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Avelino RA. Modificacdo estrutural de constituintes isolados de 6leos essenciais
para potencializacdo das atividades inseticidas. Dissertagdao (Mestrado em
Quimica). Recife: Universidade Federal Rural de Pernambuco; 2019.

RESUMO

Este trabalho consiste na sintese, caracterizacdo e atividades biologicas de
novos O-glicosideos 2,3-insaturados derivados de dois alcodis monoterpénicos
oriundos do metabolismo secundéario de plantas, o geraniol e o citronelol. Na
literatura sd@o encontrados inumeros artigos com descricdo das diversas
propriedades biolégicas desses fitocompostos, e 0s mesmos atuam como base de
manipulacdes estruturais para obtencdo de compostos sintéticos com atividade
biologica aumentada, ou diferente das que seus precursores apresentam. Os O-
glicosideos 2,3-insaturados oriundos dos monoterpenos foram sintetizados a partir
de um rearranjo alilico do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glical na presenca de um catalisador
acido, a montmorilonita K-10, originando o geranil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-
eritro-hex-2-enopiranosideo com rendimento de 89%. As estruturas dos
compostos foram elucidadas pelos métodos usuais de IV-FT, RMN 3C e 'H. Os
compostos foram testados para averiguar seu potencial de inibicdo em fungos
filamentosos e leveduriformes e bactérias gram-positivas e gram-negativas, onde
0S compostos conseguiram inibir o desenvolvimento dos microorganismos, sendo
a menor CMI encontrada no valor de 156,2 ug/mL. Também foi testada a atividade
acaricida dos compostos, onde o 3,4,6-tri-O-acetil-D-glical e o geranil 4,6-di-O-
acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo nas concentracdes de 5000 e
70000 ppm inviabilizaram aproximadamente entre 8% e 98% da populacdo
acaricida em comparacdo com padrdes positivos utilizados comercialmente no

controle do acaro rajado.

Palavras-chave: Carboidratos, Terpenos, Glicosidacéo, O-glicosideo.
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AVELINO RA. Structural modification of isolated constituents of essential oils for
potentiation of insecticidal activities. Dissertation (Master in Chemistry). Recife:
Rural Federal University of Pernambuco; 2019.

ABSTRACT

This work consists of the synthesis, characterization and biological activities
of new 2,3-unsaturated O-glycosides derived from two monoterpene alcohols
derived from the secondary metabolism of plants, geraniol and citronellol. In the
literature, numerous articles with descriptions of the various biological properties of
these phytocomposites are found, and they act as a basis for structural
manipulations to obtain synthetic compounds with increased biological activity or
different from those that their precursors present. The 2,3-unsaturated O-
glycosides from the monoterpenes were synthesized from an allylic rearrangement
of 3,4,6-tri-O-acetyl-D-glycale in the presence of an acid catalyst, K-10
montmorillonite, the geranyl 4,6-di-O-acetyl-2,3-dideoxy-a-D-erythro-hex-2-
enopyranoside in 89% vyield. The structures of the compounds were elucidated by
the usual methods of IV-FT, 3C NMR and *H NMR. The compounds were tested
for their inhibition potential in filamentous and yeast fungi and gram-positive and
gram-negative bacteria, where the compounds were able to inhibit the
development of microorganisms, with the lowest MIC being 156,2 ug/mL. The
acaricidal activity of the compounds was also tested, where 3,4,6-tri-O-acetyl-D-
glycale and geranyl 4,6-di-O-acetyl-2,3-dideoxy-a-D-erythro-hex-2-enopyranoside
at concentrations of 5000 and 70000 ppm prevented approximately 8% to 98% of
the acaricide population compared to commercially available positive standards in

the control of the mite.

Keywords: Carbohydrates, Terpenes, Glycosidation, O-glycoside.
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1. INTRODUCAO

1.1 Carboidratos

Os carboidratos sdo quimicamente definidos como poli-hidroxialdeidos
(aldoses) ou poli-hidroxicetonas (cetoses), ou substancias que geram esses
compostos quando hidrolisadas. Muitos carboidratos tém a formula empirica
Cx(H20)y, sendo que alguns podem conter nitrogénio, fésforo e enxofre (NELSON;
COX, 2014). Os carboidratos tendem a se rearranjar para sua estrutura mais
estavel, na forma de anéis hemiacetalicos de cinco (furanose) ou seis (piranose)
atomos (Figura 1) (MATA, 2017).

Figura 1: Alguns monossacarideos em sua forma aberta e ciclica

H...O
CH,0OH Cll
(l;:o H—(|3—OH
HO—Cll—H Ho—(l;_H
H—<|3—OH = H—?—OH
H—C—OH H—C—OH
|
CH,0H CH,0H
D-Frutose D-Frutofuranose D-Glicose D-Glicopiranose
Ceto-hexose Aldo-hexose
Projecao de Fisher Projecéo de Fisher

Os carboidratos sdo as biomoléculas mais abundantes na Terra. Alguns
carboidratos, como exemplos, o0 amido e alguns acucares, Sd0 0S principais
elementos da dieta animal, e sua oxidacdo é a principal via de producdo de
energia na maioria das células ndo fotossintéticas. Polimeros de carboidratos,
chamados de glicanos, agem como elementos estruturais e protetores nas
paredes celulares bacterianas e vegetais, lubrificam as articulacbes, dentre
inimeras outras funces bioldgicas (NELSON; COX, 2014). Tal diversidade

funcional dos carboidratos estd atrelada: com sua abundéancia estrutural,
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constatada tanto nas estruturas monoméricas (Figura 2), monossacarideos,
guanto nas poliméricas, oligossacarideos, polissacarideos e glicoconjugados; na
capacidade dos carboidratos formarem cadeias lineares ou ramificadas, as quais
conferem diferentes arranjos de acordo com o padrdo de substituicdo e
combinacdo de monossacarideos; além do fato da complexidade estrutural ser
alta devido aos monossacarideos poderem variar em numeros de carbonos,
estereoquimica de cada centro quiral, tamanho de anel, tipo de ligacéo glicosidica,
configuracdo anomérica e substituintes (NUNES, 2014).

Figura 2: Diversidade estrutural de alguns monossacarideos

HOOC OH

0] OH
‘r O O OH
‘OH

HO NHAC HO™ OH  HO" ™ OH

OH OH OH

N-acetil-D-glicosamina acido p-sialico D-manose L-fucose

OH
O. .OH O _~OH HooOC, _O. ,OH

HO“'QOH HO "OH HOLIOH

OH OH OH

p-xilose D-galactose acido L-idorénico

1.2 Glicosideos

Sao compostos derivados de carboidratos constituidos basicamente por no
minimo duas unidades, uma unidade sacaridica (carboidrato), que se liga a outro
acucar ou outras classes de moléculas ndo sacaridicas (agliconas) através de seu

carbono anomérico mediante uma ligacdo glicosidica (MATA, 2017).
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Os glicosideos podem ser sintetizados via reacao de glicosidacao. A reagdo
ocorre por meio da substituicdo nucleofilica de um grupo abandonador ligado ao
carbono anomérico (C-1) do carboidrato por uma espécie nuclecfilica, geralmente
alcodis (ROH), aminas (RNH), tidis (RSH) e compostos com ligacbes =
pertencentes ao carbono, podendo originar respectivamente, O- S- N- e C-

glicosideos (Figura 3).

Figura 3: O- S- N- e C-glicosideos

N-glicosideo C-glicosideo

1.3 O-glicosideos

Em 1893, Emil Fischer sintetizou pela primeira vez O-glicosideos, a partir
de D-glicose, metanol como nucledfilo e HClI como catalisador, porém sua
metodologia se mostrou ndo seletiva devido a formagcdo de O-glicosideos de
cinco e de seis membros, além das formas diastereocisoméricas, a e 8 (Figura 4)
(SILVA, 2015).
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Figura 4: O-glicosideos sintetizados por Emil Fischer em 1893

OCH

a-D-glicofuranosideo -D-glicofuranosideo a-D-glicopiranosideo  B-D-glicopiranosideo

Atualmente na literatura existem metodologias sintéticas estereosseletivas
de O-, C-, N- e S-glicosideos. Tais reacdes sdo catalisadas por diferentes acidos,
ou agentes oxidantes, e utilizam diversas formas energéticas com tempos

reacionais curtos e rendimentos excelentes (DANTAS, 2017).

1.4 Atividades biologicas de O-glicosideos

E de fundamental relevancia compostos que apresentam potencialidades
biologicas, uma vez que ha constante necessidade da introducdo de novos
medicamentos no mercado. Uma boa fonte de obtencdo de compostos com essas
finalidades advém de produtos naturais, geralmente metabdlitos secundarios de
plantas, e que dispdem de estruturas em sua composi¢ado com principios ativos
relevantes (MOURA et al., 2018). Como exemplos (Figura 5) de O-glicosideos
com diferentes atividades bioldgicas, temos o catapol (ZHANG et al., 2016) (anti-
hiperglicémico) isolado da Rehmannia glutinosa, a salicina (anti-inflamatorio)
encontrada na casca do salgueiro-branco (Salix Alba L.) e a macrolactina O
(antibidtico) isolada de bactérias (MOURA et al., 2018).

