30; 65:35. Dessa
forma, foi isolada primeiramente a gartanina (Espectro 1, pag. 42; Espectro 2, pag. 43;
Tabela 1, pag. 44), sendo o-mangostina obtida posteriormente, devido a sua maior
polaridade. Assim, o composto majoritario foi obtido, em quantidades adequadas para a
realizacdo das modificagdes estruturais planejadas (Espectro 5, pag. 46; Espectro 6,

pag. 47; Tabela 2, pag. 47).
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Figura 22. Método classico de purificagdo de a-mangostina.

Em um segundo momento, com o objetivo de otimizar o tempo e uso de solventes,
e aumentar as quantidades de a.-mangostina purificada, foi realizada uma adaptag¢dao no
método descrito, chegando a uma nova abordagem no processo de purificacdo. A segunda
metodologia utilizada, consistiu na otimizacdo do método classico, e para isso foi
necessario o emprego do equipamento Isolera, ACI — Accelerated Chromatographic
Isolation (Biotage AB, Uppsala, Sweden), disponivel no PPGQ-UFRRJ. A fase
estacionaria utilizada foi a coluna Biotage® SNAP 25¢g, com capacidade de carga na faixa
de 25-1.250 mg e fluxo de 20-40 mL/minuto. A fase movel foi Hex-EtOAc
(5:10:15:20:25). Verificou-se que o processo de purificacdo com o uso desta nova
metodologia ofereceu grandes vantagens em relagdo ao método classico, uma vez que o
tempo de execucao desde o preparo da amostra até a obtengdo da xantona natural pura foi
significativamente menor. Além disso, houve uma redugdo consideravel no uso de
solventes, o que torna essa alternativa um processo mais limpo, menos oneroso ao meio
ambiente, seguindo os preceitos da quimica verde (ANASTAS & EGHBALI, 2010),
possibilitando um trabalho mais sustentavel. O objetivo de conseguir maiores quantidades

do componente majoritario, também foi alcangado e em menor tempo, com grau de pureza
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elevado, o que torna viavel a empregabilidade do novo método de purificagdao

desenvolvido em nosso laboratorio (Figura 23).

Figura 23. Metodologia otimizada de purificagdio de a-mangostina em sistema de

cromatografia Flash-Isolera.

Na Tabela 28 a seguir, estdo destacadas as diferengas comparativas entre os

métodos de purificagdo que foram empregados nesse trabalho.

Tabela 28. Métodos, rendimentos e tempo para cada processo de purificacdo.

Massas Rendimentos | Tempo
Técnicas Cromatografica br]if:?gg) Ot-mezrri;g;stina (%) (p/p) (horas)
Col
(Métod(()) 1irllz?ssico) 400 252 63,0 4-6
Sist Flash-Isol
(115[2230 ozﬁmizSZde(:)a 400 290 72,5 0,5

A confirmagdo da pureza superior a 99% do produto natural, a-mangostina, pode

ser verificada através das analises de LCMS-PDA, cromatograma (Figura 20, pag. 45) e
seu espectro de massas LRMS(ESI+) (m/z = 411 u.m.a.) (Espectro 4, pag. 45). Para a
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completa elucidacdo estrutural do composto, em seu RMN 'H (Espectro 5, pag. 46),
notou-se um simpleto em 6 13,81 ppm, indicando a presenca de H da hidroxila adjacente
a carbonila, realizando ligacdo de hidrogénio intramolecular, por isso, apresentando
maior valor de deslocamento quimico. Os sinais simpletos, em ¢ 6,32 ppm e 6,85 ppm,
sdao correspondentes aos 2 hidrogénios aromaticos do sistema xantonico, ja os sinais
dupletos, em 3,49 ppm e 4,11 ppm, compreendem os 4 hidrogénios metilénicos dos
grupamentos prenila, assim, como os sinais multipletos, com deslocamento quimico entre
0 5,29-5,31 ppm, com integragao para 2 hidrogénios, sendo cada um pertencente a um
grupo prenila distinto; além das metilas, caracteristicas desse grupamento, com
deslocamento quimico variando de 6 1,72 ppm a 1,87 ppm, com integracdo para 12
hidrogénios, correspondente as 4 metilas. Além disso, foi verificado o sinal simpleto,
caracteristico de metoxila, em 6 3,83 ppm (Espectro 5, pag. 46). No espectro de RMN
13C (Espectro 6, pag. 47) observou-se um sinal em § 182,06 ppm, indicando a absor¢do
do carbono da carbonila cetdnica, atribuido ao nuicleo xanténico; observou-se ainda o
sinal do carbono da metoxila (OCH3), em & 62,09 ppm; os sinais das 4 metilas do grupo
prenila, variando de 8 17,94 ppm — 6 25,84 ppm; o sinais dos 2 carbonos arométicos (CH),
em 0 93,32 ppm e & 101,57 ppm, que compdem o nucleo central; os 2 carbonos
metilénicos CHz em 6 21,46 ppm e 6 26,58 ppm; os 2 carbonos (CH), em 6 121,44 ppm
e 0 123,15 ppm, do grupo prenila; além dos carbonos que compdem o sistema xantonico,
que compreendem tanto os carbonos quaternirios quanto os carbonos oxigenados,

variando de 6 103,64 ppm a 6 161,64 ppm.

5.2  Planejamento sintético e modificacdes estruturais sobre a a-mangostina

Apos a obtencao do extrato bruto e dos produtos isolados em sua forma pura, antes
da realiza¢do das modificagdes, tanto o extrato quanto os produtos foram avaliados frente
ao T. cruzi. Os resultados encontrados evidenciaram um perfil de atividade tripanocida
bastante promissor para essas xantonas naturais gartanina (1) e a-mangostina (2) (PINTO
etal., 2018) (Figura 24). Levando em consideracao a maior abundancia da a-mangostina,
que, como Visto, se encontra presente no extrato obtido do pericarpo dos frutos de G.

mangostana em percentuais de até¢ 70% (Figura 21, pag. 147), associada a observagdo
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de sua atividade tripanocida proeminente e ao seu indice seletividade frente a célula
hospedeira, elegemos essa xantona natural para servir de precursor na preparagdo de
derivados (YAO et al., 2016), bem como para a sintese de novos hibridos moleculares,
através da realizagdo de alteracdes estruturais planejadas a luz das estratégias de

modificagao molecular da quimica medicinal (BARREIRO & FRAGA, 2015).

Gartanina (1) a-mangostina (2)

IC5o = 1.57 uM IC5p =2.9 1M

Figura 24. Estruturas das xantonas naturais gartanina (1) e a-mangostina (2), isoladas de
G. mangostana, com seus respectivos valores de 1Cso, frente a amastigotas do 7. cruzi

(cepa Tulauhen-LacZ).

A etapa subsequente deste trabalho se concentrou na realizagdo de modifica¢des
estruturais quimicamente mais simples, um dos objetivos nesse primeiro momento foi
explorar todo o potencial estrutural que a xantona natural, o-mangostina, detém. E notério
que as suas caracteristicas estruturais aliadas a sua versatilidade sintética a torna um
precursor bastante interessante em quimica medicinal de produtos naturais (YAO et al.,
2016). A a-mangostina também pode ser usada em associagdo com outros agentes
quimioterapicos e, assim, promover aumentos na eficacia terapéutica ou reduzir efeitos
adversos (XIA et al., 2016). Apesar de seus valores terapéuticos serem promissores, nao
ha farmacos clinicamente aprovados a base de a-mangostina devido a sua elevada
hidrofobicidade, baixa seletividade e perfil de biodisponibilidade reduzido (ZHAO et al.,
2016). Por se tratar de uma substancia natural, que possui um amplo espectro de
atividades biologicas observadas em diferentes modelos de estudo, nos ultimos anos
diversos grupos cientificos, de diferentes areas, vem concentrando esfor¢os para superar
essas desvantagens. Diante desta perspectiva, a sintese e avaliagdo de derivados se

justifica. Muitos grupos de pesquisa realizaram modificagdes sobre as hidroxilas
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fenolicas nas posicdes C-1, C-3 e C-6 (ZHANG et al., 2012). Também foram feitas
substitui¢des nas posi¢des C-4 e C-5, além de reacdes de ciclizacdo oxidativa sobre os

grupos isoprenila nas posi¢des C-2 e C-8 (CHIN et al., 2008).

5.2.1 Sintese do derivado reduzido de a-mangostina (3)

O OH
oOoCCT - T 00
—_—
HO 6] OH HO 0 OH
2

Condigdes reacionais: (a) Hz, Pd/C, AcOet, t. a., 6 h, 92%.

I

Esquema 26. Hidrogenagao catalitica da a-mangostina, obtencao do derivado (3).

O derivado 3, foi obtido na forma de um 6leo de cor castanho através da reagao de redugdo
catalitica, onde a porg¢des isopenteno, presente no produto natural, foram reduzidas, com
a consequente inser¢ao de atomos de hidrogénios as duplas ligacdes. Essas modificagdes
foram confirmadas por dados espectroscopicos de RMN, no espectro de RMN de 'H
(Espectro 7, pag. 49), observa-se um sinal em 6 2,64 ppm e 8 3,31 ppm ambos com a
mesma feicdo de sinal de que se assemelham a um tripleto, embora, ndo tenha sido
possivel a determinagdo de sua constante de acoplamento. Além disso, a diferenca de
deslocamento quimico, para esses hidrogénios ligados aos anéis aromaticos (Ar-CHa-),
pode ser explicada devido a diferenga de ambiente quimico. Outro dado relevante € que,
os deslocamentos quimicos de todas as metilas diminuiram, ou seja, elas se encontram
mais blindadas, o que ocorre por nao haver mais a presenca das duplas ligagdes. Ainda ¢
possivel notar que os sinais multipletos em 6 3,28 — 3,31 ppm, integracao para 2H, 8 2,61
— 2,64 ppm, integragdo para 2H, os sinais 6 1,41 — 1,46 ppm, mutipletos com integracao
para 4H, e o sinal em 6 1,60 — 1,76 ppm, integragdo para 2H, em maior deslocamento,
uma vez que estes se encontram adjacentes a carbonila e sentem o efeito anisotrdpico,
confirmam a presenca dos hidrogénios que foram inseridos. No RMN de '*C (Espectro

8, pag. 50), ¢ nitida a auséncia dos sinais em o 121,44 e 123,15 ppm, presentes no
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precursor 2 e, consequentemente, houve o surgimento dos sinais 6 37,96 ppm e 6 40,24
ppm, referentes aos CH, além dos sinais 6 28,27 ppm e 6 28,86 ppm para os CH. Dados
de massas (Espectro 9, pag. 50) m/z calculado para (C24H3006): 414, massa observada
(C24H3006 — 1H): 413. Com esses dados foi possivel a caracterizagdo do derivado

pretendido.

5.2.2 Sintese dos derivados a-mangostina-O-alquil mono e bis-alquilados, (4a) e
(4b)

oo cT
HO O OH

N

R{=H; Ry, =CH;z (4a)

R1 = R2 = CH3 (4b)

Condig¢des reacionais: (a) CHsl, K,COs3;, DMF, 60 °C, 1 h, 78% (4a), 85% (4b).

Esquema 27. Reacdo de alquilagcdo da a-mangostina, sintese do derivado (4a) e (4b).

A reagdo de O-alquilagdo de a-mangostina 2, ocorreu com iodeto de metila como
agente alquilante, utilizando DMF como solvente e carbonato de potdssio como base para
efetuar a desprotonagao das hidroxilas fenolicas. Apds a abstragdo, o carater nucleofilico
adquirido pela a-mangostina 2, permite que ela realize o ataque sobre o carbono
eletrofilico de CHzl, o atomo de iodo, por sua vez, se apresenta como um bom grupo
abandonador, a rea¢dao de substitui¢ao nucleofilica bimolecular SN; ¢ favorecida. Nessa
reacdo foi explorada a maior acidez da hidroxila fendlica presente em C-6, o que ¢
decorrente de efeitos eletronicos e estéricos, visto que o grupamento isoprenila, presente
em orto a hidroxila sustentada pelo C-3 implementa um maior impedimento estérico a
mesma. A hidroxila presente em C-1 tem uma reatividade especial, devido estar em
ligacdo de hidrogénio intramolecular com o par de elétrons do oxigénio carbonilico.
Desse modo, trabalhando com a variagdo na estequiometria da base e do agente alquilante,

os produtos 4a e 4b foram obtidos com total seletividade, em rendimentos adequados. Os
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¢teres metilicos 4a e 4b foram isolados por cromatografia em coluna aberta, e tiveram
seus pontos de fusdo determinados e comparados com a literatura (NGUYEN et al., 2017,
KHAW et al., 2020). Para a caracterizagdo do derivado 4a, no espectro de RMN de 'H
(Espectro 10, pag. 53), percebe-se o sinal simpleto, caracteristico dos hidrogénios de
metila em 6 3,93 ppm, sendo este o sinal para a metoxila -OCHj3, apds a reagdo de
substituicdo. Em seu espectro de RMN de '°C (Espectro 11, pag. 54), o sinal verificado
em 0 55,95 confirma a existéncia dessa metoxila. Dado de massas (Espectro 12, pag. 54)
m/z calculado para (C25H2806): 424, massa observada (C2sH2806 — 1H): 423. No caso de
derivado 4b, nota-se, no RMN de 'H (Espectro 13, pag. 56) os sinais para os protons de
duas metilas, que foram inseridas em & 3,91 e & 3,97 ppm. No RMN de !*C (Espectro 14,
pag. 57), se constata a presenga dos sinais das duas metoxilas (-OCH3) em 6 55,76 ¢ o
55,96 ppm. Massa confirmada (Espectro 15, pag. 57) m/z calculado para (C26H300s):
438, massa observada (C26H3006): 438. Assim, através da analise dos espectros de RMN

e espectrometria de massas, foi possivel a caracterizagao dos produtos formados 4a ¢ 4b.

5.2.3 Sintese do derivado ciclico 3-isomangostina (5)

H3CO =
L -
HO 0) OH

Condigdes reacionais: (a) TsOH, Tolueno, 60 °C, 3 h, 84%.
Esquema 28. Reacdo de ciclizacdo acido catalisada da a.-mangostina, sintese do derivado

cromona (5).

Vemos na literatura estudos sobre atividades bioldgicas de flavonoides prenilados,
principalmente com enfoque em atividades antiproliferativas frente a linhagens tumorais,
nos quais as reagdes de ciclizagdo dos grupos prenila com as hidroxilas fendlicas
presentes nas respectivas estruturas geram derivados do tipo cromonas e cromenos 0s
quais apresentam atividades biologicas otimizadas, quando comparados aos seus

presursores aciclicos. Como exemplo, podemos citar o trabalho recente de Poplonski e
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colaboradores, no qual o flavondide xantoumol e derivados sdo avaliados frente a trés
diferentes linhagens tumorais, apresentado resultados comparaveis ao da cisplatina,
farmaco de referéncia. Desta forma, nosso planejamento envolveu a ciclizagdo da prenila,
sustentada pelo C-2 do nucleo xantonico, a qual possui uma hidroxila fenolica em orto
(C-3). Seguindo o planejamento definido, a sintese do derivado cromona 5, se deu
mediante a formagao de um intermediario carbocation terciario, de maior estabilidade,
formado na protona¢ao da ligacdo dupla carbono-carbono do grupo prenila (MORELLI
et al., 2014). Logo, o atomo de oxigénio da hidroxila, em posi¢do orfo ao grupo prenila,
¢ responsavel por realizar o ataque nucleofilico intramolecular, ocorrendo a cilizagao
nesta por¢ao da molécula, com consequente formacao de um novo anel de seis membros,
acoplado ao nucleo xantonico central, que contém oxigénio como heteroatomo. No
Esquema 29, a seguir, vemos uma proposta mecanistica para a formagdo da cromona 5,

em catalise acida.

