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RESUMO

COREAS, Nidia Magally Galdamez, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
Dezembro de 2014. Sintese e atividade inibidora de urease de novos y -
alquilidenobutenolideos analogos aos rubrolideos Orientador: Luiz Claudio de
Almeida Barbosa. Coorientadores: Elson Santiago Alvarenga e Célia Regina Alvares
Maltha.

Os  y-alquilidenobutenolideos s&o unidades estruturais presentes em muitos
compostos naturais e sintéticos responsaveis pelas diversas atividades bioldgicas,
incluindo fitotoxicidade e citotoxicidade. A primeira parte deste trabalho refere-se a
sintese de dois novos y-alquilidenobutenolideos, os quais foram submetidos a
avaliacao de suas atividades como inibidores da urease. O material de partida, o
acido mucobrdémico (21), foi reduzido com boroidreto de sddio, e apés acidificagao
obteve-se a lactona 3,4-dibromofuran-(5H)-ona (22) em 87% de rendimento. A
lactona (22) foi submetida a um acoplamento cruzado por meio da reagdo de Suzuki-
Miyaura, utilizando os acidos 5-bromo-2-metoxifenilborénico e 5-cloro-2-
metoxifenilborénico, e produzindo os compostos 3-bromo-4-(5-bromo-2-metoxifenil)
furan-2(5H)-ona (23) e 3-bromo-4-(5-cloro-2-metoxifenil)furan-2(5H)-ona (24), em
41,0% e 57,0% de rendimento, respectivamente. O composto (23) foi submetido a
uma reagao de alquilidenagao com 3,4-dimetoxibenzaldeido, obtendo-se o composto
(Z/E)-3-bromo-4-(5-bromo-2-metoxi-fenil)-5-(3,4-dimetoxibenzilideno)furan-2(5H)-ona
(25), em 75% de rendimento. Finalmente, o composto (25) foi submetido a uma
reagdo para remogao dos grupos metila com BBrs, obtendo-se o composto (Z/E)-3-
bromo-4-(5-bromo-2-hidroxifenil)-5-(3,4-dihidroxibenzilideno)furan-2(5H)-ona (26) em
90% de rendimento. O composto (26), na concentragdo de 500 pM, causou 100% de
inibicdo da urease comparado com o padrao tiouréia; ja o composto (25), na mesma
concentracao, foi bem menos ativo, causando apenas, 29% de inibicado da urease.
Na segunda parte do trabalho, buscou-se sintetizar y-alquilidenobutenolideos
mediante a reacdo de condensacdo entre aldeidos e butenolideos simples.
Iniciamos nosso estudo partindo da 3,4-dibromofuran-(5H)-ona (22), 3,4-
diclorofuran(bH)-ona (15) e furan-2(5H)-ona (37), juntamente com o benzaldeido
(38) e o 2-clorobenzaldeido (39). Diversas condigbes reacionais foram testadas e
verificou-se que as melhores condicbes para a condensacido envolvem o uso de
metanol como solvente e carbonato de sd6dio como base. Nesses experimentos,

foram obtidos os intermediarios 3,4-dibromo-5-[(2-clorofenil)hidroximetillfuran-2(5H)-

XV



ona (30) e 3,4-dicloro-5-[(2-clorofenil)hidroximetil[furan-2(5H)-ona (32), ambos em
40,0% respectivamente. Para avaliar a influéncia do impedimento estérico causado
pelo substituinte no carbono 4 da lactona, a reacao foi realizada com o butenolideo
bromado (23). Nesse caso, obteve-se um composto nao esperado identificado como
[4-(5-bromo-2-metoxifenil)]-5-metoxifuran-2(5H)-ona (36), com 74,0% de rendimento.
Todos os compostos foram caracterizados pelas técnicas de espectroscopia no
infravermelho (IV), ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e de '3C, técnicas

bidimensionais como COSY e HSQC e por espectrometria de massas (EM).
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ABSTRACT

COREAS, Nidia Magally Galdamez, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
December of 2014. Synthesis and inhibition activity of urease in y-
alkylidenebutenolides analog to rubrolideos . Adviser: Luiz Claudio de Almeida
Barbosa. Co-Advisers: Elson Santiago Alvarenga and Célia Regina Alvares Maltha.

y-alkylidenebutenolides are structural units present in many natural and synthetic
compounds, for which diverse biological activity have been reported, including
phytotoxicity and cytotoxicity. The first part of this study refers to the synthesis of two
new y-alkylidenebutenolides which were submitted to an investigation of its activity as
urease inhibitors. The starting material mucobromic acid (21) was reduced with
sodium borohydride and, after acidification, lactone 3,4-dibromufuran-2(5H)-one (22)
was obtained in 87% yield. Compound (22) was then submitted to a Suzuki-Miyaura
cross-coupling utilizing 5-bromo-2-methoxyphenylboronic  and 5-cloro-2-
metoxyphenylboronic acids. From those reactions, compounds 3-bromo-4-(5-bromo-
2-methoxyphenyl) furan-2(5H)—one (23) and 3-bromo-4-(5-chloro-2-
methoxyphenyl)furan-2(5H) —one (24) were obtained in 41.0 % and 57.0% yields,
respectively. Compound (23) was submitted to alkylidenation reaction with 3,4-
dimethoxybenzaldehyde, affording the compound (Z/E)-3-bromo-4-(5-bromo-2-
methoxyphenyl)-5-(3,4-dimethoxybenzylidene)furan-2(5H)-one (25) in 75% yield.
Finally (25) was treated with BBr3in order to remove the methyl groups, leading (26)
in 90% of efficiency. When tested at 500 yM, compound (26) caused 100% of
inhibition of urease when compared to the control, while compound (25) was less
active, causing only 29% of inhibition of urease.

The second part of this study consisted in synthesize y-alkylidenebutenolides
by a reaction of condensation between aldehydes and simple butenolides. We
started from 3,4-dibromofuran-5(5H)-one (22), 3,4-dichlorofuran(5H)-one (15) and
furan-2(5H)-one (37) and the carbonyl compounds benzaldehyde (38) and 2-
chlorobenzaldehyde (39). Several reaction conditions were tested and it was verified
that the best conditions for this condensation involved the use of methanol as a
solvent and sodium carbonate as base. In these experiments, 3,4-dibromo-5-((2-
chlorophenyl)(hydroxy)methyl)furan-2(5H)-one (30) and 3,4-dichloro-5-((2-
chlorophenyl)(hydroxy)methyl)furan-2(5H)-one (32) were obtained as intermediate

compounds, both in 40.0% vyield. In order to evaluate the hysteric hindrance caused
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by the substitute attached to carbon 4 of the lactone ring, the reaction was performed
with brominated butenolide (23). In this case, the unexpected compound 4-(5-bromo-
2-methoxyphenyl)-5-methoxyfuran-2(5H)-one (36) was formed in 74.0% yield. All
compounds were characterized by spectroscopic infrared techniques (IR), nuclear
magnetic resonance (NMR) of 'H and '3C, bidimensional techniques as COSY and

HSQC and mass spectrometry (MS).
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INTRODUGAO

1.1 Histoérico da uréia e urease

A descoberta da uréia, assim como da urease, gerou grandes contribuicoes
na historia da Bioquimica. Em 1828, Friedrich Wohler sintetizou a uréia (composto
organico) pela primeira vez, através do aquecimento em uma solugdo aquosa de
cianato de amoénio (um sal inorganico). Esse experimento contribuiu para a
derrubada da teoria de que os compostos organicos sO6 poderiam ser sintetizados
por organismos vivos, conhecida como “teoria da forga vital” (SOLOMONS &
FRYHLE, 2005).

0
calor )k
NH,;NCO —— > H,N NH,
Uréia

Cianato de amonio

Esquema 1- Sintese da Uréia.

A urease, por sua vez, foi a primeira enzima cristalizada por James B.
Summer, em 1926, a partir de sementes de Canavalia ensiformis, conhecida como
Jack Bean ou, mais popularmente no Brasil, como feijao-de-porco (Figura 1)
(SUMMER, 1926). A Jack Bean Urease (JBU) foi também a primeira enzima
identificada que contem niquel no seu sitio ativo (DIXON et al,1975).

A uréia é abundante como produto final do metabolismo, sendo liberada na
urina. Em média, um ser humano chega a liberar aproximadamente 10 kg de uréia
por ano.

A urease é produzida por bactérias, fungos, leveduras e plantas, e catalisa a
degradagao da uréia para fornecer a esses organismos o nitrogénio necessario para
o crescimento (BALASUBRAMANIAN & PONNURAJ, 2010).



Figura 1- (a) Fotomicrografia de cristais da urease aumentados 728 vezes; (b) Graos de
Jack bean ou Feijao-de-Porco. Fonte: http://www.ufrgs.br/laprotox/o-que-fazemos/linhas-de-
pesquisa/canatoxina

A enzima urease degrada a uréia em aménia (2NHs3) e didéxido de carbono
(CO2). A ambnia produzida é subsequentemente transformada em sal de amdnio

(NH4*) e nitrato NOs™ por meio de nitrificagdo bacteriana no solo (Esquema 2).

Q2 H,O

NH NH »  Carbamato + NH;
urease

»  3cido carbonico *+ NHj3

\

NH, o

Carbamato instavel
Esquema 2- Hidrélise da uréia pela enzima urease.

A urease € de grande importancia tanto na area da medicina como na
agricultura. O patdgeno gastrico Helicobacter pylori utiliza a urease para

neutralizagdo localizada do pH, permitindo que este patégeno se prolifere no



estbmago. Na area da agricultura, a uréia € amplamente utilizada como fertilizante.
Grande parte da uréia aplicada é hidrolisada por ureases produzidas por bactérias
do solo, promovendo a volatilizagdo do nitrogénio na forma de amoénia. Estes
aspectos serao mais detalhados nas sec¢oes 1.2 e 1.3 (FARRUGIA, MACOMBER &
HAUSINGER, 2013).

1.2 Aspectos medicinais e a urease

Helicobacter pylori (H. pylori) é uma bactéria Gram negativa microaerofilica
encontrada no estdbmago dos seres humanos (PORRAS et al, 2012). A sua
habilidade de se desenvolver no meio acido do estdbmago depende da geragédo de
grandes quantidades de enzima urease, que neutraliza a acidez gastrica mediante a
producdo de amdnia proveniente da hidrolise da uréia. Desta forma, o H. pylori é
capaz colonizar a mucosa gastrica, ocasionando infec¢gdes que estdo associadas a
inflamagéo gastroduodenal, incluindo ulcera péptica, e incrementando os riscos de
neoplasia gastrica (FAHEY et al, 2013).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o céncer de
estbmago é a terceira causa de morte por cancer em ambos 0s sexos no mundo
inteiro (723.000 mortes, 8,8% do total). Quase um milhdo de novos casos deste tipo
de cancer foram relatados em 2012 (952.000, 6,8% do total), 0 que o coloca na
quinta posigcao entre as formas mais comuns de cancer maligno no mundo, depois
do cancer de pulmao, de mama, do colo retal e de prostata.

No Brasil, o cancer de estbmago é a quarta doenga mais incidente dentre os
tipos de cancer. Encontra-se em quarto lugar nas regiées Norte (11 casos/100 mil),
Nordeste (10 casos/100 mil), Centro-Oeste (11 casos/100 mil) e Sul (16 casos/100
mil), e na quinta posicdo na regido Sudeste (15 casos/100 mil) (INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER, 2014).

O maior fator de risco é a infecgao pela bateria H. pylori. Atualmente, 50% da
populacdo em todo o mundo se encontra infectada por esta bactéria, sendo o indice
de contaminag&o ainda maior em paises em desenvolvimento (LOPES et al, 2014).



1.3 Agricultura

O nitrogénio é um dos nutrientes mais limitantes no solo e um dos mais
requeridos para elevar a producao e o indice de colheita (CIVARDI et al, 2011). O
uso de adubos nitrogenados € necessario para o enriquecimento do solo. Em fungao
de seu elevado conteudo de nitrogénio (45%) e de seu baixo custo por unidade de
nutriente, a uréia € o principal fertilizante utilizado na agricultura em todo o mundo
(OKUMURA & MARIANO, 2012).