22



Avelino, R. A. Dissertacdo de Mestrado

Figura 5: O-glicosideos bioativos de origem natural

OH

Catalpol Salicina Macrolactina O

Miao e colaboradores relataram o isolamento de oito O-glicosideos
cardiacos de extrato metandico das raizes de Streblus asper Lour. Dentre os O-
glicosideos cardiacos obtidos, trés ainda n&o tinham sido relatados na literatura, e
0 composto em destaque (Figura 6) apresentou excelente atividade frente a
linhagem celular de cancer de pulméao, A549 (MIAO et al., 2018).

Figura 6: O-glicosideos cardiacos isolados de extrato metandico das raizes de Streblus

asper Lour.

HO "OCH; . ,
OCH, HOY “OCH,

Sendo isolada e caracterizada pela primeira vez em diferentes partes da

7

Phyllanthus poilanei, a filantusmina D (Figura 7), € um composto com grande
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potencial citotoxico em células HT-29 de cancer colorretal (REN et al., 2014).
Visando o potencial biolégico da filantusmina D, em 2017, Liu e colaboradores

realizaram pela primeira vez a sua sintese total em quatro etapas (LIU et al, 2017).

Figura 7: Filantusmina D

A partir de extrato etanoico de caules de Viburnum fordiae Hance, Shao e
colaboradores, isolaram nove O-glicosideos, sendo dois deles inéditos, um O-
glicosideo fendlico e um O-glicosideo acetilénico (Figura 8). O composto
acetilénico apresentou atividade inseticida em testes realizados com Mythimna
separata, mariposa da familia Noctuidae, e umas das principais pragas de milho
da Asia (SHAO et al., 2018).

Figura 8: Novos O-glicosideos encontrados no caule de Viburnum fordiae Hance
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1.5 O-glicosideos como materiais funcionais

Por apresentarem blocos de constru¢cdo economicamente viaveis, além da
sua abundancia natural e estrutural, os O-glicosideos ou compostos contendo
carboidratos em sua estrutura, despertam o interesse em pesquisas na Quimica
dos Materiais. Um exemplo € o composto (Figura 9) sintetizado em varias etapas
por Cook e colaboradores (2012), e que apresentou propriedade de um cristal
liquido, ou seja, apresentou as caracteristicas de um sélido (anisotropia e/ou
ordem) e de um liquido (fluidez e tensdo superficial) (MERLO; GALLARDO;
TAYLOR, 2001).

Figura 9: O-glicosideo com propriedade liquido-cristalina

OH

N@O (CHTO&&H
) - 2)8”
H3C—o©—N OH ©H

Em 2015, Tyagi e colaboradores a partir da reacéo entre diferentes alcinos
glicoconjugados com azidas benzilicas (Esquema 1) sintetizaram com bons
rendimentos e tempos reacionais curtos compostos com a capacidade de interagir

com hidrocarbonetos formando géis (TYAGI et al., 2015).
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Esquema 1: Sintese de O-glicosideos com a capacidade de formar géis na presenca de
hidrocarbonetos

X OR / < >
RO \ o IN‘

. /ﬁ/ a, RO OM[ N
g tORe °© — "Ro OR N

RO OR

R: C5H11C(O)
C44H23C(0)
CH,C(0)

Reagentes e condic¢bes: (a) CuS0O,4.5H,0 (0,4 equiv); ascorbato
de sodio; t-BuOH/H,O (1:1), rt, 1h, 73-80%

O grupo de pesquisa constatou que os compostos (Figura 10) oriundos das
azidas benzilicas tetrassubstituidas mais os alcinos com as porc¢des glicosidicas

de cadeias mais longas originaram géis mais densos (TYAGI et al., 2015).

Figura 10: O-glicosideos que formam géis mais efetivamente

.|IOR

RO

R: C5H11C(O)
C11H23C(O)
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Com a noc¢éo de Quimica Verde e seus principios, 0s quimicos organicos
tém se empenhado em desenvolver metodologias sintéticas utilizando agua como
solvente, mesmo para rea¢fes organicas. Para este propdsito, os sufactantes sao
possibilidades viaveis, porque sdo capazes de interagir com moléculas polares e
apolares. Na literatura ha relatos de inUmeros sufactantes glicoconjugados, como
exemplos, o O-glicosideo que apresenta uma estrutura em verde semelhante a
gue é encontrada no sal de sodio do acido 4-butilazobenzil-4'-triazologlicurénico
(BABTGA), e que Ihe permite ser um sufactante fotossensivel (Figura 11)
(DRILLAUD; LEONARD; PEZRON, 2012). Len e colaboradores relataram a
sintese de um composto apresentando a propriedade de um sufactante
fotossensivel, o BABTGA. Neste estudo, os autores demonstraram a
compartimentacédo e solubilizacdo de moléculas organicas hidrofobicas em agua
através do uso do sufactante fotossensivel na reacéo de acilagdo de aminas. Tal
sufactante apresentou eficiéncia semelhante ao dodecil sulfato de sodio, que
também é um sufactante utilizado em reag¢des organicas em meio aquoso, além
de permitir uma melhor extracdo do produto formado e possibilitar a reciclabilidade
da reacao (HU; TABOR; WILKINSON, 2015).

Figura 11: Sufactantes glicoconjugados

OH
HO,, o
HO @ 0
OH

Sal de sddio do acido 4-butilazobenzil-4'-triazologlicurénico (BABTGA)

27



Avelino, R. A. Dissertacdo de Mestrado

1.6 Sintese de O-glicosideos 2,3-insaturados

Inimeros sdo os artigos que relatam diferentes metodologias para sintese
de O-glicosideos 2,3-insaturados. Cada metodologia apresenta vantagens e
desvantagens. Uma dessas propostas foi desenvolvida por Ferrier e Prasad
(Esquema 2), em 1969, sendo a mais utilizada por pesquisadores que trabalham
com a quimica dos carboidratos atualmente, e a primeira que conseguiu produzir
O-glicosideos 2,3-insaturados (FERRIER; PRASAD, 1969).

Esquema 2: Sintese de O-glicosideos 2,3-insaturados por Ferrier e Prasad

BF3.Et,0 O__..OR O.___OR
+ ROH 5 A - +
enzeno, |.A. - N
AcO™ NF AcO" F

Tal proposta reacional consiste em um rearranjo alilico de um glical
insaturado na presenca de um acido de Lewis, cujo intermediario de reacdo € o
ion oxbnio que pode reagir com um nucleofilo do tipo O-, S-, N-, ou C- no carbono
anomeérico (C-1) para producdo dos respectivos glicosideos (Esquema 3). O
nucleofilo pode se aproximar pelas duas faces do carbono anomérico, o que
possibilita a formacédo de uma mistura de isémeros, 0 a-anémero e 0 B-andmero
(MOURA et al., 2018).

Esquema 3: Rearranjo de Ferrier e Prasad

Acido de Lewis

AcO"

ion oxdnio
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Utilizando micro-ondas doméstico, Melo e colaboradores, reagiram sem a
utilizacdo de solventes, diferentes alcodis (alcool benzilico, 3-tiofenodanol, 2-
tiofenodanol e mentol) com o tri-O-acetil-D-glical na presenca do catalisador acido
montmorilonita K-10 (Esquema 4) para formacao de quatro novos O-glicosideos
2,3-insaturados, com rendimentos bons de 60-80% e com tempos reacionais

curtos que variaram de 1.5 — 4 minutos (MELO et al., 2017).

Esquema 4: Sintese de O-glicosideos 2,3-insaturados utilizando irradiacdo de micro-ondas

OAc OAc
0 ] 0
AcOr + ROH K-10 >  AcOr +10R
/ M.O. —
1.5 -4 min.
AcO (60 - 80 %)

/:\

Regueira e colaboradores desenvolveram uma nova metodologia utilizando
o fenbmeno de cavitacéo, oriundo do equipamento de ultrassom, para sintese de
O-glicosideos 2,3-insaturados em temperatura ambiente (Esquema 5). A reacao
aconteceu com a ajuda do catalisador acido p-toluilsulfénico (TsOH), com tempos
reacionais curtos de 5 - 30 minutos e rendimentos de 50 - 98%, além disso a
reacdo apresentou estereosseletividade para a formacdo do anbmero a
(REGUEIRA et al., 2016).
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Esquema 5: Sintese estereosseletiva de anébmeros a de O-glicosideos 2,3-insaturados

utilizando ultrassom

TsOH
MeCN, 25°C

Yuan e colaboradores relataram a sintese régio- e estereosseletiva de
andmeros a de O-glicosideos 2,3-insaturados utilizando como catalisador um
acido de Lewis a base de sulfeto de clorodimetil e iodeto de potassio (Esquema 6).
Com rendimentos que variaram de 64-91%. Os pesquisadores descrevem a régio-
e estereosseletividade reacional através da assisténcia anquimeérica do grupo

ligado ao carbono C-2 ao seu vizinho, o carbono anomérico (YUAN; LIU; LI, 2017).

