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RESUMO

MOREIRA, Thais Altoé, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2015.
Sintese e avaliacao das atividades citotoxica e inibitéria da formacao de
biofilmes bacterianos de gama-alquilideno-gama-lactonas cloradas e gama-
lactamas derivadas. Orientador: Luiz Claudio de Almeida Barbosa.

Os butenolideos, y-lactonas insaturadas, estao presentes na estrutura de um grande
namero de produtos naturais e apresentam uma variedade de atividades biolégicas,
tais como fungicida, bactericida, anti-inflamatoria, citotoxica e reguladora de
germinacao de sementes. Essas atividades também séo descritas para as y-hidroxi-
v-lactamas e fy-alquilideno-y-lactamas que estao presentes em varios produtos
naturais biologicamente ativos. Visando contribuir com o estudo dessas classes de
compostos, esse trabalho teve como objetivo sintetizar novas fy-alquilideno-y-
lactonas e seus correspondentes y-hidroxi-y-lactamas e fy-alquilideno-y-lactamas,
aléem de avaliar suas atividades citotoxica e inibitéria da formacdo de biofilmes
bacterianos. Na rota sintética escolhida, o acido mucoclérico, utilizado como material
de partida, foi inicialmente reduzido a 3,4-diclorofuran-2(5H)-ona e posteriormente
reagiu com diferentes aldeidos aromaticos por meio da reacdo de alquilidenacao,
resultando no preparo de oito diferentes vy-alquilideno-y-lactonas. Trés desses
analogos foram convertidos nas y-hidroxi-y-lactamas correspondentes pela reacao
de conversao lactona-lactama com isobutilamina e propilamina, e a subsequente
desidratacdo das fy-hidroxi-y-lactamas resultou na formacdo das (2) e (E)-y-
alquilideno-y-lactamas. Todos os compostos sintetizados foram caracterizados por
espectroscopia no 1V, espectroscopia de RMN de 'H e de 'C, técnicas
bidimensionais COSY e HETCOR e espectrometria de massas, além de
experimentos de NOEDIF para determinar a estereoquimica da ligacao dupla das
unidades y-alquilideno-y-lactamas. O ensaio de citotoxicidade foi realizado com as
linhagens celulares de cancer humano OVCAR-8, SF-295, HCT-116 e HL-60. Os
resultados mostraram que as y-lactonas sdo mais ativas do que as y-lactamas. Os
melhores efeitos citotdéxicos observados estdo relacionados a lactona (52)-3,4-
dicloro-5-(4-bromobenzilideno)furan-2(5H)-ona (21), que apresentou significativa
atividade contra as quatro linhagens celulares de cancer humano testadas. Em

particular, a lactona 21 apresentou CRs5o = 0,66 ug/mL contra HL-60. No ensaio de



inibicdo da formacao de biofilme bacteriano de Streptococcus mutans, o melhor
resultado foi observado para a lactona (52)-3,4-dicloro-5-(4-
trifluorometilbenzilideno)furan-2(5H)-ona (26) que apresentado ICso equivalente a

0,21 £ 0,05 ug/mL.
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ABSTRACT

MOREIRA, Thais Altoé, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, February, 2015.
Synthesis and evaluation of cytotoxic activities and inhibitory of the formation
of bacterial biofilms of gamma-alkylidene-gamma-lactones chlorinated and
gamma-lactams derivatives. Adviser: Luiz Claudio de Almeida Barbosa.

The butenolides, y-unsaturated lactones, are present in the structure of many natural
products, and exhibit a variety of biological activities, such as fungicide, bactericide,
anti-inflammatory, cytotoxicity and regulation of seed germination. These activities
are also described for y-hydroxy-y-lactams and fy-alkylidene-y-lactams which are
present in many biologically active natural products. To contribute to the study of
these classes of compounds, this study aimed to synthesize new y-alkylidene-y-
lactones and their corresponding y-hydroxy-y-lactams and y-alkylidene-y-lactams and
to evaluate their cytotoxicity and formation of bacterial biofilms inhibition. In the
chosen synthetic route, the mucochloric acid was inittially reduced to 3,4-
diclorofuran-2(5H)-one which subsequently reacted with various aromatic aldehydes
through the reaction of aldol condensation, resulting in the preparation of eight
different y-alkylidene-y-lactones. Three of these analogs were converted to the
corresponding y-hydroxy-y-lactams by lactamization with isobutylamine and
propylamine. Further dehydration of y-hydroxy-y-lactams resulted in the formation of
(& and (E)-y-alkylidene-y-lactams. All the synthesized compounds were
characterized by IR spectroscopy, 'H and '*C NMR spectroscopy, COSY and
HETCOR bidimensional techniques and mass spectrometry. NOEDIF experiments to
determine the geometry of the double bond of the y-alkylidene-y-lactam units. The
cytotoxicity assay was performed with OVCAR-8, SF-295, HCT-116 and HL-60
cancer cell lines. The results showed that the y-lactones are more active than the y-
lactams. The best effects were associated with lactone (52)-3,4-dichloro-5-(4-
bromobenzilidene)furan-2(5H)-one (21) which was active against all tested cell lines.
Particularly, the compound 21 presented CRs5p = 0.66 pug/mL against HL-60. In the
inhibition assay of bacterial biofilm formation of Streptococcus mutans, the
compounds did not show good activity. Exception to this generalization is the lactone
(52)-3,4-dichloro-5-(4-trifluoromethylbenzylidene)furan-2(5H)-one (26) which
presented ICso = 0,21 + 0,05 png/mL.
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1. Introducao

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou recentemente um amplo
documento alertando sobre microrganismos resistentes a varias drogas em todo o
mundo (OMS, 2014). Em entrevista, o diretor assistente geral de seguranca da
saude da OMS, Dr. Keiji Fukuda, afirmou que infeccdes comuns e que causavam
poucos danos, agora podem matar e, qualquer individuo, independente da idade ou
do local onde vive, pode ser afetado (OMS, 2014). Além disso, a diminuicdo do
mercado em pesquisa e desenvolvimento de novos antibidticos na ultima década é
especialmente alarmante (MAY, 2014), o que contribui para necessidade de buscar
novos farmacos para combater as diversas enfermidades existentes.

O cancer é uma das doencas mais preocupantes na atualidade, ja que é a
maior causa de morte no mundo na primeira década desse milénio (JEMAL et al.,
2011). A agéncia internacional de pesquisa sobre o cancer publicou em 2012 a
estimativa total de incidéncia mundial, mortalidade e prevaléncia de 27 tipos de
cancer que ameacam o ser humano, revelando aproximadamente 14,1 milhdes de
novos casos e 8,2 milhdes de mortes naquele ano (FERLAY et al., 2014).

Além do cancer, as bactérias também sao responsaveis por diversas doencas
nos seres humanos. Uma das maneiras que elas encontraram para aumentar sua
patogenicidade é por meio da formacado de biofilmes, que as mantém protegidas
aumentando sua resisténcia a antibiéticos. O biofilme bacteriano esta presente na
maioria das superficies Umidas da natureza, assim como tecidos humanos,
superficie dentéria, proteses médicas e tubulagdes de agua (NUNES, 2007). Estima-
se que 80% da biomassa bacteriana mundial exista na forma de biofilme e que 65-
80% das infeccbes microbianas que ocorrem no corpo humano sdo mediadas por
biofilme (DAVIES, 2003).

Como consequéncia desses problemas de saude, ha uma urgente
necessidade de encontrar novas substancias anticancerigenas e inibidoras da
formacao de biofilmes bacterianos. Para isso, muitas estratégias podem ser
empregadas e o0 uso de produtos naturais como modelos para o desenvolvi-mento
de novos farmacos constitui-se em uma das possibilidades empregadas pelas
empresas farmacéuticas (BARREIRO et al., 2009).



1.1. A natureza como fonte de inspiracao para a busca de novos farmacos

Pesquisas recentes mostram que das 175 moléculas aprovadas nas ultimas
décadas para uso como anticancer, 48,6% sao produtos naturais ou derivados
(NEWMAN e CRAGG, 2012). Por isso, os produtos naturais sdo fonte de inspiracéo
e modelos na busca por novos farmacos (CRAGG e NEWMAN, 2013; BAUER e
BRONNSTRUP, 2014).

Os butenolideos, y-lactonas insaturadas, estao presentes na estrutura de um
grande numero de produtos naturais isolados de esponjas, algas, plantas, borboletas
e outros insetos (DE SOUZA, 2005; KUANG et al., 2008) e podem ser representados
por anéis y-lacténicos do tipo I e II (Figura 1, p. 3) (BARBOSA et al., 2010b). Outros
butenolideos também foram isolados de produtos naturais como -
alquilidenobutenolideos, fimbrolideos, nostoclideos, rubrolideos, e cadiolideos, por
exemplo (Figura 1, p. 3) (NEGISHI e KOTORA, 1997; XUEMIN et al., 1993; MIAO e
ANDERSEN, 1991; GIVSKQV et al., 1996; SMITH et al., 1998).

Essas classes de butenolideos apresentam uma variedade de atividades
biolégicas tais como fungicida, bactericida, anti-inflamatdria, citotéxica e reguladora
de germinacdo de sementes (EI-TOMBARY et al., 2011; FLEMATTI et al., 2004;
LIGHT et al.,, 2009; WEBER et al., 2002) e por isso tém atraido atencdo como alvo
sintético (BELLINA et al, 2001). Os rubrolideos |, K, L e M (Figura 1, p. 3)
apresentaram significante citotoxicidade contra quatro linhagens celulares de cancer
humano (P-388, A-549, HT-29 e MEL-28). Entretanto, o rubrolideo M foi 0 mais ativo,
apresentando 1Cso= 1,2 ug/mL contra todas as quatro linhagens celulares testadas
(Ortega et al., 2000). Os goniobutenolideos A e B (Figura 1, p. 3) também exibem
atividade citotéxica, sendo o goniobutenolideo B mais ativo do que o A contra a
maioria das células testadas. Por exemplo, o goniobutenolideo B apresentou I1Cs =
0,91 ug/mL contra A-549, enquanto o goniobutenolideo A apresentou ICsp = 3,73
ug/mL para a mesma célula (FANG et al., 1991). Os fimbrolideos 1 e 2 (Figura 1, p.
3) possuem o nucleo 4-halo-3-butil-5-halometilenofuran-2(5H)-ona em comum e
apresentaram atividade inibitéria contra a formacdo de biofilme e expressao da
viruléncia de bactérias, causando reducdo na velocidade com que a colénia se
espalha em uma superficie utilizando as concentracbes de 30, 50 e 100 pg/mL
(GIVSKOV et al., 1996).
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fimbrolideos, nostoclideos, rubrolideos e cadiolideos, e estruturas especificas de
rubrolideos, goniobutenolideos e fimbrolideos.

Outros produtos naturais bioativos pertencem a classe das y-hidroxi-y-
lactamas (I) e y-alquilideno-y-lactamas (II) (Figura 2, p. 4), também conhecidas como
5-hidroxi-3-pirrolin-2-onas e 5-alquilideno-3-pirrolin-2-onas. Estas substancias,
frequentemente encontradas como metabdlitos de fungos (NAY, 2009), ganharam
destaque devido as multiplas atividades biolégicas (ALVI et al., 1998; KIMURA et al.,

1990; SUZUKI et al., 2000). As miceliotermofinas A e F (Figura 2), isoladas do fungo
3



Micelioftora termofina, foram citotoxicas na faixa de concentracao de 0,2-1,3 ug/mL
contra algumas linhagens de células cancerigenas (HepG2, A-549 e MCF-7) (YANG
et al., 2007). A Pulchellalactama (Figura 2) foi isolada do fungo marinho Corollospora
pulchella e apresenta atividade inibitéria contra a enzima tirosina fosfatase CDA45,
que atua da diferenciacao celular (ALVI et al., 1998). A Talaroconvolutina A (Figura 2)
também foi isolada de um fungo e possui atividade antifungica contra Candida
albicans (SUZUKI et al., 2000).

R2 BRS
HoJ[ \&
r}j (0]

Ry H

Y-hidroxi-Y-lactamas

Miceliotermofina A Miceliotermofina F Pulchellalactama Talaroconvolutina A

Figura 2 - Estruturas gerais das y-hidroxi-y-lactamas e y-alquilideno-y-lactamas e
estruturas naturais especificas dessas classes de compostos.

1.2. Estudos sintéticos envolvendo y-lactonas e y-lactamas

Diante das suas diversas propriedades biolégicas, citadas no topico 1.1,
muitos esforcos sintéticos tém sido realizados para a preparacdo de novas Y-
lactonas. Em 2001, BELLINA descreveu uma rota para formacdo da y-lactona
dibromada 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (2) utilizando como material de partida o
acido mucobrémico 1 (Esquema 1). A y-lactona dibromada (2) foi sintetizada em
duas etapas. A primeira envolveu a reducao de 1 com boroidreto de sédio (NaBH,)
em metanol, e na segunda ocorreu uma lactonizacao catalisada por acido sulfurico,
resultando em 2 com alto rendimento (76%). Em 2003, BELLINA e colaboradores
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reportaram uma sintese similar usando acido mucoclérico, obtendo uma y-lactona

diclorada como produto final.

B Br 1) NaBH,, MeOH, 0 °C, 15 min, Bry  Br
- 2) H,SOy4, MeOH, 0 °C, 15 min. -
HO g~ 0 o0

(76%, 2 etapas)
1 2

Esquema 1 - Metodologia para sintese da y-lactona 2.

Nessa mesma linha de pesquisa, BELLINA et al. (2001) desenvolveu uma

metodologia para obtencao de andlogos aos rubrolideos (6) a partir da y-lactona 2

(Esquema 2).
Br Br Ary Br
d PACI,(CN), AsPhg, &
o * ArBOH) Agz0. THF o
o 3 65°C, 1826 h o
2 4
66% - 79%
Arq Br
— 1) OHC Rs
= o
© ORy
R1
R 5
Ro o DIPEA, TBDMSOTf, CHyCls,
2 ta., 2h
6 2) DBU, refluxo, 1-4 h
24% - 95% -

Esquema 2 - Metodologia para sintese dos analogos aos rubrolideos 6.

Nessa rota sintética, a y-lactona 2 reage com diferentes acidos fenilbordénicos
3 substituidos através do acoplamento de Suzuki, formando a vy-lactona 4.
Posteriormente ocorre uma reacao de alquilidenacao entre esta y-lactona 4, por meio

de diversos aldeidos aromaticos substituidos 5, resultando nos analogos aos
rubrolideos 6.

Outra metodologia que reporta a reacdo de alquilidenacdo a partir de y-
5



lactonas foi desenvolvida por XU e colaboradores (2007) utilizando reagentes de
baixo custo, obtendo altos rendimentos (65%-90%) (Esquema 3). Assim, a y-lactona
7, na presencga de carbonato de sédio (Na-CQO3), reage com aldeidos formando os y-

alquilidenobutenolideos 8.

O R-CHO, O
Nach3, MeOH

(0]

OH 3 HO refluxo OH

65% - 90%

Esquema 3 - Metodologia para sintese de y-alquilidenobutenolideos 8.

Em 2007, GOH e colaboradores reportaram a amindlise de 7v-
alquilidenobutenolideos (Esquema 4). Nesse método, o fimbrolideo 9 foi convertido
na y-hidroxi-y-lactama 10 por meio da reacao de lactamizacao em diclorometano a 0
°C, com excesso de aminas primarias, permitindo a troca do oxigénio da lactona pelo
nitrogénio. Em seguida o composto 10 foi desidratado pelo acido p-

toluenossulfénico, resultando na formacéao das (2)-y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas do

tipo 11.
Ry Br Ry Br Ry Br
— R,-NH — TSOH =
0" 7, CHLChL0°C,23h O N OH  CHCl, 65, 2h N,
Ry Ry
° 10 11
Ry=H, -C4Hg, -CgHs3 20% - 85% 43% - 89%

Ro= Ph, CHoPh, -C4Hg

Esquema 4 - Metodologia para sintese das y-hidroxi-y-lactamas (10) e y-alquilideno-
y-lactamas (11).

Nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo trabalhos visando a sintese de
algumas vy-lactonas e y-lactamas. Em 2007, TEIXEIRA e colaboradores reportaram a
sintese e a atividade citotdéxica de analogos aos nostoclideos (Ex. compostos 14a e

14b, Esquema 5) contra quatro linhagens celulares de cancer humano (HL-60, HCT-
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8, MDA-MB-435, SF-295). Destes nostoclideos, os mais ativos apresentam o grupo
hidroxila em sua estrutura, sendo que o composto 14a mostrou-se mais ativo contra
SF-295 (ICso = 17,6 umol L), e 14b apresentou maior inibicdo contra HL-60 (ICs =
8,9 umol L),

1) DBU, CH.Clj,
refluxo, 2 h
e} © TBDMSOTf, DIPEA, 2) MeCN/MHF(1:1),
12 CH.Cly, ta, 1h OTBDMS ta,3h
. 13a: m-OTBDMS 14a: m-OH; 78%
Ar-CHO a: m-OH 13b: 0-OTBDMS 14b: 0-OH; 74%

Ar-CHO b: 0-OH

Esquema 5 - Inibidores de células de cancer humano.

Continuando o trabalho do nosso grupo de pesquisa, recentemente foi
sintetizado e analisado o efeito de analogos aos rubrolideos e y-lactamas derivadas
sobre a formacado de biofiimes em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
incluindo Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Peseudomonas
aeruginosa e Enterococcus faecalis (Ex. compostos 16a, 17b e 19a, Esquema 6, p.
8) (PEREIRA et al., 2014a; PEREIRA et al., 2014b). De forma geral, as lactamas
foram mais ativas que os rubrolideos. O rubrolideo 16a, apresentou valor de ICsg =
1,51 £0,11 pg mL™" contra E. faecalis. J4 a y-hidroxi-y-lactama 17b, inibiu a formagéo
do biofilme de E. faecalis (ICso = 1,07 + 0,06 ug mL™"). E a y-alquilideno-y-lactama
19a foi ainda mais ativa, inibindo a formacao do biofilme de P. aeruginosa em
concentracdes mais baixas (ICso = 0,6 + 0,04 ug mL™"). Os resultados obtidos
sugerem que os compostos atuam interferindo no mecanismo de comunicacao entre
as bactérias, conhecido como “quorum sensin (QS)”.