O Brasil é, atualmente, um dos principais consumidores de fertilizantes em
todo o mundo. Porém, grande parte dos adubos utilizados n&o é produzida para
aplicacdo em solos tropicais, o que resulta em grandes quantidades de gases
langados na atmosfera, principalmente aménia e 6xidos de nitrogénio. Além disso,
ha que se considerar a contaminagdo de solos e lengdis freaticos pelo nitrato
produzido a partir da degradacao da uréia, por agao de ureases (ZAMBUDIO &
COLETTI, 2012). A elevada atividade da enzima urease ocasiona problemas tanto
econdmicos quanto ao meio ambiente. Cerca de 50% da uréia é perdida na forma de
gases, ao ser aplicada nos solos. Um desses gases, o 6xido nitroso, € um dos
grandes responsaveis pelo efeito estufa (ZAMBUDIO & COLETTI, 2012).

O aproveitamento do nitrogénio, quando aplicado em cobertura na forma de
uréia, € muito baixo. Isso se deve a forma como o adubo sofre grandes perdas por
lixiviagdo, desnitrificagdo e principalmente volatilizagdo (CONTIN, 2007). Os
fertilizantes nitrogenados solidos se apresentam em quatro formas: amoniacal
(sulfato de amdnio), nitrica (nitrato de sédio), nitrico-amoniacal (nitrato de amoénio,
nitrocalcio) e amidica (uréia), sendo soluveis em agua (COELHO et al, 2004).

Como consequéncia disso, surgiu o interesse em se utilizar inibidores de
urease que possam retardar a hidrolise da uréia e a volatilizagdo de N amoniacal,

até que a uréia seja incorporada ao solo pela agao da agua.



1.4 Inibidores de Urease

Muitas pesquisas ja foram desenvolvidas nos ultimos anos com a finalidade
de regular a atividade da enzima urease, tanto na area terapéutica quanto na
agronémica (BERLICKI et al, 2012). Os compostos do grupo das fosforodiamidas e
fosforotriamidas e seus derivados mostraram-se os mais eficientes inibidores dessa
enzima. Entre esses grupos de compostos estdo o N-butil-N-butiltiofosforotriamida
(NBPT), fenilfosforodiamidato (PPD), N-butilfosforotriamida (NBPTO) e N-
diaminofosforil-4-fluorobenzamida (Flurofamida) (Figura 2) (DOMINGUEZ et al,
2008).

H  NH, H NH,
NBPT NBPTO
(@) ’l\lHZ
—P
N ~
©\ i dH N2
oRNHe g
NH,
PPD Flurofamida

Figura 2- Estruturas de fosforamidatos como inibidores de urease.

Gans et al (2006) estudaram a influéncia de dois inibidores de urease do
grupo das fosforotriamidas na cultura da aveia, verificando que os inibidores
reduziram as perdas de N por volatilizagdo de amdnia e aumentaram o rendimento
da cultura, quando comparados a uréia comum.

Oliveira, Barbosa & Ismail (2014) sintetizaram novos compostos do grupo dos
fosforamidatos, os quais apresentaram boa atividade inibitéria sobre a urease,
principalmente o composto com bromo em posicdo para. Além disso, foram
realizados outros estudos, em que se comprovou que 0s compostos sintetizados
possuem propriedades fisico-quimicas que os qualificam por apresentarem bons
perfis farmacocinéticos, apresentando, portanto, requisitos para atuagdo como
drogas em potencial (Figura 3).
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Figura 3- Alguns novos fosforamidatos sintéticos.
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Trés novos tipos de compostos — tiopiridinas-N-Oxidos, tiopiridinas e
tiopirimidinas — sdo efetivos inibidores da enzima urease na area da agricultura
(RADEL & CRENSHAW, 1990). Um estudo realizado com o acido boérico e trés
diferentes acidos borénicos demonstrou que tais compostos apresentam moderada
atividade inibidora da urease. O mecanismo de acéo nao foi estabelecido, mas sabe-
se que envolve o metalocentro (BREITENBACH & HAUSINGER, 1988).

O tratamento de escolha contra a infecdo causada por H. pylori é baseado na
associagao dos antibidticos amoxicilina e claritromicina com um inibidor da bomba
de prétons, como omeprazol, lansoprazol e pantoprazol. Entretanto, devido
principalmente ao surgimento de cepas de H. pilory resistentes aos antimicrobianos,
o desenvolvimento de novos inibidores de urease vem se tornando uma
necessidade (BARDONNET et al, 2008).

Devido a situacédo apontada, estdo sendo feitos muitos esforcos na busca por
compostos naturais com atividade inibidora de urease, que possam ser usados
como farmacos ou como modelos para a sintese de analogos.

Dentro da industria farmacéutica, os produtos naturais desenvolvem um papel
fundamental na descoberta de novos farmacos. Plantas, fungos, insetos, organismos
marinhos e bactérias sao fontes importantes de substancias biologicamente ativas,
sendo que muitos dos farmacos de uso clinico ou sao de origem natural ou foram
sintetizados a partir do uso de produtos naturais como modelos. Dentro desse grupo

de compostos de interesse estdo os butenolideos (BARREIRO et al, 2009).



1.5 Butenolideos

Os butenolideos correspondem a y-lactonas insaturadas, podendo apresentar

anéis furan-2(5H)-ona (1) e furan-2(3H)-ona (2) (Figura 4). Dentre os butenolideos,
as substancias que apresentam a estrutura geral (3) sdo conhecidas genericamente

como vy-alquilidenobutenolideos (Figura 4).

Figura 4- Estrutura geral dos anéis presentes em butenolideos.

Nas ultimas décadas, diversos y-alquilidenobutenolideos vém sendo isolados
a partir de fontes naturais, e muitos destes compostos tém apresentado importantes
atividades biolégicas, como fungicida, bactericida, anti-inflamatéria, citotoxica e
reguladora de germinagdo de sementes (BARBOSA et al, 2010a; EL-TOMBARY et
al, 2011; FLEMATTI et al, 2004; LIGHT, DAWS, & STADEN, 2009; WEBER, 2002).

Como exemplos de butenolideos naturais bioativos, podem ser citados:
cianobactéria (4), encontrada em algas verde—azuladas, que apresenta atividade
inibitéria do transporte de elétrons durante a fotossintese; a lactona (5), isolada do
fungo Malbranchea filamentosa, que apresenta atividade vasodilatadora; o composto
(6) encontrado na alga marinha Delisea pulchra, que apresenta atividade inibidora de
biofiimes bacterianos; os compostos (7a), (7b) e (7¢) isolados de Pseudodistoma
antinboja, que possuem atividades bactericidas. O rubrolideo (8), com poder anti-
inflamatorio, foi isolado de extratos de Ascidia Synoicum sp. da Nova Zelandia,
existindo como uma mistura isomérica E/Z (Figura 5) (HOSOE et al, 2005; PEARCE
et al, 2007; SMIT, 2004; WEIHONG et al, 2012).
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Figura 5- Alguns exemplos de butenolideos isolados de fontes naturais e suas atividades
bioldgicas.

Rubrolideos (8a—d) sdo compostos que pertencem a familia dos
butenolideos, metabdlitos biologicamente ativos que foram pioneiramente isolados
da ascidia marinha Ritterella rubra (MIAO & ANDERSON,1991) (Figura 6).



Figura 6- Exemplo de rubrolideos isolados de Ascidea marinha.

Compostos da classe dos rubrolideos possuem diversas atividades bioldgicas
como antibacteriana, antitumoral, herbicida, entre outras. Por esta raz&do, esses
compostos vém sendo considerados promissores modelos para a sintese de
analogos, e varios procedimentos para suas respectivas sinteses tém sido
desenvolvidos (BARBOSA et al, 2010a).

Apesar de diversas atividades de interesse farmacéutico e agricola terem sido
reportadas para compostos da classe dos rubrolideos, ndo ha registro de atividade

inibidora de urease para tais compostos.

1.5.1 Estudos sintéticos envolvendo butenolideos

Dentre os trabalhos pioneiros na obtencao deste tipo de butenolideos, se
encontra a sintese feita em 1946 por Shaw, que utilizou o acido y-oxopent-2-endico
como material de partida que foi convertido em protoanemonina (9), com 30% de
rendimento (Esquema 3).

HsC -
\Hm _ A0, HOAG, 5
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Acido y-oxopent-2-endico 9 30%

Esquema 3 - Sintese de protoanemonina 9 feita por Shaw.



Wang et al (2011) sintetizaram novos butenolideos (Figura 7) contendo
ditiocarbamatos na posicdo 3 do anel lactbénico (10a-10d). Esses autores
demostraram, mediante estudos de relagao estrutura-atividade, que a introdugéao do
grupo nessa posicao foi essencial na resposta contra cinco linhagens de células de
cancer esofagico, cervical, préstata, pulméo e peito, principalmente o composto com

o grupo N-benzil.
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Figura 7- Butenolideos contendo a fungao ditiocarbamatos na posicao 3.

Num trabalho anterior, feito pelo acoplamento de Stille, foram obtidos os
compostos (11) e (12) mostrados no Esquema 4 (BARBOSA et al, 2010a).
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PdCl,(MeCN), (5 mol %)
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(72%)
—
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Esquema 4- Esquema de sintese de y-butenolideos por meio do acoplamento de Stille.

No Laboratério de Sintese de Agroquimicos do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Vigosa (LASA/DEQ/UFV), foram sintetizadas as furanonas
halogenadas (13a), (13b), (13c) e (13d), seguindo a metodologia de Boukouvalas e
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colaboradores (2007). Esses compostos apresentaram atividade antibacteriana
contra Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, semelhante as atividades dos
antibacterianos estreptomicina e eritromicina. Entre os compostos sintetizados, o
mais ativo foi aquele sem substituintes no anel benzénico (13a), obtido com
rendimento de apenas 15%. Nota-se que a presenga de grupos doadores de
elétrons no anel benzilideno, assim como (13b), incrementou o rendimento da

reacao (Figura 8).

B Cl
Br Br Br Br ' Cl
Br — e -
_ )=~o ° % © o~
(@)
e =~ "0
OMe
NO NO,
15% OMe 2 )
65% 13% 10%

13b 13c 13d

Figura 8- Furanonas halogenadas e respectivos rendimentos da etapa de alquilidenagao.

13a

Bellina et al (2003) descreveram uma rota para a sintese da lactona diclorada
3,4-dicloro-2(5H)-ona (15) partindo do acido mucocldrico (14) (Esquema 5). A
lactona diclorada foi entdo utlizada como material de partida para a sintese de
compostos como: 4-aril-3-cloro-furan-2(5H)-ona e, subsequentemente, (Z)-4-aril-5-
[1-arilmetileno]-3-cloro-furan-2(5H)-ona (Figura 9). Tanto o acido mucobrémico e
quanto o mucoclérico sdo considerados uteis do ponto de vista sintético e séo
disponiveis comercialmente, sendo o acido mucoclérico mais barato e, portanto,

mais vantajoso como material de partida (ZHANG et al, 2005).

fL 1) NaBH, MeOH, 0°C \EL 15
> O
Ho Yo~ O  2)H;SOy4 MeOH,0°C O
14 89 %

Esquema 5 - Sinteses da lactona 3,4-dicloro-2-(5H)-ona.
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A lactona diclorada foi entdo utlizada como material de partida para a sintese
de compostos como: 4-aril-3-cloro-furan-2(5H)-ona e subsequentemente (Z)-4-aril-

5-[1-arilmetileno]-3-cloro-furan-2(5H)-ona (Figura 9).

Meo Meo Cl Meo
O cl O Cl D Cl
o]
o 7 P _ 16
O 16a 16b O ¢
Br O
MeO MeO o
46% MeO 5% o1%

Figura 9- Compostos sintetizados a partir de acido mucoclérico 14.
1.5.2 Aplicagoes sintéticas da reagao de acoplamento Suzuki-Miyaura

A reagao de acoplamento cruzado C-C, conhecida como reagdo de Suzuki-
Miyaura, foi descoberta no final dos anos 70 e logo se tornou uma poderosa
metodologia para formagao de ligagdes carbono-carbono (TANG et al, 2010). O
acoplamento de haletos de arila e acidos bordnicos utiliza um catalisador de paladio

e uma base (Esquema 6).

Catalisador 1 5
BR, ———> R —R
Base

RI— X + R?

Esquema 6 - Reacgéo de Suzuki-Miyaura.