Esquema 6: Sintese régio- e estereosseletiva de andmeros a de O-glicosideos 2,3-

insaturados

OAc
AcO
(0] ROH, CH3;SCH,CI/KI o
AcOr ‘10AC >
tolueno, 50°C AcOm(  )OR
AcO I

Sau e Galan descrevem a sintese estereosseletiva de quinze anémeros a
de O-glicosideos 2,3-insaturados em temperatura ambiente utilizando como
catalisador um complexo de paladio, o bis-(acetonitrilo) dicloropaladio (lI)
(Esquema 7) (SAL; GALAN, 2017).
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Esquema 7: Sintese de O-glicosideos 2,3-insaturados utilizando um complexo de Pd como
catalisador

(@) OR
Aco” > C [PA(MeCN),Cl,]  AcO
Il + ROH - P
CH2C|2 ACO

AcO

OAc 15 compostos

54-96%

Ha inumeros relatos na literatura do uso de catalisadores heterogéneos nas
reacdes de obtencdo de O-glicosideos 2,3-insaturados. Tais catalisadores
apresentam algumas limitacbes, como superficie de contato, facil desativacéo,
separacdo inconveniente, e dificil reutlizacdo. Pensando nisso, Sun e
colaboradores descrevem a sintese de O-glicosideos 2,3-insaturados utilizando
um catalisador reciclavel de nanoparticulas com nucleo de Fe;O, encapsulado em
um involucro de carbono sulfonado, o Fe;0,@C-SOz;H (Esquema 8) (SUN et al,
2017).

Esquema 8: Utilizacdo de um catalisador reciclavel para sintese de O-glicosideos 2,3-

insaturados
OAc OAc
0 Fes0, @ C-SO3H (30 mol%) Q

AcO-( ) + Nucledfilo S 2 = AcO Nu

\ DCE, 80 °C —

AcO
19 compostos
52-98%

Nucledfilos: alcoois, esterol, aglcares e fendis 10-180 minutos

Segundo os autores, esse catalisador € reciclavel, pois 0 mesmo pode ser
facilmente separado apés término reacional por forca magnética externa aplicada
(Figura 12), e depois de submetido a um processo de purificacdo pode ser

reutilizado por no minimo cinco vezes sem qualquer reducao significativa da sua
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eficiéncia. Foi constatada a estereosseletividade da reagdo para formacdo do
andémero a, onde a maioria dos produtos apresentaram rendimentos em torno de

90%, e tempo reacional médio de 30 minutos (SUN et al, 2017).

Figura 12: Propriedade magnética e separacéo do catalisador acido Fe;O,@C-SO;zH: a
sem aplicacdo do im&; b) com aplicacdo do ima)

Fonte: SUN et al, 2017, p. 351

1.7 Agliconas

1.7.1 Oleos essenciais

Sado liquidos, volateis, limpidos e raramente coloridos, lipossoluveis e
soluveis em solventes organicos com densidade geralmente menor que a da agua.
Eles séo produzidos pelo metabolismo secundério de plantas aromaticas, podendo
ser obtidos por todos os 6rgdos da planta, ou seja, botbes, flores, folhas, caules,
galhos, sementes, frutos, raizes, madeira ou casca, e sdo armazenados em
células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares
(BAKKALI et al., 2008).

Os o6leos essenciais podem ser removidos da planta por expressao,
fermentacdo, enfleurage ou extracdo, embora a hidrodestilacdo seja o método
mais comum utilizado (SPERANZA; CORBO, 2010). O produto de extracdo pode
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variar em qualidade, quantidade e composi¢cdo quimica de acordo com o clima,
composicdo do solo, 6rgdo da planta, idade e estadgio do ciclo vegetativo
(MASOTTI et al., 2003; ANGIONI et al., 2006). Assim, para obter 6leos essenciais
de composicdo quimica constante, eles devem ser extraidos nas mesmas
condicdes, ou seja, do mesmo 6rgdo da planta cultivada no mesmo solo, sob o

mesmo clima e que tenha sido colhido na mesma estacéo (BAKKALI et al., 2008).

Atualmente, sao conhecidos cerca de 3000 Oleos essenciais, 300 dos quais
sdo comercialmente importantes, especialmente para as industrias farmacéutica,
agrondmica, alimentar, sanitaria, cosmética e de perfumaria. Os 6leos essenciais
sdo constantemente estudados devido as suas bioatividades: antioxidante,
repelente, antibacteriana, antifingica, analgésica, anti-inflamatoria e anti-
hipertensiva. (ABDELLI et al., 2016; BALKAN, KORDALL e BOZHUYUK., 2018;
BOZOVIC e RAGNO, 2017; MARIN et al., 2018; SARIKURKCU et al., 2018).

Oleos essenciais sdo misturas naturais muito complexas que podem conter
cerca de 20 a 60 componentes em concentracdes bem diferentes. Alguns
compostos importantes de Oleos essenciais s80 mono e sesquiterpenos,
carboidratos, fendis, alcoois, éteres, aldeidos e cetonas (SPERANZA; CORBO,
2010). Eles sdo caracterizados por dois ou trés componentes principais em
concentracbes razoavelmente altas (20-70%) em comparacdo a outros
componentes presentes em quantidades pequenas. Por exemplo, o carvacrol
(30%) e o timol (27%) sdo os principais componentes do O6leo essencial de
Origanum compactum, e o linalol (68%) do 6leo essencial de Coriandrum sativum.
Geralmente, esses componentes principais determinam as propriedades
biolégicas dos 6leos essenciais. Os componentes incluem dois grupos de origem
biossintética distinta (BETTS, 2001; PICHERSKY et al., 2006). O grupo principal é
composto por terpenos e terpendides e 0 outro por constituintes aromaticos e
alifaticos, todos caracterizados por baixo peso molecular (BAKKALI et al., 2008).
Embora os principais componentes dos 6leos essenciais sejam muito importantes

para sua atividade biologica, os componentes menores desempenham um papel
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significativo, pois podem fortalecer os efeitos dos componentes principais, embora
efeitos antagonicos e aditivos ja foram observados (BASSOLE; JULIANI, 2012).

1.7.2 Terpenos: monoterpenos

Os dleos essenciais das plantas medicinais sdo ricos em metabdlitos
secundarios. A maioria dos metabdlitos secundarios possui significativa
importancia ecoldgica nas interacdes entre a planta e seu ambiente, pois atuam na
protecdo contra herbivoros, bactérias e fungos, ou como atrativos para
polinizadores, ou como agentes alelopéticos (Croteau et al., 2000).

Uma parte consideravel dos metabolitos secundarios encontrados em
plantas € composta por compostos constituidos por unidades de isopreno, 0s
terpenos, e possuem diversos efeitos farmacologicos ja descritos na literatura,
como a atividade anti-hiperalgésica do citronelal (SANTOS et al.,, 2016),
antiinflamatéria do carvacrol (LIMA et al., 2013) e as propriedades antioxidantes
do linalol (SEOL et al., 2016).

Os principais terpenos sdo os monoterpenos (Cio) e sesquiterpenos (Cis),
mas hemiterpenos (Cs), diterpenos (Czo), triterpenos (Cso) e tetraterpenos (Cao)
também existem. Um terpeno contendo oxigénio € chamado de terpendide
(BAKKALI et al., 2008).

Os monoterpenos séo formados a partir do acoplamento de duas unidades
de isopreno. Sao as moléculas mais representativas constituindo 90% dos O6leos
essenciais e permitem uma grande variedade de estruturas (BAKKALI et al.,
2008). Tem sido demonstrado que os monoterpenos podem tornar o aparelho
fotossintético mais resistente a altas temperaturas, protegendo-o contra o estresse
térmico (DELFINE et al., 2000). Os monoterpenos volatilizados também tém
potencial para reagir com varios agentes oxidantes (OH, Oz e NO3) existentes na
atmosfera (CALVERT et al., 2000) e, portanto, poderiam proteger as plantas
contra danos oxidativos internos (LORETO et al., 2004). Verificou-se que a

herbivoria induz a emissdo de monoterpeno, que pode atrair 0s inimigos naturais
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dos herbivoros (KESSLER; BALDWIN, 2001). Além disso, ndo apenas o0s
monoterpenos dentro dos 6Orgdos da planta sdo prejudiciais aos herbivoros
(SEYBOLD et al., 2006), mas também o vapor volatilizado em si, foi considerado
toxico (RAFFA et al., 1985). A vida util atmosférica dos monoterpenos individuais é
variavel, dependendo principalmente da estrutura quimica de cada composto, e
também dependendo fortemente das concentracBes dos agentes oxidantes na
atmosfera (ATKINSON; AREY, 2003).