O QS capacita a bactéria patogénica a uma comunicacao base célula-célula,
visando regular a expressao genética e sincronizar processos vitais como formacao
de biofilme e secrecao de fatores de viruléncia. Diferente de antibibticos, que obriga
uma pressao seletiva de “vida ou morte” no patégeno alvo, os inibidores QS (terapia
antiviruléncia) ndo matam o patégeno diretamente e sim, reduzem sua populacao

pela interrupcdo da formacgao do biofilme. Sendo assim, € muito menos provavel que
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cause a selecao de bidtipos resistentes (TANG e ZHANG, 2014).

B(OH),
OMe

Br Br 1) NaNH,4, MeOH,

Br Br
/Z=<A\ 0 °C, 15 min. Z=<A\ Me Me Br
o 0 2) HzS0, conc., MeOH, oS0 PdCI;(MeCN),, AsPhs, B

o 0°C, 15 min. Ag,0, THF, 65 °C, 24 h o O
1 2 15
83% 37%

1) R{—
CHO
s
TBDMSOTf, DIPEA,

DCM
2) DBU, refluxo

OMe
e Me Br Me .
-TsOH )\/NHZ —
° <pCHT N O——— =0 O
3 Q
© refluxo, 2h DCM,0°C,3h —
\ . H/ C
) R
19: mGl, 35% 18a: m-Cl; 45% 17a: m-Cl; 84% 16a: m-Cl; 63%
1907 ol 29% 18b: o-Cl, 39% 17b: 0-Cl; 84% 16b: 0-Cl, 68%
R = m-Cl, o-Cl

Esquema 6 - Inibidores do QS.

Frente as atividades biol6gicas apresentadas pelos diversos produtos naturais

contendo as unidades y-alquilidenobutenolideos, y-hidroxi-y-lactamas e y-alquilideno-

v-lactamas, nossos esforcos tém sido direcionados na descoberta de novos

compostos que apresentem atividades significativas quanto a atividade citotoxica e

inibitéria da formacao de biofilmes bacterianos.



2. Materiais e Métodos

2.1. Generalidades metodoldgicas

Os solventes utilizados nas reag¢des foram de grau P.A.

Os solventes hexano, éter dietilico, diclorometano e acetato de etila, usados
nas colunas cromatograficas, ndo foram previamente destilados.

O metanol foi seco sob refluxo utilizando a mistura de 50 mL de metanol, 2,5 g
de magnésio em pod, 0,25 g de iodo molecular até seu descoramento,
aproximadamente 1 h. Posteriormente foram adicionados 250 mL de metanol,
mantendo o refluxo por mais 2 h, quando o solvente foi destilado e armazenado
sobre peneira molecular de 4 A, em um recipiente fechado sob atmosfera de
nitrogénio (PERRIN e ARMAREGO, 1998).

O diclorometano foi seco sob refluxo com hidreto de calcio por trés horas
seguido de destilagdo, armazenado sobre peneira molecular de 4A em recipiente
fechado e sob atmosfera de nitrogénio (PERRIN e ARMAREGO, 1998).

A diisopropiletilamina (DIPEA) foi refluxada sobre lentilhas de hidréxido de
potassio por duas horas e destilada, sendo armazenada sobre hidréxido de potassio
(PERRIN e ARMAREGO, 1998).

O cloroférmio foi seco sob refluxo durante cinco horas utilizando a mistura de
500 mL de cloroférmio e 3 g de carbonato de potassio previamente seco em mufla
por cinco horas a 300 °C. Em seguida destilou-se o cloroférmio anidro, que foi
armazenado sobre peneira molecular de 4 A em um frasco de vidro ambar vedado
sob atmosfera de nitrogénio (PERRIN e ARMAREGO, 1998).

Os aldeidos, aminas e os acidos foram adquiridos comercialmente (Aldrich,
Milwaukee, WI, USA), o mesmo ocorrendo para as substancias 1,8-
diazabiciclo[5.4.0]lundec-7-eno  (DBU) e trifluorometanossulfonato de tert
butildimetilsilila (TBDMSOTf). Estes compostos foram utilizados sem qualquer
purificacao prévia.

Foram utilizadas placas de silica gel disponiveis comercialmente, com 0,25
mm de espessura, para cromatografia em camada delgada analitica (CCD) (silica-
gel 60 G-F254 contendo indicador de fluorescéncia).



As placas de CCD foram reveladas com solugdo aquosa de permanganato de
potassio, apds visualizacdo em camara de luz ultravioleta.

Os espectros no infravermelho foram obtidos por meio de um detector de
reflectancia difusa acentuada (PIKE GLADATR), em espectrofotometro FT-IR-
VARIAN 660 (Departamento de Quimica-UFV).

Os espectros de massas foram obtidos em um equipamento CG-EM
SHIMADZU GCMS-PQ5050A do Laboratério de Analise e Sintese de Agroguimicos
(LASA) do Departamento de Quimica da UFV.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H,
300 MHz) e de carbono (RMN de '°C, 75 MHz) foram obtidos em espectrometro
VARIAN MERCURY 300 do Departamento de Quimica - UFV. Utilizou-se como
solvente cloroférmio deuterado (CDCls), acetona deuterada ((CD3).CO) e
dimetilsulféxido deuterado ((CD3)>.SO). As constantes de acoplamento escalar (J)
foram expressas em Hertz (Hz).

As temperaturas de fusdo foram determinadas em aparelho de ponto de fusao
MQAPF-301 da Microquimica Ind. e Com. Ltda apéds purificacdo por cromatografia
em coluna de silica gel e/ou por recristalizacdo empregando-se os devidos eluentes
e solventes para cada composto. As temperaturas registradas nao foram corrigidas.

2.2. Procedimentos sintéticos

A sintese dos compostos 20-29 seguiram a metodologia descrita por BELLINA
et al., (2001), enquanto a sintese dos compostos 30-35 seguiram a metodologia descrita
por GOH et al., (2007).

2.2.1. Sintese da y-lactona 3,4-diclorofuran-2(5H)-ona (20)
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A um baldo bitubulado de 100 mL, adicionaram-se acido mucoclérico (4,00 g;
23,68 mmol) e 24 mL de metanol anidro. O sistema foi resfriado a 0 °C, quando foi
adicionado boroidreto de sédio (NaBH4) (0,99 g; 26,07 mmol) em pequenas
porcOes. A mistura resultante foi mantida sob agitagdo por 15 minutos a 0 °C. Uma
solucao de acido sulfurico (2,32 g; 23,68 mmol) em metanol anidro (8 mL), resfriada
a 0 °C, foi adicionada a mistura resultante, que foi mantida sob agitagdo por 15
minutos. Decorrido esse periodo, adicionou-se 20 mL de éter dietilico a mistura para
facilitar a transferéncia da mistura reacional para um funil de separagao.
Acrescentou-se éter dietilico (180 mL) ao funil de separacéo e a solugao resultante
foi lavada com solucéo saturada de NaCl (4 x 30 mL). As fases foram separadas e a
fase organcia foi seca com MgSQO, anidro, filirada e concentrada sob pressao
reduzida. O composto 3,4-diclorofuran-2(5H)-ona (20) foi purificado por
recristalizacao utilizando a mistura hexano-éter dietilico 50:1 v/v e foi obtido como
um sélido branco, com rendimento de 88% (3,20 g; 20,81 mmol).

Caracteristica: solido branco.
Tf = 48,3-49,7 QC. [(Tf"teratura: 49'50 OC); BELLINA et a/., 2003]-
CCD: Rt = 0,52 (hexano-DCM 3:2 v/v).

IV (ATR, em™) v max: 2980, 2944, 1765, 1631, 1441, 1347, 1237, 1164, 1122, 1032,
1011, 915, 886, 748, 722, 597, 488.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) § (J/Hz): 4,87 (s, 2H, H-5).

RMN de '3C (75 MHz, CDCls) & (J/Hz): 70,7 (C-5); 121,2 (C-3); 148,7 (C-4); 165,6
(C-2).

EM, m/z (%): 156 ([M+4]", 5); 154 ([M+2]", 24);152 (C4HoClo02, [M]™, 40); 125 (69);
123 (100); 117 (55); 87 (33); 73 (62); 61 (31); 60 (31); 59 (16); 53 (17); 37 (59).

2.2.2. Sintese das y-alquilideno-y-lactonas 21-29

Exemplo para o composto (52)-3,4-dicloro-5-(4-bromobenzilideno)furan-2(5H)-
ona (21)
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A um baldo bitubulado de fundo redondo (50 mL), sob atmosfera de
nitrogénio, adicionaram-se a 3,4-diclorofuran-2(5H)-ona (20) (0,66 g; 4,32 mmol), 18
mL de DCM anidro, TBDMSOTf (1,39 mL; 6,04 mmol), DIPEA (1,51 mL; 8,63 mmol)
e 4-bromobenzaldeido (1,12 g; 6,04 mmol). A mistura resultante foi agitada a
temperatura ambiente por 1 h. Apds este periodo, submeteu-se o sistema a refluxo e
adicionou-se DBU (1,29 mL; 8,63 mmol) mantendo-se o refluxo por trés horas. Na
sequéncia, adicionou-se 20 mL de DCM a mistura para facilitar a transferéncia da
mistura reacional para um funil de separacao. Acrescentou-se DCM (80 mL) ao funil
de separacgao e a fase organica resultante foi lavada com solugédo aquosa de HCI 3
mol L™ (2 x 40 mL) e solugdo saturada de NaCl (2 x 40 mL). Em seguida, a fase
organica foi seca com MgSQ, anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida,
resultando em um éleo marrom que foi fracionado em coluna de silica-gel
empregando-se a mistura de solvente hexano-DCM 2:1 v/v. O composto desejado foi
recristalizado, empregando-se como solvente uma mistura de hexano-DCM 50:1 v/v,
resultando na obtencdo de 0,23 g (0,70 mmol) do composto 21, com 16% de
rendimento.

Os compostos 22-29 foram preparados utilizando-se procedimento

experimental similar ao descrito para a sintese do composto 21.

2.2.2.1. Dados do composto (52)-3,4-dicloro-5-(4-bromobenzilideno)furan-2(5H)-
ona (21)
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O composto 21 foi isolado em coluna de silica-gel empregando-se a mistura
de solvente hexano-DCM 2:1 v/v e recristalizado com hexano-DCM 50:1 v/v. Obteve-

se 0,23 g (0,70 mmol) do composto 21, com 16% de rendimento.

Caracteristica: solido amarelo.
T = 124,2-125,8 °C.
CCD: R¢ = 0,45 (hexano-DCM 2:1 v/v).

IV (ATR, cm™) v max: 3046, 1774, 1648, 1586, 1573, 1487, 1407, 1312, 1224, 1183,
1073, 998, 981, 877, 838, 812, 740, 526.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) & (J/Hz): 6,33 (s, 1H, H-6); 7,54 (deomp., 2H, Js.2 =
Js 6 = 8,7; H-3'/H-5"); 7,64 (deomp., 2H, Jo 3 = Jo'5 = 8,7; H-2'/H-6").

RMN de C (75 MHz, CDCly) & (J/Hz): 111,3 (C-6); 119,8 (C-3); 124,7 (C-4); 130,4
(C-1°); 132,3 (C-2'/C-3'/C-5'/C-6); 142,6 (C-5); 143,6 (C-4); 161,9 (C-2).

EM, m/z (%) 324 (M+6]", 6); 322 ([M+4]", 42); 320 ([M+2]", 91); 318
(C11HsCl202Br, [M]*", 57); 183 (27); 89 (100); 63 (39); 39 (28).

2.2.2.2. Dados do composto (52)-3,4-dicloro-5-(2-bromobenzilideno)furan-2(5H)-
ona (22)

O composto 22 foi isolado em coluna de silica-gel empregando-se a mistura
13



de solvente hexano-DCM 3:1 v/v e recristalizado com hexano-DCM 50:1 v/v. Obteve-
se 0,16 g (0,50 mmol) do composto 22, com 27% de rendimento.

Caracteristica: sélido amarelo.
T: = 126,5-128,1 °C.
CCD: R; = 0,5 (hexano-acetato de etila 10:1 v/v)

IV (ATR, cm™) v max: 3057, 1779, 1644, 1574, 1461, 1432, 1222, 1189, 979, 750.
RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & (J/Hz): 6,88 (s, 1H, H-6); 7,23 (t, 1H, Js.4 = Js 5 =
7,8; H-5); 7,38 (t, 1H, Jyg = Jos = 7,8; H-4’); 7,64 (d, 1H, Jss = 7,8; H-6"); 8,12
(d, 1H, J3.4 = 7,8; H-3").

RMN de '3C (75 MHz, CDCly) & (J/Hz): 110,5 (C-6); 120,0 (C-3); 125,6 (C-2); 127,8
(C-4); 130,9 (C-5"); 131,0 (C-1°); 131,9 (C-3"); 133,1 (C-6); 142,8 (C-5); 144,0 (C-4);
161,7 (C-2).

EM, m/z (%): 324 (M+6]", 3); 322 ([M+4]", 18); 320 ([M+2]", 42); 318
(C11HsCloBrO,, [M]*, 24); 241 (37); 239 (57); 198 (16); 196 (15); 183 (21); 176 (19);
113 (17); 87 (17); 63 (48); 62 (23); 39 (21).

2.2.2.3. Dados do composto (52)-3,4-dicloro-5-(4-clorobenzilideno)furan-2(5H)-
ona (23)

O composto 23 foi isolado em coluna de silica-gel empregando-se a mistura
de solvente hexano-DCM 3:1 v/v e recristalizado com hexano-DCM 50:1 v/v. Obteve-
se 0,27 g (0,98 mmol) do composto 23, com 23% de rendimento.

Caracteristica: solido amarelo.
T; = 129,9-131,1 °C.
CCD: R¢ = 0,33 (hexano-DCM 3:1 v/v).
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IV (ATR, cm™) v max: 3068, 1775, 1649, 1590, 1577, 1484, 1408, 1225, 1088, 1013,
997, 982, 873, 837, 740, 604, 529.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) § (J/Hz): 6,39 (s, 1H, H-6); 7,39 (deomp., 2H, Ja 2 =
Js.e = 8,7; H-3/H-5"); 7,71 (deomp., 2H, Jo3 = Jg 5 = 8,7; H-2'/H-6).

RMN de '*C (75 MHz, CDCls) § (J/Hz): 111,3 (C-6); 119,7 (C-3); 129,3 (C-3'/C-5');
129,9 (C-1'); 132,1 (C-2/C-6); 136,2 (C-4’); 142,6 (C-5); 143,5 (C-4); 161,9 (C-2).
EM, m/z (%): 278 ([M+4]*, 15); 276 ([M+2]*", 58); 274 (C11HsClz02, [M]*", 45); 239
(11); 185 (18); 183 (32); 152 (52); 124 (38); 89 (100); 87 (19); 63 (44); 39 (23).

2.2.2.4. Dados do composto (52)-3,4-dicloro-5-(3-clorobenzilideno)furan-2(5H)-
ona (24)

O composto 24 foi isolado em coluna de silica-gel empregando-se a mistura de
solvente hexano-DCM 3:1 v/v e recristalizado com hexano-DCM 50:1 v/v. Obteve-se

0,17 g (0,63 mmol) do composto 24, com 32% de rendimento.

Caracteristica: sélido amarelo.
T: = 136,2-137,4 °C.
CCD: R; = 0,84 (hexano-DCM 3:1 v/v).

IV (ATR, cm™) v max: 3066, 1767, 1649, 1567, 1473, 1431, 1230, 1189, 982, 886,
778, 727, 678.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & (J/Hz): 6,32 (s, 1H, H-6); 7,36-7,34 (m, 2H, H-4'/H-
6'); 7,66-7,63 (m, 1H, H-5"); 7,76 (s, 1H, H-2).

RMN de ®C (75 MHz, CDCl3) & (J/Hz): 11,0 (C-6); 120,3 (C-3); 129,1 (C-6'); 130,1
(C-5); 130,3 (C-4’); 130,6 (C-2"); 133,2 (C-1")*; 135,1 (C-3)*; 142,7 (C-5); 144,0 (C-
4); 161,9 (C-2).
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* As atribuicbes podem estar invertidas.

EM, m/z (%): 280 ([M+6]"", 2); 278 ([M+4]", 19); 276 ([M+2]", 63); 274 (C11H5Cl30,,
[M]™, 43); 239 (27); 185 (31); 183 (51); 152 (54); 124 (35); 89 (100); 87 (22); 63 (46);
39 (17).

2.2.2.5. Dados do composto (52)-3,4-dicloro-5-(4-fluorobenzilideno)furan-2(5H)-
ona (25)

O composto 25 foi isolado em coluna de silica-gel empregando-se a mistura
de solvente hexano-DCM 3:1 v/v e recristalizado com hexano-DCM 50:1 v/v. Obteve-
se 0,30 g (1,16 mmol) do composto 25, com 25% de rendimento.

Caracteristica: solido branco.
T = 157,5-158,8 °C.
CCD: Rt = 0,32 (hexano-DCM 3:1 v/v).

IV (ATR, cm™) v max: 3062, 1760, 1652, 1571, 1509, 1231, 1184, 1162, 1009, 982,
896, 821, 741, 530.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & (J/Hz): 6,37 (s, 1H, H-6); 7,12 (tcomp., 2H, Js 2 =
JoF=Jsg=Jsr=8,7; H-3/H-5); 7,75-7,83 (m, 2H, H-2'/H-6’).