155



a-mangostina icido
2 p-toluenossulfénico

HO

Ciclizagiio intramolecular Intermedidrio ciclico protonado

Esquema 29. Proposta mecanistica para a formagdo do derivado tetraciclico

cromona (5).

No espectro de RMN de 'H (Espectro 16, pag. 60), nota-se um sinal tripleto § 2,74 ppm,
com constante de acoplamento de J 6,8 Hz, referentes aos hidrogénios metilénicos ligados
ao sistema aromatico. J& o sinal d 1,89 ppm para o outro -CHz- do anel, ndo foi possivel
a determinag@o de sua constante .J, uma vez que seu sinal acabou ficando sobreposto ao
sinal de uma das metilas do grupo prenila. As metilas presentes nesse novo anel,
apresentaram um unico simpleto em 6 1,39 ppm, com integracdo para 6H, em virtude de
estarem no mesmo ambiente quimico. J4 no RMN de '*C (Espectro 17, pag. 60), foi
verificado a inexisténcia do sinal em ¢ 121,44, porém o sinal em 6 123,15 ppm foi

mantido, indicando alteragdo em uma das prenilas, o surgimento do sinal em é 31,91 ppm
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e o aparecimento de um carbono quaternario em 6 76,02 ppm, ligado ao atomo de
oxigénio. Além disso, os dados de massas (Espectro 18, pag. 61) m/z calculado para
(C25sH230s5): 408, massa observada (C2sH2sOs + 1H): 409, confirmam a formacdo do

produto.

5.2.4 Sintese do derivado ciclico, do tipo cromeno (6)

2 6

Condigdes reacionais: (a) DDQ, Tolueno, 60 °C, 2 h, 85%.

Esquema 30. Reacgao de ciclizagdo da a-mangostina, sintese do derivado (6).

Através da reagdo de ciclizacdo com o uso de DDQ (2,3-Dicloro-5,6-diciano-1,4-
benzoquinona), foi possivel obter o produto de ciclizagao oxidativa 6, com a consequente
manutencdo da dupla ligacdo. Na verdade, DDQ ¢ um reagente extremamente versatil em
sintese orgénica, pois permite por em pratica uma grande variedade de transformacdes
sintéticas, em reacdoes como oxidagOes de alcoois e éteres, ciclizacdes oxidativas e
aromatizacdes, reacdes de protecdo e de desprotecao oxidativas, reagdes de formacao de
ligagdes carbono-carbono, reacdes de desidrogenacdo, oxidacdo de fendis, aminas,
cetonas esterdides entre outras (ALSHARIF et al., 2021). Na formag¢do da cromeno 6
(Esquema 30), a hidroxila fendlica, que ndo se encontra formando ligagcao de hidrogénio
intramolecular com o grupo carbonila, ¢ a responsavel por realizar o ataque ao carbono
do grupo prenila, e, consequentemente, forma-se um quarto anel contendo o dtomo de
oxigénio e dois carbonos sp?, fazendo parte de um sistema benzofurano. No Esquema 31
a seguir encontra-se uma proposta mecanistica para a reacdo de formacao do derivado

tetraciclico 6. Podemos observar que a para-quinona (DDQ) age retirando um atomo de
hidrogénio da hidroxila fendlica, gerando um radical fenoxido e H-DDQ". O radical
fenoxido ¢ estabilizado por ressonancia, sendo que, em seguida, ou concomitantemente,
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forma-se um radical alilico/benzilico por abstragao de outro atomo de hidrogénio do
metileno da prenila posicionada em orto. Na etapa seguinte, o intermedidrio bis-radical

cicliza, gerando o cromeno 6.

Entrada 1:
Reducao
0 o OH
cl CN L+ g G CN g O© CN
cl cn  Hie ¢ CN -H'.e I CN
0] OH OH
DDQ HDDQ' DDQ-H,
para-Quinona Semiquinona
Oxidacao
Entrada 2:

a-mangostina DDQ HDDQ' Radical fenoxido
2 HDDQ
DDQ-H,

Formacao
C-C

Bis-radical

Esquema 31. Proposta mecanistica para a formacao do cromeno 6 pelo uso de DDQ

(HUANG et al., 2013; ALSHARIF et al., 2021).

Para a confirmagao da formagao do derivado tetraciclico insaturado 6, em seu espectro
de RMN de 'H (Espectro 19, pag. 64), pode-se observar os sinais dos dois hidrogénios

do alceno, contido no anel formado apo6s ciclizagdo, os quais acoplam entre si. H4 um
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sinal dupleto & 5,58 ppm, com constante de J 9,7 Hz, e outro sinal dupleto 6 6,74 ppm,
com J 10 Hz, referentes aos hidrogénios do alceno que foi mantido, apds ciclizagdo. A
existéncia desta diferenca de deslocamento quimico, pode ser explicado devido a
conformagdo estrutural nessa regidao, fazendo com que um dos hidrogénios esteja em
proximidade com a nuvem eletronica do anel aromatico, isto, tende a provocar um efeito
de desblindagem desse hidrogénio. No RMN de '*C (Espectro 20, pag. 65), é verificado
a auséncia do carbono metilénico, apds a cicliza¢do intramolecular, e foi observado os
sinais 6 115,71 ppm e 6 127,13 ppm, a variagao entre esses deslocamentos se deve ao fato
de que, a hidroxila fenodlica presente no anel aromatico do nicleo xanténico acoplado ao
novo anel formado, pode causa tal efeito sobre os carbonos deste anel. Também foi
identificada a presenga de um carbono quaternario em & 77,93 ppm. A analise de tais
deslocamentos, além dos dados de massa (Espectro 21, pag. 65) m/z calculado para
(C25H260s5): 406, massa observada (C2sH2605 + 1H): 407, corroboram com formagao do

produto.

5.2.5 Sintese dos derivados acetilados a-mangostina (7a) e (7b)

HsCO
HO ‘ o

N

R1 =H; R2, R3 = COCH3 (Za)

R1, Rz, R3 = -COCH3 (Zb)

Condigdes reacionais: (a) Anidrido acético, DMF, 45 °C, 1 h, 98%; (b) Anidrido acético, DMAP,
DMF, 45 °C, 1 h, 91%.

Esquema 32. Reagdo de acetilacdo da a-mangostina, sintese dos derivados (7a) e (7b).

Para atingir o seu alvo farmacologico, normalmente os compostos fenolicos
necessitam de algum tipo de prote¢do, capaz tanto de manter sua integridade estrutural
quanto de aumentar sua solubilidade e biodisponibilidade no seu transito na biofase.

Dentre as diversas formas de aumentar a biodisponibilidade dos polifendis, podemos citar
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as intervengdes farmacotécnicas, como microencapsulagdes em diferentes sistemas.
Alternativamente, a transformacao quimica nas hidroxilas fendlicas apresenta-se como
uma boa solugdo (MUNIN & EDWARDS-LEVY, 2011). A introdugéo de grupos acetila
apresenta-se como uma boa alternativa para a preparacdo de derivados polifendlicos,
devido a simplicidade e facilidade das reacdes de acetilagdo, que permitem obter
derivados que podem fornecer subsidios sobre as relagdes entre estrutura e atividade
bioldgica dessas substancias. Outro aspecto importante a ser considerado na preparagao
de acetatos de polifendis € a possibilidade desses ésteres, além de aumentarem a
estabilidade de seus precursores, apos serem absorvidos € ja em meio intracelular, serem
hidrolisados e liberarem os respectivos polifenois livres. Assim, os acetatos estariam
funcionando como pro-farmacos dos fendis correspondentes (WU, 2009). Ahmed e
colaboradores descreveram a preparacdo de acetato derivado do polifenol epigalato
catequina galato do chd verde, que apresentou alta estabilidade, biodisponibilidade e
atividade bioldgica otimizada em testes in vivo, quando comparado ao seu precursor com
hidroxilas fendlicas livres (AHMED et al., 2016).

A acetilagdo quimica de polifendis geralmente ¢ realizada na presenca de anidrido
acético e piridina (MATTAREI et al., 2010). Porém, sabe-se que a piridina € um solvente
toxico (SCHULTZ & ALLISON, 1979) e grande parte dos métodos sintéticos ocorre a
altas temperaturas de refluxo, especialmente quando o objetivo € a peracetilagdo dos
derivados polifenodlicos (VOGL et al., 2011), o que pode levar a degradacao térmica.
Dessa forma, a preparag¢ao do derivado 7a foi realizada com o uso de anidrido acético,
dimetilformamida (DMF) como solvente e, para o derivado 7b foi utilizado 4-
dimetilamino-piridina (DMAP) como catalisador. O uso de DMF como solvente nestas
reacdes foi planejado considerando seu alto valor de constante dielétrica (¢ = 37,51 a
25°C), sendo este um importante solvente organico, com uma ampla gama de aplicagdes.
Devido a sua alta polaridade, o DMF atua como um meio protofilico aprotico, com grande
momento dipolar (p =3,86 D a 25°C) e forte poder solvatante (CORRADINI et al., 1992).
Diversos estudos descritos na literatura relatam a capacidade do DMF de interferir em
sistemas bindrios, formados principalmente por interagdes de ligacdo de hidrogénio
(YANG et al., 2020). Além disso, o DMAP foi escolhido para este protocolo devido a sua
conhecida eficacia como catalisador de reacdes de acilacdo e sua facilidade de separacdo
de produtos apolares (BERRY et al., 2001). Com a aplicacdo desse método reacional
foram identificas duas condi¢des de reagdo interessantes, na qual foram usados 18

equivalentes de anidrido acético, na auséncia de DMAP, para formagao do derivado 7a; e
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na presenca de 0,3 equivalentes de DMAP, para obtencao do produto 7b. Ambas as
reacdes foram conduzidas na temperatura de 45°C. Apo6s 1 h, para ambos os casos, a
conversao maxima foi alcangada (98% e 91% respectivamente), enquanto que apos 2 h
subprodutos foram observados em quantidades consideraveis. Além disso, maiores
quantidades de DMAP (0,5 e 1,0 equivalentes) aumentaram a taxa de formacao de
subprodutos, apds 1 h ou 2 h de reagdo. Assim, foi possivel estabelecer as condi¢des ideais
para o protocolo de peracetilagdo como 6 equivalentes de anidrido acético por grupo OH
com 0,3 equivalentes de DMAP, a 45°C. Esta metodologia otimizada de acetilacao de
compostos fendlicos foi estendida a outros derivados do tipo flavondides e acidos
fenolicos, tendo se mostrado uma metodologia geral e reprodutivel, ndo s6 para a
acetilacdo destes compostos, mas também para a introdu¢ao de diferentes substituintes
acil (DE ALCANTARA et al., 2022).

O espectro de RMN de 'H (Espectro 22, pag. 68) para a caracterizacdo do derivado 7a,
percebe-se que a presenca da hidroxila ¢ mantida, com deslocamento quimico de § 13,45
ppm, indicando a manutengdo de -OH em liga¢do de hidrogénio intramolecular com a
carbonila. Também foram observadas as duas metilas dos grupamentos acetato, com
deslocamentos em & 2,36 ppm e 6 2,41 ppm, na forma de sinais singletos, com integra¢ao
de trés hidrogénios para cada sinal. J4 no RMN de '°C (Espectro 23, pag. 69), além dos
sinais para as duas metilas, em 6 20,91 ppm e 6 20,99 ppm, foram identificados ainda os
sinais caracteristicos para carbonilas de ésteres, em 6 168,02 ppm e 6 168,47 ppm, dados
de massas (Espectro 24, pag. 69) m/z calculado para (C2sH300s): 494, massa observada
(C28H300s5 + 1H): 495. Para o derivado 7b (Espectro 25, pag. 71), no espectro de RMN
de 'H ndio se observa a presenca da hidroxila em ligagdo de hidrogénio, sendo,
consequentemente, verificada a presenca de trés metilas com sinais singletos, e
deslocamentos de & 2,35 ppm, 6 2,39 ppm e o6 2,47 ppm, com integragdo de trés
hidrogénios para cada um dos sinais. No RMN de °C (Espectro 26, pag. 72), foram
identificados os carbonos metilicos com deslocamentos em & 20,92 ppm, 8 20,99 ppm e
021,21 ppm, assim como os trés carbonos carbonilicos, em 6 168,09 ppm, 6 168,15 ppm
e 0 169,27 ppm, além da confirmacdo de seus dados de massas (Espectro 27, pag. 72)
m/z calculado para (C30H3209): 536, massa observada (C3oH3209 + 1H): 537. Por meio
desses dados, de RMN e espectrometria de massas, os derivados 7a e 7b tiveram as suas

estruturas confirmadas.
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53 Sintese dos derivados aminometilados da oa-mangostina, via reacio

multicomponente de Mannich

Em 2018, Buravlev e colaboradores exploraram a reagdo do tipo Mannich na
preparacao de derivados da xantona natural, a-mangostina. O grupo observou a
regiosseletividade para a preparagao de derivados substituidos na posi¢ao 4 do anel
xantonico (Figura 25). O carater seletivo pode ser compreendido, como sera visto,
através do somatoério de efeitos eletronicos e estéricos que tornam esta posi¢cao mais
reativa, quando comparada ao carbono C-5 frente ao eletrofilo de Mannich. A reagdo de
Mannich ¢ considerada uma reagdo multicomponente, em que, classicamente, 3
reagentes: um aldeido ndo enolizdvel, uma cetona enolizdvel e uma amina reagem,
gerando uma a-aminocetona (PAPROCKI et al., 2018). No nosso caso, trata-se de uma
reacdo do tipo Mannich onde o formaldeido reage com uma amina secundaria, formando
um ion iminio, altamente eletrofilico, que reage com um nucleo aromatico rico em
elétrons, que age como nucledfilo. A combinagdo destes trés componentes leva a
formagdo de um aduto, com total economia de 4&tomos, e tendo como tnico subproduto
uma molécula de 4gua. E uma reagdo que atende perfeitamente aos preceitos da quimica

verde (ANASTAS et al., 2010)

Em virtude dos resultados descritos por Buravlev, decidiu-se investigar, no
presente trabalho, se a posi¢do 4, carbono C-4 do nucleo xantonico, de fato detinha maior
densidade eletronica naquela regido e que seria responsavel, por maior seletividade, as
substituigdes ocorrerem principalmente sobre este carbono C-4 (BURAVLEYV et al.,
2018). Para realizagdo de tal investigacdo foi necessario fazer uso de um modelo
computacional. Através do uso da modelagem molecular foi possivel avaliar o carater
seletivo em cada regido do nucleo xantonico. Nos ultimos anos a aplicagdao de estudos
computacionais tem sido uma alternativa aos métodos experimentais em determinagao de
estruturas, oferecendo a vantagem de serem menos custosos, mais rapidos e de elevada
precisdo, sendo de grande valia em quimica medicinal. Os programas de modelagem
molecular tém por principio o estabelecimento de uma proposta inicial para a estrutura
molecular de uma substancia e, para isso, utilizam algum método ou conjunto destes para
gerar um modelo otimizado de estrutura. O valor de energia esta entre um dos critérios

avaliativos para a otimizacao de estruturas, ou seja, quanto menor for essa energia, melhor
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serd a predicdo dessa estrutura. Vale ressaltar que a energia minima de uma molécula no
vacuo ndo ¢ necessariamente 0 mesmo quando ela se encontra em solugdo, mas, qualquer
que seja o meio em que ela se encontra inserida, ¢ importante que o programa seja capaz
de encontrar a energia minima para a estrutura molecular, sob determinado conjunto de

condi¢des (MORGON, 2007).

Figura 25. Derivados do tipo Mannich, mono-substituidos, sintetizados a partir da a-
mangostina por Buravlev et al., 2018.