Um dos motivos pelos quais a reagao tornou-se importante consiste em sua
ampla aplicagdo em processos industriais, com destaque na industria farmacéutica,
sendo utilizada na sintese de diversos farmacos de forma econdmica e em elevados
rendimentos (CORREIA, 2011). Outras vantagens importantes desta reagdo s&o a

sua excelente compatibilidade com grupos funcionais, a facil preparagcédo dos
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derivados de acidos bordnicos e a baixa toxicidade dos subprodutos de boro
gerados na reagao (IWAI, GLIGORICH & SIGMAN, 2008).

Como exemplo dentre os produtos comercializados que s&o produzidos por
essa metodologia temos o Losartan (17), uma droga anti-hipertensiva
comercializada pela Merck. Outro exemplo, também comercializado pela empresa, é
0 SB-245570 (18), uma molécula usada para o tratamento da depresédo (BELLINA
et al., 2004). A companhia BASF utiliza acidos borénicos na produgédo de Boscalid
(19), um fungicida que foi introduzido no mercado em 2003, cuja a produgao
ultrapassa 1000 toneladas por ano (GLASNOV & KAPPE, 2010). O ABT-963 (20),
um inibidor potente e seletivo da enzima COX-2 (droga anti-inflamatéria nao
esteroidal) é produzido pelo Laboratdrio Abbott. Durante sua sintese, foi empregada
a reacao de acoplamento com 88% de rendimento (LENNOX & JONES, 2014)

(Figura 10).
=
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Figura 10 - Alguns exemplos de compostos comerciais preparados por meio da reagéo de
acoplamento de Suzuki-Miyaura.
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A rota sintética a ser utilizada na primeira parte do presente trabalho é
constituida de uma adaptagéo do trabalho realizado por Bellina et al (2001), no qual
foram preparados os compostos analogos aos rubrolideos.

Para obter a 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (22), partiu-se do acido
mucobrémico (21) para logo fazer a reagdo de acoplamento de Suzuki-Miyaura,
seguindo a metodologia de Bellina et al (2001) para a introdugédo do grupo arila na
posicdo 4 do anel lactonico, obtendo-se os compostos (23) e (24). Esses produtos
foram posteriormente submetidos a reacdo de alquilidenagdo com aldeidos para a
formagcdo do composto (25) e também de seu analogo clorado. Posterior
desmetilacdo de (25) resultou na formagéo do composto (26) conforme a analise

retrossintética (Esquema 7).
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O Br Br OCH3;
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— 23-24
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22 R= Br, Cl
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Esquema 7- Analise retrossintética para o preparo dos compostos analogos aos rubrolideos.

A segunda parte do trabalho consistiu na sintese de y-
alquilidenobutenolideos, utilizando a metodologia de Xu e colaboradores (2007) para
a etapa de alquilidenagao. Esses autores utilizaram uma metodologia simples para
sintetizar estereoseletivamente y-alquilidenobutenolideos (27) derivados de
andrografolideos e digoxina, mediante uma condensacao alddlica utilizando metanol

como solvente, Na2COs como base e uma série de aldeidos e cetonas (Esquema 8).
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Metanol, Na,CO5

P

Aldeidos ou Cetonas, refluxo HO

Esquema 8- Obtengéo de Andrografolideos.

Considerando que essa metodologia envolve o uso de reagentes comuns e
de baixo custo, além de ser simples do ponto de vista experimental, esta etapa do
trabalho consistiu-se de estudos visando adapta-la para promover a reacdo de

alquilidenagao de butenolideos derivados dos acidos mucoclérico e mucobrémico.

1.5.3 Objetivos

No Laboratério de Analise e Sintese de Agroquimicos (LASA) foram feitas
inumeras reagdes de alquilidenacéao utilizando a metodologia de Bellina et al (2001)
para a obtencdo de y-alquilidenobutenolideos. Embora esta metodologia tenha se
mostrado eficiente, ha a desvantagem do alto custo e complexidade dos
procedimentos. Por esta razdo, o presente trabalho objetivou investigar novos
procedimentos sintéticos, mais simples e de mais baixo custo para a obtengao de v-
alquilidenobutenolideos, tendo como referencia a metodologia descrita por Xu et al
(2007).

Outro objetivo central foi sintetizar e avaliar a atividade inibitéria da enzima
urease de novos compostos analogos aos rubrolideos, visando o desenvolvimento

de novos compostos com potencial uso comercial.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Técnicas experimentais

As purificagbes dos produtos foram feitas por cromatografia em coluna
utilizando silica gel 60 (70-230 mesh) como fase estacionaria, e diversas misturas de
solventes como fase mével. Os reagentes utilizados para as diversas sinteses foram
todos grau P.A. As reacgbes e as separagdes por cromatografia em coluna foram
monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD) sem silica-gel contendo
indicador de fluorescéncia. As placas foram reveladas por exposicao a luz UV e por
imersdo em solugcdo de permanganato de potassio. As temperaturas de fusdo foram
determinadas no aparelho digital de ponto de fusdo MQAPF- 302 do Laboratério de
Analise e Sintese de Agroquimicos (LASA), do Departamento de Quimica da UFV, e

nao foram corrigidas.

2.2 Purificagao de solventes

Os solventes utilizados foram anidros, utilizando a técnica de secagem de

acordo com Perrin & Armarego (2003).

Metanol anidro - Em um baldo de 500 mL foram adicionados 2,5 g de
magnésio, 0,25 g de iodo molecular e 50 mL de metanol. O sistema permaneceu sob
refluxo durante uma hora. Depois deste tempo, foram adicionados 250 mL de
metanol ao baldo e a mistura foi mantida sob refluxo durante 2 horas. O solvente foi
destilado e armazenado sobre peneira molecular 4 A em um frasco sob atmosfera

de nitrogénio.

Tetraidrofurano (THF) — Em um baldo de 500 mL foram adicionados 300 mL
de THF e 12 g de hidreto de calcio. A mistura foi refluxada durante 20 minutos e em
seguida o solvente foi destilado e recolhido em outro baldo de 500 mL contendo
sodio metalico. O destilado sobre sédio metalico permaneceu sob refluxo durante
uma hora, e apds este tempo se adicionou benzofenona, deixando-se a mistura sob

refluxo até o aparecimento de colorag&o azul. Em seguida, destilou-se o THF anidro,



que foi armazenado num frasco de vidro sobre peneira molecular de 4 A, em

atmosfera de nitrogénio.

Diclorometano (DCM) - Foram adicionados 300 mL de DCM e 3 g de hidreto
de calcio num baldo de 500 mL. Deixou-se em refluxo por 3 horas e apds este tempo

destilou-se o DCM, que foi armazenado num frasco contendo peneira molecular de 4

A

Diisopropiletilamina (DIPEA) — Em um baldo de 500 mL, foram adicionadas
lentilhas de hidréxido de potassio e logo 300 mL de diisopropiletilamina. Deixou-se
refluxando durante duas horas. Apds este periodo, destilou-se a diisopropiletilamina,

que foi armazenada sobre lentilhas de hidréxido de potassio.

Acetonitrila- Em um béquer de 500 mL, foram adicionados 300 mL de
acetonitrila com 10 g de silica gel. A seguir, a mistura foi filtrada e a acetonitrila
recolhida em um baldo de 500 mL no qual, posteriormente, foram adicionadas 3 g de
hidreto de calcio. A mistura permaneceu em refluxo por trés horas. Em seguida,
destilou-se a acetonitrila anidra, que foi armazenada sobre peneira molecular de

4°A, em um frasco de vidro ambar, sob atmosfera de nitrogénio.

2.3 Técnicas espectroscépicas

Infravermelho - Os espectros no infravermelho (V) foram obtidos com as
amostras preparadas na forma de pastilhas de KBr contendo 1% (m/m) do
composto. Foi utilizado um espectrofotdmetro PERKIN ELMER SPECTRUM 1000
(Departamento da Quimica, UFV).

Ressonéncia Magnética Nuclear - Os espectros de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e de carbono (RMN de '3C) foram obtidos em um
espectrometro VARIAN MERCURY 300 MHz do Departamento da Quimica da UFV.
Como solventes deuterados, foram utilizados o cloroférmio (CDCIs) e a acetona. As

constantes de acoplamento escalar (J) foram expressas em Hertz (Hz).
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Espectrometria de massas - Os espectros de massas foram obtidos em um
equipamento SHIMADZU GC/MS-QP5050A, do Laboratério de Analise e Sintese de
Agroquimicos (LASA) do Departamento de Quimica da UFV.

2.4 Procedimentos sintéticos

2.4.1 Sintese da lactona 3,4-dibromofuran-2 (5H)-ona (22)

22

Em um baldo bitubulado de fundo redondo, foram adicionados o acido
mucobréomico (21,510 g; 83,42 mmol) e metanol anidro (120 mL), que foram
mantidos sob agitacdo magnética e resfriamento a 0 °C. Posteriormente, foi
adicionado boroidreto de sodio (4,735 g; 125,13 mmol) lentamente, mantendo-se a
agitacado durante 15 minutos. Uma solugao de acido sulfurico concentrado (4,5 mL)
em metanol (42 mL), resfriada a 0 °C, foi adicionada a mistura resultante, que foi
mantida sob agitacdo por 15 minutos. Decorrido este periodo, foi adicionado éter
dietilico (1,125 L), e a solucéo resultante foi lavada com soluc&o saturada de cloreto
de sédio (4 x 150 mL). As fases foram separadas e a fase organica foi secada com
sulfato de magnésio anidro e concentrada sob pressao reduzida. Obteve-se um
sélido que foi recristalizado com hexano:éter dietilico, obtendo-se a lactona (22) em

forma de cristais brancos, com rendimento de 87% (16,674 g; 68,93 mmol ).

Caracteristica: Cristais brancos

Ts: 87,0- 88,0 °C

CCD: R~ 0,30, Hexano:DCM 1:2 (v/v)

IV (Filme de KBr cm™): 1758; 1606; 1,430; 1339; 1216; 1023; 992; 869; 749; 718.
RMN de 'H (300 MHz, CDCls3): 64,87(s, 2H, H-5).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3): 574,1 (C-5); 114,7 (C-3); 143,4 (C-4); 166,5 (C-2).



EM, m/z %: 244 (IM+4]*,12); 242 ([M+2]*-,24); 240([M]*,CaH2Br202, 9); 213 (12); 211
(6); 163 (98); 161(100); 133 (15); 131(13); 119 (15); 117 (16); 107 (8) ; 105 (12); 81
(7); 53 (10); 38 (31); 37 (21); 32 (13).

2.4.2 Sintese da 3-bromo-4-(5-bromo-2-metoxifenil)furan-2(5H)-ona (23)

Em um tubo de vidro com tampa rosqueada, com 30 mL de capacidade,
adicionou-se o composto (22) (0,5 g; 2,06 mmol), juntamente com acido 5-bromo-2-
metoxifenilborénico (0,528 g; 2,28 mmol), bis-(acetonitrila)dicloropaladio Il
(PdCI2(CH3CN)2 (0,025 g; 0,19 mmol), trifenilarsina (AsPhs) (0,12 g; 0,39 mmol) e
oxido de prata (Ag20) (1,43 g; 6,16 mmol). A mistura foi mantida sob atmosfera de
nitrogénio. Em seguida, logo adicionou-se THF anidro (8 mL) e a mistura foi mantida
sob agitacado (65 °C) durante 27,5 horas. Apds este tempo, a mistura reacional foi
resfriada a temperatura ambiente. Foi adicionado acetato de etila (50 mL), e entdo a
mistura foi filtrada a vacuo sobre Celite®. O filtrado obtido foi concentrado para
purificacdo por cromatografia em coluna de silica e eluicdo por gradiente utilizando
Hexano:DCM 3:1, 2:1, 1:11 e 1:2 (v/lv). O composto (23) foi obtido com um
rendimento de 41% (0,293 g; 0,84 mmol). Também foi isolado o composto 5,5'-
dibromo-2,2’-dimetoxibifenila (23a) (23,5% de rendimento; 0,200 g; 0,54 mmol),

como produto resultante da reagdo de homoacoplamento.

Dados referentes ao composto 23:

Caracteristica: solido branco
Ts: 174,1-175,0 °C
CCD: Rf= 0,30, Hexano:DCM 1:1,5 (v/v).
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IV (Filme de KBr cm -1): 2996; 2957; 1774; 1618; 1591; 1484; 1471; 1402; 1268;
1247; 1182; 1140; 1064; 1014; 986; 881; 807; 750; 623.

RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) : 6 3,8 (s, 3H, -OCHa); 5,22 (s, 2H, H-5); 6,89 (d,1H,
J34=8,9, H-3); 7,56 (dd, 1H, Ja3 = 8,9; Jae= 2,5, H-4’); 7,88 (d,1H, Je# = 2,5, He).
RMN de '3C (75 MHz, CDCls): 655,1 (OCHzs); 73,1 (C-5); 109,01 (C-3); 113,1

(C-5); 112,9 (C-3’); 121,3 (C-1’); 132,2 (C-6’); 134,9 (C-4’); 155,9 (C-2')*; 156,2 (C-
4)*; 169,5(C-2). * As atribuicdes podem estar invertidas.

EM, m/z %: 350 ([M+4]*", 28 ); 348 ([M+2]*, 60); 346 ([M]*-, C11HsBr203, 29);

269 (57); 267 (58); 132 (100); 131 (46); 102 (22); 101 (16); 87 (24); 89 (15); 75
(24);74 (24); 63 (19); 62 (15); 50 (16); 32 (42).

Dados referentes ao composto 23a:

Caracteristica: cristais brancos

Tr: 110,7- 110,9 °C

CCD: Rf=0,74, Hexano:DCM 1:1,5 (v/v)

EM, m/z (%): 374 ((M+4]*, 79); 372 ([M+2]*, 100); 370 ([M]*, C14H12Br203, 71 ); 278
(66); 276 (71); 263 (44); 261 (50); 235 (23); 233 (24); 212 (23); 139 (26); 138 (16);
126 (39); 63 (24); 62 (14).

2.4.3 Sintese da 3-bromo-4-(5-cloro-2-metoxifenil)furan-2(5H)-ona (24)
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Em um tubo de vidro com tampa rosqueada, com 20 mL de capacidade, foi
adicionado o composto 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (22) (0,1 g; 0,41 mmol),
juntamente com acido 5-cloro-2-metoxifenilborénico (0,088 g; 0,28 mmol), bis-
acetonitrilodicloropaladio 1l (PdCI2(CH3CN)z2 (0,004 g; 0,015 mmol), trifenilarsina
(0,025 g; 0,08 mmol) e oxido de prata (0,288 g; 1,24 mmol). A mistura foi mantida
sob atmosfera de nitrogénio e adicionou-se o solvente THF anidro (1,6 mL). O frasco
foi vedado sob atmosfera de nitrogénio e a mistura foi mantida sob agitagao
magnética e aquecimento a 65 °C durante 28,5 horas. A reacao foi monitorada por
cromatografia em camada delgada de silica em intervalos regulares, até a
observagéo do consumo dos reagentes.

ApoOs este tempo, a mistura reacional foi resfriada a temperatura ambiente,
diluida com acetato de etila (30 mL) e filtrada utilizando-se Celite®. O filtrado foi
concentrado sob pressao reduzida, resultando em um material de coloragao escura
que foi fracionado em coluna de silica-gel, empregando-se gradiente de eluigdo com
as misturas de solventes hexano:cloroférmio 3:1, 2:1, 1:1, e 1:2 (v/v). Apdés a
purificagdo, foi obtido o composto (24), com rendimento de 57,0% (0,0715 g; 0,23
mmol).

A porcentagem de recuperagédo do material de partida foi de 5,0% (0,0063 g;
0,026 mmol). Ao mesmo tempo, foi isolado o composto 5,5-dicloro-2,2’-
dimetoxibifenilo (24a) (14,3% de rendimento; 0.0117 g; 0,041 mmol), como produto

resultante da reagdo de homoacoplamento.

Dados referentes ao composto 24:

Caracteristica: solido branco

Tf: 162,1-163,0 °C

CCD: Rf=0,20 em hexano:cloroformio 1: 1,5 (v/v)

IV (Filme de KBr cm -): 2995; 2957; 2921; 2850; 1775; 1617; 1596; 1487; 1472;
1440; 1409; 1267; 1246; 1180; 1141; 1013; 983; 882; 809; 746; 679; 644.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls): § 3,86 (s, 3H, -OCHs); 5,22 (s, 2H, H-5); 6,93 (d, 1H,
Jya =90, H-3'); 7,42 (dd, 1H, J+3 = 9,0, Jas = 3,0 H-4’); 7,76 (d, 1H, Js 4 = 3,0, H-
6).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3): 6 56,2 (-OCHs); 73,5 (C-5); 109,5 (C-3); 112,9(C-3’);
120,2 (C-1°); 129,7 (C-6’); 132,3 (C-4’); 155,9 (C-2")*; 156,1 (C-4)*; 169,6 (C-2).
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* As atribuigbes podem estar invertidas.

EM, m/z (%) 306 ([M+4]*, 22); 304 ([M+2]*, 93); 302 ([M]*:, C11HsBrClOs, 70); 275
(78); 273 (54); 260 (30); 225 (31); 223 (100); 179 (42); 167 (52); 165 (53); 139 (36);
132 (36); 101 (49); 87 (35).

Dados referentes ao composto 24a:

Caracteristica: cristais brancos

Te: 115,1-115,7 °C

CCD: Rf= 0,80 em hexano:cloroformio 1:1,5 (v/v)

EM, m/z %: 286 ([M+4]", 11); 284 ([M+2]*, 66); 282 ([M]*:, C14H12Cl202, 100);
234 (20); 233 (10); 232 (61); 217 (26); 189 (20); 139 (7); 126 (14); 87 (10).

2.4.4 Sintese da (Z/E)-3-bromo-4-(5-bromo-2-metoxifenil)-5-(3,4-dimetoxi-
benzilideno)furan-2(5H)-ona (25)

25

Em um baldo bitubulado de 25 mL, sob atmosfera de nitrogénio e agitagao

magnética, foram adicionados 3-bromo-4-(2-metoxifenil) furan-2(5H)-ona (23) (0,200

22



g; 0,57 mmol) e 3,4-dimetoxibenzaldeido, dissolvidos em 1 mL de DCM. A reacgao foi
resfriada a 0 °C. Imediatamente foram adicionados TBDMSOTT (0,198 g; 0,75 mmol)
e DIPEA (0,150 g; 1,16 mmol).

A mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente durante 30 minutos e
mais 30 minutos a temperatura ambiente. Decorrido este periodo, adicionou-se o
DBU (0,156 g; 1,16 mmol), mantendo-se a mistura sob refluxo por uma hora.
Transferiu-se a mistura para um funil de separagao, empregando-se DCM (70 mL). A
fase organica resultante foi lavada com solugéo aquosa de HCI 3 mol L' (2 x 25 mL),
seguida de uma solucdo saturada de NaCl (2 x 25 mL). Em seguida, foi secada com
MgSOa anidro, filtrada e concentrada sob press&o reduzida. O material resultante foi
purificado em coluna de silica-gel utilizando hexano:acetato de etila (5:3 v/v) como
eluente. Foi obtido o composto de interesse (25), com um rendimento de 75% (0,211

g; 0,42 mmol), como uma mistura de isbmeros E/Z.

Caracteristica: solido fino amarelo

Te 177,8 -178,1 °C

CCD: R= 0,33 em hexano: acetato de etila 5:3 (v/v)

IV (Filme de KBr cm): 3005; 2942; 1764; 1646; 1596; 1577; 1512; 1515; 1483;
1459; 1444; 1420; 1274; 1256; 1243; 1167; 1161; 1025; 986; 970; 622; 602.

EM, m/z %: 498 ([M+4]*, 51); 496 ([M+2]*:,100); 494 ([M]*,C20H16Br20s, 52); 281
(12); 207 (29); 178 (24); 163 (48); 135 (31); 92 (20); 77 (28).

RMN de 'H (300 MHz, CDCIs): 6 3,38 (s, 3H, CH3-2'); 3,92 ( 2s, 6H, CH3-4” e CHs-
3”); 5,86 (s, 1H, H-6); 6,85 (d, Js76= 8,5, 1H, H-5"); 6,95 (d, J314= 8,9 H, H-3"); 7,29
(dd, Je2= 2,1, Jei5= 8,5 ; 1H, H-6"); 7,38 - 7,36 (m, 2H, H-6’ e H-2"); 7,62 (dd, 1H,
Joe=2,4; Jyiz= 8,9, H-4’).

RMN de ®C (75 MHz, CDCls): 6 55,7 (CH3-2'/3"/4"); 109,8 (C-3); 111,03 (C-5");
112,5 (C-5’); 112,8 (C-27); 113,3 (C-3’); 114,0 (C-6); 119,8 (C-1’); 125,1 (C-6”); 125,6
(C-17); 132,6 (C-6’); 134,4 (C-4’); 145,9 (C-5); 149,0 (C-4”); 150,3 (C-3”); 150,7 (C-
2’); 155,8 (C-4); 165,0 (C-2).
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2.4.5 Sintese da 3-bromo-4-(5-bromo-2-hidroxifenil)-5-(3,4-dihidroxibenzi-
lideno)furan-2(5H)-ona (26)

26

Em um baldo bitubulado de 25 mL, sob atmosfera de nitrogénio e agitagao

magnética, adicionou-se o composto (25) e DCM anidro (5,0 mL). A solugao foi
resfriada a -78 °C e entao foi adicionado BBrs (2 mol L'; 6 equiv.). A mistura ficou
em repouso até alcancar a temperatura ambiente, e permaneceu sob agitacdo por
22 horas. Adicionou-se agua destilada (10 mL) e extraiu-se com acetato de etila (4 x
15 mL). Lavou-se o extrato organico com solugéo saturada de NaCl (15 mL), e apds
secagem com MgSO4 anidro, concentrou-se sob presséao reduzida. O sdlido gerado
foi submetido a purificacdo por cromatografia em coluna utilizando-se como eluente
uma mistura de hexano:acetato de etila 2:3 (v/v) como fase mével. O produto foi
recristalizado com DCM/hexano, obtendo-se o composto (26) como um residuo

amorfo amarelo escuro, com 90% de rendimento (0,08 g; 0,17 mmol).

Caracteristica: residuo amorfo amarelo escuro

CCD: Rr= 0,33 em hexano: acetato de etila 2:3 (v/v)

IV (Filme de KBr): 3326; 2922; 2851; 1731; 1646; 1605; 1599; 1558; 1523; 1283;
895; 881; 716; 697; 586 cm .

EM, m/z (%): 456 ([M+4]*, 22); 454 ([M+2]*,50); 452 ([M]*,C17H10Br20s, 25); 376 (48);
374 (87); 150 (34); 123 (87); 122 (33); 121 (29); 82 (100); 81 (32); 63 (29); 44 (68).
RMN de 'H (300 MHz, DMSO): 6 5,90 (s, 1H, H-6); 6,74 (d, 1H, Js'e= 8,3, H-5");
7,01- 6,94 (m, 2H, H-3', H-6"); 7,43 (d,1H, Je4= 2,4, H-6’); 7,38 (d,1H, J276 = 2,1, H-
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2"): 7,53 (dd, 1H, Jaz= 8,7; Jare= 2,4, H-4"); 9,38 (s, 1H, OH); 9,69 (s, 1H, OH);
10,37 (s, 1H, OH).

RMN de '3C (75 MHz, DMSO): 5 108,4 (C-3); 110,4 (C-5'); 114,8 (C-6);116,3 (C-
5°):117,4 (C-1); 118,5 (C-2"); 118,9 (C-3); 124,3 (C-6"); 124,9 (C-17); 132,6 (C-6');
134,5 (C-4'); 144,9 (C-3"); 146,0 (C-5); 148,4 (C-4”); 152,0 (C-4); 154,5 (C-2));
165,42 (C-2).

2.4.6 Sintese do composto 3,4- dibromo-5-(benzilideno)furan-2(5H)-ona (28)

28
Em um baldo bitubulado de 25 mL, sob atmosfera de nitrogénio, foi
adicionado o composto 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (22) (0,1 g; 0,41 mmol).

Imediatamente adicionou-se benzaldeido (0,125 g; 1,1779 mmol) junto com metanol
anidro (2 mL), e deixou-se em refluxo a 65 °C durante 44 horas.

Passado esse tempo, observou-se uma pequena mancha na CCD que
possivelmente poderia ser o produto de interesse. Devido a isso, foi utilizada a
técnica de espectrometria de massas para comprovar se o produto formado era o

composto de interesse, analisando o produto bruto da reacéo.