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & (J/Hz): 111,2 (C-6); 116,1 (d, Jor =21,8; C-3'/C-5');
119,3 (C-3); 128,7 (d, Jor = 3,0; C-1°); 132,9 (d, Jor = 9,0; C-2/C-6'); 142,5 (C-5);
142,8 (C-4); 161,7 (C-2); 163,5 (d, Jo r = 233,3; C-4)).

EM, m/z (%): 262 ([M+4]", 8); 260 ([M+2]*, 49); 258 (C11HsCl.OF, [M]*", 76); 169
(17); 167 (54); 136 (68); 108 (100); 107 (57); 87 (17); 57 (22).
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2.2.2.6. Dados do composto (52)-3,4-dicloro-5-(4-
trifluorometilbenzilideno)furan-2(5H)-ona (26)

O composto 26 foi isolado em coluna de silica-gel empregando-se a mistura
de solvente hexano-DCM 2:1 v/v e recristalizado com hexano-DCM 50:1 v/v. Obteve-
se 0,04 g (0,13 mmol) do composto 26, com 10% de rendimento.

Caracteristica: solido verde.
T;=101,9-103,2 °C.
CCD: Rt = 0,4 (hexano-DCM 2:1 v/v).

IV (ATR, cm™) v max: 3077, 1791, 1576, 1417, 1322, 1223, 1159, 1098, 1063, 872,
821, 741, 592.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & (J/Hz): 6,42 (s, 1H, H-6); 7,67 (d, 2H; Jy o = Js 5 =
8,2; H-3'/H-5); 7,89 (d, 2H; Jr 3 = Jg 5 = 8,2; H-2'/H-6’).

RMN de '*C (75 MHz, CDCl;) & (J/Hz): 110,7 (C-6); 120,9 (C-3); 124,0 (q, Jcrs =
271; CF3); 126,1 (9, Jor = 3,8; C-3'/C-5); 131,2 (C-2'/C-6"); 132,1 (q, Jo.r = 32,3; C-
4’); 135,0 (C-1’); 142,8 (C-5); 144,9 (C-4); 161,9 (C-2).

EM, m/z (%): 312 ([M+4]*, 10); 310 ([M+2]*", 67); 308 (C12HsCl.O2F3, [M]™, 60); 273
(13); 245 (25); 219 (18); 217 (55); 186 (85); 158 (100); 108 (18); 89 (30); 87 (28); 63
(26); 39 (15).

2.2.2.7. Dados do composto (52)-3,4-dicloro-5-(4-nitrobenzilideno)furan-2(5H)-
ona (27)
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O composto 27 foi isolado em coluna de silica-gel empregando-se a mistura
de solvente hexano-DCM 3:1 v/v e recristalizado com hexano-DCM 50:1 v/v. Obteve-

se 0,11 g (0,40 mmol) do composto 27, com 10% de rendimento.

Caracteristica: solido amarelo.
T; = 184,2-185,8 °C.
CCD: R¢ = 0,28 (hexano-DCM 3:1 v/v).

IV (ATR, cm™) v max: 3108, 3051, 1797, 1649, 1577, 1508, 1337, 1222, 1187, 1110,
980, 875, 826, 687.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 6 (J/Hz): 6,45 (s, 1H, H-6); 7,90 (dcomp., 2H, Js2 =
Js e = 9,0; H-3/H-5'); 8,27 (dcomp., 2H, Jo.3 = Js 5 = 9,0; H-2'/H-6").

RMN de **C (75 MHz, CDCls) & (J/Hz): 109,2 (C-6); 121,3 (C-3); 123,9 (C-2//C-6');
131,2 (C-3/C-5); 137,3 (C-1°); 142,4 (C-5); 145,3 (C-4/C-4’); 161,2 (C-2).

EM, m/z (%): 289 ([M+4]*, 11); 287 ([M+2]*", 66); 285 (C11HsCl.NOs, [M]*", 100); 257
(33); 255 (55); 183 (23); 176 (53); 133 (76); 113 (23); 87 (27); 63 (64); 62 (24); 51
(23); 50 (19); 39 (37); 30 (21).

2.2.2.8. Dados do composto (52)-3,4-dicloro-5-(3,4-
metilenodioxibenzilideno)furan-2(5H)-ona (28)
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O composto 28 foi isolado em coluna de silica-gel empregando-se a mistura
de solvente hexano-DCM 1:1 v/v e recristalizado com hexano-DCM 50:1 v/v. Obteve-
se 0,16 g (0,57 mmol) do composto 28, com 58% de rendimento.

Caracteristica: solido amarelo.
T; = 158,7-160,0 °C.
CCD: Rt = 0,32 (hexano-DCM 1:1 v/v).

IV (ATR, cm™) v max: 3074, 3012, 2906, 1762, 1649, 1567, 1493, 1451, 1251, 1103,
1013, 980, 889, 801, 739, 715, 611,

RMN de "H (300 MHz, CDCls) & (J/Hz): 6,03 (s, 2H, -O-CH,-0O-); 6,30 (s, 1H, H-6);
6,84 (d, 1H, Js ¢ = 8,1; H-5"); 7,19 (dd, 1H, Js.5 = 8,1; Jg.2 = 1,6; H-6"); 7,42 (d,
1H; Jo g = 1,6; H-2)).

RMN de "3C (75 MHz, CDCls) & (J/Hz): 101,7 (-O-CH»-O-); 108,8 (C-5); 110,1 (C-2);
112,8 (C-6); 118,3, (C-3); 125,9 (C-1'); 127,2 (C-6'); 141,9 (C-5); 142,5 (C-4); 148,5
(C-4'); 149,5 (C-3); 162,3 (C-2).

EM, m/z (%): 288 ([M+4]*, 1); 286 ([M+2]*, 33); 284 (C12HsCl204, [M]*", 65); 207
(19); 193 (52); 162 (30); 134 (53); 76 (100); 51 (15); 50 (92); 38 (23).

2.2.2.9. Dados do composto (52)-3,4-dicloro-5-(3-bromo-4-
metoxibenzilideno)furan-2(5H)-ona (29)
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O composto 29 foi isolado em coluna de silica-gel empregando-se a mistura
de solvente hexano-DCM 2:1 v/v e recristalizado com hexano-DCM 50:1 v/v. Obteve-

se 0,065 g (0,19 mmol) do composto 29, com 17% de rendimento.

Caracteristica: solido amarelo.
T; = 207,9-209,3 °C.
CCD: Rt = 0,25 (hexano-DCM 2:1 v/v).

IV (ATR, cm™) v max: 3061, 2985, 2950, 1763, 1648, 1591, 1563, 1497, 1453, 1283,
1181, 1051, 1003, 984, 900, 813, 739, 583.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & (J/Hz): 3,95 (s, 3H, -O-CHg); 6,29 (s, 1H, H-6),
6,93 (d, 1H, Js.e = 8,7; H-5'); 7,76 (dd, 1H, Jo.s = 8,7; Js 2 = 2,1; H-6'); 7,97 (d,
1H, Jorg = 2,1; H-2).

RMN de ®C (75 MHz, CDCls) & (JHz): 56,6 (-O-CHs); 11,1 (C-6); 111,9 (C-5);
112,4 (C-3); 125,6 (C-3); 131,7 (C-2); 135,7 (C-1'/C-6’); 142,5 (C-4/C-5); 157,2 (C-
2/C-4).

EM, m/z (%): 354 (M+6]", 1); 352 ([M+4]", 34); 350 ([M+2]", 85); 348
(C12H,Cl.O3Br, [M]™, 48); 335 (42); 226 (14); 213 (40); 135 (28); 119 (91); 89 (80); 87
(53); 76 (91); 75 (69); 63 (53); 62 (32); 51 (37); 50 (100); 38 (40); 36 (62).

2.2.3. Sintese das y-hidroxi-y-lactamas 30-33

Exemplo para o composto 3,4-dicloro-5-(4-bromobenzil)-5-hidroxi-1-
isobutilpirrol-2(5H)-ona (30)
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A um balao bitubulado de 25 mL, sob atmosfera de nitrogénio, foi adicionada
a yv-alquilideno-y-lactona 21 (0,31 g; 0,98 mmol) dissolvido em DCM anidro (5 mL) e a
solucao foi resfriada a 0 °C. Posteriormente, adicionou-se isobutilamina (0,36 g; 0,50
mL; 4,88 mmol) solubilizada em DCM (5 mL) gota a gota a solugéo por 15 min., e a
mistura reacional foi mantida a 0 °C por 3 h. Na sequéncia, adicionou-se 20 mL de
DCM a mistura para facilitar a transferéncia da mistura reacional para um funil de
separacdo. Acrescentou-se DCM (80 mL) ao funil de separacéo e a fase orgéanica
resultante foi lavada com solugdo aquosa de HCI 2 mol L™ (2 x 30 mL), seguida de
solucdo saturada de NaHCO3; (2 x 30 mL) e de solucédo saturada de NaCl (2 x 30
mL). A fase orgéanica foi seca com MgSQ, anidro, filtrada e concentrada sob pressao
reduzida. O material foi fracionado em coluna de silica gel empregando-se a mistura
de solventes hexano-acetato de etila 3:1 v/v. Esse procedimento resultou na
obtencéao de 0,27 g (0,68 mmol) do composto 30, com 70% de rendimento.

Os compostos 31-33 foram preparados utilizando-se procedimento

experimental similar ao descrito para a sintese do composto 30.

22.3.1. Dados do composto 3,4-dicloro-5-(4-bromobenzil)-5-hidroxi-1-
isobutilpirrol-2(5H)-ona (30)
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O composto 30 foi isolado em coluna de silica-gel empregando-se a mistura
de solvente hexano-acetato de etila 3:1 v/v. Obteve-se 0,27 g (0,68 mmol) do

composto 30, com 70% de rendimento.

Caracteristica: sélido branco.
T; = 216,3-218,1 °C.
CCD: R¢ = 0,41 (hexano-acetato de etila 3:1 v/v).

IV (ATR, cm™) v max: 3306, 2969, 2870, 1695, 1488, 1403, 1801, 1173, 1042, 845,
721.

RMN de 'H (300 MHz, (CD3),CO) & (J/Hz): 0,89 (d, 3H, Jog = 6,6; H-9)*; 0,93 (d,
3H, Jios = 6,6; H-10)*; 2,16-2,30 (m, 1H, H-8); 3,23 (d, 1H, Jsaep = 14,1; H-62);
6,61 (dd, 1H; J7a.7b = 14,1; J7a8 = 6,6; H-7a); 3,44 (d, 1H, Jspbea = 14,1; H-6b); 3,46
(dd, 1H, J7b,7a = 14,1; J7os = 8,4; H-7b); 6,18 (s, 1H, -OH); 7,10 (dcomp., 2H, Jz 2 =
Js g = 8,5, H-3'/H-5'); 7,44 (dcomp., 2H, J2 3 = Jg 5 = 8,5; H-2'/H-6).

* As atribuicdes podem estar invertidas.

RMN de '*C (75 MHz, (CD3)>CO) & (J/Hz): 20,1 (C-9)*; 20,2 (C-10)*; 28,3 (C-8);
39,6 (C-7); 48,1 (C-6); 91,9 (C-5); 121,1 (C-1’); 126,1 (C-3); 131,5 (C-2'/C-6’); 131,8
(C-3'/C-5'); 133,4 (C-4); 145,0 (C-4); 161,6 (C-2).

* As atribuicdes podem estar invertidas.

EM, m/z (%): 224 (48); 222 (71); 172 (27); 170 (34); 168 (44); 166 (63); 90 (25); 89
(27); 57 (100); 41 (41).

2.23.2. Dados do composto 3,4-dicloro-5-(4-bromobenzil)-5-hidroxi-1-
propilpirrol-2(5H)-ona (31)
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O composto 31 foi isolado em coluna de silica-gel empregando-se a mistura
de solvente hexano-acetato de etila 2:1 v/v. Obteve-se 0,17 g (0,44 mmol) do

composto 31, com 61% de rendimento.

Caracteristica: sélido branco.
T; = 213,3-215,1 °C.
CCD: R¢ = 0,45 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

IV (ATR, cm™) v max: 3310, 2967, 2931, 2874, 1699, 1684, 1629, 1488, 1422, 1405,
847.

RMN de 'H (300 MHz, (CD3).CO) & (J/Hz): 0,92 (t, 3H, Jog = 7,5; H-9); 1,66-1,79
(m, 2H, H-8); 3,23 (d, 1H, Jsaeo = 14,4; H-6a); 3,41 (d, 1H, Jspsa = 14,4; H-6b),
3,41 (ddd, 1H, a7 = 13,9, Jrasa = 9,1, Jrasp = 6,7; H-7a); 3,55 (ddd, 1H, Jrp.7a =
13,9, Jrgp = 9,1, Jro.ga = 6,7; H-7b); 6,03 (s, 1H, -OH); 7,11 (dsomp., 2H, Js-2 = s
= 8,4; H-3/H-5'); 7,45 (deomp., 2H, J32 = Js. = 8,4; H-2'/H-6").

RMN de "3C (75 MHz, (CD3)>CO) & (JHz): 11,2 (C-9); 22,4 (C-8); 39,5 (C-7); 42,4
(C-6); 91,8 (C-5); 121,1 (C-3); 126,1 (C-1); 131,4 (C-2'/C-6’); 131,8 (C-3/C-5'); 133,5
(C-4'); 145,1 (C-4); 161,3 (C-2).

EM, m/z (%): 210 (64); 208 (100); 172 (40); 171 (20); 170 (51); 169 (22); 168 (57);
166 (90); 90 (29); 89 (27); 43 (41).

223.3. Dados do composto 3,4-dicloro-5-(4-fluorobenzil)-5-hidroxi-1-
propilpirrol-2(5H)-ona (32)

O composto 32 foi isolado em coluna de silica-gel empregando-se a mistura
de solvente hexano-acetato de etila 2:1 v/v. Obteve-se 0,43 g (1,35 mmol) do
composto 32, com 83% de rendimento.
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Caracteristica: sélido branco.
T;=217,5-219,1 °C.
CCD: R¢ = 0,40 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

IV (ATR, cm™") v max: 3290, 2940, 2878, 1685, 1631, 1511, 1415, 1220, 1041, 849,
658.

RMN de 'H (300 MHz, (CD3).CO) & (J/Hz): 0,92 (t, 3H, Jog = 7,2; H-9); 1,66-1,80
(m, 2H, H-8); 3,23 (d, 1H, Jsaso = 14,1; H-6a); 3,41 (d, 1H, Jepea = 14,1; H-6D);
3,41 (ddd, 1H, a7 = 13,9, Jrasa = 9,2, Jrasp = 6,6; H-7a); 3,56 (ddd, 1H, Jrp7a =
13,9, Jro.80 = 9,2, Jrp.8a = 6,6; H-7b); 6,00 (s, 1H, -OH); 7,02 (tcomp., 2H, Ja.2 = Ja
= Jsg = Js.F = 8,9; H-3/H-5); 7,14-7,21 (m, 2H, H-2'/H-6").

RMN de "3C (75 MHz, (CD3)>CO) & (J/Hz): 11,2 (C-9); 22,5 (C-8); 39,3 (C-7); 42,4
(C-6); 92,0 (C-5); 115,1 (d, Jo.r = 21,2; C-3/C-5"); 126,1 (C-3); 130,2 (d, Jo.r = 3,5; C-
1"); 131,6 (d, Jor = 8,1; C-2'/C-6"); 145,1 (C-4); 160,6 (C-2); 162,6 (d, Jo.r = 186,5; C-
4).

EM, m/z (%): 210 (61); 208 (91); 168 (68); 166 (96); 148 (21); 110 (93); 109 (100); 87
(20); 83 (37); 43 (44); 41 (36).

2234. Dados do composto 3,4-dicloro-5-(4-clorobenzil)-5-hidroxi-1-
isobutilpirrol-2(5H)-ona (33)

O composto 33 foi isolado em coluna de silica-gel empregando-se a mistura
de solvente hexano-acetato de etila 3:1 v/v. Obteve-se 0,046 g (0,13 mmol) do
composto 33, com 72% de rendimento.

Caracteristica: solido branco.
CCD: Rf = 0,45 (hexano-acetato de etila 4:1 v/v).
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IV (ATR, cm™) v max: 3310, 2968, 2872, 1699, 1632, 1497, 1401, 1306, 1179, 1087,
1047, 845, 658.

RMN de 'H (300 MHz, (CD3),S0) § (J/Hz): 0,82 (d, 3H, Jog = 6,6; H-9)*; 0,86 (d,
3H, Jios = 6,6; H-10)*; 2,00-2,13 (m, 1H, H-8); 3,06 (d, 1H, Jsaep = 14,1; H-62);
3,17-3,31 (m, 2H; H-7a/H-7b); 3,35 (d, 1H, Jsbea = 14,1; H-6b); 7,04 (dcomp., 2H,
Jz 2= Js g = 8,4; H-3'/H-5); 7,29 (dcomp., 2H, Jo 3 = Jo 5 = 8,4; H-2'/H-6’).

* As atribuicbes podem estar invertidas.

RMN de "*C (75 MHz, (CD3);SO) & (J/Hz): 18,2 (C-9/C-10); 28,5 (C-8); 39,7 (C-7);
48,1 (C-6); 92,2 (C-5); 125,4 (C-3); 128,8 (C-2'/C-6’); 131,8 (C-3/C-5’); 132,6 (C-1°);
133,3 (C-4'); 145,8 (C-4); 161,8 (C-2).

EM, m/z (%): 224 (51); 222 (77); 168 (46); 166 (73); 128 (21); 126 (66); 125 (41); 89
(22); 57 (100); 41 (58).