Para o estudo do caréater seletivo, a estrutura molecular foi construida no programa
Spartan 14°, e foram utilizados dois métodos quanticos, semi-empirico e Hartree-Fock
(HF). De modo geral, a escolha do método depende das propriedades que se deseja
avaliar, da precisao desejada e da capacidade computacional disponivel para a realizagdo
dos célculos. O método semi-empirico consiste na introducdo de parametros empiricos,
ou previamente calculados, permitindo reduzir assim o tempo de célculo na resolugdo da
equac¢do de Schrodinger, ou seja, fazem aproximagdes que sao compensadas com fungdes
ajustadas empiricamente. No método Hartree-Fock, considera-se a aproximacao de Born-
Oppenheimer, no qual o movimento nuclear ¢ separado do movimento eletronico, ja que
a massa do ntcleo € vérias vezes maior que a massa dos elétrons. Desse modo, os nucleos
sdo assumidos em determinadas posi¢des do espago, entdo, a equagdo de Schrodinger ¢é
resolvida apenas para os elétrons, descritos por uma fun¢io de onda puramente eletronica,
na presenca do potencial produzido pelos nucleos “congelados”. Logo, durante o ciclo de
calculos, a melhor fungdo de onda ¢ obtida de tal forma que a energia seja um minimo. A
energia obtida assim ¢ a energia eletronica do sistema, calculada através de
uma série de equagoes, chamadas equagoes de Hartree-Fock, onde se assume que cada
elétron se move no campo médio produzido pelos demais elétrons e pelos nucleos

(HOUSE, 2004; STEWART, 2013).
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ApOs a realizagao dos célculos, foi possivel verificar a diferenga de densidade
eletronica entre os carbonos C-4 e C-5 de a-mangostina. Os valores de cargas eletrostatica
e Mulliken, no método Hartree-Fock para o C-4 foram de -1.039 e -0.858,
respectivamente. J4 para o carbono C-5 no mesmo método os valores de cargas
eletrostatica e Mulliken foram de -0,318 e -0,266. Quando foi aplicado o método semi-
empirico para efeito comparativo, os valores de cargas eletrostatica e Mulliken para C-4
foram de -0.860 ¢ -0.601 e para o carbono C-5 foram de -0.709 e -0.465, assim, verificou-
se a reprodutibilidade dos métodos e consisténcia dos calculos. Desse modo, ficou
comprovado que sobre o carbono C-4 se encontra a regido com maior densidade
eletronica, isto, pode ser explicado devido a presen¢a de hidroxilas (-OH) em posi¢do
orto ¢ para que tendem a aumentar a densidade de elétrons nesta regido. Em
contrapartida, quando se olha para os valores de cargas eletrostatica ¢ Mulliken para o
carbono C-5, evidencia-se uma regido com menor densidade eletronica, e levando em
consideracdo a presenca de apenas uma hidroxila (-OH) em posi¢do orto e a presenga de
uma metoxila em posi¢do meta, isto traduz em um efeito de redugdo da densidade sobre
este carbono C-5. Além disso, a maior densidade eletronica sobre o carbono C-4 pode ser
mais bem visualizada quando se analisa o orbital HOMO nesta regido, o que torna claro
a maior populacdo eletronica sobre C-4 e, consequentemente, explica-se a maior
seletividade sobre essa posi¢cdo no nucleo xanténico nas reagdes, onde as substituicdes
eletrofilicas ocorrem preferencialmente sobre o carbono C-4 (Figura 26). Com base
nessas avaliagdes os derivados aminoalquilados da a-mangostina foram construidos

nesse trabalho.
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Figura 26. Estudo computacional utilizando os métodos semi-empirico e Hartree-Fock
para avaliagdo da regiosseletividade nas reagdes de Mannich. Estrutura otimizada do
produto natural a-mangostina (A), mapa potencial de densidade eletronica (B), tabela

contendo os métodos usados e valores das cargas eletrostaticas e Mulliken (C).
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5.3.1 Sintese dos derivados morfolinametil-a-mangostina (8a) e (8b)

(8b)

Condigdes reacionais: (a) Morfolina (1.1 eqv.), formaldeido, EtOH, 60 °C, 5 h, 74,2%; (b)
Morfolina (2.5 eqv.), formaldeido, EtOH, 60 °C, 5 h, 80%.

Esquema 33. Reacdo de Mannich sobre a-mangostina, sintese dos derivados (8a) e (8b).

As reacdes de formagdo dos derivados 8a e 8b, via reagdo do tipo Mannich
poderiam ocorrer tanto em condigdes acidas quanto basicas, sendo que as condigdes
acidas sdo mais comuns. Sob condi¢des acidas, o primeiro estagio ¢ a reagdo do
componente amina com o composto carbonilico ndo enolizavel protonado/ativado para
dar um hemiaminal, que apo6s a transferéncia de protons perca uma molécula de dgua para
formar o ion iminio, componente eletrofilico. Em seguida, o composto carbonilico
enolizavel, substrato nucleodfilo presente no meio reacional, realiza o ataque nucleofilico
através de seu carbono o, em uma reacao do tipo aldol, para dar origem a base de
Mannich. A Figura 27, se encontra o mecanismo da reacao classica de Mannich. (XIAO
et al., 1997). No nosso caso, o papel do nucleodfilo que faz o ataque ao ion iminio,
altamente eletrofilico, ¢ o C-4 do anel aromatico A da a-mangostina, o qual finaliza a
reagdo do tipo Mannich numa etapa de substituicdo eletrofilica aromatica, culminando

com a formagao do derivado aromatico aminometilado.
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Figura 27. Mecanismo de formagao das bases de Mannich.

Nas reacoes de sintese dos derivados 8a e 8b, foi utilizada a amina secundaria
morfolina e formaldeido, tendo como solvente o etanol, que atua promovendo a completa
solubilizacdo da a-mangostina, além de contribuir para a ativacdo do formaldeido,
necessario para a formagdo do eletréfilo necessario, o ion iminio. A formag¢do do ion
iminio ocorre in situ, havendo o subsequente ataque nucleofilico do carbono do sistema
aromatico do nicleo xantonico. No caso, do produto monossubstituido, esse ataque se da
preferencialmente pelo carbono C-4, por ser, como ja discutido, a regido de maior
densidade eletronica e, assim, forma-se, seletivamente, o derivado 8a. Uma vez que o
ajuste nas condicdes estequiométricas da reacdo ¢ feito, ocorre a formac¢ao do produto
dissubstuituido, havendo o ataque tanto do carbono C-4 quanto C-5, dando origem ao

produto 8b.

Na anélise dos dados de RMN de 'H (Espectro 28, pag. 75) do derivado 8a ¢ possivel
notar a auséncia de sinal do hidrogénio aroméatico em posi¢ao C-4, estando o hidrogénio
da posi¢ao C-5 presente, o que evidencia a regiosseletividade da etapa de SEa:. Foi
verificado ainda o aparecimento de hidrogénios metilénicos na posigdo C-4, sinal
simpleto caracteristico para esse tipo de substitui¢do, com deslocamento em 6 3,96 ppm,
além de sinais adicionais, variando de & 2,68 ppm a d 3,73 ppm, referentes aos oito
hidrogénios que compdem o anel morfolinico, que foi incorporado a estrutura da a-
mangostina. Em seu RMN de °C (Espectro 29, pag. 76), nota-se a auséncia do carbono
metinico aromatico da posicdo C-4, sendo observado o surgimento de um carbono
quaternario em o 96,24 ppm. Adicionalmente, observa-se o sinal em 6 52,80 ppm, que

corresponde ao carbono metilénico nesta posi¢do, além dos sinais em o 53,85 ppm, d

58,47 ppm e 6 66,70 ppm, que compreendem os carbonos do anel morfolinico. Além dos
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dados de massas (Espectro 30, pag. 77) m/z calculado para (C29H35sNO7): 509, massa
observada (C29H35sNO7 - 1H): 508.

Para o derivado dissubstituido 8b, em seu RMN de 'H (Espectro 31, pag. 79), os
hidrogénios aromaticos das posicdes C-4 e C-5 se encontram ausentes, ao passo que ¢
observado dois sinais simpletos em 6 3,91 ppm, posi¢ao C-4, além do sinal em 6 4.04
ppm, posi¢do C-5, cada um com integracdo para dois hidrogénios. Ainda, verificou-se os
sinais & 2,72 ppm e o 3,85 ppm, com integragdo para os oito hidrogénios do anel
morfolinico em C-4. Neste caso, observa-se, adicionalmente, os sinais em 6 2,72 ppm € 0
3,85 ppm, com integragdo também para oito hidrogénios, referentes ao sistema
morfolinico, presente em C-5 do niicleo xantdnico. No RMN de *C (Espectro 32, pag.
80) os carbonos do sistema aromatico agora ausentes, deram origem aos carbonos
quaterndrios com sinais em 6 96,18 ppm e 6 105,46 ppm, posigdes C-4 e C-5,
respectivamente. Além do sinal caracteristico, em 6 53,04 ppm, referente ao carbono
metilénico ligado a posigdo C-4; o sinal em 6 53,22 ppm, do CH> ligado a posi¢ao C-5;
além dos sinais em & 54,90 ppm e d 66,58 ppm, que compreendem os carbonos dos dois
anéis morfolinicos inseridos. Dados de massas (Espectro 33, pag. 81) m/z calculado para
(C34H44N203): 608, massa observada (C34H44N20g - 1H): 607. Assim, confirmou-se a

estrutura do derivado desejado.
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5.3.2 Sintese dos derivados tiomorfolinametil-a-mangostina (92a) e (9b)

(9b)

Condigdes reacionais: (a) Tiomorfolina (1.1 eqv.), formaldeido, EtOH, 60 °C, 2,5 h, 67%; (b)
Tiomorfolina (2.5 eqv.), formaldeido, EtOH, 60 °C, 2,5 h, 78%.

Esquema 34. Reagdo de Mannich sobre a-mangostina, sintese dos derivados (9a) e (9b).

Para a formacao dos derivados 9a e 9b, as condi¢des reacionais foram mantidas. A analise
do RMN de 'H do derivado 9a (Espectro 34, pag. 84), o hidrogénio aromatico da posigo
C-4 esta ausente, e observa-se o simpleto caracteristico em 6 3,97 ppm, com integragao
para dois hidrogénios, indicativo da reacdo de substituicdo bem-sucedida. No RMN de
13C (Espectro 35, pag. 85), o metino do sistema aromatico de C-4 esta ausente, com o
consequente surgimento do carbono quaternario, com sinal em 8 96,32 ppm. O carbono
metilénico inserido em C-4 aparece em 6 54,29 ppm. Dados para confirmagao da massa
(Espectro 36, pag. 85) m/z calculado para (Cx9oH3sNOegS): 525, massa observada
(C29H35NO6S - 1H): 524.

Para o composto dissubstituido 9b, no seu RMN de 'H (Espectro 37, pag. 87), observa-
se a auséncia dos hidrogénios aromaticos em ambas as posi¢oes, C-4 ¢ C-5, com o
surgimento dos sinais dos hidrogénios em o 3,90 ppm e & 4,04 ppm, relativos aos
metilenos, caracteristicos para essas substituicdes. Em seu RMN de '*C (Espectro 38,
pag. 88), nota-se a auséncia dos dois metinos aromaticos € o consequente aparecimento
dos carbonos quaternarios em & 96,23 ppm e 6 105,49 ppm, além dos metilenos em &
54,75 ppm e & 55,36 ppm. A observacdo destes sinais, de maneira comparativa com os

espectros de seu precursor, a xantona natural (2), a confirmag¢ao de seus dados de massas
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(Espectro 39, pag. 88) m/z calculado para (C3sH44N206S2): 640, massa observada
(C34H44N206S2 - 1H): 639, atestam a sintese desses derivados.

54 Planejamento da sintese dos derivados hibridos de a-mangostina, possuindo

os sistemas nitroimidazolicos e 1,2,3-triazolicos

A construcdo dos hibridos xantona-nitroimidazdis planejados nesse trabalho
ocorreu através da aplicagdo da estratégia de hibridagdo molecular, visto ser esta uma
técnica bastante empregada em quimica medicinal (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007). O
conhecimento dos alvos bioquimicos com os quais se pretende interagir, assim como o
conhecimento da fisiologia tanto do hospedeiro quanto do parasito, sdo essenciais para o
desenvolvimento de novos farmacos com agdo antiparasitaria seletiva, principalmente os
compostos da classe dos nitroaromaticos (BASTRAKOV & STAROSOTNIKOV, 2022).
Em um primeiro momento, foi inserido a estrutura da oa-mangostina o grupamento
farmacoforico do benznidazol, o anel 2-nitroimidazol. Os sistemas nitro-heterociclos sdao
capazes de atuarem promovendo a desestabiliza¢do no equilibrio redox das células do
parasito, que sdo normalmente mais sensiveis a esta intervencdo. A a¢do dos nitro-
heterociclicos ocorre mediada por sucessivas reducdes intracelulares, através da acdo da
enzima tripanotiona redutase, presente nos tripanosomatideos. Essa enzima ¢ capaz de
catalisar no meio intracelular nitro-redugdes, consequentemente gerando uma série de
espécies radicalares, mutagénicas e toxicas, havendo a formagdo de intermediarios que
ocasionam sérios danos ao DNA do parasito, desencadeando o processo apoptotico

(PATTERSON & WILLIE, 2014).

No caso do nitro-aromatico, benznidazol, apesar das controvérsias sobre seus
provaveis mecanismos de a¢do, sabe-se que sua acdo se da, principalmente, mediante a
formacgao e concentracdo de anions-radicais superoxido em concentracdes intracelulares
suficientementes para que o parasito possa realizar a detoxificagao (DOCAMPO, 1990).
O que justificaria a toxicidade seletiva do benznidazol, ¢ a transferéncia de elétron para o
grupo nitro-aril, que desproporciona, formando novamente um composto nitroimidazol e
um nitrosoimidazol, que por sua vez liga-se de modo irreversivel a enzima tripanotiona

redutase, sendo estd enzima fundamental para a viabilidade do 7. cruzi (MAYA et al,
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2003; MITSCHER et al., 2012). Pressupunha-se que a acdo téxica do farmaco se
processava por meio do grupamento nitroso, porém, os estudos realizados por Trochine e
colaboradores, evidenciou que os adutos podem ser gerados por meio de uma reacio de
substitui¢do eletrofilica aromatica na posi¢cdo 4 do anel imidazol (TROCHINE et al,
2014). Ja Patterson, propds um mecanismo de agdo para o benznidazol, no qual este ¢
convertido a uma N-aril-hidroxilamina e, em seguida, ha uma sequéncia de reagdes nao-
enzimaticas, que resultam na geragdo de um metabolito contendo uma por¢ao guanidina
e uma molécula de glioxal, que por sua vez apresenta propriedades citotoxicas que sao
também capazes de explicar a acdo tripanocida (Figura 28) (PATTERSON & WYLLIE,
2014 e TROCHINE et al, 2014). A andlise deste conjunto de informacgdes, e de tantas
outras ja disponiveis na literatura, remete a conclusdo de que o mecanismo de agao destes

derivados aromaticos nitrados deve se dar por uma combinag¢ao de fatores.
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Figura 28. Formacdo de metabdlitos nitroso e N-aril-hidroxilamina, que por agdo
enzimatica origina-se o composto reduzido 2-aminoimidazol ou hd formagdo do ion
nitrénio, que sofre di-hidroxilacdo levando a formacdo de um intermedidrio que
estabelece equilibrio gerando uma molécula de glioxal e um derivado guanidinico.
(Adaptado de SUETH-SANTIAGO et al., 2017).
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Em nosso grupo, o produto natural piperina, obtido a partir da extracao de Piper
nigrum, foi modificado com uso das estratégias de bioisosterismo e hibridagao molecular
por Franklim e colaboradores, o objetivo foi explorar a inser¢do do sistema azdlico a
estrutura da piperina natural obtendo derivados hibridos ativos frente a formas evolutivas
de T. cruzi. Os derivados sintetizados continham em suas estruturas o ntcleo 1,2,4-triazol-
3-tiona, grupo farmacofdrico presente na molécula do fArmaco protioconazol, disponivel
para tratar infec¢des flngicas, que tem seu mecanismo de agdo focado na inibigdo da
CYP51. Esta enzima, presente em todos os organismos vivos, em fungos e
tripanosomatideos ¢ responsavel pela conversao de lanosterol a ergosterol, que ¢ o lipideo
ndo saponificavel, presente na membrana celular destes microorganismos, e responsavel
pela manutengdo da permeabilidade e integridade da membrana celular (Figura 29)
(FRANKLIM et al., 2013). Compostos pertencentes a classe do azdis sdo inibidores
reconhecidos da enzima esterol 14a-desmetilase (CYP51), a qual tem relacdo direta na
formagao de ergosterol, esterdide que € essencial para a formacdo e manutengdo da
membrana celular do 7. cruzi. A inibi¢ao da biossintese do ergosterol acarreta acimulo
de precursores deste esterdide e impacta negativamente a integridade da membrana do
parasito, ha a formacao de lipideos toxicos, ocasionando sérios danos a membra celular.
A inibicdo da sintese de ergosterol se tornou, nos tltimos anos, uma via de intervengao
considerada bastante promissora para o desenvolvimento de farmacos com atividade
tripanocida. Além disso, esse alvo bioquimico ¢ bem especifico, uma vez que as células
do hospedeiro vertebrado sdo dependentes do colesterol, diferente do 7. cruzi, que é
sensivel a inibidores da biossintese de ergosterol, o que reflete em melhores indices de

seletividade para compostos dessa classe (URBINA, 2002).
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Figura 29. Formagao dos hibridos da piperina contendo o sistema 1,2,4-triazol (Adaptado

de FRANKLIM et al., 2013).