EM, m/z (%): 332 ([M+4]", 46); 330 ([M+2]*,96); 328 ([M]*-,C17H10Br20s, 49); 195(54);
193(56); 118(64); 90(100); 63(34).
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2.4.7 Tentativa de sintese do 3,4-dibromo-5-(diclorobenzilideno) furan-2(5H)-

ona (29)

29

Em um tubo de vidro de 10 mL com tampa rosqueada, foi adicionado 3,4-

dibromofuran-2(5H)-ona (22) (0,1 g; 0,4134mmol), junto com carbonato de sdodio
(0,013 g; 0,1226 mmol), previamente dissolvido em 2 mL de metanol anidro, como
solvente da reacdo e 2-clorobenzaldeido (0,116 g; 0,8268 mmol). O frasco foi
vedado e a mistura reacional mantida sob agitacdo magnética a 65 °C durante 11
horas. Apods este tempo, a mistura reacional foi extraida com cloroférmio (4 x 10 mL).
Os extratos organicos foram combinados e a fase organica foi secada com sulfato
de magnésio anidro e concentrada sob pressao reduzida, resultando em um residuo.
Esse residuo foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel, utilizando
como fase movel hexano:acetato de etila (3:1 v/v). Esse procedimento resultou no
isolamento do composto (30), com 40% de rendimento (0,0637 g; 1,74 mmol). O
produto foi entdo recristalizado com hexano:diclorometano, proporcionando um

material na forma de cristais brancos.

Dados referentes ao composto 30:
Caracteristica: Cristais brancos
Ts: 159-160 °C

CCD: Rr= 0,32 Hexano:acetato de etila 3:1 (v/v)
2



IV (Filme de KBr cm): 3467, 3061, 3030, 2923, 2853, 1765, 1610, 1209, 1007,
701, 631.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls): 52,37 (da, 1H, Jon= 5,31, OH); 5,21 (d, 1H, Jsie=
1,71, H-5); 5,66 (da, 1H, J= 3,57, H-6); 7,41- 7,28 (m, 3H, H-3', H-5', H-4'); 7,66-
7,63 (m, 1H, H-6").

RMN de "3C (75 MHz, CDCls): 67,8 (C-5); 85,3 (C-6); 115,9 (C-3); 127,3 (C-5');
128,5 (C-6"); 129,2 (C-3"); 129,8 (C-4’); 131,4 (C-1'); 135,5 (C-2"); 145,1 (C-4); 166,2
(C-2).

EM, m/z %: 143 (32), 141 (100), 115 (5,78), 113 (18,47), 78 (7,03), 77 (87,0), 51,0
(19,92).

2.4.8 Tentativa de sintese do composto 3,4-dicloro-5-(benzilideno)furan-2(5H)-
ona (31)

31

Em um tubo de tampa rosqueada de 10 mL, foi adicionado o composto 3,4-

dicloclorofuran-2(5H)-ona (15) (0,1 g; 0,6537 mmol) junto com carbonato de sddio
(0,013g; 0,1226mmol), previamente dissolvido em 3 mL de metanol anidro como
solvente da reagao, e 2-clorobenzaldeido (0,116 g; 0,8252 mmol), agitando a 65 °C
durante 7,5 horas num banho de d6leo. Apds este tempo, a mistura reacional foi
concentrada sob pressao reduzida e depois extraida com cloroférmio (4 x 10 mL) e
agua (10 mL). A fase organica foi secada com sulfato de magnésio anidro e
concentrada sob pressao reduzida. Apds separagdo por cromatografia em coluna,
utilizando como fase mével hexano:acetato de etila 4:1 (v/v), e recristalizacdo em
hexano:diclorometano, o intermediario 3,4-dicloro-5-((2-clorofenil)(hidroxi)metil)furan-
2(5H)-ona (32) foi obtido na forma de cristais brancos, em 40% de rendimento
(0,0772 g; 2,6482mmol ).
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Caracteristica: Cristais brancos

Te: 128,5-129,5 °C

CCD: Rf= 0,3 hexano: acetato de etila 4:1 (v/v)

IV (Filme em KBr cm™'): 3468, 3081, 1749, 1624, 1235, 1043, 924, 769, 745, 454.
RMN de 'H (300 MHz, CDCIs): 562,47 (d, 1H, Jons= 5,83, OH); 5,20 (d, 1H, Js6=
1,71, H-5); 5,62 (dd, 1H, Jeis= 1,71; Jeion= 5,83, H-6); 7,41-7,28 (m, 3H, H-3’, H-5’, H-
4’); 7,66-7,63 (m, 1H, H-6").

RMN de '3C (75 MHz, CDCl3): 6 67,4 (C-6); 82,7 (C-5); 127,84 (C-5'); 128,5 (C-6');
129,3 (C-3’); 129,9 (C-4’); 131,3 (C-1’); 135,4 (C-6’); 149,6 (C-4); 165,4 (C-2).

EM, m/z %: 143 (30), 142 (9), 141(93), 139 (15), 111 (8), 113 (22), 115 (7), 77 (100),
75 (14).

2.4.9 Tentativa de sintese do composto 3-bromo-4-(5-bromo-2-metoxifenil)-5-
(3,4 dimetoxibenzilideno)furan-2(5H)-ona (25).




Em um baldo bitubulado de 25 mL, foram adicionados 3-bromo-4-(2-
metoxifenil)furan-2(5H)-ona (23) (0,05 g; 0,144 mmol), carbonato de sddio (0,013 g;
0,1226 mmol) previamente dissolvido em 3 mL de metanol anidro e 3,4-
dimetoxibenzaldeido (0,044 g; 0,289 mmol). A mistura resultante foi mantida sob
agitacdo magneética a 65 °C durante 20 horas. Apds este tempo, a mistura reacional
foi concentrada sob pressao reduzida e extraida com cloroférmio (4 x 10 mL). Em
seguida, a fase organica foi secada com sulfato de magnésio anidro e concentrada
sob pressao reduzida. O residuo obtido foi purificado por cromatografia em coluna
de silica gel, levando ao composto 4-(5-bromo-2-metoxifenil)-5-metoxifuran-2(5H)-
ona (36), com rendimento de 74% (0,032 g; 1,0698 mmol). O produto foi entédo

recristalizado com diclorometano:hexano, obtendo-se cristais de cor amarelo palha.

Caracteristica: Cristais amarelos palha.

Tf: 101,0-103,5 °C

CCD: Rr= 0,3 hexano: acetato de etila 5:3 (v/v)

IV (Filme de KBr cm -'): 3093; 3114; 3075; 3005; 2965; 2949; 2908; 2843; 2831;
1754; 1612; 1469; 1492; 1198; 858; 831; 670.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls): 5§ 3,55 (s, 3H, OCHa); 3,92 (s, 3H, OCHs); 6,23(d,
Js3= 0,9, 1H, H-5); 6,72 (d, J35= 0,9, 1H, H-3); 6,89 (d, 1H, J34= 8,9, H-3’); 7,53
(dd, 1H, Ja/3=8,9; Jae= 2,5,H-4’); 7,60 (d, 1H, Js1a= 2,5, H-6).

RMN de '3C (75 MHz, CDCl3): §55,8 (CH3-5/2’); 103,5 (C-5); 113,1 (C-3/5")*, 120,1
(C-3/1")*; 132,0 (C-6’); 135,1 (C-4’); 155,7 (C-2’); 158,0 (C-4); 171,0 (C-2).

* as atribuicbes podem ser invertidas.

EM, m/z %: 299,7 ([M+2]*, 40,38); 297,80 ([M]*,C12H11BrO4, 38,74); 212 (99,14);
211 (39,35); 210 (100); 169 (12,12); 167 (11,89); 132,0 (20,92); 131 (28,99); 89

(12,13); 88 (15,45); 77 (9,63).
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2.4.10 Ensaios Biolbégicos
Ensaios de Inibidores de Urease para os compostos (25) e (26).

Os testes biologicos foram feitos na Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), onde solugbes estoque dos compostos foram preparadas em 500 uL de
DMSO/etanol 2:3 (v/v), solugdo tampao (Na2HPO4/NaH2PO4 200 mM, pH 7,4 970
ML), solugdes inibitdrias (10 pL), de modo que a concentracédo final deles foi de 100
mM, e uma solugcdo de urease (3,0 mg/mL, Sigma U-1500-100 KU,20 uL). Os
compostos foram misturados em tubos e incubados durante 45 minutos a 25 °C (a
solugéo controle ndo contém inibidor). Depois disso, 0,5 mL de solugédo de uréia (40
mmol L) foi adicionada, para depois ser incubada novamente durante 20 minutos, a
25 °C. A concentracdo de amobnia foi determinada mediante o ensaio de fenol
hipoclorito (636 nm) e a porcentagem de inibicdo [INH (%)] foi calculada pela
seguinte equacao: INH (%)= 100- ((Ainv/As) x 100)

Onde:
AnH e As sdo concentragdo de amobnia (ppm) nos tubos com e sem inibidor

respectivamente.
Os potenciais inibitérios de os y-alquilidenobutenolideos (25) e (26) foram
comparaveis com o inibidor padrao (tiouréia) na mesma concentragao (500 uM).

Todos os experimentos foram feitos por triplicata.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Sintese da lactona 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (22)

A primeira etapa deste trabalho consistiu na preparacdo do material de
partida, a lactona 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (22), que é uma forma reduzida do
acido mucobrémico (21) (Esquema 9). Foi utilizada a metodologia de Bellina et al

(2001), empregando-se o acido mucobrémico, disponivel comercialmente.

Br Br B, B
— 1) 1,5 Equiv, NaBH,, MeOH, 0°C ﬁ
2)H,S04, MeOH, 0°C 0

HO™ o~ © O
21 22
87%

Esquema 9 - Preparacao da 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona a partir do acido mucobrémico.

Segundo Cunha & Oliveira (2011), o acido mucobrémico (21) € um oxo-acido
que existe em equilibrio entre as formas ciclica e aciclica. Os dados do espectro no
infravermelho indicam que a primeira forma é predominante tanto no estado sélido
quanto em solugdo. No entanto, o padrao de reatividade € mais evidenciado na sua
forma aciclica (Esquema 10).

As duas carbonilas do acido mucobrémico na forma aciclica sédo bons centros
eletrofilicos, visto que se encontram conjugadas a grupos retiradores de elétrons.

Br Br , B;grg
rgto o o

HO™ O HO

O carbonos eletrofilicos

Esquema 10 - Forma ciclica e aciclica do acido mucobrémico 21.

Os aldeidos e cetonas podem ser reduzidos a alcoois primarios e
secundarios, respectivamente. Neste caso, o grupo formil (-CHO), observado na
forma aberta, é reduzido pelo boroidreto de sddio (NaBH4) por meio da transferéncia
do ion hidreto (H") da carbonila, formando-se um alcéxido intermediario que captura

31



um préton do solvente formando um alcool in situ (BARBOSA et al, 2010b;
CLAYDEN et al, 2001).

Apo6s a acidificagdo do meio com H2SO4, acontece a ciclizagao intramolecular,
envolvendo o acido carboxilico da molécula, resultando no fechamento do anel com
a formacgéo da lactona (22) (Esquema 11) (CUNHA & OLIVEIRA, 2011).

0
Ho Mo~ © 0
H,SO0.,
MeOH
Br Br
ir>_§5:" NaBH, m
0= o MeOH Bro™ g O

Esquema 11 - Sinteses da lactona 22.

A caracterizacdo da lactona (22) iniciou-se pela analise do respectivo
espectro no IV. Foram observadas as bandas em 1758 e 1023 cm’, referentes aos
estiramentos das ligagées C=0 e C-O, respectivamente, e em 749 e 718 cm™
correspondentes aos estiramentos das ligagdes C-Br (Figura 11).

No espectro de massas, a presenga do pico em m/z= 240 ([M]*), corresponde
ao ion molecular, cuja formula & C4H2Br202. Os picos em m/z 242 ([M+ 2]*) e em
m/z 244 ([M+ 4]*) confirmaram a presenca de dois atomos de bromo presentes na
molécula, devido as abundancias relativas dos isétopos de "°Br e 8'Br. Observa-se o
sinal do pico m/z = 161, o qual corresponde a perda do radical "°Br do ion molecular
(Figura 12). No esquema 12, apresentam-se algumas das principais fragmentagoes
do composto, que justificam parte do espectro de massas do composto (22).