2.2.4. Sintese das y-alquilideno-y-lactamas 34-35

Exemplo para os compostos isomeros (52)-3,4-dicloro-5-(4-bromobenzilideno)-
1-isobutilpirrol-2(5H)-ona (342) e (5E)-3,4-dicloro-5-(4-bromobenzilideno)-1-
isobutilpirrol-2(5H)-ona (34E)

A um baldo de fundo redondo bitubulado (25 mL), sob atmosfera de
nitrogénio, foram adicionados a lactama 30 (0,10 g; 0,25 mmol) e o acido p-
toluenossulfénico (0,024 g; 0,13 mmol) dissolvendo-os em 7 mL de cloroférmio
(CHCI3). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética e refluxo a 65 °C
por 2 h. Apds esse periodo percebeu-se o completo consumo da lactama 30. A
mistura reacional foi transferida para um funil de separacdo empregando-se 50 mL
de cloroférmio. A fase organica resultante foi lavada com solugdo aquosa saturada

de NaHCOs; (3 x 15 mL) e de solucdo aquosa saturada de NaCl (3 x 15 mL). A fase
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organica foi seca com MgSQ4 anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O
material foi fracionado em coluna de silica gel empregando-se a mistura de
solventes hexano-acetato de etila 6:1 v/v resultando na obtencdo dos
estereoisdmeros:
Composto 34Z (0,054 g; 0,14 mmol), com 56% de rendimento e composto 34E
(0,034 g; 0,091 mmol), com 36% de rendimento.

O composto 35 foi preparado utilizando-se procedimento experimental similar
ao descrito para a sintese do composto 34.

2.24.1. Dados dos compostos (52)-3,4-dicloro-5-(4-bromobenzilideno)-1-
isobutilpirrol-2(5H)-ona (342) e (5E)-3,4-dicloro-5-(4-bromobenzilideno)-1-
isobutilpirrol-2(5H)-ona (34E)

Os compostos 34Z e 34E foram fracionados em coluna de silica-gel
empregando-se a mistura de solvente hexano-acetato de etila 6:1 v/v. Obteve-se:
Composto 34Z (0,054 g; 0,14 mmol), com 56% de rendimento;

Composto 34E (0,034 g; 0,091 mmol), com 36% de rendimento.

Dados do composto 347

Caracteristica: sélido amarelo.

T¢ = 95,5-97,1 °C.

CCD: R¢ = 0,65 (hexano-acetato de etila 6:1 v/v).

IV (ATR, cm™) v max: 2957, 2921, 2851, 1714, 1638, 1592, 1457, 1250, 1064, 736.
RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & (J/Hz): 0,50 (d, 6H, Jog = Jios = 6,9; H-9/H-10);
1,28-1,41 (m, 1H, H-8); 3,41 (d, 2H, J75 = 7,5; H-7); 6,59 (s, 1H, H-6); 7,17 (deomp.,
2H, Js2 = Js.g = 8,4; H-3/H-5'); 7,55 (deomp., 2H, Jo3 = Jo.5 = 8,4; H-2'/H-6").
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RMN de '3C (75 MHz, CDCls) & (J/Hz): 19,4 (C-9/C-10); 27,6 (C-8); 49,1 (C-7);
112,5 (C-6); 122,7 (C-1'); 123,6 (C-3); 131,0 (C-3/C-5); 131,5 (C-2//C-6’); 132,3 (C-
4); 134,8 (C-5); 137,0 (C-4); 164,4 (C-2).
EM, m/z (%): 379 (M+6]", 3); 377 ([M+4]", 20); 375 (M+2]", 44); 373
(C1sH14CLBINO, [M]*, 27); 253 (41); 252 (71); 251 (62); 250 (100); 240 (43); 238
(74); 203 (21); 126 (20); 41 (53); 39 (29).

Dados do composto 34E

Caracteristica: solido amarelo.

Ti = 94,8-96,5 °C.

CCD: R¢ = 0,48 (hexano-acetato de etila 6:1 v/v).

IV (ATR, cm™) v max: 2959, 2926, 1701, 1575, 1485, 1318, 1071, 1010, 739.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) § (J/Hz): 0,97 (d, 6H, Jog = Jiog = 6,6; H-9/H-10);
2,01-2,15 (m, 1H, H-8); 3,57 (d, 2H, J7g = 7,5; H-7); 6,53 (s, 1H, H-6); 7,20(dcomp.,
2H, Jz.2 = Jse = 8,4; H-3/H-5'); 7,49 (dcomp., 2H, Jo.3 = Jg 5 = 8,4; H-2'/H-6’).

RMN de *C (75 MHz, CDCl3) & (J/Hz): 20,3 (C-9/C-10); 28,3 (C-8); 47,8 (C-7);
112,8 (C-3); 114,9 (C-6); 123,0 (C-5); 131,2 (C-1°); 131,5 (C-3/C-5'); 131,7 (C-4);
131,9 (C-2'/C-6’); 135,3 (C-4); 162,1 (C-2).

EM, m/z (%): 379 (IM+6]", 3); 377 ([M+4]", 18); 375 ([M+2]", 44); 373
(C15H14CI.BrNO, [M]*, 26); 319 (22); 253 (41); 252 (73); 251 (62); 250 (100); 240
(41); 238 (75); 203 (21); 126 (21); 39 (30).

2.24.2. Dados dos compostos (52)-3,4-dicloro-5-(4-fluorobenzilideno)-1-
propilpirrol-2(5H)-ona (352) e (5E)-3,4-dicloro-5-(4-fluorobenzilideno)-1-
propilpirrol-2(5H)-ona (35E)

3 5 Clyg 30!

1 N 4

N
9

7
8

35E
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Os compostos 35Z e 35E foram fracionados em coluna de silica-gel
empregando-se a mistura de solvente hexano-acetato de etila 6:1 v/v. Obteve-se:
Composto 35Z (0,21 g; 0,68 mmol), com 62% de rendimento;

Composto 35E (0,091 g; 0,31 mmol), com 27% de rendimento.

Dados do composto 357

Caracteristica: solido amarelo.

T¢ = 96,6-98,1 °C.

CCD: R¢ = 0,53 (hexano-acetato de etila 6:1 v/v).

IV (ATR, cm™) v max: 2959, 2928, 2872, 1695, 1591, 1504, 1343, 1217, 1135, 1055,
823, 526.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & (JHz): 0,49 (t, 3H, Jog = 7,5; H-9); 1,17 (sext,
2H, Jg7 = Jgo = 7,5; H-8); 3,44-3,49 (m, 2H; H-7); 6,64 (s, 1H, H-6); 7,10 (tcomp.,
2H, Jso = JsF_ Jsg = Js F = 8,6; H-3/H-5'), 7,27-7,32 (m, 2H, H-2'/H-6).

RMN de ®C (75 MHz, CDCls) & (J/Hz): 10,8 (C-9); 21,6 (C-8); 43,9 (C-7); 112,9 (C-
6); 115,7 (d, Jor = 21,8; C-3'/C-5'); 123,9 (C-3); 129,6 (d, Jor = 3,5; C-1'); 131,3 (d,
Jo.r = 8,0; C-2'/C-6’); 134,8 (C-5); 137,2 (C-4); 162,8 (d, Jo.r = 248,3; C-4'); 164,6 (C-
2).

EM, m/z (%): 303 ([M+4]", 8); 301 ([M+2]*", 50); 299 (C14H12CI.FNO, [M]*", 75); 270
(33); 235 (50); 234 (35); 224 (31); 222 (100); 206 (26); 158 (22); 144 (30); 107 (21);
41 (39).

Dados do composto 35E

Caracteristica: sélido amarelo.

T¢=97,3-99,1 °C.

CCD: R = 0,38 (hexano-acetato de etila 6:1 v/v).

IV (ATR, cm™) v max: 2971, 2917, 2849, 1697, 1574, 1504, 1323, 1221, 1064, 830,
747, 532.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & (J/Hz): 0,97 (t, 3H, Jos = 7,5; H-9); 1,69 (sext,
2H, Jg7 = Jao = 7,5; H-8); 3,70-3,75 (m, 2H; H-7); 6,60 (s, 1H, H-6); 7,05 (tcomp.,
2H, Js 2 = Jy - Js.g = Js.r = 8,6; H-3/H-5'); 7,29-7,34 (m, 2H, H-2'/H-6").
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RMN de C (75 MHz, CDCls) 6 (J/Hz): 11,5 (C-9); 22,2 (C-8); 42,0 (C-7); 115,0 (C-
6); 115,4 (d, Jor = 21,7; C-3/C-5); 128,0 (C-3); 128,8 (d, Jor = 3,5; C-1’); 132,1 (d,
Jor = 8,1; C-2/C-6’); 132,6 (C-5); 134,7 (C-4); 161,8 (C-2); 163,0 (d, Jo.r = 247,4; C-
4).

EM, m/z (%): 303 ([M+4]*, 8); 301 ([M+2]", 47); 299 (C14H12.Cl,FNO, [M]*, 78); 270
(31); 235 (49); 234 (37); 224 (33); 222 (100); 206 (25); 158 (23); 144 (33); 107 (22);
41 (44).

2.3. Avaliacao da atividade citotoxica

As lactonas 21-28 e lactamas , 30, 32, 34Z, 34E e 35E, sintetizadas neste
trabalho, foram enviadas a Universidade Federal do Ceara - Brasil, para o
Laboratério de Oncologia Experimental, e foram submetidas a ensaios bioldgicos
para avaliar a atividade citotoxica das mesmas contra quatro linhagens celulares de
cancer humano: HL-60 (leucemia), HCT-116 (cblon de intestino), SF-295 (sistema
nervoso central) e OVCAR-8 (ovario), segundo o método MTT (MOSMAN, 1983).

As linhagens celulares utilizadas foram cedidas pelo Instituto Nacional do
Cancer (EUA) e cultivadas em frascos plasticos para cultura, utilizando-se o meio de
cultura RPMI 1640 complementado com 10% de soro fetal bovino, solugdo 2 mmol L
! de glutamina, 100 ug mL™ de estreptomicina e 100 U mL™" de penicilina. As células
foram incubadas em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO,, seguido da
observacao do crescimento celular com o auxilio de microscépio de inversdo a cada
24 horas.

As células em suspensdo ou monocamadas foram distribuidas em
microplacas de 96 cavidades, numa densidade de 0,3 x 10° células/mL (para as
células suspensas) e 0,7 x 10° células/mL (para as células aderidas). As lactonas
21-28 e as lactamas 30, 32, 34Z, 34E e 35E, dissolvidas em DMSO (concentracao
estoque de 5 mg mL™"), foram incubadas por 72 horas, juntamente com as linhagens
celulares. A quantificagdo do crescimento das células tumorais foi realizado de
acordo com a habilidade das células vivas de converterem o corante brometo de 3-
(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2H-tetraz6lio (MTT), de coloracdo amarela, na
substancia de coloracdo azul formazan. Como controle positivo, foi utilizada a
doxorrubicina. Apds o periodo de incubacgao, as placas foram centrifugadas (1.500
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rpm por 15 minutos), e o sobrenadante, descartado. Cada cavidade recebeu 200 pL
da solugdo de MMT (0,5 mg mL" de MTT) e foi reincubada durante trés horas, em
estufa a 37 °C e a 5% de CO.. ApGs esse periodo, as placas foram novamente
centrifugadas (3.000 rpm por 10 minutos), sendo o sobrenadante desprezado. O
precipitado resultante foi dissolvido em 150 uL de DMSO. Para quantificacao do sal
reduzido nas células vivas, as absorbancias foram medidas com o auxilio do

espectrofotobmetro de placa, no comprimento de onda de 595 nm.
2.4. Avaliacao da inibicao da formacao de biofilmes bacterianos

As lactonas 20, 21, 23 e 25-29 e lactamas 30, 32, 35Z e 35E, sintetizadas
neste trabalho, foram enviadas a Universidade Federal de Santa Catarina - Brasil,
para um laboratério do Departamento de Odontologia, e foram submetidos a ensaios
de inibicdo da formacao de biofilme bacteriano em Streptococcus mutans.

Para realizacdo do ensaio bioldgico foram utilizadas algumas solugbes. As
solugbes aquosas de DMSO e sacarose foram preparadas em agua destilada e
autoclavadas a 120 °C por 20 minutos antes de serem adicionadas ao meio de
cultura.

Os compostos a serem testados foram solubilizados em DMSO 100% e
posteriormente diluidos em meio Tryptic Soy Broth (TSB) na concentracao inicial de
175 ng mL', utilizada para realizagdo dos testes de inibicdo de biofime. A
concentracdo de DMSO em todos os ensaios (3,5% v/v) foi mantida constante. A
linhagem bacteriana (Streptococcus mutans) foi cultivada em TSB, e durante os
ensaios de inibicdo de biofilme, foi acrescentado ao meio sacarose (4% m/v) e
DMSO (3,5% v/v). Resultados prévios mostraram que nessa concentracdao, DMSO
nao interfere no crescimento bacteriano e na formagéo do biofilme.

As cepas-teste (Streptococcus mutans) foram cultivadas por 24 h em meio
TSB a 37 °C sem agitacado e apds as primeiras 8 h de incubacao foram plaqueadas
em meio agar-sangue para verificagdo da pureza. As culturas puras foram diluidas a
102 UFC mL" e 100 pL destas suspensdes foram depositadas nos pocos das
microplacas de poliestireno. Em seguida foram adicionados ao primeiro poco de
cada série 100 uL de solucao de cada composto a ser testado, resultando em uma

concentracdo inicial de 87,5 ug mL™, e realizadas diluicdes sucessivas, em razio de
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2 para o preparo das solucdes a 43,8, 21,9, 10,9, 5,5, 2,73, 1,37, 0,68, 0,34 ¢ 0,17
ug mL" destes compostos (20, 21, 23, 25-29, 30, 32, 35Z e 35E). O experimento
controle foi realizado da mesma forma, mas sem a presenca de algum composto. As
microplacas de S. mutans foram entao incubadas em ambiente de microaerofilia. Ao
final da incubacéo, o crescimento bacteriano foi quantificado por absorbéancia a 630
nm usando um leitor de microplacas para avaliar os efeitos dos compostos testados
sobre o crescimento bacteriano antes da quantificacdo do biofilme. As suspensdes
bacterianas foram entdo descartadas e os pogos foram repetidamente lavados com
agua destilada a fim de eliminar as bactérias nao aderidas.

As bactérias aderentes (biofilme) foram coradas com 120 mL de uma solugéo
de cristal violeta 0,1% (m/v). Em seguida solubilizou-se o cristal violeta fixado nas
bactérias aderidas com uma solucao 1% (m/v) de dodecilsulfato de sédio (SDS) para
permitir a quantificacdo da coloracao pelo leitor de microplacas a 595 nm. Cada
ensaio foi realizado em triplicata. Os resultados obtidos foram calculados em relacéo
ao tratamento controle. Os dados foram tratados e os valores de 1Csy (concentracéo
necessaria para inibir 50% da formacéao do biofilme bacteriano) foram determinados.
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3. Resultados e discussao

3.1. Sintese do composto 3,4-diclorofuran-2(5H)-ona através da reacao de
reducao

A primeira etapa do desenvolvimento deste trabalho consistiu na sintese da

3,4-diclorofuran-2(5H)-ona (20) pela reducdao do &cido mucoclérico, disponivel
comercialmente (Esquema 7).

Cl Cl Cl Cl
f&\ 1) NaBH,, MeOH Z=S§
HO O © 2) H,SO,4 conc., MeOH o~ O
acido mucoclérico 20
88%
l ii) H,SO,, MeOH,
15 min., 0°C
Cl Cl Cl Cl
_ o i) NaBHy4, MeOﬂ o
o ) HO
HO 15 min., 0 °C HO

acido mucoclérico
Esquema 7 - Sintese da 3,4-diclorofuran-2(5H)-ona (20).

O éacido mucoclérico pode ser visto em sua forma aciclica como um aldeido
a,B-insaturado em equilibrio com a sua forma ciclica y-lactona (Esquema 7). Apesar
da forma ciclica existir predominantemente, o padrao de reatividade é melhor
compreendido considerando sua forma aciclica (CUNHA e OLIVEIRA, 2011;
BELLINA e ROSSI, 2004; VALENTE et al., 1998; MOORE e KATON, 1978).

A 3,4-diclorofuran-2(5H)-ona (20) foi sintetizada por meio de reacdo com 1,1
equivalente de NaBH, em solucdo metandlica seguido de tratamento com solucao
de acido sulfarico concentrado em metanol. Ap6s purificagao por recristalizagdo com
hexano e diclorometano, a lactona 20 foi obtida com rendimento de 88% (Esquema
7). A funcdo aldeido da forma aciclica do acido mucoclérico € seletivamente
reduzida com boroidreto de sédio (CLAYDEN et al., 2001). Ap6s a acidificacdo do
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meio com &cido sulfurico concentrado, o alcool anteriormente gerado in situ participa
da reacdo de ciclizagdo intramolecular juntamente com o &cido carboxilico da
mesma molécula (Esquema 7, p. 32).

Para confirmacdo da estrutura 20 foram empregadas técnicas como:
espectroscopia no infravermelho (IV), espectrometria de massas (EM) e
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e '°C.

Analisando o espectro no IV da lactona 20 (Figura 3, p. 34) foram observadas
as bandas de absorcdo em 1765 cm™ referente ao estiramento da ligagdo C=0 da
lactona e a banda em 1631 cm™ referente ao estiramento da ligacdo C=C.

No espectro de massas da lactona 20 (Esquema 8, p. 35), observa-se a
presenga do pico em m/z 152 ([M]™), consistente com a férmula molecular do
composto (C4H2Cl0,), e os picos em m/z 154 ([M+2]") e em m/z 156 ([M+4]")
confrmaram a presenga de dois atomos de cloro na molécula, devido as
abundancias relativas dos isétopos de **Cl e *'Cl. Além disso, é possivel observar o
sinal referente ao pico em m/z = 117, que corresponde & perda do radical **Cl do fon
molecular e o pico base em m/z = 123.

Com relagdo ao espectro de RMN de 'H do composto 20 (Figura 4, p. 36),
observa-se um simpleto em 6 = 4,87 integrado para dois atomos de hidrogénio
metilénicos referente ao H-5.