1.7.3 Geraniol
O geraniol (C10H180) é um alcool monoterpénico aciclico (Figura 13), e com
diversas aplicagdes industriais (LIN et al., 2018). E um dos constituintes ativos dos
Oleos essenciais de rosa e palmarosa, exibindo bom desempenho nas suas
diversas propriedades farmacologicas, incluindo atividade antioxidante,

antibacteriana e anti-ulcerativa (BHATTAMISRA et al.,2018).

Figura 13: Estrutura molecular do geraniol

OH
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Tabela 1: Informagbes fisico-quimicas do geraniol

Estado fisico Liquido
Cor Amarelo Claro
Ponto de fuséo -15°C a 1.013 hPa
Ponto de ebuli¢cao 229 -230°Ca 1.008 - 1.013 hPa
Ponto de fulgor 107 - 108 °C
Densidade 0,88 g/cm?® (20 °C)
Densidade de vapor 5,33 (ar=1)
Solubilidade em agua 100 - 769 mg/L (20 °C)
pH Informacédo néo disponivel

Medeiros e colaboradores relatam a atenuacdo de comportamentos
relacionados a depressao em ratos tratados com geraniol por trés semanas. Além
disso, os pesquisadores também descrevem a protecdo contra convulsdes,
consequéncia do geraniol ter aumentado o periodo de laténcia para a primeira
convulséo nos animais (MEDEIROS et al., 2018).

Utilizando Drosophila transgénica em seus estudos, Siddique e
colaboradores, relatam o potencial do geraniol em reduzir os sintomas da doenca
de Parkinson, que é o segundo transtorno neurodegenerativo mais comum, e que

afeta mais de 1% da populacdo acima dos 60 anos (SIDDIQUE et al., 2016).

Na literatura ha um estudo realizado no nivel da membrana celular de trés
espécies de Candida para compreensédo da atividade antifungica do geraniol. Os
resultados dos pesquisadores sugerem que o geraniol pertuba a integridade da
membrana celular do fungo, interferindo na biossintese do ergosterol e inibindo a
PM-ATPase. O estudo mostra que o geraniol pode ser usado no tratamento da
candidiase tanto surpercial quanto invasivamente (SHARMA; KHAN; MANZOOR,
2016).

Individuos com diabetes mellitus apresentam um risco significativamente
maior de desenvolver doencas cardiovasculares do que individuos ndo diabéticos
(MARZONA et al., 2016), visando isso, El-Bassossy e colaboradores, em sua

pesquisa utilizando um modelo com animais diabéticos, sugerem que o geraniol
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fornece um efeito protetor potente contra a disfuncdo cardiaca induzida pelo
diabetes. Este efeito benéfico pode ser atribuido a supressdo do estresse
oxidativo, ja que ele € um dos fatores das complicacdes cardiovasculares em
diabéticos (EL-BASSOSSY et al., 2017).

Bhattamisra e colaboradores relatam a reducédo da carga bacteriana na
mucosa gastrica de ratos realizada pelo geraniol. Os pesquisadores descrevem
também a atividade antimicrobiana contra Helicobacter pylori uma das causadoras
da Ulcera gastrica, mostrando que o geraniol pode ser um promissor agente no
tratamento dessa doenca (BHATTAMISRA et al., 2018).

Biocombustiveis, como alcodis de cadeia longa ou a base de isoprendides
e acidos graxos, tém propriedades fisico-quimicas que mais se assemelham a
combustiveis derivados de petrdleo e, como tal, s&o uma alternativa atraente para
a futura suplementacdo ou substituicio de combustiveis derivados de petroleo
(PERALTA-YAHYA; KEASLING, 2010). O geraniol por apresentar alto contetudo
energético e baixa higroscopicidade, levaram os pesquisadores a considerar essa
molécula como uma alternativa a gasolina (LIN et al.,2018). No entanto, ha
empecilhos, o rendimento limitado e instavel do geraniol produzido através da
extracdo de plantas que nao poderia satisfazer o comando do mercado (JIANG et
al., 2017).

1.7.4 Citronelol

O citronelol (Figura 14) € um &lcool monoterpénico de férmula molecular
C10H200 encontrado em 6leo essencial de plantas do género Cymbopogon tendo
varias atividades biologicas, como exemplos, antialérgica (KOBAYASHI et al.,
2016), antifungica (PEREIRA et al., 2015) e repeléncia contra insetos
(MICHAELAKIS et al., 2014).
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Figura 14: Estrutura molecular do citronelol

| OH
Tabela 2: Informacdes fisico-quimicas do citronelol
Estado fisico Liquido
Densidade 0,857 g/cm?
Cor Incolor
pH Informacao nao disponivel
Ponto de fuséo Informacao ndo disponivel
Ponto de ebulicéo 112 -113°C a 16 hPa
Ponto de inflamacéo 100 °C
Presséo de vapor 0,03 hPa a 25 °C

Ferreira e colaboradores relatam a propriedade do citronelol em repelir as
espécies de carrapatos Rhipicephalus sanguineus e Amblyomma sculptum que
podem parasitar humanos e animais domeésticos, sendo vetores de patdgenos,
incluindo zoonoses. Este estudo teve como objetivo comparar a eficacia de N,N-
dietil-3-metilbenzamida (DEET), um repelente padrdo, contra citronelol em um
bioensaio in vitro. A resposta de repeléncia aumentou de acordo com o aumento
da concentracao. Além disso, os resultados indicam que o A. sculptum se mostrou
mais sensivel ao citronelol do que ao DEET (FERREIRA et al., 2017).

Vasconcelos e colaboradores descrevem a atividade antiespamddica do
citronelol utilizando como estudo traquéias de ratos. Os pesquisadores relatam o
relaxamento das contragdes traqueais sustentadas e induzidas pela acetilcolina ou
teor de potéassio extracelular (VASCONCELOS et al., 2016).
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Ribeiro-Filho e colaboradores descrevem o restabelecimento de circuitos
neurais sensoriais das vias aéreas para suscitar efeitos cardiorrespiratorios
realizados pelo citronelol em ratos anestesiados. Tal estudo se baseou na
propriedade anti-hipertensiva do citronelol, devido as suas capacidades
vasodilatadoras (RIBEIRO-FILHO et al., 2016).

Srinivasan e Muruganathan demonstraram o efeito antidiabético do
citronelol no diabetes mellitus induzido em ratos por estreptozotocina, agente
guimico toxico para as células beta produtoras de insulina no péancreas em
mamiferos. Os pesquisadores relatam que o tratamento com citronelol diminuiu os
danos ao figado e péancreas causados pela inducdo com estreptozotocina, e o
aumento de ceélulas positivas para insulina nas cobaias (SRINIVASAN;
MURUGANATHAN, 2016). Outros autores (JAGDALE et al.,, 2016) usaram o
mesmo modelo e relataram que apos 45 dias de tratamento com citronelol foi
possivel a reducdo do dano tecidual induzido pelo diabetes principalmente no

figado, rim e olhos de ratos.

1.7.5 Modificacao estrutural do geraniol e citronelol

Devido a sua diversidade estrutural, os fitocompostos atuam como base de
manipulacdes estruturais para obtencdo de compostos sintéticos com atividade
biologica aumentada, ou diferente das que seus precursores apresentam
(PHILLIPSON, 2001).

Pesquisadores conseguiram sintetizar em laboratorio a partir do geraniol,
um meroterpendide bioativo com atividade antimicrobiana e antidiabética, o
amorfastilbol (Esquema 9), que é um produto natural hibrido com origem
biossintética mista e que pode ser isolado da Amorpha fruticose, Amorpha nanna
e Amorpha canescens (MA; WHITE; BARRETT, 2017).

39



Avelino, R. A. Dissertacdo de Mestrado

Esquema 9. Sintese total do Amorfastilbol
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1,4-dioxano/H,0, 120 °C

83%
Amorfastilbol

Priebe e colaboradores descrevem a producdo de um glicosideo derivado
de um alcool monoterpénico, através de um sistema reacional bifasico envolvendo
a biotransformacao do geraniol com biocatalisadores enzimaticos encontrados na
bactéria Escherichia coli (PRIEBE et al., 2018).
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Kannappan e colaboradores descrevem a producéo e atividade biolégica
de um biofilme da combinacdo de geraniol e cefotaxima (bactericida). Tal estudo
demonstrou a eficacia do uso significativo do biofilme de geraniol e cefotaxima na
terapia polimérica para superar as infeccbes associadas ao biofiilme de
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis que ganhou consideravel
atencdo em situacbes clinicas devido a formacao de biofilmes intrataveis e de
longa duracao em dispositivos médicos (KANNAPPAN et al., 2019).

Na literatura é possivel encontrar uma metodologia sintética sem a
utilizacdo de solvente para producdo do laurato de citroneila, a partir da
esterificagdo de citronelol e &cido laurico catalisada por uma lipase produzida por
fermentacdo de Aspergillus niger geneticamente modificada e adsorvida em uma
resina macroporosa, o Novozym 435 (Esquema 10). Modificando as condi¢des
reacionais os pesquisadores conseguiram obter uma reagcdo com conversao
maxima de 93,36% (GALGALI; GAWAS; RATHOD, 2018).