O espectro de RMN de 'H do composto (22) (Figura 13) apresenta um unico
simpleto em 6 = 4,87 (H-5), correspondente aos hidrogénios metilénicos. No

espectro de RMN de '®C do composto (22) (Figura 14), observa-se um sinal
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correspondente ao grupo carbonila em 6= 166,5 (C-2), e os sinaisem 6= 1147 e ¢
= 143,4, correspondentes aos carbonos olefinicos C-3 e C-4 ligados aos atomos de
bromo. Nesse caso, o deslocamento no C-4 foi mais desblindado em comparacgéao
com o deslocamento do C-3, porque aquele pode suportar uma carga positiva maior
do que este devido a ressonancia existente com o grupo carbonila da lactona
presente na molécula. Ja o sinal do C-5 pode ser observado em o6 =74,1, mais

blindado do que os outros carbonos.
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Figura 11 - Espectro no IV (pastilha de KBr) da lactona 22.
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Intensidade relativa (%)
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Figura 12 - Espectro de massas da lactona 22.
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Esquema 12 - Fragmentagdes no espectro de massas da lactona 22.
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Figura 14- Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl;) da lactona 22.



3.2 Sintese das 4-aril-3-bromofuran-2(5H)-ona, utilizando a reag¢ao de

acoplamento C-C de Suzuki-Miyaura

Para a obtengao das lactonas (23) e (24) utilizou-se o acoplamento cruzado
C-C de Suzuki-Miyaura. Partiu-se da lactona dibromada (22), utilizando-se acidos

arilborénicos, segundo a metodologia descrita por Bellina et al (2001) (Esquema 13).

B(OH), X OMe
Br Br
O. PdCl;(MeCN),,AsPH3 Br
- + CH3 - —
0] Ag,0, THF,65°C
(@) X 9 o O
22
23:x =Br 97%
24:x= Cl 57%

Esquema 13 - Sintese das lactonas 23 e 24.

O mecanismo para esta reagdo, proposto por Bellina et al (2001) é
apresentado no Esquema 14. Sao trés etapas sucessivas que envolvem o ciclo
catalitico da reacdo de acoplamento cruzado de Suzuki & Miyaura (MIYAURA &
SUZUKI, 1995):

a) adicao oxidativa do haleto de arila a espécie de Pd (0)
b) Transmetalacdo envolvendo a transferéncia do grupo arila do acido
arilborénico para o centro metalico, formando o intermediario aril-paladio-aril.

c¢) Eliminagao redutiva com formagéo do produto de acoplamento.
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Esquema 14 — Ciclo catalitico de sintese das lactonas 23 e 24 pelo acoplamento de Suzuki-
Miyaura.

A adicado oxidativa € a primeira etapa do ciclo catalitico, e consiste em um
mecanismo sincronizado do complexo de Pd(0) com uma ligagdo Csp?-Br ( C-4) da
lactona, onde L corresponde a AsPhs. Nessa etapa, ocorre a insercao do Pd a
ligagcdo Csp?-Br, e a formagao sucessiva das ligagdes Pd-C e Pd-Br (A).

Segundo Miyaura & Suzuki (1995), esta etapa é determinante na velocidade
da reagao, e é influenciada pela natureza dos halogénios. Assim, a ordem relativa da
velocidade da reacgéo é: | > Br >> CI. Esta ordem estd em concordancia com os
valores das energias da ligagdo C-X (energia de dissociagdao Ph-X: Cl = 96 kcal mol
', Br = 81 kcal mol”, | = 65 kcal mol™).

Subsequentemente, a interagdo de A (brometo de organopaladio Il) com os
acidos borénicos e o 6xido de prata origina o intermediario B; a transmetalacédo de
B, ocorrendo na etapa lll, promove a formagao de C. A transmetalagcao do boro para
o0 paladio € o que gera o intermediario D. Existe ainda uma outra proposta que
envolve a transmetalacdo do boro para a prata formando o complexo C. A

eliminacao redutiva de D da origem ao composto desejado E.



Foram obtidos os compostos (23) e (24), assim como as biarilas (23a) e (24a)

do homoacoplamento entre os acidos arilborénicos empregados (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultados das sinteses de 4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas 23 e 24.

Composto Rendimento (%) Biarila Rendimento (%)
Br
OMe
Br O
Br 41* OCHj4 23,5

- H3CO

o 9

23 Br
23a

OMe “ O
cl
Br 57* OCH;, 14,3

HsCO
oo g

24

Cl

24a

* Reacao realizada em um tubo selado e sob atmosfera de nitrogénio.

Por meio de técnicas eletroquimicas, Adamo e colaboradores (2006)
estudaram este mecanismo de homoacoplamento e observaram que o Pd(0) reage
com oxigénio para formar o complexo peroxo de paladio(ll), o qual consome duas
moléculas de acido borbnico para formar o produto de homoacoplamento. Isso
acontece quando o oxigénio nao ¢é retirado completamente mediante
desgaseificacdo do solvente, ou quando ingressa o oxigénio através das juntas da
vidraria empregada.

A unidade estrutural biarila € comumente encontrada em grande variedade de
produtos naturais, farmacos e agroquimicos sintéticos (TEIXEIRA, BARBOSA &
VELOSO, 2007).

A diferenca de eletronegatividade entre o atomo de bromo e cloro no anel do
acido borénico pode explicar essa diferenca nos rendimentos obtidos, uma vez que,
a ordem de reatividade dos haletos de arila depende da natureza do halogénio e
varia na seguinte ordem: F > Cl > Br > |I.

Os acidos arilborénicos adotam um carater menos nucleofilico quando

apresentam grupos retiradores de elétrons como substituintes, o que faz com que o
39



processo de transmetalagcdo aconteca mais lentamente. Nesse caso € maior a
probabilidade de ocorréncia do produto de homoacoplamento, como observado pela
formacdo dos produtos (23a) e (24a). Verificou-se um maior rendimento para a
biarila (24a), que contém cloro no acido arilborénico (BRUICE, 2007).

Os acidos arilbordnicos sao estaveis ao ar e também s&o bastante inertes
frente a varios grupos funcionais, sendo assim uma grande vantagem o emprego
dessa metodologia (MIYAURA, YANAGI & SUZUKI, 1981). A lactona 3,4-
dibromofuran-2(5H)-ona (22) é instavel sob condi¢gbes basicas, o que justifica o
emprego de uma base fraca como Ag20 para essa reagao (BELLINA et al, 2004).
Como a presenca de uma base é imprescindivel para o sucesso da reagao, iSso
justifica 0 uso da lactona (22) ao invés do seu precursor, o acido mucobrémico, ja
que este é instavel em meio basico, sofrendo decomposi¢cao (CUNHA e OLIVEIRA,
2011).

A base mais comumente utilizada neste tipo de reagcdo € Na2COs, mas
frequentemente é ineficiente com substratos com demanda estérica; em tais casos
sao utilizados Ba(OH)2 ou KsPOas. Outras bases também comumente utilizadas no
acoplamento de Suzuki-Miyaura s&o Cs2C0Os, K2COs, TIOH, KF e NaOH (KOTHA et
al, 2002).

A adigédo de reagentes ativantes tais como prata ou sais de cobre aumentam
a velocidade da transmetalagdo com o paladio. A prata ajuda na troca de halogénio-
hidroxido no paladio, efetuando uma pre-transmetalacdo mais eficiente com boro
(LENNOX & JONES, 2014).

O uso de Ag20 é necessario nesse caso por ser este 6xido uma base fraca,
uma vez que, na presenca de base forte, a lactona (22) pode reagir via ataque
eletrofilico ao oxigénio da carbonila ou ao carbono na posicdo 5 da lactona,
resultando na sua decomposicdo e/ou transformacdo em outros produtos
indesejados (Esquema 15) (CUNHA & OLIVEIRA, 2011).
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Onde E* = eletrdfilo

Esquema 15 - Reatividade da lactona dibromada 22 frente a bases fortes.

Esse tipo de reacdo de acoplamento é seletiva de posi¢cdo, uma vez que a
etapa de adicdo oxidativa ocorre no carbono quatro (posi¢ao beta) da lactona 3,4-
dibromofuran-2(5H)-ona (22), que corresponde ao carbono com maior deficiéncia de
densidade eletrénica na molécula (BELLINA & ROSSI, 2007).

A analise dos espectros obtidos para as lactonas (23) e (24) permitiu
confirmar a estrutura das mesmas. Os espectros obtidos para os compostos (23) e
(24) apresentaram grande semelhanca entre si, e as unicas variagdes observadas
se referem aos substituintes no grupo aromatico, tais como Cl e Br. Portanto, a
discussao feita a seguir € baseada s6 nos dados do composto (24).

Inicialmente, no espectro de infravermelho (Figura 15), podemos observar
uma banda referente ao estiramento da ligagdo do grupo carbonila (C=0) da lactona
a, p-insaturada em 1774 cm'.

No espectro de massas (Figura 16), os picos referentes ao ion molecular
estao de acordo com o esperado. Em funcédo da presenca de um atomo de cloro e
bromo na molécula, observaram-se os picos em m/z = 302 ([M*]), 304 ([M+2]*), e
m/z = 306 ([M+4]*). O pico em m/z = 223 ¢é atribuido ao fragmento formado pela
perda de um atomo de bromo do ion molecular. A formagédo dos fragmentos em
m/z= 223, 195, 165, 258, 179 e 273 é explicada conforme ilustrado no Esquema 16.

Em relagao ao espectro de RMN de 'H do composto (24) (Figura 17), podem-
se observar dois simpletos referentes aos hidrogénios do grupo metoxila, presente
em ¢ = 3,86, e um sinal intenso em 6 = 5,23, que corresponde aos dois hidrogénios

metilénicos do anel lacténico.
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No espectro de RMN de '3C da lactona (24) (Figura 18), o sinal observado em
0 = 56,2 foi atribuido ao carbono da metoxila (-OCHs). Além disso, o sinal do carbono
4 aparece mais desblindado devido a presencga do grupo fenila substituido.

Os resultados obtidos s&o concordantes com os reportados anteriormente na

literatura, de acordo com Pereira et al (2014), para os compostos (23) e (24).
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Figura 15 - Espectro no infravermelho (pastilha de KBr) do composto 24.
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Figura 16 - Espectro de massas do composto 24.
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Esquema 16 - Proposta mecanistica de fragmentagéo para a lactona 24 com formagéao dos
principais fragmentos observados no espectro de massas.
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Figura 17 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 24.
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3.3 Sintese da (Z/E)-3-bromo-4-(5-bromo-2-metoxifenil)-5-(3,4 dimetoxiben-
zilideno)furan-2(5H)-ona (25)

Na etapa final do trabalho de sintese dos analogos aos rubrolideos, a lactona
3-bromo-4-(2-metoxifenil)furan-2(5H)-ona (23) foi submetida a reagdo de
alquilidenagao com 3,4-dimetoxibenzaldeido.

Segundo Negishi & Kotora (1997), as reagdes de alquilidenacao representam
uma boa estratégia em sintese organica para a formacado de ligagdes carbono-
carbono. Inicialmente, a lactona (23) foi submetida a reacdo com TBDMSOTf, que
atua como acido de Lewis; DIPEA como base; e DCM como solvente. A reagao foi
conduzida a temperatura ambiente durante 1 hora, levando a formagéo in situ do
intermediario sililfurano (34), que nao foi isolado. Posteriormente, esse intermediario
reagiu com o 3,4-dimetoxibenzaldeido (35), presente no meio reacional. Em seguida,
adicionou-se DBU, e a solucao foi mantida sob refluxo, resultando em uma reagao
de eliminagao do grupo tert-butildimetilsililoxi, com consequente formagao da ligagéo

dupla exocilica em uma mistura de izémeros E/Z composto (25) (Esquema 17).

OCH
Br OCHs TBDMSOTf, DIPEA  Br ) ¥
Br > r
DCM, 25 °C
- ]\
o~ O o~ ~OTBDMS
23 34
Oy _H
1h
OMe
35 OMe
DBU, DCM
refluxo o
1h

MeO

75%
(Z/E)

Esquema 17- Preparo do composto 25.
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No espectro de infravermelho, podemos observar a banda referente ao
estiramento da carbonila (C=0) em 1764 cm™' e as bandas de estiramento C-O dos
grupos metoxila entre 1274-1025 cm-! (Figura 19). No espectro de massas, os picos
em m/z = 494, 496 e 498 (M*, M+2 e M+4) confirmam a obten¢cdo do composto de
interesse que apresenta dois atomos de bromo (Figura 20).