No trabalho realizado por Papadopoulou e colaboradores foi avaliado o potencial
de 13 derivados contendo o sistema 2-nitro-1,2,4-triazol frente ao 7. cruzi. Dentro da série
avaliada, todos foram de 2 a 56 vezes mais potentes do que o benznidazol sobre a forma
amastigota de 7. cruzi, em escala nanomolar, e com indice de seletividade IS > 200. Os
demostraram que aumentos na lipofilicidade (clogP) dentro da série promove aumento da
poténcia antichagésica e de toxicidade nas células hospedeiras L6, o que se observa para
compostos de mesma classe quimica (Figura 30). No caso, o composto sulfonamida 6 e
o derivado 2-aminobenzotiazol 10, foram os que apresentaram um potencial anti-7. cruzi
excepcional, com valores de ICso de 28 e 59 nM, respectivamente, e excelentes indices

de seletividade, SI >1700.
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Figura 30. Derivados contendo em suas estruturas o sistema 1,2,4-triazol ativos contra
amastigotas de 7. cruzi. (Adaptado de PAPADOPOULOU et al., 2013).

5.4.1 Sintese do intermediario 6-bromoetoxi-a-mangostina (10)

H3CO —
L *
HO () OH

N

1,2-dibromoetano

Condig¢des reacionais: (a) K.COs, KHCO3;, 60°C, 24h.

Br/\/Br (a)

Esquema 35. Formagao do intermedidrio 6-bromoetoxi-a-mangostina (10).

A introducao do nucleo nitroimidazoélico na estrutura da xantona natural, pode ser

feita de diferentes maneiras. Numa abordagem inicial, fez-se necessaria a funcionalizagao

adequada das hidroxilas fendlicas. Desta forma, a preparagao do intermediario 10, se deu

através da reagdo de substituicdo nucleofilica bimolecular do oxigénio da hidroxila

fendlica, em posi¢ao adjacente a metoxila, sobre o substrato 1,2-dibromoetano, sendo este
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alquilante escolhido, devido ao bromo ser um bom grupo abandonador, favorecendo
assim a reacdo SN». O espectro de 'H RMN de 10 apresentou um sinal tripleto em § 3,76
ppm, com constante de acoplamento J; 5,7 Hz e integragdo para 2H, corresponde aos
hidrogénios metilénicos ligados ao atomo de bromo. J4 o sinal em 6 4,41 ppm e constates
de J; 16,21 Hz, J> 6,01 Hz e integracao para 2H, ¢ referente aos hidrogénios ligados ao
atomo de oxigénio mais eletronegativo, por isso o maior deslocamento quimico, os
valores distintos das constantes J, pode ser compreendido devido a diferenga de ambientes
quimicos entre os hidrogénios nessa regido, proximos ao anel aromatico, havendo o
acoplamento com os hidrogénios vizinhos, além do acoplamento geminal, que podem ser
verificados no RMN de 'H (Espectro 40, pag. 91). Em seu RMN de *C (Espectro 41,
pag. 92), foi identificado para os sinais & 28,10 ppm e & 68,49 ppm, condizentes com os

carbonos metilénicos ligados aos 4&tomos de bromo e oxigénio, respectivamente.

5.4.2 Sintese do derivado a—magostina-6-etil-2-nitroimidazol (11)

10 2-nitroimidazol 1"

Condigdes reacionais: (a) TEA, DMF, 50°C, 24h, 79%.

Esquema 36. Sintese do derivado a-magostina-6-etil-2-nitroimidazol (11).

A reagdo entre o intermediario 10, obtido previamente, com o 2-nitroimidazol, em
meio de TEA e DMF, possibilitou a melhor solubilizagdo dos substratos, assim como a
abstracdo do préton do sistema imidazolico, que possui um hidrogénio com pKa = 8,72,
sendo um bom nucleéfilo para este tipo de reacdo. Com isso, o ataque nucleofilico ao
carbono ligado ao grupo bromoalquil ¢ favorecido, havendo liberagdo do bromo no meio
por ser um bom grupo de saida. Assim, a substituicao pretendida foi alcancada, com a

formacao do derivado 11.
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Através dos dados espectroscopicos foi possivel confirmar a estrutura do hibrido gerado.
No RMN de 'H (Espectro 42, pag. 94), os sinais que compreendem a regido caracteristica
de hidrogénios aromaticos, se encontram os deslocamentos para o sistema xantonico em
0 6,36 ppm e 6 7,08 ppm. Nota-se que no sinal em ¢ 7,08 ppm, hd um ligeiro aumento em
seu deslocamento, quando comparado ao seu precursor. Essa observagao ¢ justificavel, ja
que, ao inserir o substituinte nitroimidazolico, este exerce seu efeito indutivo de retirada
de densidade eletronica. Verificou-se ainda, a presenca de 2H aromaticos, com sinais em
6 7,21 ppm e & 7,73 ppm, correspondentes aos hidrogénios do grupamento
nitroimidazodlico que foi inserido. Também foi confirmada a presenca dos hidrogénios
metilénicos, com sinais em & 4,92 ppm, com maior deslocamento por estar ligado ao
sistema nitroimidazdlico; além do sinal em 6 4,55 ppm, atribuido ao metileno ligado ao
dtomo de oxigénio. No RMN de *C (Espectro 43, pag. 95), os carbonos -CH,- foram
detectados em deslocamentos quimicos em 6 48,63 e 67,42 ppm. O sinal em 6 67,42 ppm,
em campo mais baixo, se deve ao fato deste -CHz- estar ligado diretamente ao grupo
nitroimidazdlico. Adicionalmente, identificou-se dois sinais em em o 127,88 ppm ¢ o
128,59 ppm, referentes aos dois -CH- do sistema nitroimidazolico, e também o sinal para
o carbono quaternario deste sistema, em 6 144,88 ppm. Ainda foi confirmado seu dado
de massas (Espectro 44, pag. 95). Dados de massas (Espectro 44, pag. 95) m/z calculado
para (C20H31N30g): 549, massa observada (C29H31N3Os - 1H): 548. Desse modo, a

estrutura do derivado 11 foi confirmada.

5.4.3 Sintese do intermediario 3,6-bromoetoxi-a-mangostina (12)

H3;CO = a
LOLCCT - e
HO (6] OH

1,2-dibromoetano

N

Condig¢des reacionais: (a) KHCOs3;, DMF, 60°C, 24h, 81%.

Esquema 37. Preparacdo do intermediario 3,6-bis-bromoetoxi-o.-mangostina (12).
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A obten¢do do intermediario 12 foi possivel realizando o ajuste estequiométrico,
sendo utilizados 8 eqv. de 1,2-dibromoetano. Com isso, em presenca de 2 eqv. de KHCO:s,
os fenoxidos gerados a partir das hidroxilas fenolicas, exceto a que estd em ligacdo de
hidrogénio, puderam realizar o ataque nucleofilico, inserindo os dois grupamentos
bromoalquil na forma de éteres alquil-aromaticos. Assim, a reagdo em tela levou a
formagao do intermedidrio bis-alquilado 12.

No RMN de 'H para este intermediario (Espectro 45, pag. 98), os sinais em &
3,72 ppm, J; 6,15 Hz, com integragao para 2H, e o sinal em 6 4,38 ppm, J; 17,42 Hz, J>
6,11 Hz, com integragdo para 2H, somados aos sinais em ¢ 3,78 ppm, J; 5,83 Hz, com
integracdo para 2H, e o sinal em o 4,42 ppm, J; 17,42 Hz, J> 6,11 Hz, com integragao
para 2H, confirmam a presenca de todos os hidrogénios das duas pontes metilénicas entre
os anéis benzénicos e 0s dtomos de Bromo. J4 no RMN de '*C (Espectro 46, pag. 99),
os carbonos metilénicos foram detectados pelos sinais em 6 28,49 ppm ¢ 6 68,10 ppm,
para os dois -CHz- de um dos substituintes; ¢ os sinais em & 28,54 ppm ¢ d 68,34 ppm,
para o outro grupo bromoetiléter. Estes valores de deslocamento quimico foram coerentes
com dados da literatura, tornado possivel a confirmagao da estrutura do intermediario bis-

alquilado 12.

5.4.4 Sintese do derivado a—mangostina-3,6-O-etil-2-nitoimidazol (13)

O OH
H3CO Pz K\NH (a) N02 (0]
L0 Coow e O O
B B
r\/\o (o) O/\/ r NO, N\/\O
12 2-nitroimidazol

Condigoes reacionais: (a) TEA, DMF, 50°C, 24h, 83%.

Esquema 38. Sintese do derivado a-mangostina-3,6-O-bis-etil-2-nitroimidazol (13).

Na preparacdo do derivado 13, a TEA atua como base de Bronsted, abstraindo o
hidrogénio 4cido do sistema nitroimidazoélico, o nucledfilo formado realiza o ataque em

uma reagao tipo SN2 sobre o bis-eletrofilo 12, onde os atomos de bromo sao substituidos
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pela por¢ao nitroimidazolica, dando origem ao produto hibrido de interesse 13. As
substituigoes foram confirmadas através das analises de dados de RMN.

No RMN de 'H (Espectro 47, pag. 101), notam-se os sinais multipletos, referentes aos
hidrogénios dos carbonos das duas pontes metilénicas entre os nlicleos aromaticos, com
deslocamentos em o 4,49 ppm, 6 4,92 ppm e 6 4,97 ppm, e integracdo para os 8H. Foi
verificado também os hidrogénios aromaticos do sistema nitroimidazoélico, em & 7,19
ppm, o 7,22 ppm, além dos sinais em & 7,28 ppm e ¢ 7,38 ppm, cada um com integracao
para 1H, confirmando a inser¢do dos dois anéis heterociclicos. Observou-se no RMN de
13C (Espectro 48, pag. 102), os sinais para os quatro carbonos metilénicos -CHz- em &
49,24 ppm, 6 66,53 ppm, & 49,45 ppm e 6 67,02 ppm, presentes em cada ponte metilénica.
Além disso, verificou-se a presenca dos carbonos -CH- de aromatico das porgdes
nitroimidazolicas, com sinais identificados em o6 127,36 ppm, & 127,48 ppm, 6 128,48
ppm e & 128,56 ppm. Dados de massas (Espectro 49, pag. 102) m/z calculado para
(C34H36N6O10): 688, massa observada (Cs3sHzsNeO1o - 1H): 687. Dessa maneira foi

confirmada a estrutura do hibrido bis-2-nitroimidazol-o.-mangostina formado.

5.4.5 Sintese do intermediario metanossulfonato-etil-5-nitroimidazol (14)

NO, NO;
N/i\(, R (@ N/ig %0
7/ ~"0H I 7/ ~ 0" \
(@]
Cloreto
Metronidazol de 14

metanossulfonila

Condigdes reacionais: (a) EtOAc, TEA, t. a., 12h, 80%.

Esquema 39. Formacgao do intermedidrio metanossulfonato-etil-5-nitroimidazol (14).

Ap6s o isolamento do metronidazol e determinagdo de seu ponto de fusdo, sua
caracterizacao foi feita através dos dados de RMN (Espectro 50, pag. 105; Espectro 51,
pag. 105), que foram coerentes com os valores descritos na literatura (CROSSLAND &
SERVIS, 1970). A etapa seguinte foi a obtencao do intermediario 14, eletrofilo adequado

a etapa de O-alquilagdo, para formac¢do do hibrido planejado entre o metronidazol e a
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xantona natural a-mangostina. A estratégia de hibridacdo molecular do benznidazol com
a o.-mangostina se baseia em dados da literatura que demonstram que apesar do farmaco
apresentar reduzidas atividades in vitro e in vivo contra o T. cruzi, ele foi capaz de
melhorar o perfil de atividade do benznidazol, aumentando a poténcia de suas doses,
quando os dois farmacos foram administrados em terapias combinadas. Além disso,
estudos in vivo demonstraram que o metronidazol, mesmo em regime de monoterapia, foi
capaz de prolongar a meia-vida de animais infectados (SIMOES-SILVA et al., 2017).

Para a preparacao do intermediario eletrolitico (14), adequado a preparacao do hibrido
planejado, a hidroxila presente no grupamento ligado ao N-1 do nticleo imidazolico, foi
convertida em um melhor grupo de saida. Devido o acetato de etila promover uma boa
solubilizacdo do metronidazol, este solvente foi escolhido para a reag¢ao, sendo a mistura
reacional mantida sob condi¢des anidras, de modo a evitar que a 4gua pudesse interferir
na reagdo, hidrolisando o éster metanossulfonato formado. Por outro lado, a trietilamina
tem ainda a funcao de atuar como base para neutralizar o acido cloridrico formado durante
a reagdo, gerando o cloreto de trietilaminio, insoltivel, que precipita no meio. Ao fim da
reacao o intermediario 14 foi purificado e teve seu ponto de fusao determinado, sendo sua
caracterizacdo feita através de dados de RMN. No espectro de RMN 'H (Espectro 52,
pag. 107), observou-se um simpleto, com integragdo para 3H, em 6 2,47 ppm,
caracteristico de -CHj3 ligada ao anel imidazdlico. Foi observado um sinal simpleto, com
integragao para 3H em o 3,16 ppm, caracteristico de -CHj3 ligada ao 4&tomo de enxofre da
porcao mesilato. Além da observagdo da auséncia do sinal tripleto, referente ao
hidrogénio da hidroxila de 4lcool primario, presente no metronidazol. No espectro de
RMN BC (Espectro 53, pag. 108) observou-se um sinal em & 37,18 ppm, referente ao
carbono de metila -CHj3 ligada ao 4&tomo de enxofre, € o sinal em 6 14,49 ppm, respectivo

a -CH3 ligada ao anel imidazolico.
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5.4.6 Sintese do derivado hibrido a-mangostina-6-O-etil-5-nitroimidazol (15)

+ N/h( O\ O

O

- NN
CrLCL, e

HO O OH

14 15

—
S

-

N

Condig¢des reacionais: (a) KHCOs3;, DMF, 50°C, 24h, 77%.

Esquema 40. Sintese do derivado a-mangostina-6-O-etil-5-nitroimidazol (15).

