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RESUMO

LAGE, Tiago Coelho de Assis, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2010. Sintese e Atividade Antifungica do Avenaciolideo e
de bis-y-lactonas Analogas com Cadeias Laterais Alifaticas.
Orientadora: Mayura Marques Magalhdes Rubinger. Coorientadores:
Sergio Antonio Fernandes e Laércio Zambolim.

O avenaciolideo € um produto natural com um esqueleto bis-y-
lactbnico a,B-insaturado e uma cadeia lateral linear de oito 4&tomos de
carbono. Utilizando o Chiral pool como estratégia de sintese, a partir da
D-glicose, neste trabalho foram sintetizados dois analogos ao
avenaciolideo com cadeias laterais lineares alifaticas contendo 11 e 17
atomos de carbono, [A] e [B], respectivamente. As diferentes cadeias
laterais foram introduzidas por meio de reac¢des de Wittig entre os ilideos
apropriados e 3-desoxi-3-C-(carbometoximetil)-1,2-O-isopropilideno-a-D-
ribofuranose. Apdés a hidrogenacgdo catalitica dos produtos de Wittig, o
esqueleto bis-y-lactdnico foi obtido através de hidrélise acida seguida de
oxidacdo de Jones. A dupla ligacdo exociclica conjugada a carbonila
caracteristica do esqueleto avenaciolideo foi acrescentada as bis-y-
lactonas por reagcdes de metilenacéo descarboxilativa. Foram testadas as
atividades antifungicas dos analogos e do préprio avenaciolideo através
do método de Disco-Difusdo contra Colletotrichum gloesporioides,
Aspergillus flavus e Fusarium solani. Pelo método conhecido como
Poisoned Food foi estudada, ainda, a atividade das bis-y-lactonas contra
A. flavus. O avenaciolideo foi mais ativo que o0s analogos sintéticos,
sendo [A] mais ativo que [B] em relacdo aos trés fungos testados. As bis-
y-lactonas foram mais ativas contra C. gloesporioides e menos ativas
contra F. solani. Os valores de ICso determinados para a atividade do
avenaciolideo e de [A] e [B] contra A. flavus foram de 0,11; 0,24 e 1,93
mmol.L™, respectivamente. Os resultados indicaram que cadeias laterais
mais extensas qua a do avenaciolideo reduzem a atividade das bis-y-
lactonas. O avenaciolideo tem potencial para ser empregado como
agroquimico, apresentando atividades crescentes contra F. solani, A.
flavus e C. gloeosporioides, nesta ordem
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ABSTRACT

LAGE, Tiago Coelho de Assis, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
february of 2010. Synthesis and Antifungal Activity of Avenaciolide
and bis-y-lactones with alifhatic lateral chains. Adviser: Mayura
Marques Magalhdes Rubinger. Co-advisers: Sergio Antonio Fernandes
and Laercio Zambolim.

Avenaciolide is a natural product with an a,B-unsaturated bis-y-
lactone structure and a linear lateral chain with eight carbon atoms. Using
the Chiral pool strategy, two avenaciolide analogs were prepared from D-
glucose, containing linear lateral chains of 11 and 17 carbon atoms, [A]
and [B], respectively. The different lateral chains were added via Wittig
reactions of the  appropriated ylides and  3-desoxy-3-C-
(carbomethoxymethyl)-1,2-O-isopropylidene-a-D-ribofuranose. The bis-y-
lactone skeleton was obtained after catalytic hydrogenation of the Wittig
products followed by acid hydrolysis and Jones oxidation. The exocyclic
double bond was added to the bis-y-lactones by decarboxylative
methylenation reactions. The antifungal activities of avenaciolide and the
new analogs were tested in vitro against Colletotrichum gloesporioides,
Aspergillus flavus and Fusarium solani, using the disc diffusion method.
The bis-y-lactones activities against A. flavus were further investigated by
the Poisoned Food method. Avenaciolide was more active than their
synthetic analogs, [A] being more active than [B], with respect to the three
fungi tested. The IC5p of avenaciolide, [A] and [B] values against A. flavus
were 0.11, 0.24 and 1.93 mmol.L™, respectively. These results indicated
that the increase of the lateral chain length with respect to avenaciolide
reduces the antifungal activity of the bis-y-lactones. Avenaciolide shows
good agrochemical potential for the control of F. solani, A. flavus and C.

gloeosporioides (ascending order of activity).
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INTRODUCAO GERAL

O desenvolvimento das civilizagbes sempre esteve associado ao
crescimento da agricultura, devido a necessidade de produzir mais
alimentos em uma area cada vez mais restrita (DAYAN, et al., 2009;
DEISING, et al., 2008).