No espectro de RMN de '*C do composto 20 (Figura 5, p.37), observam-se
apenas quatro sinais. O sinal do carbono da carbonila é observado em = 165,6. Os
sinais de C-4 e C-3 sdo observados em o = 148,7 e 121,2, respectivamente. O
deslocamento quimico de C-4 € maior do que o de C-3 uma vez que C-3 suporta
uma carga parcial positiva devido a ressonancia com a carbonila da lactona. Ja o

carbono C-5 é o mais blindado e encontra-se em 8= 70,7.
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Figura 3 - Espectro no IV (ATR) da lactona 20.
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Figura 5 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl3) da lactona 20.
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3.2. Sintese das fy-alquilideno-y-lactonas de estrutura geral 3,4-dicloro-5-
alquilidenofuran-2(5H)-onas através da reacao de alquilidenacao

As lactonas a,B-insaturadas que possuem um grupo alquilideno em anexo na
posicdo vy, sao frequentemente denominados y-alquilidenobutenolideos
(BRUCKNER, 2001). Uma série de y-alquilideno-y-lactonas foram preparadas a partir
da lactona 20. Para isso, este composto foi submetido a processos de alquilidenacao
utilizando-se diferentes aldeidos aromaticos. A metodologia utilizada foi semelhante
aquela de TEIXEIRA e colaboradores (2008a) (Tabela 1).

As v-alquilideno-y-lactonas 21-29, também chamadas de 3,4-dicloro-5-
alquilidenofuran-2(5H)-onas ou y-alquilidenofuran-2(5H)-onas, preparadas nesse
trabalho, assim como os rendimentos em que foram obtidas, sdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1 - Sintese das y-alquilideno-y-lactonas 21-29

CHO Cl Cl

=
Cl Cl | — 9]

— L\ o
R =
O

o 1) DIPEA, TBDMSOTH, \\/

20 CHuCly, ta., 1 h Ry
2) DBU, refluxo, 1-3 h 21-29
Composto R1 Rendimento

21 p-Br 16
22 o-Br 27
23 p-Cl 23
24 m-Cl 32
25 p-F 25
26 p-CF, 10
27 p-NO, 10
28 3,4-metilenodioxi 58
29 3-Br-4-OMe 17

Na sintese das y-alquilideno-y-lactonas, uma solucao de diclorometano

anidro da 3,4-diclorofuran-2(5H)-ona (20) foi tratada com 1,4 equivalentes de
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trifluorometanosulfonato de tert-butildimetilsilila (TBDMSOTf), 2,0 equivalentes de
diisopropiletilamina (DIPEA) e 1,4 equivalentes de um aldeido aromatico. Depois da
agitacéo por uma hora a temperatura ambiente, a mistura reacional foi tratada com
2,0 equivalentes de 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU) sob refluxo por trés
horas e, entdo, uma solugdo 3 mol L' de HCI foi adicionada para preparar as (2)-
3,4-dicloro-5-alquilidenofuran-2(5H)-onas 21-29 com rendimentos que variaram de
10-58%.

TEIXEIRA et al. (2008b) propdés um mecanismo para esta metodologia de
alquilidenacgéao, utilizada no preparo dos compostos 21-29 (Esquema 9, p. 40). A
principio ocorre um ataque dos pares de elétrons do oxigénio da carbonila da 3,4-
diclorofuran-2(5H)-ona (20) ao TBDMSOTf, com eliminagdo do bom grupo
abandonador ftriflato. A seguir, a DIPEA captura um dos hidrogénios H-5 do
intermediario anterior, levando a formacao in situ do éter de silila, que na préxima
etapa ataca a carbonila do aldeido, resultando na formagao dos intermediarios aldélicos
correspondentes, ndo isolados. Essa etapa ocorre via regeneracao do acido de Lewis
TBDMSOTHT, ja que o silicio sofre ataque nucleofilico do ion triflato (CLAYDEN et al.,
2001). A eliminagdo do grupo tert-butildimetilsililoxila a partir desses adutos ocorreu
empregando-se 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU) sob refluxo, e subsequente
adicao de HCI 3 mol L™.

As y-alquilidenofuran-2(5H)-onas 21-29 devem apresentar configuracao Z, ja
que nos trabalhos anteriores de sintese de nostoclideos e substancias analogas
(Esquema 5, p. 7; Esquema 6, p. 8), foi verificada alta estereosseletividade na etapa
de alquilidenacdo. A eliminagdo do grupo tert-butildimetilsililoxila, que ocorre na
presenca da base DBU, resulta na formacao do esterecisdbmero com configuracao Z
para a dupla exociclica (BOUKOUVALAS et al., 1994; TEIXEIRA et al., 2008a).
Segundo BOUKOUVALAS e colaboradores (2007), isso pode ser devido a presenca
de um grupo volumoso na posicao 8 do anel lacténico. Além disso, para Teixeira e
colaboradores (2008b), as ligacoes de hidrogénio intramoleculares nao classica
entre o atomo de oxigénio do nucleo y-lactdénico e os hidrogénios ligados na posicao
orto do anel benzilideno exercem papel importante para a formacao preferencial do
isbmero Z (Esquema 9, p. 40). E calculos computacionais de analogos aos

nostoclideos 36-38 (Tabela 2, p. 40) confirmam a maior estabilidade dos compostos
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com conformacdo Z em relagdo aos mesmos compostos com conformacdo E

(VAREJAO, 2011).

Tabela 2 - Diferenca de energia entre os isdbmeros Z/E para os compostos 36-38

Cl

O Br
38

gy

X X X

Composto 36 37 38
AE (Kcal/mol)®; X = Br 4,31 NSP 3,96
AE (Kcal/mol)?; X = Cl 4,41 3,96 3,98

2 Célculo DFT; ® NS: Nao sintetizado

Cl Cl

.. Me Me O H \"-Si%
. o o)
0" Q& _.SiD-$-CF;  CF,s0, K 8 Me

4\ © P N> ipr
Et
J\l(i—Pr)zFéNH

TBDMSO (;X 5 _
; ~

S |
TBDMSO [\,

Esquema 9 - Proposta mecanistica para formacado das (2)-3,4-dicloro-5-
alquilidenofuran-2(5H)-onas 21-29.
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Um fato importante a se destacar na sintese dos compostos 21-29 é a
variacdo no rendimento das reacbes de alquilidenacdo quando utiliza-se aldeidos
com substituintes doadores de elétrons e retiradores de elétrons (Esquema 10).
Observa-se um aumento no rendimento das reagdes com aldeidos que possuem
grupos doadores de elétrons no anel aroméatico. Isso pode estar ocorrendo devido a
deslocalizacdo de elétrons no aldeido, gerada pelos grupos doadores de elétrons,
uma vez que o oxigénio da carbonila aumenta a sua densidade de carga, facilitando
sua ligacdo com o silicio proveniente do TBDMSOTf. Assim, as carbonilas de
aldeidos com grupos doadores de elétrons sdo ativadas mais facilmente,
favorecendo o ataque do sililfurano, e consequentemente a finalizagdo da reacao de
alquilidenagéo.

Yoo Y

Me~qi-A—c— Me~c—A—c—
e >si-0-§-CFs Me/s‘|\9 i CF,
H /((f) H__Q:

C - |
&

Coch, +OCHg

Esquema 10 - Deslocalizacao de elétrons no aldeido aromatico com grupo doador
de elétrons.

Essa variacao no rendimento da reagédo de alquilidenacdo também pode ser
observada no trabalho de BARBOSA et al. (2010a). Neste trabalho, a y-alquilideno-y-
lactona 39 (Figura 6, p. 42) foi obtida com 65% de rendimento através de um aldeido
com substituinte metilenodioxi, um grupo doador de elétrons. Ja a y-alquilideno-y-
lactona 40 (Figura 6, p. 42) foi obtida com 13% de rendimento, sendo formada por

um aldeido com substituinte nitro, um grupo retirador de elétrons.
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Figura 6 - Exemplos de y-alquilideno-y-lactonas sintetizadas por BARBOSA e
colaboradores (2010a).

Embora alguns produtos dessa etapa tenham sido obtidos em rendimentos
baixos, nenhum esforgco para otimizar as condi¢des de reacao foi realizado uma vez
que, nesta fase, a atencdo estava focada na obtencao dos produtos finais para
avaliacado da atividade biolégica. No entanto, paralelamente, nosso grupo de
pesquisa iniciou uma tentativa de otimizagcdo da reacao de condensacao alddlica
através da metodologia de adicado alddlica utilzada por Xu et al. (2007) e SARMA et
al. (2007), a fim de aumentar o rendimento dessas reacoes.

No trabalho de Xu e colaboradores (2007), foram testados varios solventes e
bases para estudar os diferentes efeitos destes na reacdo de adicao alddlica
envolvendo diversos butenolideos e diferentes benzaldeidos. Os solventes que os
autores testaram foram acetona, CHCls;, CH3CN, THF e metanol, e as bases foram
piridina, 1,2-diaminocetona, DMAP, NaHCQO3;, KoCO3; e Na>COj3;, Assim, a melhor
condigao reportada pelos autores foi utilizando a base Na,CO; em metanol, sob
refluxo. SARMA et al. (2007) também contribuiu com o estudo da reacédo de adigéao
alddlica, no entanto, partindo de lactonas dialogenadas. Neste trabalho foram
testadas diversas bases, o numero de equivalentes das bases e solventes.
Inicialmente testou-se a base EtsN em diferentes nimeros de equivalentes que
variaram entre 0,06 e 1. Posteriormente foram testados os solventes metanol, IPA,
MeCN, DMSO, DMF, DCM, THF, CHCI; e MTB, seguidos das bases EtsN, DIPEA,
TMEDA, DBU e DABCO. Assim, a melhor condicdo reportada por SARMA et al.
(2007) foi utilizando 0,3-0,5 equivalentes de Et3N, sendo a EtsN a melhor base e o
metanol o melhor solvente, a temperatura ambiente. Alguns desses compostos
sintetizados por SARMA e colaboradores (2007) (41-43) encontram-se na Figura 7
(p. 43), e seus rendimentos variaram entre 47% e 68%.
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Figura 7 - Alguns dos compostos obtidos por SARMA e colaboradores (2007).

Com base nos resultados desses trabalhos publicados recentemente, nosso
grupo de pesquisa iniciou os estudos de tentativa de otimizagdo da reacdo de
condensacao alddlica utilizando 0,3 equivalentes de Na,COs; em metanol, sob
refluxo, obtendo a mistura de diasterecisbmeros 44 com 40% de rendimento
(Esquema 11) (COREAS, 2014). Sob essas condigdes, verificou-se que o composto
final de interesse (45Z/E) nao foi obtido a partir desta metodologia“, uma vez que
nao ocorreu uma condensacao alddlica e sim uma adi¢cdo alddlica (Esquema 11).
Entretanto, o produto final 45 pode ser formado a partir de uma desidratagédo do
composto 44 com cloreto de mesila (MsCl) e EtsN (Esquema 11) (BOUKOUVALAS et
al., 2007; CLAYDEN et al., 2001). Estudos de otimizacdo da reacdo de adicao
alddlica ainda seguem no nosso grupo de pesquisa, sendo encontrados até hoje
rendimentos que variam entre 40-80% (dados ainda nao publicados). No entanto, a
tentativa de desidratacdo desses compostos hidroxilados ainda nao foi concluida

com éxito e estda em andamento.

Cl Cl
MsCl, EtgN _ o
——— O
DCM, 0 °C @

44 45Z/E

Esquema 11 - Metodologia para desidratacdo do composto 44.

Para conclusao dessa etapa de sintese, as y-alquilideno-y-lactonas 21-29
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foram analisadas e caracterizadas por espectroscopia no infravermelho (1V),
espectrometria de massas (EM) e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN) de 'H e 'C. Experimentos bidimensionais como HETCOR também foram
empregados.

Os espectros obtidos para as vy-alquilideno-y-lactonas 21-29 sintetizadas
apresentaram grande semelhanca. As Unicas variacdes observadas referem-se aos
substituintes presentes no anel aromatico proveniente dos diferentes aldeidos
aromaticos utilizados nas reacdes de alquilidenacdo. Portanto, a discussao feita a
seqguir € baseada nos dados do composto 25, mas pode ser estendida aos demais

compostos sintetizados.

O espectro no IV de 25 (Figura 10, p. 47) mostrou uma banda em 3062 cm™
referente ao estiramento da ligagdo C-H de carbono sp?. A presenca de uma banda
de forte absorcéo observada em 1760 cm™ confirma a presenca do grupo carbonila
de lactona a,B-insaturada.

No espectro de massas de 25 (Figura 11, p. 48), a presenca do pico em m/z
258 ([M]™") é consistente com a férmula molecular do composto (C11HsCI.FOs), e os
picos em m/z 260 ([M+2]") e em 262 ([M+4]") confirmaram a presenca de dois
atomos de cloro na molécula, devido as abundancias relativas dos is6topos de *°Cl e
%Cl. As propostas mecanisticas para a formagdo de alguns fragmentos
razoavelmente estaveis de 25 sdo apresentadas no Esquema 12 (p. 49).

O espectro de RMN de 'H de 25 é mostrado na Figura 12 (p. 50). Em
consequéncia da presenca do atomo de flior na estrutura de 25, era esperado o
desdobramento dos sinais devido ao acoplamento entre atomos de hidrogénio e
fldor, obedecendo a mesma regra de multiplicidade de acoplamento H-H (Figura 8).

No entanto, ocorreu uma superposi¢cao entre alguns sinais de hidrogénio do anel
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aromatico, formando-se multipleto que impediu a visualizacdo dos desdobramentos
dos sinais devido ao acoplamento entre atomos de hidrogénio-hidrogénio e
hidrogénio-fldor.

O acoplamento H-F se da concomitantemente aos ja esperados acoplamentos
entre hidrogénios aromaticos e em geral apresentam constantes de acoplamento (J)
maiores do que aquelas observadas no acoplamento H-H (SILVERSTEIN et al.,
2000). As constantes de acoplamento reais observadas entre H-F e H-H, deveriam
apresentar valores proximos aos mostrados na Figura 8 (PRETSCH et al., 1989).

F J(H2) Ha J(Hz)

/l orto 6-10 /l orto 6-10
meta 4-8 meta 1-3

\\H para 0-3 \\Hb para 0-1

Figura 8 - Valores para constantes de acoplamento H-F e H-H.

Assim, no espectro de RMN de 'H da y-alquilideno-y-lactona 25 (Figura 12, p.
50) destaca-se um simpleto integrado para um atomo de hidrogénio em J = 6,37,
referente ao H-6 ligado a dupla exociclica do composto. O tripleto complexo em J =
712 (J32 = Jpfr = Jsg = Jor = 8,7 Hz), padrdo de anel benzénico para-
dissubstituido, integrado para dois atomos de hidrigénio, foi atribuido a H-3/ H-5" e o
multipleto em d= 7,75-7,83, integrado para dois atomos de hidrogénio, foi atribuido a
H-2/ H-6.

Devido a presenca do atomo de flior na molécula, alguns sinais observados
no espectro de RMN de '3C de 25 foram desdobrados. A Figura 9 mostra os valores
caracteristicos das constantes de acoplamento entre os atomos de C-F para um
atomo de fluor ligado ao anel aromatico (PRETSCH et al., 1989).

F J(Hz)
L, 12451

2-21,

3 3-78

4 4-32

Figura 9 - Valores para constantes de acoplamento C-F.

Assim, no espectro de RMN de *C da y-alquilideno-y-lactona 25 (Figura 13, p.

51), os sinais de carbono do anel aromatico foram identificados devido aos dupletos
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formados a partir do acoplamento dos mesmos com o F ligado na posicao para do
mesmo anel aroméatico (Figura 9, p. 45). Entdo, o carbono C-4’ apareceu como
dupleto em 8= 163,5 (Jor = 233,3 Hz), os carbonos C-3'/C-5 em 6= 116,1 (dupleto,
Jor = 21,8 Hz), os carbonos C-2'/C-6’ em ¢ = 132,9 (dupleto, Jc.Fr = 9,0 Hz), € 0
carbono C-1’em ¢ = 128,7 (dupleto, Jc.r = 3,0 Hz). O sinal em 6= 111,2 foi atribuido
ao carbono 6. Os sinais referentes aos carbonos do anel lactdnico apresentaram
deslocamentos quimicos préximos aos sinais de carbono da lactona 20.

Pelos sinais observados no mapa de contornos HETCOR de 25 (Figura 14, p.
52), observam-se as correlagdes entre o C-6 e o H-6, C-3/C-5 e o H-3/H-5, e C-

2’/C-6 e o H-2’/H-6, confirmando as atribuicdes realizadas.
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Figura 11 - Espectro de massas da y-alquilideno-y-lactona 25.
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F
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Cl
_(’7(-+
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Esquema 12 - Propostas mecanisticas de fragmentacao da y-alquilideno-y-lactona
25.
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H'6 H_zl/H_6|
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Figura 12 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) da y-alquilideno-y-lactona 25.
50



c-4' C-2'/C-6'

M1
M)\MN W#\MM\/\/W—* c-1l

166 165 164 163 162 161 1345 134.0 133.5 133.0 1325 132.0

ppm ppm
MMWWM

C-2'/C-6' ‘
129.0 128.5 128.0 127.5 127.0
ppm
C-3'/C-5’
C-3'/C-5'
C-6
119 118 117 116 115 114 c-1'
PPm -2
c_4l C-5IC-4 c_3
185 175 165 155 145 135 125 115 105 95 9 85 80 75 70
ppm

Figura 13 - Espectro de RMN de '*C (75 MHz, CDCls) da y-alquilideno-y-lactona 25.
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Figura 14 - Mapa de contornos HETCOR (CDCl3) da y-alquilideno-y-lactona 25.
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3.3. Sintese das y-hidroxi-y-lactamas de estrutura geral 3,4-dicloro-5-benzil-5-
hidroxi-1-alquilpirrol-2(5H)-ona através da reacao de lactamizacao

Visando a sintese de novas y-hidroxi-y-lactamas, as y-alquilideno-y-lactonas
21, 23 e 25 ja sintetizadas anteriormente (discutido na secdo 3.2) foram convertidas
em vy-hidroxi-y-lactamas 30-33 através da lactamizagdo desenvolvida por GOH e
colaboradores (2007).