No espectro de RMN de 'H, podemos observar a presencga de trés simpletos
em o = 3,92 e 3,93, correspondentes aos 06 atomos de hidrogénios dos grupos
metoxila CHs-4” e CHs-3”, respectivamente. Também se verifica um simpleto em 6=
3,38 dos 03 hidrogénios do grupo metoxila CHs-2' (Figura 21). Nas analises do
espectro bidimensional NOESY, podemos comprovar que o composto se encontra
como uma mistura de isdmeros Z/E. Os picos cruzados surgiram das interagbes
espaciais dos hidrogénios H-6 com o H-6' (isbmero Z) e com H-2” (isbmero E)
(Figura 22).

Para o isdmero Z, o hidrogénio H-6 apresentou correlagdo com o hidrogénio
H-6" em 7,36 ppm. Ja para o isbmero E o hidrogénio H-6 apresentou correlagdo com
o H-2” em 7,29 ppm (Figura 23). Mediante calculos tedricos, pode-se observar que 0
isbmero Z se encontra em maior proporgdo (93%), enquanto o isobmero E se
encontra em apenas 8% (Figura 24).

As correlagbes entre todos os atomos de carbono ligados a hidrogénios
puderam ser visualizadas no espectro HSQC (Figura 25). Com auxilio da técnica
bidimencional COSY, pode-se observar que o sinal de H-5" se encontra acoplado
com o H-6” (J = 8,5 Hz), assim como o H-4” com o H-3” (J = 8,9 Hz). Esses valores
de constante de acoplamento correspondem aos valores Jorto = 7-10 Hz da literatura
(PAVIA et al, 2010) (Figura 26).

No espectro de RMN de '3C, o sinal que corresponde a carbonila foi
observado em 6 = 165,02 e os sinais referentes aos carbonos CH3-2'/3"/4”

aparecem em ¢ = 55,75 (Figura 27).
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54

r3.5

r4.0

r4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

r7.0

r7.5

-8.0

ppm



C‘3I CH3 (2!/3|l/4||)
C-6'

c-4'

c-1"

——

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
175 165 155 145 135 125 115 105 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35
ppm
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3.4 Sintese do (Z/E) 3-bromo-4-(5-bromo-2-hidroxifenil)-5-(3,4-
dihidroxibenzi-lideno) furan-2(5H)-ona (26)

O composto (26) foi sintetizado a partir da lactona (25) formada na etapa
anterior. Essa transformagéo teve como objetivo obter um composto mais polar, com
a presenga de trés grupos hidroxilas, para a avaliagdo da influéncia da polaridade e
da natureza do grupo substituinte no anel sobre as atividades bioldgicas. A unidade
estrutural composta pelo grupo fenol € comum em uma grande quantidade de
produtos naturais e em diversas substéncias de importancia biologica (ZUO et
al, 2008).

O composto (Z/E)-3-bromo-4-(5-bromo-2-metoxifenil)-5-(3,4-dimetoxibenzilide-
no)furan-2(5H)-ona (25) foi dissolvido com DCM, e a solucdo resultante foi
adicionado BBr3 a -78 °C. Dessa reacéo obteve-se o composto demetilado (26) em
rendimento de 90%. Nesse caso, o produto resultante também foi obtido na forma de
uma mistura de isdbmeros Z e E, com predominancia do isdmero Z (94% de Z e 6%
de E) (Esquema 18).

-76 °C DCM
BBr3, 22h

90%

Esquema 18 - Sintese do composto desmetilado 26.

O composto (26) foi caracterizado por espectroscopia no IV, RMN e
espectrometria de massas. Pela semelhanga na estrutura com o composto (25),
foram discutidos somente os espectros de IV e massas para observar as mudancas
observadas na nova molécula (26). No espectro de IV, a banda larga em 3326 cm™’
indica a presenca do estiramento O-H das hidroxilas fendlicas O-H2’, O-H3” e O-H4”
(Figura 28). O espectro de massas do rubrolideo (26) (Figura 29) apresentou picos
em m/z = 452, 454 e 456, referentes a formula do composto (C17H10Br20s), o que



corresponde ao pico do ion molecular (incluindo os picos M+2 e M+4 devido aos

isétopos dos atomos de bromo presentes no composto).
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Figura 28 - Espectro de IV (pastilha de KBr) do composto 26.
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Figura 29 - Espectro de massas do composto 26.
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3.5 Reacgoes de alquilidenagao

A segunda etapa do desenvolvimento deste trabalho consistiu em sinteses de
reacOes de alquilidenagao utilizando a metodologia descrita por Xu e colaboradores
(2007). O objetivo dessa etapa foi encontrar um meio mais eficiente e de menor
custo em relagdo ao método anterior, que utiliza o TBDMSOTT, de custo elevado.

Xu et al (2007) testaram varios solventes e bases para estudar os seus
diferentes efeitos na reagcdo de condensacédo alddlica, envolvendo diversos
butenolideos. Inicialmente, as reacdes foram feitas a temperatura ambiente, usando
acetona como solvente e benzaldeido. Os solventes que os autores testaram foram
CHCI3, CH3CN, THF e metanol, e as bases foram piridina, 1,2-diaminocetona,
DMAP, NaHCOs3, K2COs e Na2COs. Assim, a melhor condicdo reportada pelos

autores foi utilizando Na2CO3 em metanol, sob refluxo.

3.5.1 Estudo para sintese do composto 28

Em funcdo dos resultados reportados por Xu et al (2007), foi feito um teste
inicial (Experimento 1) partindo da lactona 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (22) e do
benzaldeido (38) (Tabela 2). Depois de concluida a reagéo, a mistura reacional foi
submetida a separacdo em coluna de silica gel, obtendo-se apenas um residuo em
baixo rendimento, o que impossibiltou a realizacdo de todas as analises
espectroscopicas. O espectro de massas do composto obtido ndo estava de acordo
com a estrutura desejada (BARBOSA et al, 2010).

Em funcgéo do baixo rendimento e da incerteza sobre a identidade do produto
obtido, foram feitas diferentes reagcbes com a finalidade de se obter o produto
desejado em rendimentos satisfatérios. Nesse sentido, os seguintes parametros
foram avaliados: natureza da base; tempo reacional; solvente da reagao; numero de

equivalentes de base; e temperatura da reacao.



Tabela 2 —Tentativas de otimizagdo das reacdes de alquilidenagéo.

X X
— X
H 0 X
X X Solvente Z o © —
> Z
— Y Z 2 @)
Z’S: o Tempo, temperatura, 2 Y, ~ o
o  © base. Ou
Y= 28
15: X=ClI 39: Y.= Cl
37:X=H - 1T
28:X=Br;Y=H; Z,=H
30: X=Br; Y4=Cl; Z,= H; Z4= OH (40%)
32: X=Cl; Y,=Cl; Z= H; Z,= OH (40%)
33: X=H; Y,=CI; Z,=H (0 %)
Experimento  Lactona/ 1 Base/ Aldeido/2 Solvente Temperatura/ Tempo (9/%) Produto
equivalente equivalente  equivalentes °C (Horas)
1 22 Na,C0s/0,3 38 Metanol 65 46 -
*2 22 NaHCO3/0,3 38 Metanol 80 44 * -
*3 22 DBU/0,3 38 Metanol 80 44 * 28
*4 22 Na.C0s/0,3 38 THF 100 42 * -
*5 22 Na».CO3/0,3 38 Acetonitril 110 44 * -
a
6 22 Na,CO3/0,6 38 Metanol 85 66 0 -
7 22 DBU/0,6 38 Metanol 87 63 0 -
8 22 Na;C0s/0,3 39 Metanol 65 11 0,0637/40 30
9 22 Na,C0s/0,3 39 Metanol 65 6 0,0124/23 30
10 22 Na,C03/0,3 39 Metanol 70 56 0,0084/11,6 30
11 22 Na,C0s/0,3 39 Metanol 25 6 0,017/26 30
12 15 Na>C0s/0,3 39 Metanol 65 7,5 0,0772/40 32
13 37 Na,C03/0,3 39 Metanol 65 5 0 33

*Com o tempo a mancha correspondente ao produto desejado 28 na placa CCD diminuiu.

59



As reacgdes 2-5 foram realizadas em tubos selados, variando-se as condi¢des
reacionais para observar a formagado do composto de interesse (28). Para avaliar o
efeito da base empregada, foram utilizados Na2COs, NaHCO3 e DBU. Os solventes
utilizados foram metanol, THF e acetonitrila.

As reacgdes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada e, em
todos os casos, verificou-se que as manchas correspondentes ao produto (28)
(Tabela 2, experimentos *2 a *5) foram muito pequenas. Em funcédo disso, as
reagdes passaram a ser monitoradas por cromatografia em fase gasosa, acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM).

Entretanto, comparando-se os espectros de massas destas reagdes, pode-se
observar que o composto de interesse (28) foi obtido apenas no experimento 3, no
qual foi utilizado DBU como base. O espectro de massas referente ao produto bruto
obtido no experimento 3 apresenta o pico em 328 ([M]*) que a formula molecular do
composto (C11HeBr20z2), de interesse (28), e os picos em m/z = 330 ([M+2]") e em
m/z = 332 ([M+4]"), que confirmam a presenca de isétopos dos atomos de bromo na

molécula.
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Figura 30 - Espectro de massas do produto 28 obtido no experimento 3, utilizando DBU
como base.



A sintese da furanona (28) foi relatada por Barbosa et al (2010c), obtendo-se
este produto em 15% de rendimento.

Ao comparar os cromatogramas dos experimentos 2 e 3 (Figura 31 e 32),
observa-se que estes apresentaram picos no mesmo tempo de reteng¢ao; entretanto,
ao comparar os espectros de massas, verifica-se que estes apresentavam padroes
de fragmentagdes diferentes, mostrando que houve formagdo de compostos
distintos. No entanto, quando foram usados os solventes THF e acetonitrila (Tabela
2, experimentos 4 e 5), ndo foi observado nenhum pico nesse mesmo tempo de

retencao (Figuras 33 e 34).
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Figura 31- Cromatograma da mistura reacional utilizando NaHCO3 como base (experimento
2, Tabela 2).
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Figura 34 - Cromatograma utilizando acetonitrila como solvente (experimento 4, Tabela 2).

As reagdes foram reproduzidas (Tabela 2, experimentos 6 e 7) variando a
quantidade de base e aumentando o tempo da reacdo. O produto formado foi

analisado em CG-EM, previamente purificado em cromatografia de coluna, utilizando
como solvente hexano:acetato de etila 3:1 (v/v), mas o produto desejado (28) n&o foi
obtido.

3.5.2 Tentativa de sintese da 3,4-dibromo-5-(2-clorobenzilideno)furan-2(5H)-

ona (29) e 3,4-dicloro-5-(2-clorobenzilideno)furan-2(5H)-ona (31)

Como nao houve rendimento satisfatério na reacdo de condensacao alddlica
utilizando benzaldeido, optou-se em utilizar outro aldeido: o 2-clorobenzaldeido
(Experimentos 8-12, Tabela 2). Para esta sintese, foi utilizada a lactona dibromada
ou a lactona diclorada, na presenca do 2-clorobenzaldeido, a fim de se obter os
compostos (29) e (31), respectivamente.

Entretanto, pode-se observar que experimento 8, por exemplo, em que a
reacao é realizada nas condi¢gdes mostradas no esquema 19, resultou na formagao
do produto indesejado intermediario (30) com 40% de rendimento. O composto

desejado (29) nao foi obtido.
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Esquema 19 - Tentativa de sintese do composto 29 e sintese do composto 30.

Os produtos (30) e (32) (Esquema 19 e Esquema 22) na pagina 68
apresentaram grande semelhanca entre si, € as unicas variagcdes observadas
referem-se aos substituintes como Cl e Br no anel lacténico. A comparagao entre os
espectros de H do composto (30) (Figura 35) e do composto (32) permite observar
uma clara diferenca no sinal de H-6 6 = 5,66, que aparece como um dupleto
alargado com um J =3,57 Hz, sendo que o sinal do OH aparece também como um
dupleto alargado com J= 5,31 Hz. Nenhum dos sinais foi resolvido para o composto
(30).

Por causa da semelhancga entre esses espectros do composto (30) e (32), a

discussao a seguir sera feita apenas para o composto (32).
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Figura 35 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) do composto 30.