Esquema 10. Esterificacdo do &cido laurico com o citronelol

0
O + HO ))) > /\/\/\/\/\)L
/\/\/\/\/\)LoH \/\(\/\( . OM
Novozym 435, 60 °C
93,36%

Elsharif e Buettner descrevem o potencial odorifico do citronelol e de seus
derivados sintéticos (Esquema 11), revelando que nao houve diferencas
significativas nas impressdes de odor do monoterpeno em comparagcdo com 0S
produtos sintetizados, entretanto, diferencas substanciais em seus valores limiares
de odor foram observadas (ELSHARIF; BUETTNER, 2017).
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Esquema 11. Vias sintéticas que formam os derivados oxigenados do citronelol.

SeO, / Dioxano NaBH, / MeOH

| o T OH

OH

NaClO, / NaH,PO,

)\/ / t-BuOH

OH
OH

Silva descreve a reacdo de epoxidacdo do citronelol (Esquema 12)
utilizando o acido m-cloroperbenzoico como agente epoxidante em um sistema de
refluxo por 12 horas (SILVA, 2012). Utilizando o epodxi-citronelol, Satoh e
colaboradores relatam a polimerizacdo catidnica de citronelol formando uma
macromolécula de arquitetura esférica e altamente ramificada (Figura 15), que
desperta o interesse do ponto de vista da nanotecnologia, porque suas humerosas
unidades terminais podem ser convertidas em varios grupos funcionais que levam

a novos nanomateriais (SATOH et al., 2008).

Esquema 12. Reacédo de epoxidagédo do citronelol

X OH - OH

CH,Cl,
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Figura 15. Biopolimero de citronelol

W BF2 E:0
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Sintetizar, caracterizar e avaliar o potencial biolégico de O-glicosideos 2,3-

insaturados, contendo unidades terpénicas como aglicona.

2.2 Especificos

Sintetizar o 3,4,6-tri-O-acetil-D-glical a partir de sucessivas transformacoes

da D-glicose em banho ultrassoénico;

Sintetizar O-glicosideos 2,3-insaturados utilizando o rearranjo de Ferrier
entre o 3,4,6-tri-O-acetil-D-glical e dois alcodis monoterpénicos (citronelol e

geraniol);

Realizar a reacdo de hidrolise dos O-glicosideos 2,3-insaturados de

unidades terpénicas;

Caracterizar 0s compostos sintetizados utilizando as técnicas
espectroscopicas usuais: infravermelho (IV), RMN H, RMN 13C, ponto de

fusdo (PF) e rotacéo especifica,

Avaliar a atividade antimicrobiana e acaricida dos compostos sintetizados.
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3. MATERIAS E METODOS

3.1 Materiais

Os solventes e reagentes foram adquiridos comercialmente das empresas
Sigma Aldrich, Merck, Cinética, Dindmina e Vetec. Os solventes utilizados para
processo de purificacdo em cromatografia em coluna de silica gel 60 (Merck, 70-
230 mesh), hexano e acetato de etila, foram inicialmente submetidos ao processo
de destilagdo. O diclorometano anidro utilizado nas reagdes de glicosidagéo foi
obtido com o auxilio de sulfato de sédio anidro. Todas as reacdes foram
acompanhadas por cromatografia em camada delgada (CCD) da
Maycherey/Nagel (Duren, Alemanha), onde sua camada de silica gel apresenta
indicador de fluorescéncia F2ss. O revelador das placas CCD foi o sistema
etanol:acido sulfarico (95:5).

3.2 Instrumentacéo

As reacdes foram realizadas em agitador magnético (1800 RPM) com
aquecimento (360° C) Fisatom modelo 753A com capacidade para 10 litros, e em
um banho ultrassénico com aquecimento (60°C (£5°C)) Unique modelo USC-

1400A com capacidade de 2,8 litros.

Para remocéo dos solventes dos produtos foi utilizado um rota evaporador
Fisatom modelo 802 com o auxilio de um banho de aquecimento (120 °C) redondo
de mesma marca com capacidade para 4 litros. Anexado ao equipamento se
encontra uma bomba de vacuo/compressor da marca LimaTec modelo LT65, e um

banho ultratermostéatico Quimis.microprocessado com circulador.

As andlises espectrocopicas de ressonancia magnética nuclear (RMN),
tanto de 'H e 3C, foram realizadas no Departamento de Quimica Fundamental
(dQF) da UFPE, no equipamento Varian Models Unitty Plus de 300 e 400 MHz
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usando como solvente nas amostras cloroférmio deuterado (CDCls) e trimetilsilano

(TMS) como padrao interno.

Os espectros de Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-FT) foram
obtidos no Centro de Apoio a Pesquisa (CENAPESQ) da UFRPE em um
equipamento Varian Modelo 640 FTIR com a utilizacao de pastilhas de brometo de
potéassio (KBr).

3.3 Sintese do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glical

Adicionou a D-glicose (5,0 g; 27,8 mmol) em um baldo de fundo redondo
com capacidade de 500 mL e fez-se uma suspensao com anidrido acético (16,72
mL; 18,06 g; 7,0 mmol equiv.). Posteriormente no mesmo baldo foi adicionado
uma solucdo de 31% HBr/AcOH (2,5 mL de HBr 48% em 10 mL de Ac20) sob
frequéncia ultrassbnica a temperatura ambiente durante 30 minutos para

acetilacdo do acucar utilizado.

Apbs o periodo da acetilacdo, mais da solu¢cdo 31% HBr/AcOH (15,0 mL de
HBr 48% em 60,0 mL de Ac20) foi acrescentada a mistura reacional e mantida no
equipamento de ultrassom a temperatura ambiente por 1 hora e 15 minutos para

obter-se a bromacéo da D-glicose acetilada.

Com o término do tempo reacional da bromacédo da D-glicose acetilada foi
necessario neutralizar o excesso de HBr na solucdo. Para isso foi adicionado
acetato de sodio anidro (10 g; 121,9 mmol), e o baldo contendo a mistura

reacional voltou ao equipamento de ultrassom por 15 minutos.

Apés a neutralizacéo foi adicionado ao mesmo baldo contendo a mistura
reacional, 4gua destilada (50 mL), acetato de soédio tri-hidratado (47,25 g; 347,3
mmol), acido acético (75,0 mL), zinco em po (50 g; 765 mmol) e sulfato de cobre
penta-hidratado (1,575 g; 6,31 mmol), sendo esta suspensdao submetida a
frequéncia de ultrassom a temperatura ambiente por 1 hora para realizar-se o

processo de eliminacéo.
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A mistura reacional foi filtrada a vacuo, sendo o sdlido retido no papel filtro
lavado com acetato de etila (200 mL) e depois com H>O destilada (200 mL). O
filtrado foi transferido para um funil de separagcédo, onde a fase organica foi lavada
com solucao saturada de bicarbonato de sddio (150 mL), e cloreto de sodio (100
mL), sendo posteriormente seca com sulfato de sédio anidro. O solvente foi filtrado
e rotaevaporado, sendo o produto reacional purificado por cromatografia em
coluna com silica gel usando o sistema de solventes hexano/AcOEt (8,5:1,5). O
produto apresentou-se como um solido amorfo branco, apos as fra¢cdes coletadas
da coluna contendo o produto puro serem rotaevaporadas.

Caracterizacao:

OAc 3,4,6-tri-O-acetil-D-glical: 6,50 g (86%); Sdlido branco
amorfo; p. f. 51-52 °C; IV (pastilha de KBr) vmax 2958,
1743, 1650, 1374, 1220, 1042 cm™*; RMN 'H (300 MHz,

OAc CDCl3z) 8 6,46 - 6,44 (dd, 1H, H1); 5,34 — 5,31 (m, 1H,
H5); 5,23 — 5,18 (m, 1H, H3); 4,85 — 4,81 (m,1H, H2); 4,41 — 4,36 (m, 1H, H4);
4,26 — 4,16 (m, 2H, H6); 2,08 (s, 3H, OAc); 2,06 (s, 3H, OAc); 2,03 (s, 3H, OAc);
RMN 3C (75 MHz, CDCls) 6 170,5; 170,3; 169,5; 145,6; 98,9; 73,9; 67,4; 67,1;
61,3; 20,9; 20,7; 20,6.

3.4 Estudo computacional dos O-glicosideos 2,3-insaturados

O estudo computacional de propriedades estruturais e eletrbnicas a partir
de calculos foram realizados em nivel B3LYP/6-311+G* utilizando o programa
Gaussian 03. A estabilidade e geometria do estado fundamental podem ser
verificadas por otimizacdo de geometria e energias. A localizacdo dos orbitais de
fronteira indicam as densidades eletrénicas dos elétrons de valéncia. Estes

aspectos podem ajudar como guia de reacdes quimicas e aplicacbes em geral
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para moléculas. As cargas atdbmicas ajudam nesta interpretacdo uma vez que

quando coincidem espacialmente o resultado espera-se mais provavel.