Apds a obteng¢do do intermedidrio 14, quando este e o produto natural 2 sdao
colocados no meio reacional basico adequado, ocorre a abstragdo do proton de a-
mangostina 2, sendo o fenoxido correspondente capaz de atuar como nucleéfilo. A
capacidade nucleofilica adquirida, permite a a-mangostina realizar o ataque nucleofilico
sobre o carbono ligado ao grupo mesilato, ocorrendo entdo o consequente desligamento
deste grupo, seguido da insercdo do sistema 5-nitroimidazol, dando origem ao derivado
15.

Na caracterizagdo do hibrido 15, os sinais observados no RMN 'H (Espectro 54, pag.
110), sdo sinais caracteristicos para esse padrdo de substituicdo, com multiplicidade
triplete, em o 4,44 ppm, J 4,5 Hz, com integracao para 2H; e 6 4,84 ppm, J 4,5 Hz, com
integragdo para 2H, referentes aos hidrogénios da cadeia espagadora, a qual faz a conexao
entre o nicleo imidazdlico e a a-mangostina. Além disso, observa-se o sinal em ¢ 2,76
ppm, referente a metila -CH3, e o sinal de hidrogénio em & 8,03 ppm, sinais caracteristicos
do sistema 5-nitroimidazolico. No espectro de RMN *C (Espectro 55, pag. 111),
observa-se os deslocamentos quimicos em & 45,74 ppm e 6 67,28 ppm, que sao referentes
aos carbonos metilénicos da cadeia espacadora, além dos sinais em & 133,29 ppm,
referentes ao metino aromatico. Observa-se ainda os sinais a & 138,18 ppm e 6 152,07
ppm, atribuidos aos carbonos quaternarios e a metila -CHs em & 14,59 ppm, sendo estes
os sinais dos carbonos que compdem a por¢do S-nitroimidazélica. Dados de massas
(Espectro 56, pag. 111) m/z calculado para (Cs30H33N30s): 563, massa observada
(C30H33N305 + 1H): 564. Sendo assim, o derivado 15 foi devidamente caracterizado,

tendo sua estrutura confirmada.
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5.4.7 Sintese do derivado a-mangostina-3,6-O-bis-etil-5-nitroimidazol (16)

O OH & NO, O OH &
S0 UL S S o 0 SO0
HO 0 OH 7/ 7\/N\/\o 0 o/\/N\/)

NO,

2 14 16

Condig¢des reacionais: (a) K,COs3, DMF, 60°C, 24h, 94%.
Esquema 41. Sintese do derivado a-mangostina-3,6-O-bis-etil-5-nitroimidazol (16).

Seguindo o protocolo ajustado para a reagdo de substituicdo nucleofilica
bimolecular, estabelecido para a preparacdo do hibrido 15, apds o ajuste necessario na
estequiometria da reagdo, os fenoxidos obtidos na desprotonagdao das duas hidroxilas
fenolicas da a-mangostina realizaram o ataque nucleofilico sobre o carbono ligado ao
grupo metanosulfonato do eletrofilo 14. Assim, os dois substituintes foram ligados a
estrutura da a-mangostina, levando a formacao do derivado 16.

A confirmagdo da estrutura do novo hibrido se deu pela analise dos seus espectros de
RMN. Os sinais triplete no RMN 'H (Espectro 57, pag. 114), com deslocamentos em §
4,45 ppm, J 4,0 Hz, 2H e 6 4,45 ppm, J 4,0 Hz, 2H, sdo similares, por estarem em
ambientes quimicos semelhantes. J& para os sinais em 6 4,79 ppm, J 4,2 Hz, 2H; e 6 4,84
ppm, J 4,0 Hz, 2H, as diferencas de deslocamentos se justificam, em virtude da nuvem
eletronica do alceno do grupo prenila nessa regido exercer um efeito anisotropico,
blindando os hidrogénios dos metilenos proximos a ela. Todos esses sinais sdo referentes
a cadeia espacadora de 2 carbonos, totalizando assim 8 hidrogénios. Além desses sinais,
observam-se os hidrogénios das duas metilas -CH3s, em 6 2,59 ppm e 8 2,74 ppm; além
dos dois sinais para os hidrogénios aromaticos, em 6 8,00 ppm e 6 8,02 ppm, que sdao
referentes aos dois sistemas S-nitroimidazodlicos incorporados. No espectro de RMN *C
(Espectro 58, pag. 115), observa-se os sinais em 6 45,67 ppm, 6 45,75 ppm, 6 67,09 ppm
e 0 67,32 ppm, referentes aos carbonos metilénicos da cadeia espagadora.
Adicionalmente, observa-se os sinais em & 133,50 ppm, 6 133,65 ppm, devidos aos
carbonos metinicos de aromaticos. Adicionalmente, vé-se os sinais em 6 151,58 ppm, o

152,01 ppm, & 154,83 ppm e & 154,91 ppm, atribuidos aos carbonos quaternarios. Os
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sinais observados em 0 14,40 ppm e o6 14,64 ppm devem-se as duas metilas -CH3
presentes. Todos esses sinais sdo para os carbonos que compdem as duas porgdes 5-
nitroimidazdlicas, inseridas via reacdo de SN2. Dados de massas (Espectro 59, pag. 115)
m/z calculado para (C3sH40NeO10): 716, massa observada (C3sH40Ne¢O10+ 1H): 717. Com

esses dados, o derivado 16 teve sua estrutura confirmada.

5.4.8 Preparacio dos intermediarios azida (17) e (18)

=
SN (a) N/\\||\1
" TN,
02N 02N
17

azida-2-nitroimidazol

N02 NO

= 2
/\( O\\ 0 L /%(
NG N~ 57 NG

18

azida-5-nitroimidazol

Condigdes reacionais: (a) NaNsz, H O/THF (5:1), 60°C, 24h, 93% (17); 95% (18).

Esquema 42. Formacdo dos intermedidrios azida-2-nitroimidazol (17) e azida-5-

nitroimidazol (18).

As azidas nitroimidazolicas (17) e (18) foram sintetizadas com o intuito de
permitirem a preparacdo de hibridos onde estara inserido um conector (/inker) do tipo
1,2,3-triazol. Este nucleo heterociclico estd presente na estrutura de diversas moléculas
com potenciais atividades biolégicas, incluindo antiparasitarios (VALERIO et al., 2021;
GLANZMANN et al., 2021 ), e sua grande ocorréncia se deve a simplicidade e facilidade
da sua reacdo de preparacao, o que rendeu o Nobel de Quimica no ano de 2022 para o trio
de cientistas Barry Sharpless (Scripps Research, La Jolla, CA, EUA), Morten
Meldal (Universidade de Copenhagen, Copenhagen, Dinamarca), e Carolyn Bertozzi
(Universidade de Stanford, Stanford, CA, EUA).

(https://www.nobelprize.org/prizes/chemistry/ ). A partir da reagdo com azida de sddio
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em uma mistura de agua e THF, as azidas adequadamente funcionalizadas foram obtidas
como solidos de coloragdo alaranjada. Seus pontos de fusdo foram determinados e
comparados com valores descritos na literatura (AVULA et al., 2021). A construgdo
dessas azidas, 17 e 18, foi realizada via reacao de substui¢ao nucleofilica entre a azida de
sodio e o bromoetil-2-nitroimidazol ou metanossulfonato-5-nitroimidazol (Esquema 43).
O mecanismo proposto para a sintese das azidas 17 e 18 ocorre através de uma
substitui¢ao nucleofilica bimolecular SN, (SMITH & MARCH, 2019). A azida, atua
como um bom nucleéfilo, realiza o ataque sobre o carbono ligado ao bromo ou o carbono
do mesilato. A medida que a reacgdo transcorre, a ligagdo N-carbono vai se estabelecendo,
enquanto a ligagdo C-Br ou C-O-Mesilato vai se rompendo, de forma concertada. Assim,
devido ao bromo e o mesilato serem bons grupos de saida, estes sdo eliminados, dando

origem as respectivas azidas 17 e 18.

/7N B
Nﬁ,\/\ NG + gr N
>/ Br Nay~ >/ N,

02N 02N
Bromoetil-2-nitroimidazol 17
~ O\\S//O
N02 O/ \ NOZ
N - ﬁo\\ _0 N_\ + N&(
N\ N._ X .8~ N - J, NN~
oG o -
Metanossulfonato-5-nitroimidazol 18

Esquema 43. Mecanismo de formagao das azidas (17) e (18).

ApOs a obtencao das respectivas azidas 17 e 18, a etapa seguinte foi a produgao
dos intermedidrios a-mangostina-O-propargil mono e bis-alquilados, 19 e 20,
respectivamente. Estes sdo substratos para as reacdes do tipo CuAAC (do inlés: Copper-
catalysed azide—alkyne cycloaddition), que levardo a formagao dos hibridos da -

mangostina, contendo o sistema 1,2,3-triazol como conector.
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5.4.9 Sintese dos intermediarios a-mangostina-O-propargil (19) e (20)

HsCO O
HO

=
® L e -
OH

Brometo de propargila

N O

Condigdes reacionais: (a) K.COs, DMF, 60°C, 2h, 31-62%.

Esquema 44. Preparacio dos intermediarios a-mangostina mono e bis-O-propargil (19)

e (20).

Os compostos que contém em sua estrutura o grupo propargil sdo de grande
interesse, pois, apresentam uma gama de aplicagdes em sintese organica, como € o caso
das reagoes de cicloadi¢ao de azidas para obtengao de triazois. Moléculas que apresentam
a porcdo propargil em sua constitui¢do, configuram-se como valiosos precursores para a
sintese de heterociclos (HALDON et al., 2015), sendo a fragdio propargil reconhecida
como um grupo funcional muito importante em quimica medicinal. A reacdo de O-
alquilagdo de 2 ocorre devido a reatividade das hidroxilas fenolicas, que em presencga de
uma base adequada, carbonato de potassio em DMF, geram os respectivos fendxidos,
nucleodfilos adequados a reagdo SN»2. A reacdo de a-mangostina 2 com brometo de
propargil resultou na formag¢ao de uma mistura de intermediarios mono- e dipropargil 19
e 20, que foram devidamente isolados por cromatografia em coluna aberta, em
rendimentos de 31 e 62%, respectivamente.

No caso do intermediario 19, a presenga do grupamento propargil foi caracterizada
em seu RMN 'H (Espectro 60, pag. 119) por um dupleto em & 4,87 ppm, com uma
constante de acoplamento J 1,9 Hz, e integragdo para 2H. Foi observado um sinal de
deslocamento quimico em 2,63 ppm, com multiplicidade triplete, e constante J 2,0 Hz,
com integracdo para 1H, caracteristico do hidrogénio do alcino terminal. O maior
deslocamento para os protons com sinal em 6 4,87 ppm, pode ser explicado devido a estes
estarem ligados ao atomo de oxigénio eletronegativo e, ainda, por estarem em

proximidade ao sistema aromatico e sentirem o efeito anisotropico deste anel. No espectro
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de RMN 3C (Espectro 61, pag. 120), encontra-se os sinais tipicos do grupo propargil,
observados em & 56,40 ppm (-CHz-); 76,85 ppm carbono quaternario (C); e 77,23 ppm
(=CH), alcino terminal. Para o intermediario 20, foi identificada a presenca de dois grupos
propargil, em ambientes quimicos distintos. No espectro de RMN 'H (Espectro 62, pag.
122) observa-se o dupleto em 6 4,80 ppm, J 1,89 Hz, 2H e o sinal tripleto em o 2,60 ppm
J 2,05 Hz, 1H, sinais que acoplam entre si. J& na outra por¢ao alcino, observa-se o sinal
dupleto, em & 4,87 ppm, J 2,21 Hz, 2H e o sinal simpleto, em 6 2,63 ppm, 1H, ndo sendo
possivel identificar a constante J para esse sinal. No espectro de RMN '*C (Espectro 63,
pag. 123), os sinais observados para os grupamentos homologados a estrutura aparecem
em 6 56,21 ppm (-CH»-), 76,13 ppm (C), 77,24 ppm (=CH), atribuidos ao alcino terminal
e, para a outra por¢ao alcino, os sinais foram, 6 56,40 ppm (-CH>-), 76,87 ppm (C) e 77,24
ppm. Desse modo, as estruturas dos intermediarios 19 ¢ 20 foram devidamente

caracterizadas.

5.4.10 Sintese dos derivados a-mangostina-(1,2,3-triazol-2-nitroimidazol) e a-
mangostina-6-(1,2,3-triazol-5-nitroimidazol) via Cooper-Catalyzed Azide-Alkyne
Cycloaddition (CuAAC)

A reacdo de cicloadigdo 1,3-dipolar, comumente chamada de reacao Click, utiliza
um alcino terminal € um azido organico, sendo estes os substratos de partida. Ela também
ficou conhecida como cicliza¢do de Huisgen, que foi o primeiro pesquisador a entender
a relevancia deste tipo de reacdo, que da origem aos sistemas 1,2,3-triazéis ou 1,2,4-
triazois, dependendo da disposi¢ao dos nitrogénios (HUISGEN, R., 1963). Apesar dos
sistemas 1,2,4-triazois serem os mais estudados, nos ultimos anos os estudos envolvendo
os sistemas 1,2,3-triaz6is tem aumentado. O conceito de “Click Chemistry,” foi
introduzido por Sharpless e colaboradores em 2001, ap6s a descoberta do efeito do cobre
como catalisador, evidenciado por Meldal e Sharpless em 2002 (MELDAL &
SHARPLESS, 2002), que como j4 mencionado, dividem o prémio Nobel de Quimica de
2022 com a profa. Bertozzi da Universidade de Stanford. A reacdo CuAAC tem ganhado
notdrio destaque nos ultimos anos entre os cientistas de diferentes areas e, isto, se deve

ao fato da grande versatilidade de transformacdes, ndo sé apenas de condi¢des reacionais,
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como também devido as propriedades tunicas dos produtos de reagdo, contendo sistema
1,2,3-triazol, o que a torna uma metodologia sintética de extrema relevancia na quimica
contemporanea e, notadamente, para a quimica medicinal (JIANG et al., 2019; KAUR,

SAXENA & RISHI, 2021).

A reacdo de cicloadicdo catalisada por cobre(I) se apresenta como exemplo de
método sintético de excelentes beneficios, utilizando-se metais de transicdo em quimica
organica sintética. Em contrapartida, a cicloadi¢ao 1,3-dipolar de Huisgen de azidas
organicas e alcinos quando nao catalisada, ¢ uma reacao muito lenta, inclusive a altas
temperaturas, ocorre a formagdo de mistura equimolar de regioisdmeros de 1,2,3-triaz6is
1,4- e 1,5-dissubstituidos (Esquema 45-A) (HUISGEN, 1989; 1963). Porém, quando a
reacdo de cicloadi¢do ocorre em presenca de quantidades cataliticas de Cu(I), hd um
incremento substancial na velocidade da reacdo, a taxa de reagdo pode aumentar até 7
ordens de magnitude superior ao processo nao catalisado. Além disso, observa-se o
controle da regiosseletividade, com producdo apenas do isdmero 1,4-dissubstituido,

sendo o Unico produto formado (Esquema 45-B) (HIMO et al., 2005).

Esquema 45. Sintese de 1,2,3-triaz6is via cicloadi¢@o 1,3-dipolar entre azidas e alcinos
terminais (CuAAC).