As furanonas halogenadas 21, 23 e 25 foram convertidas nas y-hidroxi-y-
lactamas 30-33 de estrutura geral 3,4-dicloro-5-benzil-5-hidroxi-1-alquilpirrol-2(5H)-
onas, também chamadas de vy-hidroxipirrol-2(5H)-onas, por meio da reagdo de
lactamizacdo em diclorometano a 0 °C com excesso de aminas primarias (5

equivalentes) permitindo a troca do oxigénio da lactona pelo nitrogénio (Tabela 3).

Tabela 3 - Metodologia para sintese das y-hidroxipirrol-2(5H)-onas 30-33

Cl Cl Cl cl
— HO
0" 9 poM, ReNH, N© O
— - — R,
X \/ 0«Cem3h X \/
R R1
21,23 e 25 30-33
Composto R Ro Rendimento (%)
30 p-Br is0-C4Hg 70
31 p-Br -C3H7 61
32 p-F -CsH7 83
33 p-Cl is0-C4Hg 72

Devido aos potencias sitios reativos nas y-alquilidenofuran-2(5H)-onas 18, 20
e 22, a temperatura da reacédo deve ser mantida a 0 °C para controlar a regioquimica
da reacao no atomo de carbono da carbonila (C-2), j& que temperaturas mais baixas
permitem o controle cinético. Todas as reacdes foram completadas em trés horas e
os rendimentos obtidos foram satisfatérios em todos os casos e variaram de 61% a
83%.
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O mecanismo da reacdo de lactamizacdo (Esquema 13) se inicia com o
ataque da amina a carbonila da lactona, levando a abertura do anel e formagéo da
amida como o intermediario 46. Subsequentemente, o equilibrio ceto-endlico
proporciona a formagcado do isbmero mais estavel na forma ceto 47, que entdo
ciclizara para formacdo do anel lactdmico. Na etapa de ciclizagdo o ataque
nucleofilico do nitrogénio a carbonila pode ocorrer por duas faces distintas da

carbonila, por isso os produtos foram obtidos como mistura de enantiémeros.

Cl Cl

/O&O
—_—

N\ \/ HoN-R?
R1

v-alquilideno-y-lactona

— R?

Y
R1

Y-hidroxi-y-lactama

Esquema 13 - Proposta mecanistica para formacao das y-hidroxipirrol-2(5H)-onas
30-33.

Para andlise e caracterizacao das +y-hidroxipirrol-2(5H)-onas 30-33, foram
empregadas técnicas como: espectroscopia no infravermelho (IV), espectrometria de
massas (EM) e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e
3C. Experimentos bidimensionais como COSY e HETCOR também foram
empregados.

A discussao feita a seguir é baseada nos dados da y-hidroxipirrol-2(5H)-ona
32, mas pode ser estendida as demais y-hidroxipirrol-2(5H)-onas sintetizadas ja que

as estruturas das mesmas diferem apenas com respeito aos substituintes ligados ao

54



anel aroméatico e o grupo alquila ligado ao nitrogénio.

O espectro no IV de 32 (Figura 15, p. 57) apresentou uma banda de
intensidade média um pouco alargada em 3290 cm™ referente ao estiramento da
hidroxila. Também foi possivel observar a banda intensa referente ao estiramento da
carbonila em 1685 cm™.

No espectro de massas de 32 (Figura 16, p. 58) nédo foi possivel observar a
presenca do pico do ion molecular, uma vez que a molécula possui um grupo
hidroxila que confere instabilidade ao ion molecular. Entretanto foram observados
picos em m/z 208 referente a perda do 4-fluorobenzil ligado ao anel lactamico, em
m/z 166 devido a continua perda do grupo propileno, seguida da perda de uma
molécula de agua formando o pico em m/z 148. Também encontrou-se a formagao
do pico base em m/z 109. As propostas mecanisticas para as fragmentacdes dos
ions citados anteriormente sao apresentadas no Esquema 14 (p. 59).

O espectro de RMN de 'H de 32 é mostrado na Figura 17 (p. 60). Em
consequéncia da presenga do atomo de flior na estrutura de 32, era esperado o
desdobramento dos sinais devido ao acoplamento entre atomos de hidrogénio e
fldor, obedecendo a mesma regra de multiplicidade de acoplamento H-H (Figura 8,
p. 45). No entanto, ocorreu uma superposicao entre alguns sinais de hidrogénio do
anel aromatico, formando-se mulipleto que impediu a visualizagdo dos
desdobramentos dos sinais devido ao acoplamento entre atomos de hidrogénio-
hidrogénio e hidrogénio-fluor.

Assim, no espectro de RMN de 'H da y-hidroxi-y-lactama 32 (Figura 17, p. 60),
destaca-se o simpleto em ¢ = 6,00, integrado para um atomo de hidrogénio,
referente  ao hidrogénio da hidroxila. Para o0s hidrogénios metilénicos

diastereotopicos H-6 foram observados dois dupletos, um em 6 = 3,23 (Jsaep = 14,1
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Hz), referente a um hidrogénio H-6 denominado como H-6a e outro em ¢ = 3,41
(Jobea = 14,1 Hz), referente ao outro hidrogénio H-6 denominado como H-6b. O
mesmo ocorreu para o H-7, sendo observados dois dupletos duplo duplos, um em &
= 3,41 (J7a70 = 13,9 Hz, J7a8a = 9,2 Hz, J7a8p = 6,6 Hz) , denominado de H-7a e
outro em 0= 3,56 (J7b7a = 13,9 Hz, J7p g = 9,2 Hz, J7p84 = 6,6 Hz), denominado de
H-7b. O H-8, integrado para dois atomos de hidrogénio, foi atribuido ao sinal de
multipleto entre 6= 1,66-1,80. E o hidrogénio H-9, do grupo alquil da propilamina, foi
confirmado através do tripleto, integrado para trés hidrogénios em 6= 0,92 (Jyg = 7,2
Hz). Foram observados também os hidrogénios ligados ao anel aromatico. Em ¢ =
7,14-7,21 observou-se um multipleto, integrado para dois atomos de hidrogénio,
referente a H-2’/H-6' e em 6= 7,02 (J32 = J3r= Jsg = Jsr = 8,9 Hz; H-3'/H-5)
observou-se um tripleto complexo, padrdao de anel benzénico para-dissubstituido,
integrado para dois atomos de hidrogénio, referente a H-3/H-5. O mapa de
contornos COSY de 32 (Figura 18, p. 61) ajuda a comprovar os acoplamentos entre
os atomos de hidrogénio.

No espectro de RMN de '3C da y-hidroxi-y-lactama 32 (Figura 19, p. 62), os
sinais de carbono do anel aromatico foram identificados devido aos dupletos
formados a partir do acoplamento dos mesmos com o F ligado na posicao para do
mesmo anel aromatico (Figura 9, p. 45). Entdo, o carbono C-4’ foi atribuido ao ¢ =
162,6 (dupleto, Jo.r = 186,5 Hz), os carbonos C-3'/C-5" ao 6 = 115,1 (dupleto, Jcr =
21,2 Hz), os carbonos C-2/C-6’ foram atribuidos ao ¢ = 131,6 (dupleto, Jc.r = 8,1
Hz), e o carbono C-1" ao ¢ = 130,2 (dupleto, Jor = 3,5 Hz). O sinal em ¢ = 42,4 foi
atribuido ao carbono 6. Também foi observado o carbono C-7 em = 39,3, C-8 em &
= 22,5 e C-9 em d= 11,2 mostrando que o carbono C-7 estd mais desbilndado que
C-8 e C-9 devido a sua maior proximidade com o nitrogénio. Os sinais referentes
aos carbonos do anel lactbnico apresentaram deslocamentos quimicos préximos aos
sinais de carbono da lactona 20.

Com o auxilio do mapa de contornos HETCOR de 32 (Figura 20, p. 63), pode-
se confirmar as atribuicbes de alguns sinais através das correlacées entre os

carbonos e os hidrogénios.
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Esquema 14 - Propostas mecanisticas de fragmentacao da y-hidroxi-y-lactama 32.
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Figura 17 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, (CD3)>CO) y-hidroxi-y-lactama 32.
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Figura 18 - Mapa de contornos COSY ((CD3).CO) da y-hidroxi-y-lactama 32.
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Figura 19 - Espectro de RMN de "*C (75 MHz, (CD3)>CO) da y-hidroxi-y-lactama 32.
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Figura 20 - Mapa de contornos HETCOR ((CD3).CO) da y-hidroxi-y-lactama 32.
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3.4. Sintese das y-alquilideno-y-lactamas de estrutura geral (5Z/E)-3,4-dicloro-5-
benzilideno-1-alquilpirrol-2(5H)-ona através da reacao de desidratacao

Para a sintese dos compostos finais vy-alquilideno-y-lactamas, também
chamadas de y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas 34 e 35, foi realizada uma reacao de
desidratacao das y-hidroxi-y-lactamas 30 e 32, previamente sintetizadas (discutido na
secao 3.3). Os compostos 30 e 32, solubilizados em cloroférmio anidro, foram
tratados com 5 equivalentes de acido p-toluenossulfénico (PTSA), sob refluxo por
duas horas, formando os isémeros (Z/E) de 34 e 35 seguindo a metodologia de GOH
e colaboradores (2007) (Tabela 4).

Tabela 4 - Metodologia para sintese das y-alquilidenopirrol-2(5H)-ona 34 e 35

Cl

T CHCl, N\ /

refluxo, 2 h R1
30e 32 34Ze35Z 34E e 35E

Composto/  Composto/ , -
Rendimento Rendimento Rendlmoento R1 R> Relggao

o o total (%) (Z:E)

(%) (%)
34Z/(56,0) 34E/(36,0) 92,0 p-Br is0-Cy4 Hg 1,56:1
35Z/(62,0) 35E/(27,0) 89,0 p-F -C3H- 2,30:1

Para analise e caracterizagcao das 7y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas 34 e 35
foram empregadas técnicas espectroscépicas como: espectrometria de massas
(EM), espectroscopia no infravermelho (IV), de ressonancia magnética nuclear
(RMN) de "H e "*C. Experimentos bidimensionais como COSY e HETCOR também
foram empregados. Para determinacdo da estereoquimica da dupla ligacao
exociclica das lactamas realizou-se experimentos de NOEDIF.

A discusséo feita a seguir é baseada nos dados da y-alquilidenopirrol-2(5H)-
ona 35Z, mas pode ser estendida as demais alquilidenopirrol-2(5H)-onas

sintetizadas ja que as estruturas das mesmas diferem apenas nos substituintes
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ligados no anel aromatico ou no substituinte alquila ligado ao nitrogénio. No entanto,
sera apresentado o espectro de NOEDIF do composto 35E para a determinacéo da

estereoquimica dos isébmeros 35Z e 35E.

352 35E

No espectro no IV de 352 observou-se uma banda em 1695 cm™ confirmando
a presenca da carbonila de amida na estrutura desse composto (Figura 21, p. 67).

No espectro de massas de 35Z (Figura 22, p. 68), a presenca do pico em m/z
299 ([M]™) é consistente com a férmula molecular do composto (Ci14H12CI.FNO).
Também é possivel observar o pico em m/z 264, proveniente da perda de um radical
cloro, e o pico base em m/z 222 que é formado pela perda de uma molécula de
propileno. As propostas mecanisticas para as fragmentacdes dos ions citados
anteriormente, assim como a proposta para a fragmentagao do ion em m/z 270, sao
apresentadas no Esquema 15 (p. 69).

Devido a presenga de um atomo de fluor na molécula 35Z, esperava-se o
desdobramento dos sinais no espectro de RMN de 'H (Figura 23, p. 70), devido ao
acoplamento entre atomos de hidrogénio e flior (Figura 8, p. 45). No entanto,
ocorreu uma superposicao entre os sinais de hidrogénio do anel aromaético,
formando-se mulipleto que impediu a visualizacdo dos desdobramentos dos sinais
devido ao acoplamento entre atomos de hidrogénio-hidrogénio e hidrogénio-fluor.

Assim, no espectro de RMN de 'H da y-alquilideno-y-lactama 35Z (Figura 23,
p. 70), destaca-se os sinais de multipletos dos hidrogénios ligados ao anel aromatico
em 6= 7,27-7,32 (multipleto, integrado para dois atomos de hidrogénio) referente a
H-2’/H-6’e em 6= 7,10 (J3 2 = J3r- Js e = Js r = 8,6 Hz), tripleto complexo, padrdo
de anel benzénico para-dissubstituido, integrado para dois atomos de hidrogénio)
referente a H-3'/H-5’. Também foi observado em ¢ = 6,64 um simpleto integrado para

um atomo de hidrogénio referente ao H-6 e em ¢ = 3,44-3,49 um multipleto integrado
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para dois atomos de hidrogénio referente ao H-7. O H-8 foi atribuido ao sinal de
sexteto em d= 1,17 (integrado para dois atomos de hidrogénio, Js7= Jso= 7,5 Hz). E
os hidrogénios do grupo alquil da propilamina H-9 foram confirmados através do
tripleto em 6 = 0,49 (integrado para trés atomos de hidrogénio, Jog = 7,5 Hz). O
mapa de contornos COSY de 35Z (Figura 24, p. 71) ajuda a comprovar 0s
acoplamentos entre os atomos de hidrogénio.

Com o auxilio do espectro de NOEDIF de 35E (Figura 25, p. 72) pode-se
determinar a estereoquimica da dupla ligagdo exociclica das lactamas 35Z e 35E. A
irradiacdo do hidrogénio H-6 de 35E produziu uma intensificagdo dos sinais dos
hidrogénios H-7, H-8 e H-9 da lactama 35E confirmando que tais hidrogénios estao
préximos no espacgo, logo refere-se ao isébmero E. Ja para o isbmero 357 essa
intensificacdo ndo acontece, mostrando que tais hidrogénios nao estao tao préximos
no espago.

No espectro de RMN de *C da y-alquilideno-y-lactama 352 (Figura 26, p. 73),
os sinais de carbono do anel aromatico foram identificados devido aos dupletos
formados a partir do acoplamento dos mesmos com o F ligado a posicado para do
mesmo anel aromatico (Figura 9, p. 45). Entdo, o carbono C-4’ foi atribuido ao ¢ =
162,8 (dupleto, Joc.r = 248,3 Hz), os carbonos C-3'/C-5" ao 6 = 115,7 (dupleto, Jcr =
21,8 Hz), os carbonos C-2'/C-6’ foram atribuidos ao ¢ = 131,3 (dupleto, Jcr = 8,0
Hz), e o carbono C-1’ao 6= 129,6 (dupleto, Jo.r = 3,5 Hz). Também foi observado o
carbono C-7 em 6=44,0; C-8 em 6=21,6 e C-9 em ¢ = 10,1 mostrando que o
carbono C-7 esta mais desblindado que C-8 e C-9 devido a sua maior proximidade
com o nitrogénio.

Com o auxilio do mapa de contornos HETCOR de 35Z (Figura 27, p. 74),
pode-se confirmar as atribuicbes de alguns sinais através das correlagcdes entre 0s
carbonos e os hidrogénios.
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Figura 22 - Espectro de massas da y-alquilideno-y-lactama 35Z.
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3.5. Avaliacao da atividade citotoxica

O ensaio de citotoxicidade foi realizado contra quatro linhagens celulares de
cancer humano como HL-60 (leucemia), HCT-116 (c6lon de intestino), SF-295
(sistema nervoso central) e OVCAR-8 (ovério). Essas linhagens celulares foram
escolhidas pois sdo as linhagens tumorais mais agressivas, resistentes e estaveis
segundo o painel de 60 linhagens tumorais existente no LOE (Laboratério Nacional
de Oncologia Experimental). Apesar de serem oriundas de tecidos humanos
diferentes, as células utilizadas apresentam caracteristicas comuns de células
neoplasicas (tumores malignos): alta taxa de proliferacédo, células néo diferenciadas
e alto numero de mecanismos de evasao de apoptose.

A citotoxidade das lactonas 21-28 e as lactamas 30, 32, 34Z, 34E e 35E
contra essas quatro linhagens celulares de cancer humano, foi avaliada segundo o
método MTT (MOSMAN, 1983). Neste ensaio foi realizada uma anélise colorimétrica
baseada na conversao do sal amarelo brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-
2H tretrazdlio (MTT) para o produto de cor purpura formazan, através da atividade
da enzima succinil-desidrogenase presente na mitocéndria da célula viavel,
permitindo quantificar a porcentagem de células vivas.

Inicialmente, as lactonas 21-28 e as lactamas 30, 32, 34Z, 34E e 35E foram
avaliadas em concentragdo unica (25 pug/mL), em triplicatas, contra trés linhagens
celulares de cancer humano: HCT-116 (c6lon de intestino), OVCAR-8 (ovario) e SF-
295 (sistema nervoso central). Nesse caso, 0s experimentos foram analisados
segundo suas médias de inibicdo. Os resultados encontrados estdo apresentados na
Tabela 5 (p. 76).
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Tabela 5 - Porcentagem de reducao da viabilidade celular (RVC %) das lactonas 21-
28 e as lactamas 30, 32, 34Z, 34E e 35E em trés linhagens celulares de céancer

humano
Compostos Linhagens celulares RVC (%)
HCT-116 OVCAR-8 SF-295
21 98,27 (MA) 98,99 (MA) 94,12 (MA)
22 97,58 (MA) 93,14 (MA) 92,81 (MA)
23 95,81 (MA) 0,00 (SA) 48,84 (PA)
24 62,17 (Mo) 99,86 (MA) 86,08 (MA)
25 97,68 (MA) 98,99 (MA) 68,44 (MA)
26 76,92 (MA) 98,20 (MA) 92,21 (MA)
27 93,05 (MA) 98,20 (MA) 84,12 (MA)
28 53,64 (Mo) 94,90 (MA) 87,84 (MA)
30 49,89 (PA) 13,42 (PA) 42,06 (PA)
32 25,82 (PA) 9,25 (PA) 10,95 (PA)
347 97,93 (Mo) 54,45 (Mo) 48,29 (Mo)
34E 57,48 (Mo) 52,94 (Mo) 58,59 (Mo)
35E 64,83 (Mo) 99,07 (MA) 97,74 (MA)

*0% = sem atividade (SA); 1% - 50% = pouca atividade (PA); 50% - 75% = atividade moderada (Mo);
75% - 100% = muita atividade (MA).