3.5 Sintese dos O-glicosideos 2,3-insaturados

Foi adicionado 0,55 mmol do alcool (citronelol ou geraniol) em um balédo de
fundo redondo com capacidade para 50 mL e solubilizado em 20 mL de
diclorometano seco. Em seguida, foi acrescentado na mesma vidraria 0,37 mmol
do tri-O-acetil-D-glical. O baldo com a mistura reacional foi posto em banho de
gelo, e na temperatura de 0°C foi adicionado vagarosamente a argila acida
montmorilonita K-10 (0,163 g; 60% m/m de 3,4,6-tri-O-acetil-D-glical). A mistura
reacional foi levada ao sistema de refluxo em temperatura de 45 °C por 3 horas. O
acompanhamento reacional foi feito por placa de cromatografia em camada
delgada, em sistema de eluicdo CH2Cl>:AcOEt (9:1). A placa de CCD foi revelada
apos ser mergulhada no sistema EtOH:H>SO4 (95:5), e posteriormente aquecida
em uma chapa de aquecimento. Apos verificado o término reacional, a reacao foi
filtrada e o solvente removido em pressao reduzida. Em cromatografia em coluna
com silica gel, o produto foi purificado utilizando o sistema de eluicdo Hex:AcOEt
(94:6).

Caracterizacao:

Geranil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-

WO/'G)OAC enopiranosideo: 0,21 g (89%); Oleo incolor; v
N—ope| (j@nela de KBr) vmax 2915, 1740, 1650, 1439, 1371,

1239, 1038 cm*; RMN !H (300 MHz, CDClIs) § 5,94 —

5,75 (1H, H3); 5,84 — 5,75 (1H, H2); 5,38 — 5,33 (1H, H8); 5,32 — 5,27 (1H, H4);
5,19 - 5,08 (1H, H11); 5,07 - 5,03 (1H, H1); 4,31 — 4,22 (2H, H6); 4,21 — 4,12 (2H,
H7); 4,10 — 4,02 (1H, H5); 2,09 (3H, OAc); 2,07 (3H, OAc); 2,07 - 2,05 (2H, H9);
2,07 — 2,05 (2H, H10); 1,69 (3H, H14); 1,67 (3H, H12); 1,59 (3H, H13); RMN 13C
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(75 MHz, CDCl3) 6 170,7; 170,2; 141,5; 131,7; 128,9; 128,0; 123,8; 119,7; 93,2;
66,8; 65,3; 64,6; 63,1; 39,5; 26,2; 25,6; 20,9; 20,7; 17,6; 16,3.

3.6 Reacéo de hidrolise basica dos O-glicosideos 2,3-insaturados

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 50 mL foi adicionado
0,27 mmol do O-glicosideo 2,3-insaturado. No mesmo baldo foi adicionado uma
solucdo de metanol:agua:trietilamina (9:6:1), e deixado em agitacao por 3 horas
em temperatura ambiente. O término reacional foi verificado por placa CCD em um
sistema de eluicdo CH2Cl>:AcOEt (9:1), e revelada em EtOH:H>SO4 (95:5) apos
aquecimento. O produto foi concentrado sob pressao reduzida e purificado por

cromatografia em coluna de silica gel com sistema de eluicdo Hex:AcOEt (4:6).

3.7 Atividade antimicrobiana

3.7.1 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI): 2500 — 19,5
Mg/mL

Conforme a técnica do Clinical and Laboratory Standards Institute, a CMI foi
realizada por microdiluicdo em multiplacas com 96 pocos. Foram distribuidos 175
ML de meio de cultura liquido de Mueller Hilton (para os testes realizados em
bactérias gram-positiva e gram-negativa) e Sabouraund (para os testes realizados
em fungos filamentosos e leveduriformes) nas cavidades das placas onde as
amostras serao testadas (Linha A — Coluna 6, 7, 8 e 10, 11, 12). Em seguida 25 pL
da solucéo teste (produto sintetizado + DMSO) foi adicionada para preenchimento
total de 200 pL. Foi adicionado 100 pL do meio de cultura nas demais linhas (B, C,
D, E e F) e colunas (6, 7, 8 e 10, 11, 12). A coluna 2 é referente ao solvente (S) e
nela foi adicionado 75 pL do meio de cultura e 25 pL do solvente utilizado nas
amostras. A coluna 3, a dos micro-organismos (Ml) foi acrescida de 100 pL de

meio de cultura e 10 yL dos indculos microbianos padronizados. Na coluna 4 foi
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adicionado 2,5 uL da solugéo padréo (metronidazol para bactérias e cetoconazol

para fungos) mais 97,5 uL de meio de cultura.

A proxima etapa consiste no processo de microdiluicdo seriada. Neste
processo 100 pyL da Linha A (Colunas 6, 7, 8 e 10, 11, 12) sao depositados nos
pocos inferiores na Linha B (Colunas 6, 7, 8 e 10, 11, 12), sendo misturados e
retirados 100 yL e adicionados na Linha C (Colunas 6, 7, 8 e 10, 11, 12). Tal
procedimento se repetirA até chegar a Ultima linha, obtendo-se assim

concentragcOes decrescentes que variam de 2500 até 19,5 ug/mL.

Ap6s o preparo de todas as microdiluicbes e suas respectivas
concentragdes, 10 pyL dos in6culos microbianos padronizados sédo adicionados nos
pocos. As microplacas sao cultivadas em estufas, e as que contém bactérias ficam
a 37 °C por 18 a 24 horas, e as que apresentam fungos ficam expostas a 30 °C
por 48 a 72 horas.

3.7.2 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI): 1024 — 16
Mg/mL

Em um tubo 0,5 da escala de McFarland onde contém aproximadamente 1-
5 x 108 UFC (unidades formadoras de coldnia)/mL, os inéculos de cada um dos
microrganismos (Candida parapsilosis e Candida tropicalis) foi preparado. Os
experimentos foram conduzidos com aproximadamente 1-5 x 10° UFC/mL em

cada cavidade, e o0 meio de cultura utilizado foi o RPMI-1640.

As solucBes com cada um dos compostos foi preparada ho momento da
realizacdo dos testes com dimetilsulféxido (DMSO - sempre em concentracao
abaixo de 0,5%). Nas concentracdes de 1024-16ug/mL preparadas por diluicdes

seriadas 1:2, os compostos foram testados.

Em cada uma das cavidades da placa, 100 yL do meio de cultura foi

adicionado. Posteriormente 100 pL da solugdo com o composto apresentando a
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concentragdo de 1024 pg/mL foi adicionado na primeira linha da placa para
realizacdo da diluicdo seriada 1:2 até obtencdo da concentracdo de 16 pg/mL.
Para finalizar, em cada poc¢o da placa, 10uL do inéculo do microorganismo €
adicionado, sendo ocorrida a incubagéo a 35 °C por 24-48 horas.

Para demonstrar que o crescimento do microrganismo nao sofre influéncia
do DMSO, na mesma concentracao utilizada para solubilizar os compostos foi
preparado um controle com DMSO (meio de cultura + DMSO + microorganismo).
Todos os compostos foram submetidos a testes realizados em triplicata.

3.7.3 Leitura das placas

Decorrido o tempo de cultivo, as microplacas séo reveladas com a adicao
de 10 pL de solugéo 0,01% de risazurina (corante azul indicador de oxi-reducao),
e incubadas por 1-3 horas para averiguar se houve mudanca na coloracdo dos
pocos. Caso haja manutencéo da coloracédo azul, o composto testado conseguiu
inibir o crescimento do microorganismo, enquanto a mudanca de coloracéo para
rosa indica que a substancia testada ndo apresentou resultado satisfatorio na

inibicdo do microorganismo (Figura 16).
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Figura 16: CMI por microdiluicdo em multiplacas com 96 pocos
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3.8 Atividade acaricida

3.8.1 Criacao do Tetranychus urticae (acaro rajado)

Em casa vegetal por 20 dias, plantas da espécie Canavalia ensiformis
(feijdo-de-porco) foram cultivadas em vasos com capacidade de 5 litros contendo
terra misturada com humus (3:1). Apos decorrido o periodo de cultivo, a planta foi
transportada para o Laboratério de Biologia de Insetos da UFRPE, e infestadas
com ovos, larvas, ninfas e adultos do acaro rajado, para manutencao da criacao. A
criacdo estoque foi mantida sob a temperatura de 25 + 1°C, umidade relativa de

65 + 5% e 12 horas de fotofase.
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3.8.2 Screening de toxicidade

Para avaliar o screening de toxicidade dos compostos sintetizados foi
utilizado o método descrito por Ribeiro e colaboradores (2016). Foram utilizadas
concentragdes de 5000 ppm e 70000 ppm para obtencédo de mortalidades maiores
ou iguais as dos acaricidas natural (Azamax) e sintético (Ortus) utilizados
comercialmente. As solucbes dos produtos a serem testadas foram preparadas
pela dissolucdo de 5 mg e 70 mg dos compostos em metanol. Nos experimentos
foram utilizados discos foliares de feijao-de-porco de 2,5 cm de diametro. Os
discos ficaram imersos nas solucdes preparadas dos produtos a serem testados, e
alguns discos foliares tiveram contato com os acaricidas sintético e natural usados
como controle positivo. Apdés secagem em temperatura ambiente, trés discos
foliares foram transferidos de forma equidistante para um disco de papel de filtro
umedecido com agua destilada (permite a manutencao da turgidez dos discos e
evita fuga dos acaros) em uma placa de Petri (10 cm de diametro e 1,5 cm de
altura). Em cada disco foliar da placa de Petri adiciona-se 10 fémeas adultas do
acaro rajado, totalizando 30 acaros. O experimento € realizado em triplicata, ou
seja, com um total de 90 acaros rajados para cada concentracdo. A mortalidade foi
determinada apdés 24 horas de exposicdo do acaro rajado aos produtos
adicionados nos discos foliares. Os acaros rajados sao considerados mortos
guando ficam incapazes de locomog¢édo em uma distancia superior ao comprimento
do seu corpo apdés um leve toque com a extremidade de um pincel de cerdas

finas.