As modificagdes quimicas que se utilizam desta estratégia tém como principais
vantagens serem de facil execuc¢ao; fazerem uso de nenhum solvente, ou usarem solventes
que sejam benignos; possuirem alta versatilidade sintética e elevada seletividade; além de
ndo haver necessidade do uso de grupos de prote¢do e desprotecdo nas reagdes.
Adicionalmente, as reagdes tendem a apresentar altos rendimentos e gerarem apenas

subprodutos inofensivos e de facil remocgao, visto serem reagdes que, em sua maioria,
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podem ser realizadas em meio aquoso (LUTZ, J. F. & ZARAFSHANI, Z., 2008). Logo,
a alta eficiéncia desta reagdo, as condigdes reacionais brandas, sua notdvel quimio- e
regiosseletividades, e sua excelente compatibilidade com diferentes grupos funcionais,
atualmente, tornou-a uma excelente alternativa para aplicagdes em reagdes bioortogonais
(ROBERT et al., 2021). Contudo, apesar da extrema importancia e aplicabilidade da
reagdo do tipo CuAAC, existe uma questdo relevante a ser considerada, principalmente
quando a reagdo ¢ utilizada para a preparagdo de moléculas com aplicagdo medicinal ou
na quimica de materiais para aplicacdes especiais, qual seja, a contaminagao por cobre, €
mesmo por outros metais de transi¢do, nos produtos obtidos, mesmo quando estes metais
sdo usados em quantidades cataliticas. Esta tem sido uma preocupacdo de varios
pesquisadores que trabalham nesta area. Vemos na literatura importantes discussdes sobre
o assunto, devido a sua relevancia (HEIN et al., 2008; MANDOLI, 2016; AFLAK et al .,
2022). Desta forma, essa questao da contaminagdo por cobre, no caso de moléculas para
aplicagdo medicinal, diverge de um dos aspectos relevantes, destacados na definigao feita
pelo Prof. Barry Sharpless (2001), para a reacdo click: o fato dela levar a obtencdo de
produtos em alta pureza, dispensando métodos cromatograficos de purificacdo. Nesse
sentido, principalmente no campo da chamada quimica bioortogonal, metodologias

envolvendo reacdes click livres de metais tém sido muito estudadas (WU et al., 2022)

Como ja comentado anteriormente, o nucleo 1,2,3-triazol consiste numa por¢ao
estrutural reconhecida por ser altamente privilegiado na area da quimica medicinal, e as
substancias que contém esse tipo de sistema sdo detentoras de um amplo espectro de
atividades bioldgicas e, por isso, alguns compostos com essas caracteristicas tém sido
aprovados como fdrmacos ou potenciais candidatos a estudos clinicos avancados. Na
Figura 31 estdo alguns dos candidatos e medicamentos ja aprovados, que contém a

porcao 1,2,3-triazol (OUYANG et al., 2018; JIANG et al., 2019).
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Figura 31. Farmacos aprovados e potenciais candidatos contendo em suas estruturas o

sistema 1,2,3-triazol.

Particularmente, os sistemas 1,2,3-triazol-1,4-substituidos desempenham
multiplos papéis como substincias bioativas, pois podem atuar como elemento
farmacoforico, participando da formagdo de ligacdes de hidrogénio ou interagdes
hidrofobicas, e sdo um importante arcabougo estrutural para estruturagdo e arranjo
molecular. Os 1,2,3-triazol-1,4-substituidos sdo capazes de promover a regulacdo de
outros elementos farmacoforicos, tornando possivel a manutencdo de uma conformacgao
ativa, também podem funcionar como grupo conector, realizando a conexdo entre
conjugados moleculares ou sondas, ou na estrutura de hibridos. Este potencial de
conjugac¢do, pode aumentar a absor¢do celular de pequenas moléculas e ainda permitir a
sua entrega, como foi verificado em 2014, quando uma série de hibridos foram
desenvolvidos, ligando covalentemente triterpenos-sapogeninas bioativas a peptideos
portadores do dominio de ligagdo a zona de hélice (HBD), por meio do uso da reacao

CuAAC (Figura 32). O efeito do triterpeno, ou dos componentes peptidicos, quando
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avaliados de maneira isolada contra a fusdo célula-célula mediada pelo HIV-1, ndo foram
eficazes. No entanto, quando os hibridos foram testados mostraram um efeito conjunto
muito mais efetivo e robusto, visto apresentarem propriedades farmacocinéticas

otimizadas (WANG et al., 2014).

Figura 32. Conjugacdo mediada, via reagdo Click, de uma sapogenina antiviral, ndo

especifica, com um inibidor de fusdo do HIV. (Adaptado de WANG et al., 2014).

Trazendo o enfoque para este trabalho, a diversidade estrutural da a-mangostina,
suas caracteristicas quimicas privilegiadas associada a uma abordagem sintética de facil
aplicag¢do, como a reacdo CuAAC, permitiu a inser¢cao sobre o produto natural tanto do
sistema 1,2,3-triazol, quanto das por¢des nitroimidazdlicas, gerando os hibridos
planejados em rendimentos adequados e de maneira satisfatoria, como serd discutido a

seguir.

5.4.11 Sintese do derivado a-mangostina-6-(1,2,3-triazol-2-nitroimidazol) (21)

O OH /ﬁ O OH

N
H3CO % \_N (a) H3CO =
I T oen T M T o )
OoN 2
o o OH = IN/YO 0 OH
/ S/N N=N
/
= 17
19 Azida-2-nitroimidazol 21

Condigdes reacionais: (a) C¢H7NaOs, CuSO4.5H,0, EtOH/H,0 (7:3), 40°C, 4h, 77%.

Esquema 46. Sintese do derivado a-mangostina-6-(1,2,3-triazol)-2-nitroimidazol (21).
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A sintese do derivado 21, ocorreu via reacao de ciloadicao entre azida e alcino
catalisada por cobre (CuAAC), entre o intermediario 19, contendo o alcino terminal e a
azida 17. Essa reagdo foi escolhida com base em alguns critérios essenciais, tais como:
sua taxa de conversdo é elevada, por um fator de 107, em relagdo ao processo térmico
(HIMO et al., 2005), o que permite seu emprego de forma rapida a temperatura ambiente
e/ou abaixo dela, o que permitiu ser realizada a 40°C. As propriedades estereoeletronicas
dos grupos ligados ao alcino ou a azida, ndo afetam significativamente o desempenho da
reagdo, at¢ mesmo quando sao utilizadas azidas primarias, secundarias e até terciarias,
com deficiéncia em elétrons ou ricas em elétrons, alifaticas, aromaticas e
heteroaromaticas podendo reagir bem com alcinos terminais contendo diferente grupos
substituintes. A reagdo pode ocorrer em diferentes solventes, desde solventes proticos a
aproticos, incluindo agua, além disso, ndo ha interferéncia por parte da maioria dos grupos
funcionais orgéanicos e inorganicos, assim, elimina-se o uso de grupos protetores, nesse
sentido, optou-se pela escolha da mistura de solventes EtOH/H>0, que além de manterem,
em nosso caso, o meio reacional homogéneo, sdo pouco toxicos e ambientalmente
amigéveis. Além do mais, essas condi¢cdes reacionais em que se processa, permitem o
total controle da regioselitividade (MELDAL & DINESS, 2020).

Ao se considerar os estados de oxidacdo do cobre (0, +1 e +2), o estado +1,
termodinamicamente, ¢ o menos estavel. O ion Cu(I) pode ser facilmente oxidado a
espécies cataliticas inativas de Cu(Il). Ao observar seu potencial padrao de 159mV,
Cu**/Cu’, este pode sofrer variagdes considerdveis, a depender do tipo de solvente e
ligantes coordenados ao cobre, e, esse fato, torna-se ainda mais complexo em meio
aquoso. Uma vez que, o Cu(Il) esteja presente em quantidades consideraveis para
promover o acoplamento de alcinos, seu efeito durante o processo pode gerar subprodutos
indesejados, dificultando a formacao do triazol. Entretanto, quando o Cu(I) ¢ usado em
quantidades cataliticas, de modo direto, isolado ou em conjunto com ligantes de amina, a
remogao de oxigénio torna-se necessaria. Sobretudo, quando no meio reacional ha
presenca de oxidantes brandos, a formag¢ao de intermediarios triazoil de cobre ¢ favoravel
e a formagao dos derivados ocorre em bons rendimentos. Neste sentido, o ascorbato usado
nas reagdes, atua com um redutor suave, sendo de fundamental importancia durante o
ciclo reacional catalitico. A introdu¢do deste agente redutor, feita por Fokin e
colaboradores (FINN & FOKIN, 2010), configurou-se como alternativa pratica as
condi¢cdes sem oxigénio. A combinagdo do ascorbato com um sal de cobre (II), como o

sulfato de cobre (II) pentahidratado, estavel ou acetato de cobre (II), tronou-se um método
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para a sintese de derivados 1,2,3-triaz6is amplamente utilizado. A agua ¢ capaz de
estabilizar de forma adequada os acetiletos de cobre (I) em seu estado reativo,
particularmente quando sao gerados in situ. Assim, a d4gua ¢ um solvente ideal sob essas
circunstancias. Sendo assim, a geragao de subprodutos ocasionada por reacdes oxidativas
secundarias mediadas por cobre ¢ restringida, pois qualquer espécie de dioxigénio
dissolvido ¢ prontamente reduzida. O emprego de ascorbato em meio aquoso fornece os
produtos desejados, em altos rendimentos e elevada pureza, ndo havendo a necessidade
de aditivos, ligantes ou métodos de protecao da mistura reacional de reagdes com o

oxigénio (ROSTOVTSEV et al., 2002; NEUMANN et al., 2019).

Durante o processo reacional, o catalisador de cobre envolvido na reagao, ¢ capaz
de alterar significativamente o modo de como a reagdo se processa, assim como o
resultado da reacdo, pois a mesma, pode transcorrer em uma sequéncia de etapas
discretas, que levam a formagdo de um intermedidrio ciclico de cobre-5-triazoil (I1I,
Esquema 47). A etapa crucial para constru¢ao da ligagdo C-N ocorre entre o carbono-f
nucleofilico de cobre (I), do tipo vinilideno, do acetileto de cobre(I), e o nitrogénio
terminal eletrofilico da azida organica, coordenada ao 4&tomo de cobre (II) (Esquema 47)

(HEIN & FOKIN, 2010).

Esquema 47. Representagcdo simplificada das etapas de formacao de ligagoes C—N na

reacdo de acetiletos de cobre(I) com azidas organicas.

Dessa forma, o derivado hibrido 21, planejado neste trabalho, foi construido, e
teve a sua caracteriza¢io realizada por meio dos espectros de RMN. Em seu RMN 'H
(Espectro 64, pag. 126), observa-se o sinal de deslocamento em & 5,26 ppm, com
integragdo para 2H, referente ao metileno -CHz- ligado ao oxigénio de sistema xantonico
e a porgao 1,2,3-triazoil. Os sinais verificados em 6 4,83 ppm e 4,93 ppm, com integracao
para 4H, correspondem a cadeia espacadora, que conecta a por¢do 1,2,3-triazoil e o

sistema 2-nitroimidazol. Além disso, foi identificado os hidrogénios desses sistemas
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aromaticos inseridos, com sinais em 7,64 ppm com integracao para 1H, sistema 1,2,3-
triazoil, ¢ os dois hidrogénios, em 6,79 ppm e 6,91 ppm, contidos na porgdo 2-
nitroimidazol. No espectro de RMN *C (Espectro 65, pag. 127), nota-se o sinal em d
62,14 ppm, atribuido ao carbono metilénico -CH»-, que por sua vez, trata-se de um sinal
de deslocamento quimico esperado e coerente, por este carbono estar ligado ao atomo de
oxigénio eletronegativo e ao sistema aromatico 1,2,3-triazol. Os sinais em 0 49,45 ppm e
0 49,76 ppm sdo sinais dos dois carbonos metilenos da cadeia espacadora. Foram
identificados também os carbonos -CH (metino), em ¢ 124,44 ppm; e em 6 154,93 ppm
o carbono quaternario do sistema 1,2,3-triazol. Para a por¢ao 2-nitroimidazol, observa-se
os sinais de seus dois carbonos -CH em & 126,63 ppm e & 128,50 ppm; e seu carbono
quaternario em o 143,59 ppm. Apos as andlises desses dados de RMN apresentados e os
dados de massas (Espectro 66, pag. 128) m/z calculado para (C32H34N¢Os): 630, massa
observada (C32H34N¢Osg + 1H): 631, assim, foi possivel a caracterizacdo inequivoca do
derivado hibrido formado.

A seguir, no (Esquema 48), se encontra o mecanismo da reacdo CuAAC para a
formagdo do derivado 21. Esse mecanismo foi utilizado como exemplificagdo e, que, se
aplica para os demais derivados da série, contendo os sistemas 1,2,3-triazol, ¢ as
respectivas por¢des 2-nitroimidazol e 5-nitroimidazol. Inicialmente, no mecanismo
proposto, o atomo de Cu(l) mononuclear estd intimamente envolvido na complexacao.
Na etapa inicial, (etapa a), ocorre a complexacao entre os elétrons w do alcino 19 com o
Cobre(I), com a consequente abstracdo do hidrogénio terminal do alcino 19, dando
origem ao acetileto de cobre, intermediario (I). Ao ocorrer essa complexagdo inicial, o
cobre ¢ capaz de diminuir o pKa do alcino terminal, tornando possivel que a
desprotonacao ocorra em meio aquoso. Logo, a azida 2-nitroimidazdlica, 17, ou azida 5-
nitroimidazdlica, 18, podem ser ativadas, quando ocorre a coordenagdo ao Cobre, ao
formar intermediario (IT) (etapa b). O atomo de Cobre, além de aumentar a proximidade
entre os reagentes, confere ao N terminal maior carater eletrofilico, ficando o carbono em
ligagdo ao oxigénio da tripla ligagdo mais nucleofilico. Esses fatores favorecem o ataque
do carbono sobre o nitrogénio, para formar o intermedidrio metalociclo (III) (etapa c¢),
sendo essa etapa determinante para defini¢do da regioespecificidade da reacdo. Em
seguida, ocorre a contragao do anel, levando a formacao da triazolila de Cobre (IV)
(etapa d). Finalmente, ocorre a protonacdo do intermediario triazoila (IV) e a

consequente formagdo do derivado hibrido 1,2,3-triazol 21, com a concomitante
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regeneragao do catalisador (etapa e), fechando assim o ciclo catalitico (HEIN & FOKIN,
2010).

Posteriormente, estudos subsequentes, demonstraram que o mecanismo envolvido
nesta rea¢ao era bem mais complexo e sugeriram a participagdo de complexos de Cu(I)
dinucleares apds analises de experimentos cinéticos (RODIONOV et al., 2005) e
computacionais (HIMO et al, 2005; AHLQUIST & FOKIN 2007). Os estudos publicados
por Fokins e colaboradores, os quais evidenciaram que o complexo de acetileto de Cu
dinuclear (II) trata-se da espécie catalitica ativa e descrevem o mecanismo reacional
baseado nos complexos dinucleares (WORRELL et al., 2013) (Esquema 48-B). No
mecanismo do esquema apresentado a seguir, o intermediario (I) se complexa com um
outro ion de Cu® seguida da desprotonagio do mesmo (etapa a), desse modo, ocorre a
formag¢do do acetileto de Cu dinuclear (II). Na proxima etapa (etapa b), o nitrogénio
nucleofilico se complexa com o Cu® e o carbono da tripla ligacdo realiza o ataque ao
nitrogénio eletrofilico, formando assim o intermediario dinuclear (III). Em seguida,
ocorre a contragao de anel, levando a formagao do intermediario triazoila de cobre (IV),
com a concomitante protonacdo do intermedidrio triazoila de cobre dando origem ao

derivado hibrido 1,2,3-triazol de a-mangostina 21 (Esquema 48).
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Esquema 48. A - Mecanismo de formacao do sistema 1,2,3-triazol via CuAAC, baseado
no envolvimento de complexos de Cu(I) mononuclear. (Adaptado de HEIN & FOKIN,
2010). B - Mecanismo da reagdo CuAAC baseado nos complexos dinucleares (Adaptado

de WORRELL et al., 2013.
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5.4.12 Sintese do derivado a-mangostina-3,6-bis-(1,2,3-triazol-2-nitroimidazol) (22)

20 Azida-2-nitroimidazol 22
Condigdes reacionais: (a) C¢H7NaOs, CuSO4.5H,0, EtOH/H,0 (7:3), 40°C, 4h, 83%.

Esquema 49. Sintese do hibrido a-mangostina-3,6-(1,2,3-triazol-2-nitroimidazol) (22).