3.5.3 Reacgodes para obtengdao do composto 3,4-dibromo-5-(2-clorobenzilideno)
furan-2(5H)-ona (29)

Como houve apenas a formagdo do intermediario (30) da reagao para
obtencdo do composto (29), foram feitas outras tentativas (Experimentos 9-11)
(Tabela 2) a fim de se obter o composto de interesse (29).

Apos os residuos serem purificados por cromatografia de coluna, e
comparando os valores de Rf das reacgdes, observou-se que a substancia (30) havia
sido formada, mas com rendimentos inferiores aos esperados. Podemos observar
que, no experimento 10 (Tabela 2), o maior tempo de reagdo e a temperatura mais
elevada ocasionaram uma diminuigdo no rendimento, tendo o anel lacténico sofrido
degradagao conforme a temperatura de reacao foi aumentada. Assim, nao se obteve
éxito na sintese do composto (29).

Com base no estudo desenvolvido por Liu et al (2013), a reagdo também foi
realizada a temperatura ambiente (experimento 11, Tabela 2), para verificar se
haveria aumento no rendimento da reagcao nesta temperatura, o que nao ocorreu. Os
referidos autores sintetizaram uma série de compostos utilizando a mesma
metodologia de alquilidenagdo, mas em condi¢gdes reacionais, tendo obtido bons
rendimentos quando as reacdes foram realizadas em temperatura ambiente, mesmo
quando uma lactona com um substituinte volumoso na posi¢ao 4 foi utilizada como
material de partida, o que descartou a possibilidade de um impedimento estérico

(Esquema 20).
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Esquema 20 - Sintese de alquilidenobutenolideos feita a 25 °C (LIU et al, 2013).



3.5.4 Tentativa de sintese da 3,4-dicloro-5-(2-clorobenzilideno) furan-2(5H)-ona
(31)

Com a finalidade de comparar as reatividades dos substituintes no anel
lactdénico na posicéo a,8 em relagdo a carbonila, utilizou-se da 3,4-dicloro-furan(5H)-
ona (15), sintetizada previamente no LASA por um procedimento similar ao
empregado para a sintese da lactona dibromada 3,4-dibromo-2(5H)-furanona (22).0
material de partida foi o acido mucoclérico, composto comercialmente disponivel e
que é mais barato que o acido mucobrémico (21) utilizado anteriormente como
material de partida (BELLINA et al, 2003). O &cido mucoclérico, assim como a
furanona bromada (22), encontra-se em equilibrio ceto-endlico, o que explica a
facilidade para sofrer redu¢cdo quando tratado com boroidreto de sédio (NaBHa4)

(Esquema 21).

Esquema 21- Equilibrio entre as formas de cadeia aberta e fechada do acido mucoclérico.

Quando as condigbes reacionais utilizadas no experimento 12 (Tabela 2)
foram empregadas, o composto intermediario (32) (Esquema 22) (experimento 12,
tabela 2), apresentando grupo hidroxila na posigédo 6, foi obtido. Sua estrutura foi

confirmada por meio de analise dos espectros de infravermelho, massas e RMN.
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Esquema 22 -Tentativa de sintese do composto 31 e sintese do composto 32.

O composto (32), proveniente da lactona diclorada, foi obtido em menor
tempo de reacao (7,5 h) em comparagao ao composto (30), proveniente da lactona
dibromada (11,5 h). O cloro tem maior disponibilidade de doar densidade eletrénica
ao anel em comparagao com o bromo, tornando-o mais nucleofilico, o que poderia
explicar esse maior rendimento em menor tempo, com a lactona com substituinte em
posicao a, 8 com cloro.

Comparando as velocidades de reacao dos intermediarios formados (30)
utilizando a lactona dibromada (22) e o composto (32), partindo da lactona diclorada
(15), podemos notar que o intermediario (32) formou-se em menor tempo, 0 que
poderia ser explicado pelo efeito de maior eletronegatividade do atomo de cloro
frente ao bromo, podendo assim estabilizar melhor a carga negativa do oxifurano
(&nion), facilitando a remogao do préton do produto de partida.

Uma proposta mecanistica para formagéo dos intermediarios (30) e (32) esta
representada no esquema 23. Segundo esta proposi¢ao, haveria a formagéao de um
carbanion mediante a remocao de um proéton utilizando uma base, neste caso o
Na2C0Os. Posteriormente, ocorreria uma reagao de adicdo do carbanio a carbonila do
aldeido, reacao conhecida como adiggo aldolica (PARASHAR, 2009).
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Esquema 23 - Proposta mecanistica para a formagao dos compostos 30 e 32.
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Sarma, Zhang & Curran (2007) sintetizaram 5-(1-hidroxi)-y-butirolactonas,
partindo do a,B-dicloro-y-butirolactonas como material de partida, por meio de uma
reacao direta de adicdo alddlica com varios aldeidos aromaticos, utilizando
trieltlamina (TEA) como base (Esquema 24). Alguns desses compostos sintetizados

encontram-se na Figura 36, e seus rendimentos variaram entre 47% e 79%.

Cl

Cl 0,5 equiv.TEA
fﬁ + AcHo _ MeOH.25C.3nh - Ig\{OH
0”0

o O

Cl Cl Cl Cl Cl Cl
0™ ¢ 0™ o O™ ~o o)
Ph
79% OMe
68% NO, 47%

Figura 36 - Alguns dos compostos obtidos por Sarma e colaboradores (2007).

No espectro de IV do composto (32) (Figura 37), verifica-se uma banda de

absorgdo intensa em 3468 cm, correspondente ao estiramento da ligagdo OH. O
9



grupo OH nao se encontrava associado, ou seja, ndo participava de uma ligagao de
hidrogénio porque estava impedido. Além disso, comprovamos a presenga do grupo
carbonila (C=0) em uma forte banda em 1749 cm-'. A presenga de uma banda em
1624 cm’ nos indica que existe um grupo aromatico, pois essa banda
correspondente ao estiramento da ligacdo C=C (Figura 39).

No espectro de massas da lactona (32) (Figura 40), podemos verificar a
presenca do pico em m/z =141, correspondente ao composto com férmula molecular
C7HsCIO, lembrando-se que por haver um grupo hidroxila, ndo aparece o pico do ion
molecular pela pouca estabilidade deste. No esquema 27, podemos verificar a
proposta mecanistica para formagéo deste fragmento.

No espectro de RMN de 'H (Figura 41) podemos confirmar a presenca de OH.
Pode-se observar um sinal 62,47, com Jore= 5,83, estando em conformidade com o
que a literatura relata na faixa de (6) 0,5 — 5,0 para H ligados num atomo
eletronegativo como oxigénio (PAVIA et al, 2010 ).

Para o H-6, podemos ver que esta acoplado com OH J=5,83 e com H-5
J=1,71. Ja os sinais em ¢ 7-41- 7,28 (multiplete) foram atribuidos aos H-3’, H-5" e H-
4’, correspondendo aos Hidrogénios de aromaticos. Para maior confirmacdo das
atribuicoes, foram feitos os espectros de COSY e HSQC.

No espectro COSY (Figura 42), podemos ver que o H-6’ se encontra acoplado
com H-5" do anel aromatico, assim como o H-6 com o H-5.

A configuragcdo do composto (sin/anti) foi designada mediante analise do
espectro de RMN de 'H, comparando com o trabalho feito por Sarma, Zhang &
Curran (2007) que analisaram, com uma estrutura parecida, que um valor de J
grande (>4 Hz) é para a conformagao sin. No nosso caso, H-6 com H-5 tem J= 1,71

z, sendo pequeno, o que nos indica que o composto (32) é anti.
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Figura 37- Espectro no IV (pastilha de KBr) da lactona 32.
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Figura 38 - Espectro de massas para o composto 32.
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Esquema 25 - Fragmentagdes propostas para o composto 32.
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73

0.5



C'3' C_6l
T

c-4' /C-5 C-6
132 131 130 129 128 127 \

ppm C-5

c-2'

C-4

C-2

LWNMWMWWW

175 165 155 145 135 125 115 105 95 9 8 80 75 70 65 60 55
ppm

Figura 40 - Espectro de RMN de '*C (300 MHz, CDCIl3) do composto 32.
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3.5.5 Tentativa de sintese do composto 5-(2-clorobenzilideno) furan-2(5H)-ona
(33).

O desejo de comparagao do efeito da reatividade dos substituintes do anel
lacténico nas posi¢des a e B incentivou a utilizacdo do material de partida furan-
2(5H)-ona (37), usando as mesmas condi¢des em que foram obtidos os compostos
(30) e (32). No entanto, nenhum produto foi obtido (Experimento 13, tabela 2), uma
vez que o composto aparentemente degradava-se na silica, impossibilitando o seu

isolamento (Esquema 26).

_ H\C//O o)
4@ t = - °
0™ g cl
37
33

39

Esquema 26 - Tentativa de sintese do composto 33.

Possivelmente, a ndo formacdo do composto 5-(2-clorobenzilideno)furan-
2(5H)-ona (33) pode ter ocorrido devido a uma reagao de retroadigao alddlica, que
favorece um equilibrio entre o produto e o material de partida, retrocedendo ao
composto de partida, a furan-2(5H)-ona (37) (Esquema 27) (COSTA et al, 2003).
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Esquema 27- Reacao de adicao alddlica e retroadicao

3.5.6 Tentativa de sintese da 3-bromo-4-(5-bromo-2-metoxifenil)-5-(3,4-di

metoxibenzilideno)furan-2(5H)-ona (25)

Para observar a influéncia de outro substituinte na posicdo 4 da lactona,
partiu-se do composto (23), que foi obtido no acoplamento de C-C de Suzuki-
Miyaura. O composto resultante da reagdo foi analisado por IV, CG-EM, RMN
(incluindo experimentos de HSQC), de modo que se observou a formagédo do
composto 4-(5-bromo-2-metoxifenil)-5-metoxifuran-2(5H)-ona (36), com 74,0% de
rendimento (Esquema 28). Uma proposta mecanistica para a formagao do composto

(36), € apresentada no Esquema 29.
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Esquema 29 - Proposta mecanistica para a formagao do composto 36.



No espectro de massas, podemos observar a presenga do pico em m/z = 300
[M+2]* e 298 ([M]*), que confirma a presenga de um atomo de bromo na molécula
(Figura 45).

No espectro de RMN de 'H (Figura 46), observamos o acoplamento de H-4’
com o H-6" e H-3’, assim como o acoplamento alilico de H-5 com H-3.

No espectro de '3C (Figura 47), podemos verificar a presenga de sinais de

todos os carbonos presentes na molécula.
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Figura 43 - Espectro de massas do composto 36.
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3.5.7 Resultados da inibicao de Urease para os compostos 25 e 26.

Os dois compostos sintetizados (25) e (26) como mistura de E/Z foram
testados quanto a atividade inibitéria da urease em uma concentragao final de 500
MM, em meio a reagdo contendo uréia na concentragcdo de 10 uM. A atividade da
urease foi determinada pela medida da produgao de amdnia, utilizando o método de
indofenol (WEATHERBURN, 1967). Os dados obtidos nesses ensaios sao

mostrados na Figura 49.
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Figura 47 - Resultados de ensaio in vitro com Urease de Canavalia ensiformes.

O composto (26) foi considerado promissor por inibir a urease em 100%,
comparado com o composto (25), que apresentou uma baixa inibicdo, de apenas
29%. Possivelmente, a presenga de grupos hidroxila fendlicos (OH) na molécula (26)
foi 0 que permitiu uma alta inibigdo da enzima, ao incrementar seu carater polar em
comparagao com o composto (25).

Posteriormente, a substancia (26) foi submetida ao teste de determinagao da
concentragdo minima necessaria para inibir a atividade da urease em 50%, tendo

sido encontrado o valor de ICso 116,1 mM.



4 CONCLUSOES

A reacao de alquilidenacado demostrou ser util nas condigdes de trabalho para
a obtencao de produtos de adigédo alddlica (30) e (32) (40% de rendimento), porém
recomenda-se explorar ainda mais esta reagao a fim de melhorar seus rendimentos
e obter os compostos desejados com a dupla exociclica na posigéo 5.

Os compostos (25) e (26) foram avaliados como inibidores de urease nas
concentragbes de 500 uM. Sendo o composto (26) o mais ativo, causando inibicao
de 100% e com ICso de 116,1uM, presume-se que essa alta atividade esteja

associada a presencga dos grupos OH, conferindo maior polaridade a molécula.
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