Dos treze compostos testados, oito sdo lactonas e cinco sado lactamas.
Desses compostos, seis apresentaram alta atividade (MA) citotdxica para as trés
linhagens celulares de cancer humano testadas (compostos sombreados na Tabela
5). Vale destacar que desses seis compostos mais ativos, cinco sdo lactonas e
apenas um é lactama. Outro fator importante notado € que os compostos mais ativos
possuem substituintes halogenados tais como F e Br ligados no anel aromatico
(Tabela 6, p. 77). Como as modificacées estruturais de cada classe de compostos
foram limitadas a poucas variagdes, nao foi possivel realizar uma relagao estrutura-
atividade muito precisa.

Assim, procedeu-se com uma investigacao mais detalhada da citotoxicidade
dos compostos mais ativos, as lactonas 21, 22, 25-27 e a lactama 35E através da
determinacao do CRsg (concentracao capaz de reduzir a viabilidade celular a 50%).
O efeito dessas substancias foi avaliado contra quatro linhagens de células tumorais:
HCT-116 (cblon de intestino), OVCAR-8 (ovario) e SF-295 (sistema nervoso central)
e HL-60 (leucemia), usando doxorrubicina como controle positivo, um dos farmacos
mais potentes e amplamente utilizado no tratamento do cancer (BRANNON-PEPPAS
e BLANCHETTE, 2012). Os valores de CRsp (ug/mL) sdo apresentados na Tabela 6.
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Para determinacdo dos valores de CRsy (ug/mL), diferentes concentragdes foram

utilizadas e os experimentos foram realizados em ftriplicata.

Tabela 6 - Valores de CRso dos compostos 21, 22, 25-27 e 35E em quatro linhagens
celulares de cancer humano

Cl Cl Cl | Cl | Cl Cl Cl | E Cl Cl
= = = — — m
d@ o B,éfoi o dzzio d@o dzzio U
B F F3C O5N 3E
r
21 22 25 ¢ 26 2 27

Linhagens celulares - CRsp (ug/mL)

Compostos

HCT-116 OVCAR-8 SF-295 HL-60

21 1,80 +1,30 3,01 +£0,37 3,23+2,09 0,66+0,23

22 7,09 + 3,07 2,56 +1,22 7,18 +1,63 2,22+0,49

25 5,02 + 0,51 462+0,12 6,62+ 0,46 2,83+0,51

26 5,46 + 1,58 3,96 + 0,99 8,83+1,55 2,86+0,37

27 6,51 + 1,61 2,72 +0,54 8,40+260 2,57 +0,71

35E 5,02 +2,63 3,67 £ 0,08 469+0,05 3,33+1,32
Doxorrubicina 0,02 + 0,02 0,34 + 0,05 0,24 +0,15 0,01 +0,01

Todos os compostos testados mostraram moderada atividade citotdxica contra
as quatro linhagens celulares de cancer humano testadas. E importante registrar que
a amostra 21 destacou-se por apresentar CRsy < 4 ug/mL contra as quatro linhagens
testadas e esse composto € uma lactona, produto com menor nimero de etapas
para a sintese do que as lactamas.

Como as linhagens tumorais utilizadas sdo oriundas de tecidos humanos
diferentes, isto permite verificar se o composto teste possui seletividade de acéao
para alguma linhagem tumoral especifica. Assim, permite verificar se 0 composto
teste € mais ativo contra HCT-116 (c6lon de intestino), OVCAR-8 (ovario), SF-295
(sistema nervoso central) ou HL-60 (leucemia). Analisando as linhagens celulares
separadamente, observa-se que o composto 21 foi muito ativo contra HL-60 (CRsg =
0,66 £ 0,23 pug/mL).

Todos esses compostos foram analisados juntamente com outras lactonas,
lactamas e algumas piridazinonas sintetizadas pelo nosso grupo de pesquisa,
totalizando 45 compostos. Desses 45 compostos, 18 sdo lactonas, 21 sdo lactamas
e 7 sao piridazinonas. Nenhuma das piridazinonas foram muito ativas contra as
linhagens celulares de cancer humano testadas, mas 9 lactonas e 3 lactamas

mostraram-se muito ativas (dados ainda nao publicados). Isso mostra que um maior
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namero de lactonas, produtos intermediarios para a sintese das lactamas, foram
mais ativas do que as lactamas, o que € de grande importancia para o estudo de
sintese e da atividade biol6gica pois as lactonas possuem menores numeros de
etapas para sua sintese e ao mesmo tempo sdo muito ativas. Além disso, dessas
lactonas, a maioria ndo possui substituintes aromaticos nas posi¢cées a e 3 do nucleo
lactbnico, que séo as lactonas sintetizadas nesse trabalho, despertanto ainda mais o
interesse na sintese desses compostos, uma vez que diminui ainda o nimero de
etapas na sintese das lactonas. E ao final desse ensaio com 45 compostos, a
amostra 21 continuou sendo uma das mais ativas contra as linhagens celulares de
cancer humano testadas e seletiva para HL-60 (CRso = 0,66 + 0,23 ug/mL) (dados
ainda nao publicados).

Como a amostra teste 21 foi seletiva contra HL-60, um ensaio futuro podera
ser realizado com outras linhagens tumorais originarias do mesmo tipo de tecido de
HL-60, para aprofundar o estudo de seletividade deste composto.

3.6. Avaliacao da inibicao da formacao de biofilmes bacterianos

A avaliagdo da inibicdo da formacao de biofilmes bacterianos foi realizada
com a bactéria Streptococcus mutans. Esta é uma espécie de bactéria Gram-positiva
encontrada na regidao bucal dos humanos e é o principal fator do desenvolvimento de
caries (MUNSON et al., 2004).

Antes da quantificacédo da inibicao da formacgéo do biofilme pelas lactonas 20,
21, 23 e 25-29 e lactamas 30, 32, 35Z e 35E, foi avaliado o efeito desses compostos
no crescimento plancténico de S. mutans. Essa andlise € importante para
estabelecer se eventuais efeitos na formacao do biofilme ocorreram especificamente
devido a inibigdo do biofilme ou poderia ser atribuida também a um efeito indireto
dos compostos na viabilidade bacteriana. Para isso, o crescimento bacteriano foi
quantificado na presenca de cada composto nas concentracdes de 87,5, 43,8, 21,9,
10,9, 5,5, 2,73, 1,37, 0,68, 0,34 e 0,17 ug/mL pela absorbancia a 630 nm usando um

leitor de microplacas. Esses dados sdo apresentados na Tabela 7 (p. 79).
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Tabela 7 - Efeito dos compostos 20, 21, 23, 25-30, 32, 35Z ¢ 35E nas concentracdes
de 87,5, 43,8, 21,9, 10,9, 5,5, 2,73, 1,37, 0,68, 0,34 e 0,17 ug/mL sobre o
crescimento plancténico de S. mutans

Efeito sobre o crescimento planctonico (%)*

Compostos Concentragao (ug/mL)

875 438 219 109 55 2,73 137 068 0,34 0,17
20 -16,9 -10,8 -6,6 1,7 -8,5 0,9 1,5 1,9 1,5 -2,4
21 26,8 298 195 252 229 150 6,0 7,2 2,0 -0,4
23 -26,0 0,8 -7,4 41 10,6 142 216 222 21,3 183
25 26,3 -49 12,1 157 231 16,7 10,8 16,3 10,5 3,3
26 21,8 27 -152 -183 -106 -11 -25 73 26 28
27 0,0 14 26 124 13,0 189 244 209 243 254
28 -161,7 -80,0 -425 -194 11 119 189 159 16,7 109
29 -59,7 -492 -43 -16,1 -64 0,3 0,9 0,4 4,9 1,9
30 -70,6 -779 -624 -373 -32,8 -260 -21,8 -09 -68 -8,8
32 -12,3 -356 -248 -111 -86 -48 -50 -0,1 1,4 -0,4
3572 -70,6 -779 -624 -373 -32,8 -260 -21,8 -09 -68 -8,8
35E -12,3 -356 -248 -111 -86 -48 -50 -0,1 1,4 -0,4

* Valores positivos referem-se a indugéao do crescimento plancténico.

Os resultados da Tabela 7 mostram que a maioria dos compostos inibem o
crescimento plancténico de S. mutans, variando de 0,4% a 80,0%. Também foi
observada a inducdo do crescimento plancténico para alguns compostos, mas
nenhum ultrapassou o valor de 30%.

Conforme mencionado, a analise prévia da atividade dos compostos sobre o
crescimento bacteriano é importante para estabelecer se os efeitos na formacéao do
biofilme ocorreram especificamente devido a uma inibigdo da aderéncia bacteriana
ou se também é influenciado pela inibicdo do crescimento planctdénico. Portando,
considerou-se que a atividade dos compostos sobre a inibicdo do biofilme bacteriano
nao é exclusiva pois 0 mesmo € capaz de inibir o crescimento plancténico.

Prosseguiu-se o ensaio analisando o efeito inibitério dos compostos 20, 21,
23, 25-30, 32, 35Z e 35E sobre a formacdo do biofilme bacteriano de S. mutans
através do ensaio de coloracdo com cristal violeta. Assim, foram calculados os
valores de ICsy (concentragdo dos compostos necessaria para inibir em 50% a

formagcdo do biofilme bacteriano), conforme apresentado na Tabela 8. Todos os
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valores de 1Cs, foram obtidos a partir de experimentos realizados em triplicatas.

Tabela 8 - Valores de ICs, dos compostos 20, 21, 23, 25-30, 32, 35Z e 35E sobre a
formagéo do biofilme bacteriano de S. mutans

ICso (ug/mL) ICso (ug/mL)
Compostos Compostos
S. mutans S. mutans
20 > 87,5 28 > 87,5
21 > 87,5 29 > 87,5
23 > 87,5 30 > 87,5
25 > 87,5 32 > 87,5
26 0,21 £ 0,05 352 > 87,5
27 > 87,5 35E 22,74 £ 24,64

Os ensaios de inibicdo do biofilme bacteriano de S. mutans revelaram que
para a maioria dos compostos avaliados o valor de ICsy € superior a maior
concentracao testada (87,5 ug/mL), indicando que o estudo dose-resposta nao foi
satisfatorio. Entretanto, dentre os compostos testados, destaca-se o composto 26
como o mais promissor como inibidor do biofilme bacteriano, uma vez que
apresentou um valor de 1Cs equivalente a 0,21 = 0,05 ug/mL (Tabela 8). Além disso,
a lactona 26 apresentou valores moderados para a inibicdo do crescimento
plancténico de S. mutans, mostrando que o crescimento planctdénico nao afetou o
resultado da inibicdo do biofilme bacteriano para essa espécie. Na literatura, foi
reportado o composto sintético 48 como um bom inibidor do biofilme de S. mutans
com um valor de ICsy equivalente a 0,28 = 0,02 ug/mL, apds uma triagem de 506
compostos (Figura 29) (LIU et al., 2011), confirmando que o valor de 1Cso encontrado
para o composto 26 € promissor para inibicao do biofilme bacteriano de S. mutans.
No entanto, o ICsp de 26 ndo € tdo expressivo frente a carolactona 49 (Figura 28, p.
81), isolada da bactéria Sorangium cellulosum, relatada como uma substancia
extremamente eficiente no combate a S. mutans, apresentando concentracéo
equivalente a 0,02 ug/mL para a inibicado de 60% do biofiime dessa espécie
(WORTHINGTON et al., 2012).
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48 49

Figura 28 - Exemplos de inibidores do biofilme de S mutans.

Como os valores obtidos no célculo de ICsy para a maioria desses compostos
nao foram precisos, optou-se por apresentar os dados de inibicdo da formacgao
desses biofilmes em que os compostos foram avaliados na concentragcdo de 44

ug/mL, conforme o Gréfico 1.
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Grafico 1 - Efeito dos compostos 20, 21, 23, 25-30, 32, 35Z e 35E na concentracao
de 44 ug/mL sobre a formacéao do biofilme bacteriano de S. mutans.

Avaliando os dados de inibicdo da formagao do biofilme de S. mutans, o
composto mais ativo na concentracao de 44 ug/mL foi a y-alquilideno-y-lactona 26
que foi capaz de inibir esse biofilme em 82%. E somente para esse composto 26, foi
possivel calcular o valor de concentracdo capaz de inibir a formagéao do biofilme em

50% (ICsp), que foi de 0,21 ug/mL. No entanto, o composto 29 foi um inibidor do
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biofilme bacteriano extremamente ruim, induzindo o crescimento do mesmo em

104%. As estruturas dos compostos 26 e 29 encontram-se na Figura 29.

Cl Cl Cl Cl

Br
Fsc MeO
26 29

Figura 29 - Estruturas dos compostos 26 e 29.

Considerando o resultado obtido para cada composto analisado, pode-se

notar que nenhuma relacdo estrutura-atividade pode ser obtida desde que as

modificacdes estruturais de cada classe de compostos foram limitadas a poucas

variagOes e os valores de ICsy para a maioria dos compostos néo foi precisa.

Como a atividade desses compostos ndo foi estudada completamente,

considerando seus efeitos nas bactérias em estudo, ndo é sabido se, além de afetar

a formacéao do biofilme, eles também interferem em outros caminhos metabdlicos.

Para uma melhor investigacdo dessas lactonas e lactamas frente a inibicao do

biofilme bacteriano, é de interesse um futuro estudo desses compostos em

diferentes linhagens bacterianas.
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4. Conclusao

Foi descrita uma sequéncia de reacdes que resultou no preparo de Y-
alquilideno-y-lactonas cloradas e y-lactamas derivadas 21-35. A alquilidenagdo da
lactona 20 levou a formacdo mais eficiente das v-alquilideno-y-lactonas com
substituintes doadores de elétrons. A lactamizacdo de algumas dessas Y-
alquilidenofuran-2(5H)-onas permitiu a sintese de 7y-hidroxipirrol-2(5H)-onas e dos

isdbmeros de y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas com bons rendimentos.

No total, dezesete moléculas foram sintetizadas, das quais: nove sao (2)-y-
alquilidenofuran-2(5H)-onas, quatro  y-hidroxipirrol-2(5H)-onas, dois  (2)-y-
alquilidenopirrol-2(5H)-onas e  dois (E)-y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas. A
estereoquimica Z das (2)-y-alquilidenofuran-2(5H)-onas deve ser influenciada pela
existéncia de ligacdes de hidrogénio intramoleculares nao classicas. Experimentos
de NOEDIF determinaram a configuracdo da ligacdo dupla exociclica das Y-

alquilidenopirrol-2(5H)-onas.

Foi avaliada a atividade citotéxica dos compostos 21-27, 30, 32, 34Z, 34E e
35E em quatro linhagens celulares de cancer humano. Destes doze compostos,
todos apresentaram atividade inibitéria no crescimento de células cancerigenas,
mesmo que moderadamente, sendo a substancia 21 a mais ativa contra as quatro
linhagens testadas. Além disso, 21 foi muito ativo especificamente contra uma
linhagem celular, HL-60 (CRso = 0,66 + 0,23 ug/mL).

Os ensaios de inibicao do biofilme bacteriano de S. mutans pelos compostos
20, 21, 23, 25-30, 32, 35Z e 35E nao revelaram resultados muito satisfatérios, uma
vez que, a maioria desses compostos apresentaram valores de ICsy superiores a
maior concentracdo testada (87,5 ug/mL). No entanto, o composto 26 mostrou-se
muito ativo, apresentado 1Csp equivalente a 0,21 + 0,05 ug/mL.

As vy-alquilidenofuran-2(5H)-onas mostraram-se mais ativas do que as
lactamas nos dois ensaios biolégicos realizados. Como sabe-se que os rendimentos
para obtengéo de alguns desses compostos mais ativos sdo baixos, é interessante a
busca por melhores rendimentos nas reacdes de condensacao alddlica para

obtencao das y-alquilidenofuran-2(5H)-onas.

83



5. Referéncias Bibliograficas

ALVI, K.A.; CASEY, A.; NAIR, B. G. Pulchellalactam: A CD45 protein tyrosine
phosphatase inhibitor from the marine fungus Corollospora pulchella. J. Antibiotics, v.
51, p. 515-517, 1998.

BARBOSA, L. C. A.; MALTHA, C. R. A.; DEMUNER, A. J.; PINHEIRO, P. F;
VAREJAO, J. O. S.; MONTANARI, R. M. Sintese e avaliagdo da atividade
antimicrobiana de furanonas halogenadas e de compostos analogos aos
nostoclideos. Quim. Nova, v. 33, n. 10, p. 2020-2026, 2010a.

BARBOSA, L. C. A.; TEIXEIRA, R. R.; PINHEIRO, P. F; MALTHA, C. R. A;
DEMUNER, A. J. Estratégias para a sintese de y-alquilidenobutenolideos. Quim.
Nova, v. 33, p. 1163-1174, 2010b.

BARREIRO, E. J.; BOLZANI, V. S. Biodiversidade: fonte potencial para a descoberta
de farmacos. Quim. Nova, v. 32, p. 679-688, 2009.

BAUER, A.; BRONSTRUP, M. Industrial natural product chemistry for drug discovery
and development. Nat. Prod. Rep., v. 31, p. 35-60, 2014.

BRANNON-PEPPAS, L.; BLANCHETTE, J. O. Nanoparticle and targeted systems for
cancer therapy. Adv. Drug. Deliv. Ver., v. 64, p. 206-212, 2012.