3.8.3 Bioensaio de contato residual

Para avaliar a toxicidade dos compostos que apresentaram os melhores
resultados no screening foi utilizada novamente a metodologia descrita por
Ribeiro e colaboradores (2016). As concentracdes utilizadas variaram de 2,5 a 70
mg/mL para os compostos, sendo as solucdes preparadas através da diluicdo dos

0leos em metanol. Foi realizada posteriormente andlises estatisticas comparadas
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pelo teste de Turkey a 5% de probabilidade através do programa estatistico SAS.
Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de Probit, e as concentracdes
gque matam 50% da populacdo de &caro rajado (CLsg) foram encontradas
utilizando o programa POLO-PC. Para o célculo das razfes de toxicidade, com
seus respectivos intervalos de confianca a 95% foi utilizada a metodologia de
Robertson e Preisler (1992).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1Sintese do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glical

O tri-O-acetil-D-glical foi obtido como um sdélido amorfo branco com ponto
de fuséo de 51-52 °C, e com rendimento de 86 % (Tabela 3). A metodologia
utilizada na producdo do composto foi desenvolvida por Regueira e colaboradores
(2016), e consiste em uma reagao “one pot” de quatro etapas (acetilagcéo,
bromacao, neutralizacdo e eliminacdo) com tempo reacional total de trés horas

envolvendo a D-glicose como material de partida.

Esquema 13: Sintese do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glical

OH OAc

OH I Ac,0, 31% HBIH/ACOH OAC 1I; 31% HBr/ACOH

HO\" "/OH ))) 'I/OAC )))
OH OAc
111: NaOAc
OAc IV: H,0/NaOAG.3H,0/AcOH  $A°
Br ZniCu,S0,4.5H,0
"/OAC )))
OAc OAc

3,4,6-tri-O-acetil-D-glical

Tabela 3: Informacdes obtidas do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glical apés purificagdo

Composto Rendimento (%) p.f. (°C)

OAc

86 51-52
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Realizando um comparativo dos espectros de infravermelho do 3,4,6-tri-O-
acetil-D-glical e da D-glicose (Figura 17), foi possivel constatar no espectro de IV
da D-glicose, uma deformacdo axial em 3343 cm?, sendo esta uma regido
caracteristica do grupo — OH, entretanto, ndo observamos essa deformacéo axial
no espectro do tri-O-acetil-D-glical, servindo como um parametro da auséncia de
hidroxilas em sua estrutura devido a formacdo dos grupos acetatos na etapa de
acetilacdo. No espectro do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glical notamos a presenca de um
estiramento forte em 1743 cm, referente ao grupo carbonila (C=0), além do
indicativo da formacao da ligacdo dupla na posicdo 1,2 (a partir da reacéo de
eliminagdo), através do aparecimento de um estiramento médio em 1650 cm* da

ligacdo C=C e estiramento fraco em 2958 cm™ da ligagcdo C-H de carbono sp?.

Figura 17: Espectro de IV do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glical e da p-glicose
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No espectro de RMN 3C do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glical foi observado 12
sinais referentes aos 12 carbonos que se encontram em ambientes quimicos

diferentes. Na regido situada entre & 171-169 ppm constata-se 0s trés sinais
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referentes aos carbonos carbonilicos (C=0), que enfatiza a formacao dos grupos

acetatos em detrimento das hidroxilas do composto de partida (D-glicose). Em 6

145 e 98 ppm observa-se 0s sinais correspondentes aos carbonos olefinicos,

sendo o sinal mais desblindado referente ao carbono anomérico (C1) que sofre a

desblindagem do oxigénio e o efeito anisotropico da ligacdo dupla entre os

carbonos. Os sinais referentes as metilas dos grupos acetila se encontram na

regido entre & 21-20 ppm. Na figura 23 se encontram os demais sinais e seus

respectivos carbonos.

Figura 18: Espectro de RMN 3C do 3,4,6-tri-O-acetil-p-glical
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Interpretando o espectro de RMN 'H (Figura 19) é possivel constatar
dezesseis hidrogénios na molécula analisada apés o somatoério das integrais das
areas de cada sinal do espectro, total este de hidrogénio que condiz com a
guantidade apresentada pelo 3,4,6-tri-O-acetil-D-glical. Na regido entre 6 2,08 -
2,03 ppm observa-se trés simpletos com valor de integral relativo a nove
hidrogénios referentes aos hidrogénios metilicos. O hidrogénio H1 encontra-se
entre 6 6,46 — 6,44 ppm como um duplo dupleto bem definido, desdobrado por H2
(6 4,85-4,81), e em campo baixo devido a desblindagem gerada pelo heteroatomo

de oxigénio vizinho e por causa do efeito anisotrépico da dupla ligagéo.

Figura 19: Espectro de RMN *H do 3,4,6-tri-O-acetil-p-glical
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4.2 Estudo computacional dos O-glicosideos 2,3-insaturados

As moléculas calculadas se mostraram estaveis como esperado pelo
experimento. Para as moléculas de geranil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-
hex-2-enopiranosideo e geranil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo foi
constatado que a ligacdo dupla na parte gliconica é angular com estereoquimica
cis tornando a molécula mais estavel que as citronelil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-
a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo e citronelil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo (Figura 20).

Figura 20: Estabilidade estereoquimica dos O-glicosideos 2,3-insaturados
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O orbital molecular ocupado de mais alta energia (HOMO) e o orbital

desocupado de menor energia (LUMO) das moléculas a partir dos estudos
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tedricos mostram como as cargas atdbmicas se distribuem, e foram observados,

respectivamente, na aglicona e no outro extremo da molécula (Figura 21).

Figura 21: Localizagdo dos orbitais HOMO e LUMO dos O-glicosideos 2,3-insaturados
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4.3 Sintese dos O-glicosideos 2,3-insaturados

Houve a formacao do O-glicosideo 2,3-insaturado apos a reacéo do tri-O-
acetil-D-glical com os alcodis monoterpénicos na presenca do catalisador acido

montmorilonita K-10, e sob refluxo em temperatura entre 45 - 55 °C (Esquema 16).

Esquema 14. Reacdo de glicosidacéo do tri-O-acetil-D-glical com os alco6is monoterpénicos

OAc OAc
- (0] OR
+ R-OH Mog:r;c;r:!omt: K=-10
, refluxo ACO" P
OAc

R: R:

Apbés comprovacdo do término reacional de trés horas da reacdo de

glicosidacao, e consequente purificacdo em coluna cromatografica de silica gel, o
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O-glicosideo 2,3-insaturado na forma anomérica a foi obtido com rendimento de

89%, e como um Gleo incolor (Tabela 4).

Tabela 4. Informacgdes do O-glicosideo 2,3-insaturado purificado apds reacao envolvendo o

rearranjo de Ferrier

Composto Rendimento (%) Rotacédo Especifica

OAc

0_.0
K[j M d 89% +47,08
AcO™ N

O mecanismo reacional de formacdo do O-glicosideo 2,3-insaturado
consiste no ataque nucleofilico do alcool ao carbono anomeérico do anel
glicopiranosidico do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glical, tal ataque é favorecido apds saida
do grupo acetato do carbono 3 do mesmo anel com o auxilio de um acido de
Lewis (montmorilonita K-10), e consequente formacdo do cation oxénio alilico

(Esquema 15).