Para a caracterizacdo do hibrido 22, observou-se os seguintes sinais no RMN 'H
(Espectro 67, pag. 131): o sinal simpleto tipico, com deslocamento em & 5,33 ppm, 2H,
que sdo os protons metileno de -CHz- entre o oxigénio do nicleo xanténico e a por¢do
1,2,3-triazoil; sinais multipletos em & 4,89 — 4,92 ppm, com integragdo para 4H, que sdo
hidrogénios referentes a cadeia espacadora que conecta a por¢ao 1,2,3-triazoil e o sistema
2-nitroimidazol. Adicionalmente, observou-se ainda os hidrogénios pertencentes aos dois
sistemas aromaticos, com sinais em 6,58 ppm para 1H, referente ao nucleo 1,2,3-triazoil,
além dos hidrogénios em 6,91 ppm e 7,60 ppm, sendo estes da por¢ao 2-nitroimidazol. Ja
no espectro de RMN *C (Espectro 68, pag. 132), nota-se o sinal caracteristico em o
49,60 ppm, devido ao carbono metilénico -CH>-. Os sinais em 6 49,81 ¢ 6 62,13 ppm,
foram atribuidos aos carbonos metilénicos da cadeia espagadora. Sinais para o metino -
CH, em & 124,18 ppm, e em 6 143,44 ppm o sinal referente ao carbono quaternério do
sistema 1,2,3-triazolico. Para a por¢do 2-nitroimidazol, os sinais para os dois -CH
aparecem juntos em o 126,69 ppm; e em o 144,20 ppm, o carbono quaternario. Para a
outra por¢do presente na estrutura do hibrido os sinais foram: RMN 'H (Espectro 67,
pag. 131): o sinal simpleto em 6 5,31 ppm, com integracdo para 2H, devido aos prétons
metilénicos -CH»- entre o oxigénio do nicleo xantonico e a por¢do 1,2,3-triazoil, sinais
multipletos entre 6 4,99 — 5,02 ppm, com integragdo para 4H, atribuidos aos hidrogénios
da cadeia espacadora, que faz a conexdo entre os sistemas 1,2,3-triazoil e o nucleo 2-
nitroimidazol. Sinais para os hidrogénios dos sistemas aromaticos, com sinais em 6,61
ppm para 1H, sistema 1,2,3-triazoil; e os hidrogénios em 6,92 ppm e 7,67 ppm, estes dois

ultimos sinais referentes a por¢ao 2-nitroimidazol. No RMN *C (Espectro 68, pag. 132),
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verificou-se o sinal para o metileno -CH>-, em 6 49,64 ppm, além dos sinais em 6 49,81
ppm e 6 62,23 ppm, referentes aos carbonos da cadeia espacadora. Além disso, observou-
se os sinais para o carbono -CH, em 6 124,50 ppm; e em & 143,44 ppm o sinal para o
carbono quaternario (C) do sistema 1,2,3-triazol, e os sinais para os dois carbonos -CH
em O 128,82 ppm e & 144,20 ppm, dos carbonos quaternarios para a por¢ao 2-
nitroimidazol. Através da analise destes dados, assim como os dados de massas (Espectro
69; pag. 132) m/z calculado para (C40H42N12010): 850, massa observada (C4H42N12010
+ 1H): 851, foi possivel realizar a caracterizagdao do derivado 22, hibrido planejado entre

a a-mangostina ¢ o farmacoforo 2-nitroimidazol.

5.4.13 Sintese do derivado a-mangostina-6-(1,2,3-triazol-5-nitroimidazol) (23)

\ O OH
O OH NO, H;CO _
I SRS o6 &
BN N\/\ S
T Ns = IN/\ﬁO ° OH
s o OH NN N=N
18
1 Azida-5-nitroimidazol 23

Condigdes reacionais: (a) CéH7NaOg, CuSO4.5H>O, EtOH/H>0 (7:3), t. a., 24h, 85%.

Esquema 50. Sintese do hibrido a-mangostina-6-(1,2,3-triazol-5-nitroimidazol) (23).

A mesma metodologia sintética mencionada para os hibridos anteriores foi
aplicada para a obtencdo do derivado contendo a porc¢do 2-metil-5-nitroimidazol 23,
proveniente do farmaco metronidazol. Para a sua elucidagdo estrutural, foram analisados
os principais sinais de deslocamentos quimicos nos espectros d¢ RMN. No RMN 'H
(Espectro 70, pag. 135), observa-se a presenc¢a do sinal caracteristico, com deslocamento
em o 5,34 ppm e integracao para 2H, sendo este atribuido aos protons do metileno -CH»-
ligado ao 4tomo de oxigénio e ao grupo substituinte que foi inserido ao precursor. O sinal
em 0 7,95 ppm, com integragdo para 1H, trata-se do hidrogénio aromatico da porg¢ao
1,2,3-triazol. Também foram notados os dois sinais dos hidrogénios dos metilenos do
grupo espacador -CH>-CHaz-, em 6 4,69 ppm e 4,87 ppm, com integragdo para 4H.

Adicionalmente, observa-se os sinais caracteristicos para os hidrogénios da por¢do 5-
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nitroimidazol, em 6 8,17 ppm, 1H, para o hidrogénio aromatico, além do sinal dos
hidrogénios da metila ligada na posi¢ao 2 do anel, em 6 2,50 ppm, 3H. Para o fechamento
da caracterizagdo, no espectro de RMN *C (Espectro 71, pag. 136), observou-se o sinal
do carbono metileno -CH»-, em 6 61,84 ppm. Este carbono se encontra ligado ao oxigénio
e ao sistema 1,2,3-triazol. Os sinais em 6 46,40 ppm ¢ 6 49,03 ppm, foram atribuidos aos
dois carbonos metilenos -CH>- da cadeia espacadora. Foram observados ainda os
carbonos -CH, em & 125,97 ppm e em & 142,32 ppm, devidos aos carbonos (C)
quaternarios da porcao 1,2,3-triazol. Os carbonos que compode a por¢do S-nitroimidazol,
foram atribuidos aos sinais em 6 133,26 ppm, referente ao metino -CH; os sinais dos dois
carbonos quaternarios, em & 151,27 ppm e & 156,50 ppm; além do sinal em & 12,72 ppm
referente a metila -CH3, substituinte da posi¢do 2 do anel heterociclico. Dados de
confirmac¢do de massas (Espectro 72, pag. 136) m/z calculado para (C33H36NeOg): 644,
massa observada (C33H3sNsOsg + 1H): 645. Assim, a estrutura molecular deste derivado

foi devidamente confirmada.

5.4.14 Sintese do derivado a-mangostina-3,6-(1,2,3-triazol-5-nitroimidazol) (24)

NO,
H3CO = @
¥ N\ N\/\
N
= o o 0 7/ N
18
20 Azida-5-nitroimidazol

Condigdes reacionais: (a) CéH7NaOg, CuSO4.5H>O, EtOH/H>0 (7:3), t. a., 24h, 86%.

Esquema 51. Sintese do hibrido a-mangostina-3,6-bis-(1,2,3-triazol-5-nitroimidazol)

24).

A elucidagdo estrutural do derivado hibrido 24, foi confirmada por seus dados de
RMN. Destaca-se, em seu RMN 'H (Espectro 73, pag. 139), o sinal em & 5,38 ppm, com
integragdo para 2H, referente aos prétons do metileno -CH>- ligado ao 4tomo de oxigénio
fenodlico e ao anel triazolico. O sinal observado em 6 8,00 ppm, com integracao para 1H,

foi atribuido ao hidrogénio aromatico -CH-, presente no conector 1,2,3-triazol. Notou-se
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os sinais para os hidrogénios do grupo espacador, os quatro protons do metileno -CHa-,
em 0 4,71 ppm, 4H. Observou-se o sinal para o hidrogénio da por¢ao 5-nitroimidazol, em
0 8,19 ppm, 1H, e o sinal dos hidrogénios da metila em d 1,59 ppm, 3H. No espectro de
RMN BC (Espectro 74, pag. 140), o sinal referente ao carbono metilénico -CH»- em o
61,89 ppm, sendo este o carbono ligado ao oxigénio fenolico e ao sistema 1,2,3-triazol.
Observa-se ainda os sinais em & 46,32 ppm e & 48,93 ppm, para os dois carbonos
metilenos -CH>- da cadeia espagadora. Foram também observados, os carbono -CH em o
125,67 ppm, e em 6 142,50 ppm, carbono (C) quaternario, ambos da por¢ao 1,2,3-triazol.
Os carbonos para por¢ao 5-nitroimidazol, foram observados em 6 133,265ppm -CH, além
dos sinais dos carbonos quaternarios, em & 142,50 ppm e 0 154,76 ppm, e o sinal em o
12,74 ppm para a metila -CHs. Para o outro grupamento, que inserido na outra posi¢ao da
molécula, os sinais observaveis foram: RMN 'H (Espectro 73, pag. 139), sinal em § 5,31
ppm, com integragdo para 2H, referente aos protons do metileno -CHz- em ligagdo ao
atomo de oxigénio e ao grupo substituinte. O sinal de hidrogénio aromatico em 6 7,98
ppm, integragdo par 1H, além dos sinais para os hidrogénios do grupo espagador, os
quatro hidrogénios do metileno -CHz-, em 6 4,88 ppm. O sinal para o hidrogénio da
porcdo S-nitroimidazol, em & 8,15 ppm, 1H, e o sinal dos hidrogénios da metila, em o
1,61 ppm, com integracdo para 3H. No espectro de RMN *C (Espectro 74, pag. 140),
observou-se o sinal do carbono metilénico -CH>-, em 6 61,86 ppm, referente ao carbono
ligado ao oxigénio fenoélico e ao sistema 1,2,3-triazol. Observa-se ainda os sinais, em o
46,34 ppm e 6 48,95 ppm, para os dois carbonos metilenos -CHz- da cadeia espacadora.
Os sinais em 6 125,92 ppm e em o 142,20 ppm, sdo referentes aos carbonos carbono -CH
e (C) da porgao 1,2,3-triazol. Os carbonos presentes na por¢do S-nitroimidazol,
apresentaram sinais em 6 133,29 ppm -CH, os sinais dos carbonos quaternarios em o
142,20 ppm e 6 154,63 ppm, além do sinal em 6 12,67 ppm, referente a metila -CHs. Com
a verificagdo desses principais sinais de deslocamentos quimicos, e seus dados de massas
(Espectro 75, pag. 140) m/z calculado para (Cs2H46N12010): 878, massa observada
(C42Ha6N 12010 + 1H): 879, foi possivel a caracterizagdo do hibrido 24. Todos os sinais
apresentaram multiplicidades simpleto. Todos os espectros foram analisados e

comparados com o espectro simulado pelo programa ACD Labs 6.0.
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5.5 Atividade biologica anti-T. cruzi

No estudo de atividade contra o Trypanosoma cruzi, foi utilizada a cepa (Tulahuen
C2C4 LacZ), a qual foi transfectada para conter o gene de E. coli, que € responsavel por
expressar a enzima f-galactosidase. A estratégia de utilizacao desta cepa, se deve ao fato
de que a f-galactosidase se encontra apenas nas células do 7. cruzi e ndo nas células
hospedeiras, sendo assim possivel a quantificagdo indireta do parasito mediante a
hidrélise enzimatica do reagente CPRG. Dessa maneira, a quantificagdo da viabilidade
do parasito pode ser feita através do método colorimétrico, ainda que o mesmo se encontre
no interior das células de seu hospedeiro (BUCKNER et al., 1996). Desta forma, torna-
se possivel a quantificagdo indireta de amastigotas intracelulares, sem a interferéncia das
células hospedeiras vidveis. Como a forma amastigota ¢ a forma evolutiva do parasita de
maior importancia clinica, esta metodologia constitui-se numa importante ferramenta

para a avaliagdo de moléculas, num ensaio de grande vazao.

Para a determinagdo da atividade dos derivados diretos e dos hibridos de -
mangostina, as células hospedeiras utilizadas foi a LLC-MK2. As células foram
infectadas com as formas tripomastigotas 7. cruzi (Tulahuen C2C4 LacZ), e foram
incubadas em estufa a 37°C e 5% CO2, e ap6s o periodo de 24h os parasitos ndo
internalizados foram removidos. Logo, realizou-se o tratamento com os compostos e,
entdo, o tratamento foi incubado por 120h a 37°C e 5% COs. A viabilidade do parasito
foi determinada por meio da hidrélise enzimatica do CPRG (BUCKNER et al., 1996). Na
avaliacdo da citotoxicidade dos compostos sobre as células LLC-MK2, sem estarem
infectadas, as condi¢des de tratamento foram as mesmas, no caso das células, o reagente
colorimétrico usado foi o sal de MTT, que ¢ capaz de avaliar a atividade mitocondrial de

células vidveis (KUMAR et al., 2018).

5.5.1 Atividade dos derivados diretos de a-mangostina contra o T. cruzi

Na Tabela 29, encontram-se os resultados obtidos na avaliagao do produto natural

e dos derivados diretos de a-mangostina 2 frente a amastigotas de 7. cruzi. Para o
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derivado 3, onde foi realizada a reducao das prenilas, em relacao a atividade em formas
amastigotas, houve reducao na a¢ao e, isto, ocorre quando se avalia o perfil de atividade
final que, levando-se em consideracdo o indice de seletividade observado, a eficicia da
acdo ¢ diminuida. Essa observacdo, indica que a manuteng¢do das duplas ligacdes nas
prenilas sdao de algum modo importantes para a atividade, pois a redugdo das prenilas ao
ocasionar diminuicao da lipofelicidade, pode acarretar em perda de interagdes de carater
hidrofébico fundamentais para uma boa atividade. No caso dos derivados O-metilados
(4a e 4b), vemos uma variagdo importante de atividade. Para derivado 4a, no qual as duas
hidroxilas fenolicas foram substituidas, foi observada a perda total de atividade
tripanocida, evidenciando a importancia do fenol livre para a atividade estudada. Em
contrapartida, e de forma complementar, o derivado 4b, onde houve a substituicdo de
apenas uma das hidroxilas fendlicas, ou seja, aquela com menor valor de pKa, observa-
se a manuten¢do da atividade tripanocida e, adicionalmente, a elevagdo o indice de
seletividade, que passou de IS= 4,3 para o produto natural, para IS= 7,5, ou seja, um
incremento consideravel no perfil de atividade biologica. Essas evidéncias demonstram
que a posicao em que o substituinte ¢ alocado, assim como a posi¢do onde a hidroxila
fenolica se encontra, sdo fatores essenciais para o efeito tripanocida desejado e para a
reducdo dos efeitos citotoxicos frente a célula hospedeira. Quanto aos derivados de
ciclizacao da prenila presente no anel A da xantona natural, os derivados tetraciclicos 5 e
6, observamos para o composto ciclico 5, onde o anel formado ¢ totalmente saturado, uma
diminui¢do na atividade tripanocida, quando comparado ao seu analogo insaturado, o
derivado 6. Esta observacao aponta que mesmo nos derivados de ciclizagdo, a presenca
da dupla ligacao se faz importante, talvez por implementar uma rigidez adicional nesta
porcdo da molécula, no anel recém homologado a estrutura, facilitando assim algum tipo
de interag@o adicional com um biorreceptor hipotético. No caso do composto 7a, produto
parcialmente acetilado, onde a hidroxila fendlica que se encontra em ligagao de
hidrogénio com a carbonila permanece livre, observa-se uma reducao de atividade. Por
outro lado, o derivado 7b peracetilado, em que todas as hidroxilas foram substituidas por
grupamentos acetatos, observa-se o ressurgimento da atividade. E bem possivel que, a
presenca desses grupos possa favorecer parametros fisico-quimicos que irdo influenciar
no perfil de citotoxicidade. E sabido, como ja discutido anteriormente, que polifendis
acetilados podem funcionar como pro-farmacos dos precursores com as hidroxilas
fendlicas livres (MUNIN & EDWARDS-LEVY, 2011), de forma que a presenca dos

grupos acetil favorecem a permeagao da molécula através das membranas celulares, tanto
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da célula hospedeira, quanto do parasita, sendo entdo o polifenol livre liberado no
ambiente intracelular, devido a conhecida labilidade da funcdo éster, tanto do ponto de
vista quimico quanto enzimatico (WU, 2009; AHMED et al., 2016). Desse modo, o tipo
de substituintes, suas caracteristicas estruturais, a manutencao de grupos ou por¢des na
estrutura do composto natural de origem, podem, de algum modo, influenciar
significativamente a atividade. Deve-se também levar em consideracao que a modulacao
de parametros que estdo diretamente relacionados aos modos de interagdes com alvos
possiveis moleculares, devem ser avaliados e ajustados, mediante as modificagcdes
estruturais realizadas e, assim, tornar possivel o desenvolvimento ¢ melhoramento do
perfil de atividade. Portanto, o conhecimento dessas informagdes, como a determinagao
dos principais alvos para serem estudados, nos fornecerdo subsidios fundamentais para

planejamentos de modificacdes estruturais futuras (DHARMARATNE et al., 2013).