BELLINA, F.; ANSELMI, C.; MARTINA, F.; ROSSI, R. Mucochoric Acid: A useful
synthon for the seletive synthesis of 4-aryl-3-chloro-2(5H)-furanones, (Z)-4-aryl-5-[1-
(aryl)methylidene-3-chloro-2(5H)-furanones and 3,4-diaryl-2(5H)-furanones. Eur. J.
Org. Chem., v. 35, p. 2290-2302, 2003.

BELLINA, F.; ANSELMI, C.; VIEL, S.; MANNINA, L.; ROSSI, R. Selective synthesis

of (2)-4-aryl-5-[1-(aryl)methylidene]-3-bromo-2-(5H)-furanones. Tetrahedron, v. 57,
9997-10007, 2001.

84



BELLINA, F.; ROSSI, R. Mucochloric and mucobromic acids: inexpensive, highly
functionalized starting materials for the selective synthesis of variously substituted
2(5H)-furanone derivatives, sulfur- or nitrogen-containing heterocycles and
stereodefined acyclic unsaturated dihalogenated compounds. Curr. Org. Chem., v. 8,
p. 1089-1103, 2004.

BOUKOUVALAS, J.; BELTRAN, P.P.; LACHANCE, N.; COTE, S.; MALTAIS, F;
POULIOT, M. A new highly stereoselective synthesis of B-unsustituted (2)- y-
alkylideneutenolides using bromine as a removable stereocontrol element. Synlett, v.
2, p. 219-222, 2007.

BOUKOUVALAS, j.; MALTAIS, F.; LANCHANCE, N. Furanolate-Based Strategy for
Sequential 2,3,4-Trisubstitution of Butenolide: Total Synthesis of Nostoclides | and Il.
Tetrahedron Lett., v. 35, p. 7897-7900, 1994.

BRUCKNER, R. The synthesis of y-alkylideneutenolides. Curr. Org. Chem., v. 5, p.
679-718, 2001.

CLAYDEN, J.; GREEVES, N.; WARREN, S.; WOTHERS, P. Organic Chemistry. New
York: Oxford University Press, p. 1512, 2001.

COREAS, N. M. G. Sintese de novos y-alquilidenobutenolideos como inibidores de
uréase e tentativa de otimizacdo de reacdes de alquilidenacdo. Dissertacédo
(Mestrado em Agroquimica — Quimica) — Universidade Federal de Vigosa, 2014.

CRAGG, G. M.; NEWMAN, D. J. Natural products: A continuing source of novel drug
leads. Biochimica et Biophysica Acta, v. 1830, p. 3670-3695, 2013.

CUNHA, S.; OLIVEIRA, C. C. Aplicacdes sintéticas do acido mucobrémico e da
3,4-dibromofuran-2(5H)-ona. Quim. Nova, v. 34, p. 1425-1438, 2011.

DAVIES, D. Understanding biofilm resistance to antibacterial agents. Nat. Rev. Drug.
Discov., v. 2, p. 114-122, 2003.

85



DE SOUZA, M. V. N. The furan-2(5H)-ones: Recent synthetic methodologies and its
application in total synthesis of natural products. Mini-Rev. Org. Chem., v. 2, p. 139-
145, 2005.

EL-TOMBARY, A. A.; ABDEL-GHANY, Y. S.; BELAL, A. S. F.; EL-DINE, S. A. S;
SOLIMAN, F. S. G. Synthesis of some substituted furan-2(5H)-ones and derived
quinoxalinones as potential anti-microbial and anti-cancer agents. Med. Chem. Res.,
v. 20, p. 865-876, 2011.

FANG, X.; ANDERSON, J. E.; CHANG, C.; McLAUGHLIN, J. L. Three new bioactive
styryllactones from Goniothalamus giganteus (Annonaceae). Tetrahedron, v. 47, p.
9751-9758, 1991.

FERLAY, J.; SHIN, H.-R., BRAY, F.; FORMAN, D.; MATHERS, C.; PARKIN, D. M.
Estimates of worldwide burden of cancer in 2012: GLOBOCAN 2008. Int. J. Cancer.,
v. 127, p. 2893-2917, 2014.

FLEMATTI, G. R.; GHISALBERTI, E. L.; DIXON, K. W.; TRENGOVE, R. D. A
compound from smoke that promotes seed germination. Science, v. 305, p. 977,
2004.

GIVSKOV, M.; NYS, R.; MANEFIELD, M.; GRAM, L.; MAXIMILIEN, R.; EBERL, L.;
MOLIN, S.; STEINBERG, P. D.; KJELLEBERG, S. Eukaryotic interference with
homoserine lactone-mediated prokaryotic signalling. J. Bacteriol., v. 178, p. 6618-
6622, 1996.

GOH W.K., ISKANDER G., BLACK D.S., KUMAR N. An efficient lactamization of
fimbrolides to novel 1,5-dihydropyrrol-2-ones. Tetrahedron Lett., v. 48, p. 2287-2290,

2007.

JEMAL, A; BRAY, F.; CENTER, M. M.; FERLAY, J.; WARD, E.; FORMAN, D. Global
cancer statistics. A Cancer J. Clin., v. 61, p. 69-90, 2011.

86



KIMURA, Y.; NAKAJIMA, H.; HAMASAKI, T.; MATSUMOTO, T.; MATSUDA, Y.;
TSUNEDA, A. Ampullicin and isoampullicin, new metabolites from an Ampulliferina-
like fungus sp. No. 27. Agric. Biol. Chem., v. 54, p. 813-814, 1990.

KUANG, H.; YANG, B.; XIA, Y.; FENG, W. Chemical constituents from the flower of
Datura metel L. Arch. Pharm. Res., v. 31, p. 1094-1097, 2008.

LIGHT, M. E.; DAWS, M. I.; STADEN, J. V. Smoke-derived butenolide: towards
understanding its biological effects. S. Afr. J. Bot., v. 75, p. 1-7, 2009.

LIU, C.; WORTHINGTON, R. J.; MELANDER, C.; WU, H. a new small molecule
specifically inhibits the cariogenic bacterium Streptococcus mutans in multispecies
biofilms. Antimicrob. Agents Chemother, v. 55, p. 2679-2687, 2011.

MAY, M. Drug development: Time for teamwork. Nature, v. 509, p. S4, 2014.

MIAO, S.; ANDERSEN, R. J. Rubrolides A-H, metabolites of the col6nia ltunicate
Ritterella rubra. J. Org. Chem., v. 56, p. 6275-6280, 1991.

MOORE, R. D.; KATON, J. E. The vibrational spectra and structure of mucochloric
and mucobromic acids. Appl. Spectrosc., v. 32, p. 145-151, 1978.

MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application
to proliferation and cytotoxicity assays. J. Immunol. Methods, v.65, p 55-63, 1983.

MUNSON, M. A.; BANERJEE, A.; WATSON, T. F.; WADE, W. G. Molecular Analysis
of the Microflora Associated with Dental Caries. J. Clin. Microbiol., v. 42, p. 3023-
3029, 2004.

NAY, B.; RIACHE, N.; EVANNO, L. Chemistry and biology of non-tetramic y-hydroxy-

y-lactamas and y-alkylidene-y-lactamas from natural sources. The R. Soc. Chem., v.
26, p.10u-1062, 2009.

87



NEGISHI, E.; KOTORA, M. Regio and stereoselective synthesis of g-
alkylidenebutenolides and related compounds. Tetrahedron, v. 53, p. 6707-6738,
1997.

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M. Natural products as sources of new drugs over the
30 years from 1981 to 2010. J. Nat. Prod., v. 75, p. 311-335, 2012.

NUNES, M. C. P.; CASATI, M. Z.; VILLALPANDO, K. T.; CIRANO, F. R. Contribuicao
do estudo do biofilme dentario para o tratamento das doencas periodontais. Rev.
Inst. Ciénc. Saude, v. 25, p. 55-61, 2007.

OMS (WHO, World Health Organization). Acessado em: 01 novembro, 2014.
Disponivel: http://www.who.int/drugresistance/documents/surveillancereport/en/.

ORTEGA, M. J.; ZUBIA, E.; OCANA, J. M.; NARANJO, S.;: SALVA, J. New rubrolides
from the Ascidian Synoicum blochmanni. Tetrahedron, v. 56, p. 3963-3967, 2000.

PEREIRA, U. A.; BARBOSA, L. C. A;; MALTHA, C. R. A;; DEMUNER, A. J;
MASOOD, M. A.; PIMENTA, A. L. y-Alkylidene-y-lactones and isobutylpyrrol-2(5H)-
ones analogues to rubrolides as inhibitors of biofilm formation by Gram-positive and
Gram-negative bactéria. Bioorg. Med. Chem. Lett., v. 24, p. 1052-1056, 2014a.

PEREIRA, U. A.; BARBOSA, L. C. A;; MALTHA, C. R. A; DEMUNER, A. J;
MASOOD, M. A.; PIMENTA, A. L. Inhibition of Enterococcus faecalis biofilm formation
by highly active lactones and lactams analogues of rubrolides. Eur. J. Med. Chem., v.
82, p. 127-138, 2014b.

PERRIN, D.D.; ARMAREGO, W.L.F. Purification of Laboratory Chemicals, Oxford:
Pergamon Press, p. 391, 1998.

PRETSCH, E.; SIMON, W.; SEIBL, J.; CLERC, T. Tables of spectral data for structure

determination of organic compounds, 2 ed., Berlin: Springer-Verlag, 1989.

88



SILVERSTEIN, R. M.; WEBSTER, F. X. Identificacao espectrométrica de compostos
organicos, 6 ed., Rio de Janeiro: LTC — Livros Técnicos e Cientificos, Editora S.A., p.
460, 2000.

SMITH, C. J.; HETTICH, R. L.; JOMPA, J.; TAHIR, A.; BUCHANAN, M. V.; IRELAND,
C. M. Cadiolides A and B, New Metabolites from an Ascidian of the Genus Botryllus.
J. Org. Chem., v. 63, p. 4147-4150, 1998.

SUZUKI, S.; HOSOE, T.; NOZAWA, K.; KAWAI, K.; YAGUCHI, T.; UDAGAWA, S.
Antifungal substances against pathogenic fungi, talaroconvolutins, from Talaromyces
convolutus. J. Nat. Prod., v. 63, p. 768-772, 2000.

TANG, K.; ZHANG, X-H. Quorum Quenching Agents: Resources for Antivirulence
Therapy. Mar. Drugs, v. 12, p. 3245, 2014.

TEIXEIRA, R. R.; BARBOSA, L. C. A.; FORLANI, G; PILO-VELOSO, D
WALKIMAR, J.; CARNEIRO, M. Synthesis of photosynthesis-inhibiting nostoclide
analogues. J. Agric. Food Chem., v. 56, p. 2321-2329, 2008a.

TEIXEIRA, R. R. Sintese e avaliagdo das atividades fitotéxicas de compostos
analogos aos nostoclideos. Tese (Doutorado em Ciéncias - Quimica) - Universidade
Federal de Minas Gerais, p. 222, 2008b.

TEIXEIRA, R. R.; BARBOSA, L. C. A.; MALTHA, C. R. A.; ROCHA, M. E.; BEZERRA,
D. P.; COSTA-LOTUFO, L. V.; PESSOA, C.; MORAES, M.O. Synthesis and Cytotoxic
Activity of Some 3-Benzyl-5-Arylidenefuran-2(5H)-ones. Molecules, v. 12, p. 1101-
1116, 2007.

VALENTE, E. J.; FULLER, J. F.; BALL, J. D. Pseudoacids. I. 4- and 5-oxoacids.
Acta Crystallogr., Sect. B: Struct. Sci., v. B54, p. 162-173, 1998.

VAREJAO, J. O. S. Sintese e avaliacdo da atividade fitotdxica de compostos

heteroaromaticos analogos aos nostoclideos. Dissertacdo (Mestrado em

89



Agroquimica — Quimica) — Universidade Federal de Vigosa, p. 74, 2011.

WEBER, V.; COUDERT, P.; RUBAT, C.; DUROUX, E.; VALLEE-GOYET, D.;
GARDETTE, D.; BRIA, M.; ALBUISSON, E.; LEAL, F.; GRAMAIN, J.; COUQUELET,
J.; MADESCLAIRE. M. Novel 4,5-diaryl-3-hydroxy-2(5H)-furanones as anti-oxidants
and anti-inflammatory agents. Bioorg. Med. Chem., v. 10, p. 1647-1658, 2002.

WORTHINGTON, R. J.; RICHARDS, J. J.; MELANDER, C. Small molecule control of
bacterial biofilms. Organic and Biomolecular Chemistry. v. 10, p. 7457-7474,2012.

XU, HW.; WANG, J.F; LIU, GZ.; HONG, GF.; LIU, H.M. Facile synthesis of y-
alkylidenebutenolides. Org. Biomol. Chem., v. 5, p. 1247-1250, 2007.

XUEMIN, Y.; YUZURU, S.; STEINER, J. S.; CLARDY, J. Nostoclide | e II,
Extracellular Metabolites from a Symbiotic Cyanobacterium, Nostoc sp., from the
Lichen Peltigera canina. Tetrahedron Lett., v. 34, p. 761-764, 1993.

YANG, Y.-L.; LU, C.-P.; CHEN, M.-Y.; CHEN, K.-Y.; WU, Y.-C.; WU, S.-H. Cytotoxic
polyketides containing tetramic acid moieties isolated from the fungus Myceliophthora
thermophila:  elucidation of the relationship between cytotoxicity and
stereoconfiguration. Chem. Eur. J., v. 13, p. 6985-6991, 2007.

90



6. Anexos
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Figura 30: Espectro no IV (ATR) do composto 21.
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Figura 31: Espectro de massas do composto 21.

91



. )

6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00 -05
ppm

Figura 32: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 21.
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Figura 54: Mapa de contornos HETCOR (CDCl3) do composto 26.
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Figura 64: Mapa de contornos HETCOR (CDCl3) do composto 28.
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Figura 65: Espectro no IV (ATR) do composto 29.
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Figura 66: Espectro de massas do composto 29.
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Figura 67: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 29.
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Figura 68: Espectro de RMN de '3C (75 MHz, CDCl3) do composto 29.
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Figura 69: Mapa de contornos HETCOR (CDCl3) do composto 29.
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Figura 70: Espectro no |V (ATR) do composto 30.
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Figura 71: Espectro de massas do composto 30.

111



o ~—
ol ol

T T T T T T T
3.50 3.45 340 335 330 3.25 3.20
pm

ppm
A A /—JJUU\\_&
& &
< !
T T T T \'-‘ T T T T T T T T T e T T T
2.32 2.28 2.24 2.20 2.16 0.98 0.94 0.90 0.86
ppm ppm

,JMJZ megﬁ

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
ppm

Figura 72: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, (CD3)>CO) do composto 30.
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Figura 73: Mapa de contornos COSY ((CD3).CO) do composto 30.
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Figura 74: Espectro de RMN de '*C (75 MHz, (CD3)>CO) do composto 30
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Figura 75: Mapa de contornos HETCOR ((CD3)>CO) do composto 30.

113



(%)

Transmitancia

Intensidade relativa (%)

100

90—-
80—-
70—-
60—-
50—-

40

3310

30
20
10

0 -

-10

1699

1629
1488
1422

\

1684

847

4000 3500 3000 2500

2000

1500

Nimero de onda ( cm_1)

Figura 76: Espectro no |V (ATR) do composto 31.
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Figura 77: Espectro de massas do composto 31.
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Figura 78: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, (CD3)>CO) do composto 31.
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Figura 79: Mapa de contornos COSY ((CD3).CO) do composto 31.
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Figura 80: Espectro de RMN de '3C (75 MHz, (CD3)»CO) do composto 31.
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Figura 81: Mapa de contornos HETCOR ((CD3)>CO) do composto 31.
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Figura 82: Espectro no IV (ATR) do composto 33.
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Figura 83: Espectro de massas do composto 33.
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Figura 84: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, (CD3)»,SO) do composto 33.
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Figura 85: Mapa de contornos COSY ((CD3)>SO) do composto 33.
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Figura 86: Espectro de RMN de '3C (75 MHz, (CD3)>SO) do composto 33.
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Figura 87: Mapa de contornos HETCOR ((CD3)>.SO) do composto 33.
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Figura 88: Espectro no IV (ATR) do composto 34Z.
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Figura 89: Espectro de massas do composto 34Z.
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Figura 90: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 34Z.

Figura 91: Mapa de contornos COSY (CDClI3) do composto 34Z.
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Figura 92: Espectro de NOEDIF (CDClI3) do composto 34Z.
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Figura 94: Mapa de contornos HETCOR (CDClI3) do composto 34Z.
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Figura 95: Espectro no |V do composto 34E.
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Figura 96: Espectro de massas do composto 34E.
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Figura 97: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 34E.
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Figura 99: Espectro de NOEDIF (CDCl3) do composto 34E.
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Figura 101: Mapa de contornos HETCOR (CDClI3) do composto 34E.
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Figura 102: Espectro no IV do composto 35E.
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Figura 103: Espectro de massas do composto 35E.
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Figura 104: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 35E.
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Figura 105: Mapa de contornos COSY (CDCl3) do composto 35E.

T T 1
0.5 0.0 -0.

128



r
8.0

o M n—
- T . I
Fg . ,.Cl¢ 3,0
;Q.\ﬁ\:%o
6' 6
7k/9
8
7‘.5 7‘.0 6‘.5 é.O 5‘.5 5;.0 4‘.5 4‘.0 3‘.5 3‘.0 2‘.5 2‘.0 1‘.5 1‘.0 6.5
ppm

Figura 106: Espectro de NOEDIF (CDCl3) do composto 35E.
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Figura 107: Espectro de RMN de '*C (75 MHz, CDCl3) do composto 35E.
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Figura 108: Mapa de contornos HETCOR (CDCl3) do composto 35E.
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