Esquema 15: Mecanismo de sintese dos O-glicosideos 2,3-insaturados

Analisando os espectros de infravermelho do geraniol e do O-glicosideo
2,3-insaturado acetilado derivado dele (Figura 22), foi possivel constatar no
espectro de IV do geraniol, uma deformacdo axial em 3340 cm?, sendo esta

caracteristica do grupo — OH, entretanto, ndo observamos essa deformacéo axial
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no espectro do O-glicosideo 2,3-insaturado acetilado, sendo um indicativo do éxito
da reacao de glicosidacdo. No espectro do O-glicosideo 2,3-insaturado acetilado
notamos ainda a presenca de um estiramento forte em 1740 cm, referente ao
grupo carbonila (C=0) oriundo do tri-O-acetil-D-glical.

Figura 22: Espectro de IV do geraniol e do O-glicosideo 2,3-insaturado acetilado
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No espectro de RMN *3C verifica-se a presenca de vinte sinais referentes
aos vinte carbonos encontrados em ambientes quimicos diferentes do composto
sintetizado, no qual se destaca entre 6 141,6-119,6 ppm seis sinais referentes aos
seis carbonos olefinicos da molécula, e em & 93 ppm o sinal do carbono
anomeérico (C1). Em campo baixo na regido situada entre 6 170,8-170,1 ppm dois
sinais referentes aos carbonos das carbonilas. Entre & 64,7-26,1 ppm é possivel
observar quatro sinais dos carbonos metilénicos, e entre & 25,7-16,2 ppm 0s cinco
sinais dos carbonos metilicos da molécula. Os demais sinais podem ser vistos ha
Figura 23.
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Figura 23: Espectro de RMN *3C do O-glicosideo 2,3-insaturado acetilado derivado do geraniol
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No espectro de RMN H (Figura 24) é possivel constatar na regido entre §

1,70-1,58 ppm os sinais referentes aos protons metilicos da parte aglicbnica com

integracdo aproximada de 9H. Também podemos ressaltar dois simpletos em &

2,09 e 2,07 ppm referentes aos seis hidrogénios dos grupos acetato da porgao

glicidica. No anel glicopiranosidico, entre 6 5,07-5,03 ppm temos o sinal referente

ao hidrogénio do carbono anomérico, e entre 6 5,94-5,74 ppm temos 0s sinais

referentes aos hidrogénios dos carbonos olefinicos, H3 e H2.
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Figura 24: Espectro de RMN *H do O-glicosideo 2,3-insaturado acetilado derivado do geraniol
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4.4 Atividade antimicrobiana

Os microorganismos utilizados nos testes antimicrobianos realizados
consistram em duas bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis), duas bactérias gram-negativas (Escherichia coli e
Klebsiella pneumonial), um fungo filamentoso (Penicillium sp) e trés fungos

leveduriformes (Candida albicans, Candida parapsilosis e Candida tropicalis).

Nos testes realizados no fungo filamentoso, a menor CMI detectada foi de
625 pg/mL para os alco6is monoterpénicos. Para o mesmo tipo de fungo, o 3,4,6-

tri-O-acetil-D-glical e o geranil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
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enopiranosideo apresentou CMI de 2500 ug/mL (Tabela 5). Na mesma tabela,
juntamente com a tabela 6, podemos constatar os resultados dos testes realizados
nos fungos leveduriformes, sendo a menor CMI de 256 pg/mL caracteristica do
geraniol, e de modo geral em comparac¢édo com o fungo filamentoso, os compostos

apresentaram concentracdes minimas inibitorias inferiores.

Tabela 5: Valores de CMI (2500-19,5 ug/mL) dos compostos testados em fungos filamentoso e
leveduriforme

OAc
k@ OAc
) | HO HO A KQOJJ‘O X A
Fungos  aco" YT W Ao N T
OAc
Penicillium 2500 pyg/mL 625 pg/mL 625 pg/mL 2500 pg/mL
Sp

Candida > 2500 pg/mL 1250 pug/mL 1250 pg/mL 1250 pg/mL
albicans
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Tabela 6: Valores de CMI (1024-16 ug/mL) dos compostos testados em fungos leveduriformes

OAc
(0] OAc
OO X X
Fungos o | HO\/\rv\r HO\/\(\/\( AC;() \/YW
OAc
Candida >512 yg/mL  >512 ug/mL 256 pg/mL > 512 pyg/mL

parapsilosis

Candida >512 yg/mL >512 yg/mL > 512 pug/mL > 512 pg/mL
tropicalis

Nos testes antimicrobianos realizados em bactérias gram-positivas e gram-
negativas, a menor CMI encontrada foi de 156,2 pg/mL para o 3,4,6-tri-O-acetil-D-
glical testado na bactéria gram-positiva Enterococcus faecalis, sendo que o
mesmo composto apresentou para as demais bactérias o maior valor de CMI
testado, 2500 ug/mL. O geraniol conseguiu apresentar CMI de 625 ug/mL para
trés microorganismos, mostrando-se 0s melhores resultados em quantidade de
microorganismos inibidos em concentracbes pequenas. O O-glicosideo 2,3-
insaturado derivado do geraniol apresentou CMI de 312,5 ug/mL para a

Enterococcus faecalis. Os demais resultados se encontram na tabela 7.
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Tabela 7: Valores de CMI (2500-19,5 pg/mL) dos compostos testados em bactérias gram-
negativas e gram-positivas

OAc
o HO “ HO\/\(\/\( IS
Bactérias AC;@ T A:ﬂ) Y
OAc
Staphylococcus 2500 pg/mL 2500 pg/mL 625 ug/mL 2500 pg/mL
aureus
2500 pg/mL 1250 pg/mL 625 pug/mL 2500 pg/mL
Escherichia coli
Klebsiella 2500 pg/mL 2500ug/mL 625 ug/mL 2500 pg/mL
pneumonial
156,2 pg/mL 625ug/mL 1250 ug/mL 312,5 pg/mL
Enterococcus
faecalis

4.5 Atividade acaricida

Para o estudo da toxicidade dos compostos, tanto dos materiais de partida,
tanto dos produtos finais, foram realizados testes para comparacdo com O0S
padrdes utilizados comercialmente contra o acaro rajado (Tetranychus urticae), o
Azamax e o Ortus. O screening revelou que os melhores resultados foram do
3,4,6-tri-O-acetil-D-glical e do geranil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo como mostrado na tabela 8. Na tabela 8 sdo encontradas as
guantidades de acaros rajados mortos em cada teste da triplicata (R1, R2 e R3)
nas concentracoes de 5.000 e 70.000 ppm. Nas concentracdes de 5000 e 70000

ppm os dois compostos inviabilizaram aproximadamente entre 8% e 98% da
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populacédo acaricida, respectivamente. Os resultados foram dose-dependente, isto

€, a mortalidade acaricida aumentou com o aumento da concentracao.

Tabela 8: Mortalidade dos acaros rajados

Composto Concentracao Rl R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 Total

5.000 ppm O 0 01 0 2 2 3 0 8

HO N
Y 70,000 ppm 2 1 6 2 2 4 1 0 0 19

OAc 5.000 ppm o 3 3 2 1 2 0 0 O 11

SASE NN X
AC:Q W 70.000 ppm 10 10 10 6 9 9 9 10 6 79

7 ppm O 0 2 0 2 0 1 0 1 6

Ortus
250 ppm 9 10 10 10 10 10 9 10 10 88
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho foi sintetizado o 3,4,6-tri-O-acetil-D-glical, o qual € um dos
reagentes de partida para a sintese dos O-glicosideos 2,3-insaturados. A reagao

ocorreu em ultrassom com tempo reacional de 3 horas e rendimento de 86%.

Apo6s a sintese do composto de partida, houve a reacao de glicosidagéo do
mesmo com alcodis monoterpénicos obtidos de forma comercial (citronelol e
geraniol). As reacdes ocorreram com o auxilio do catalisador acido, a
montmorilonita K-10. As reagfOes foram colocadas em um sistema de refluxo
utilizando diclorometano anidro em 45 °C, e duraram 3 horas. O produto da
glicosidagéo, o geranil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo

foi obtido na forma de um 6leo incolor com rendimento de 89 %.

Todos os produtos foram elucidados por técnicas de espectroscopia de V-
FT, RMN *H e C.

Os compostos foram submetidos a atividades antimicrobianas e acaricidas.
Na atividade antimicrobiana todos os compostos testados conseguiram inibir os
microorganismos utilizados, sendo a menor concentragdo minima inibitéria
encontrada no valor de 156,2 ug/mL. Na atividade acaricida houve resultados
satisfatérios em comparacdo com os padrdes positivos utilizados comercialmente
no controle do acaro rajado. Nas concentracdes de 5000 e 70000 ppm, o 3,4,6-tri-
O-acetil-D-glical e o geranil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo inviabilizaram aproximadamente entre 8% e 98% da populacéo

acaricida.

Célculos tedricos realizados com os compostos geranil 4,6-di-O-acetil-2,3-
didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo e geranil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo demonstrou que a ligagcdo dupla na parte glicbnica é angular com

estereoquimica cis tornando a molécula mais estavel que as citronelil 4,6-di-O-

69



Avelino, R. A. Dissertacdo de Mestrado

acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo e citronelil 2,3-didesoxi-a-D-
eritro-hex-2-enopiranosideo.
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