Tabela 29. Atividades dos derivados (3 — 7b) de a.-mangostina 2 contra amastigotas de
T. cruzi, e suas respectivas citotoxicidades frente a célula hospedeira LLC-MK2.

Compostos T. cruzi (amastigotas) LLC-MK2 Indice de
ICso (nM) ICso (nM) Seletividade

2 3.40+0,3 145+15 43
3 280+1,5 10,0+ 0,2 3,57
4a >50 >50 -
4b 310+1,2 23,1+13 75
5 11.5+0,5 213+1,7 1,85
6 7,01 £1,8 16,8 £5,4 2,4
Ta 52,4+0,5 >100 >1,90
Tb 2,65+0,9 11,00 £ 0,7 4,16

Bnz* 1,30 £ 0,2 >50 >38,7

*Farmaco de referéncia benznidazol.

Para os ensaios de atividade tripanocida dos derivados de a-mangostina, obtidos
via reacdo de Mannich (Tabela 30), os ensaios foram realizados na concentragao inicial
de 100 puM. Os dados descritos sdo de percentual de viabilidade celular, em fun¢do do
controle ndo tratado. Como pode ser observado, no caso dos derivados mono-substituidos
em posicdo C-4 do sistema xantdnico, o derivado 8a, que contém a por¢do morfolina,
assim como o produto 9a, contendo a porc¢do tiomorfolina, nota-se um perfil citotoxico
bastante agudo, afetando tanto as células hospedeiras (LLC-MK2) quanto os parasitos.
Cabe ressaltar, que o derivado 8a ainda foi avaliado na concentracao de 50uM, e a toxidez

ainda se manteve elevada. Por outro lado, para os seus andlogos 8b e 9b, que sdo os
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respectivos produtos de bis-substituicdes em posi¢des C-4 e C-5 do nucleo xantonico,
observa-se um efeito de atividade mais direcionados ao 7. cruzi, mas ainda sutil. Essas
observagdes apontam para o fato de que, apesar dessas condi¢des dos produtos testados,
quando substituidos nessas duas posicoes levarem ao surgimento de atividade
tripanocida, o efeito citotoxico ¢ também muito elevado. Contudo, a analise detalhada
desses efeitos demonstra que grupos substituintes com caracteristicas quimicas diferentes
poderiam ser alocados nessas regides e, desse modo, tornando possivel a realizagdo de
um estudo mais aprofundado, direcionado a relagdo estrutura atividade e, assim, tracar
um perfil de atividade mais completo e direcionado. Mas, devido aos resultados obtidos
com os derivados de Mannich, esta série de derivados, por hora, ndo foi explorada de

maneira mais aprofundada.

Tabela 30. Viabilidade percentual dos derivados (8a - 9b) de a-mangostina 2, relativo
ao controle nao tratado.

Compostos T. cruzi (amastigotas) LLC-MK2
8a 2,0% = 1,0% 4,0% + 1,0%
8b 79,5% =+ 3,3% 86,9% + 1,0%
9a 15,6% + 1,2% 1,1% + 0,4%
9b 32,0% =+ 1,3 35,0% + 12,8%

5.5.2 Atividade dos derivados hibridos de a-mangostina contra o T. cruzi

A seguir, encontram-se os resultados para os derivados hibridos contendo as
porcdes 2-nitroimidazol e 5-nitroimidazol, além dos hibridos que possuem o sistema
1,2,3-triazol, compreendendo tanto os produtos de mono-substituicdo quanto os bis-

substituidos, testados a concentracdo de S0uM a 0,4uM (Figura 33 e Figura 34).
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Figura 33. Grafico de viabilidade percentual média (n = 3) apds o tratamento com -

mangostina (Mgt) e hibridos mono-substituidos. Viabilidade de amastigotas de 7. cruzi

(Tulahuen C2C4 LacZ) (barras s6lidas), determinada pela clivagem enzimatica de CPRG.

Viabilidade de células hospedeiras LLC-MK2 (barras quadriculadas), determinada pelo
método MTT. * =P <0,05.
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Figura 34. Grafico de viabilidade percentual média (n = 3) apds o tratamento com o.-

mangostina (Mgt) e hibridos bis-substituidos. Viabilidade de amastigotas de 7. cruzi

(Tulahuen C2C4 LacZ) (barras solidas), determinada pela clivagem enzimatica de CPRG.

Viabilidade de células hospedeiras LLC-MK2 (barras quadriculadas), determinada pelo
método MTT. * =P <0,05.
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Tabela 31. Valores médios com desvios padrao de viabilidade celular, apds o tratamento
a 10uM com hibridos mono-substituidos (11, 15, 21, 23) e bis-substituidos (13, 16, 22,
24) relativa aos controles ndo-tratados de amastigotas de 7. cruzi e de células LLC-MK2.

Compostos T. cruzi (amastigotas) LLC-MK2
Média® £ o° Média® £ o°

Mgt 0,6+0,2 69,9 £ 3.9
11° 33+3,6 91,1 0,8
15" 5613 96,8 £1,9
21° 54412 91,6 3,5
23* 6,4+ 1,0 94,3 + 4.4
13 87.7+4,5 103,4+3,7
16 98,2 + 4,1 98,8 +3,7
22 88,4 +7,5 102,1 + 4,0
24 96,4 + 3,7 99,6 + 4.4
Bnz** 2,1+0,2 93,6 7,7

* Valores percentuais médios de trés experimentos independentes;
b ¢ = desvio padrio.

"Derivados com perfil de citotoxicidade promissora

“Farmaco de referéncia benznidazol.

Analisando os resultados mostrado nos graficos (Figura 33 e Figura 34) e na
(Tabela 31), vemos que na concentragcdo de 10uM os derivados bis-substituidos, quando
comparados ao seu precursor, assim como ao farmaco de referéncia, ndo se mostraram
efetivos em nenhuma concentragdo testada. Nesse contexto, ao se considerar a regra de
Lipinsk, que estabelece que a ma absorcao ou permeacao ¢ mais provavel quando se tem
mais de 5 doadores de ligacdes de H, mais de 10 aceptores de ligagcdes de H, coeficiente
de parti¢do (clog P) maior que 5 e peso molecular superior a 500. Tal regra, torna possivel
determinar se uma dada substancia biologicamente ativa pode apresentar propriedades
fisico-quimicas de biodisponibilidade adequadas e, a violacdo de dois ou mais destes
principios, prevé-se uma molécula com propriedades farmacocinéticas nao apreciavel.
Cabe ressaltar que, quando a regra dos 5 foi desenvolvida, o conhecimento e a
compreensdo sobre transportadores de farmacos e demais xenobidticos eram limitados.
Desse modo, a regra vale especificamente para compostos que ndo sao substratos para
transportadores ativos (LIPINSKI et al., 2001).

Utilizando a regra de Lipinsk de modo preliminar, ao se considerar os pesos

moleculares dos derivados bis-substituidos (13, 16, 22, 24), variando de 688 a 878 g/mol,
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¢ possivel, em um primeiro momento de avalia¢ao, que o elevado peso dessas moléculas
seja prejudicial para a atividade bioldgica pretendida. Esse fator, nesse caso, pode ser
determinante para a permeabilidade desses compostos, o que pode estar impactando
negativamente no perfil citotoxico, para real confirmagao da inatividade dessas moléculas
estudos futuros serdo realizados. Em contrapartida, produtos mono-substituidos (11, 15,
21, 23) se mostraram bem ativos, especialmente, na concentracao de 10uM. Embora seus
pesos moleculares variem de 549 a 644 g/mol e, isto, a priori contraria a regra de Lipinski,
logo, outros métodos de andlises mais especificos e de maior precisao serao utilizados
futuramente. Uma observagao muito interessante e, que, deve ser considerada, ¢ que, a
manuten¢do da hidroxila em posi¢do C-3, novamente, parece ter um papel de grande
importancia para o desenvolvimento da atividade e, quando, em associa¢do com 0s grupos
farmacoforicos contidos nesses derivados, favorece o surgimento de uma atividade
citotoxica bastante promissora.

Os valores de concentracdo inibitéria (ICso) calculados e os indices de
seletividades na Tabela 32, demonstram o perfil de citotoxicidade promissor para os
derivados hibridos sintetizados, especialmente os derivados mono-substituidos. Em
virtude das concentragdes utilizadas nas avaliagdes realizadas, posteriormente, estas
moléculas serdo reavaliadas com maior numero de pontos, permitindo assim o calculo de
valores de ICso estatisticamente mais refinados.

Tabela 32. Valores médios de Clso observados apds o tratamento de amastigotas

intracelulares de 7. cruzi e de células LLC-MK2 para os derivados hibridos
nitroimidazdlicos de a-mangostina, e seus respectivos indices de seletividade (IS).

T. cruzi (amastigotas) LLC-MK2 as)

Compostos ICs0 (UM) ICso (UM)

Mgt 340+0,3 145+ 1,5 43
11" 2,6+ 0,4 38,3+0,8 14,9
15° 32+14 33,0+5,9 10,3
21° 2,8+£0,7 34,4+ 1,6 12,3
23* 2.1+0,1 315+1,1 15,2
13 >50 >50 -
16 >50 >50 -
22 >50 >50 -
24 >50 >50 -

Bnz** 1,3+0,2 >50 >38,7

*. . . o . .
Derivados com perfil de citotoxicidade promissora
“Farmaco de referéncia benznidazol.
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Todos os derivados encaminhados para ensaios bioldgicos tiveram seus graus de
pureza previamente avaliados por CLAE-DAD, apresentando valores iguais ou superiores
a 95%. A versatilidade desses hibridos, do ponto de vista das possibilidades de interagdes
moleculares, ¢ uma das observagoes particularmente interessante. O grau de afinidade e
a especificidade da ligacdo micromolécula-receptor (neste caso um biorreceptor
hipotético, visto ainda ndo termos realizado estudos sobre os possiveis alvos) sao
determinados por interagdes intermoleculares e, nesse sentido, esses derivados podem
desenvolver interagdes do tipo ligagdes de hidrogénios, atuando tanto como aceptor e
como doador de ligacdes de H; interagdes hidrofobicas como discutido e descrito na
literatura para o aspecto da importancia dos grupos prenilas; interagdes do tipo dipolo-
dipolo. Adicionalmente, sistemas de anéis aromaticos e heteroaromaticos, que podem ser
encontrados na grande maioria dos foirmacos e também na estrutura dos aminodcidos
naturais, os quais, geralmente, estdo intimamente envolvidos no processo de
reconhecimento molecular ligante-biorreceptor, por meio de interagdes eletrostaticas do
tipo dipolo-dipolo como: empilhamento-r, empilhamento-T, ou mesmo interagdes ion-
dipolo, denominadas de cation-n (COCKROFT et al., 2007). Logo, os tipos de interagdes,
os sistemas aromaticos que compdem a estrutura desses hibridos, podem favorecer as
atividades dos derivados (15, 21, 23), sendo o perfil de atividade destes bem similar. Ja
para o hibrido 11, nota-se uma ag¢ao citotoxica um pouco mais acentuada, comparada aos
demais e, muito proxima ao farmaco benznidazol. E bem provavel que, estes derivados
hibridos possam interagir com transportadores bioativos e, isso, poderia estar favorecendo
sua capacidade de permeagdo, aumentando sua biodisponibilidade e, consequentemente,
contribuindo para maior atividade. Cabe salientar que, o derivado 11, dentre os mais
ativos, foi o Unico que teve seu peso molecular proximo do valor ideal, segundo a regra

de Lipinski, sendo este um dos aspectos favoraveis para sua melhor atividade.
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6 CONCLUSOES

Os resultados desse trabalho evidenciaram o grande potencial que o produto
natural, a-mangostina, apresenta como matéria-prima ao desenvolvimento de compostos
promissores, inclusive na geracdo de uma nova classe de derivados hibridos inéditos.
Dentre as metodologias de extragdo e purifica¢do aplicadas, o método utilizado com o
emprego do equipamento Flash-isolera foi bastante eficiente, levando em consideragao
aspectos como reducdo no tempo de execucdo, menores quantidades de solventes
utilizados, além de todo processo de purificagdo ocorrer em um tempo significativamente

reduzido.

Os derivados diretos obtidos mostraram um melhor perfil de atividade contra as
formas amastigotas, particularmente o derivado 4b, O-metilado em apenas uma posi¢ao
das hidroxilas de a-mangostina. Neste derivado verificou-se um efeito citotoxico muito
promissor, aliado a um indice de seletividade otimizado em relacdo ao precursor natural.
J& para o caso dos derivados hibridos, contendo os grupamentos 2-nitroimidazol ou 5-
nitroimidazol, além do sistema 1,2,3-triazol, quando eram produtos de bis-substituigao,
estes ndo foram ativos. Em contrapartida, os hibridos de mono-substitui¢ao (11, 15, 21,
23), apresentaram um efeito promissor sobre a viabilidade do parasito, com dados

bastante significativos, sendo estas moléculas candidatas a maiores investigacdes.

As informagodes obtidas nesse estudo, apontam para fatores que sdo determinantes
para a atividade tripanocida pretendida, ou seja, a versatilidade de a-mangostina permite
um gama de variagdes estruturais, mas existem grupos em sua estrutura que sao
primordiais, € a sua manuten¢do deve ser considerada. Logo, a modulacao de alteragdes
pontualmente planejadas € de extrema importancia e se faz necessaria para se alcangar o
efeito desejado, de maneira que poderd influenciar os principais parametros da
farmacocinética e farmacodindmica, quando o objetivo ¢ a obtencdo de um novo
candidato a farmaco com aplicacdao no tratamento da doenca de Chagas. Desse modo, a
o-mangostina possibilita a geracdo de hits moleculares muito promissores, a serem

investigados contra as diferentes formas evolutivas do 7. cruzi.

Encontram-se em andamento, em colaboracdo com a Fiocruz-RJ, estudos de

microscopia eletronica (MEV e MET), em epimastigotas e amastigotas de 7. cruzi, que
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poderdo nos apontar, de acordo com as alteragdes ultraestruturais observadas, os

provaveis mecanismos de acdo do produto natural e de seus derivados mais ativos.
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8 ANEXO

8.1 Artigos publicados durante a execucio do doutorado
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