Por milhares de anos, as praticas agricolas que visaram proteger
as colheitas encontraram assisténcia na rotacdo de culturas para o
controle natural de pragas. No entanto, o conceito de “pesticidas naturais”
surgiu junto com o desenvolvimento da agricultura e relatos deste
conceito datam desde 400 D.C. (DAYAN, et al. 2009).

Para garantir a seguranca alimentar da populacdo mundial, o setor
agricola deve acompanhar seu crescimento. Como a ocupac¢do humana
compete com a de &reas cultivaveis, torna-se necessaria a otimizacao da
producado das areas ja utilizadas para plantio evitando o desmatamento de
novas areas. Esse processo depende de diversos fatores, dentre eles a
protecdo das areas cultivadas e da safra contra o ataque de pragas e
doencas.

Ao final do século XIX e inicio do século XX, esquemas de
protecdo quimica de plantas foram desenvolvidos com a utilizacdo de
enxofre e de compostos de cobre para o controle de doencas da videira.
Estes tipos de tratamentos levaram ao estabelecimento de uma industria
especifica que entdo desenvolveu fungicidas modernos e eficientes,
pertencendo a diversas classes quimicas, diferindo no seu modo de acéo
e forma de absorcao pelas plantas (DEISING, et al., 2008).

Assim, 0 sucesso das modernas praticas agricolas € devido, em
parte, a descoberta e aprovacédo de produtos quimicos para controle de
pragas e doencas. Na verdade, o enorme aumento na produtividade das
culturas néo teria sido possivel sem a contribuicdo dos agroquimicos
sintéticos (DAYAN, et al. 2009).



Todo processo para a criagdo de um agroquimico sintético envolve
varios anos de pesquisa e para que este chegue até o mercado o
processo de pesquisa envolve o custo de algumas dezenas de milhdes de
dolares. Segundo BARBOSA (2004), o numero médio de compostos que
precisam ser sintetizados para que apenas um chegue ao mercado é de
22500.

Dentro do conceito de fungicidas naturais, o avenaciolideo aparece
como uma alternativa para a pesquisa por novos agrogquimicos. Sua
comprovada acdo antifungica (BROOKES, TIDD e TURNER, 1963;
CASTELO-BRANCO et al. 2009) oferece uma oportunidade pela busca de
compostos analogos, de forma a compreender e potencializar a sua
atividade.

Dessa forma, os objetivos desse trabalho foram a: sintese de
(1R,5R,6R)-4-metilideno-6-undecil -2,7-dioxabiciclo[3.3.0]octano-3,8-diona
e (1R,5R,6R)-6-heptadecil-4-metilideno-2,7-dioxabiciclo[3.3.0]octano-3,8-
diona, substancias analogas ao avenaciolideo; caracterizacdo destes
compostos e de seus intermediarios sintéticos por andlise elementar,
espectroscopias no infravermelho e de ressonancia magnética nuclear,
spectrometria de massas, temperaturas de fusdo e rotacdo especifica;
avaliacdo da atividade antifiungica destes compostos e do avenaciolideo
contra Colletotrichum gloesporioides, Aspergillus flavus e Fusarium solani;
avaliacdo da influéncia da extensdo da cadeia lateral sobre a atividade
antifingica exibida por estas bis-y-lactonas.

Este trabalho estda organizado em dois capitulos. O primeiro
descreve a sintese e a caracterizagdo de todos os compostos obtidos e o

segundo descreve os estudos de atividade antifungica das bis-y-lactonas.



CAPITULO 1

SINTESE E CARACTERIZACAO DE NOVOS ANALOGOS AO
AVENACIOLIDEO COM CADEIAS LATERAIS ALIFATICAS

1.1. INTRODUCAO

A abundancia e alta qualidade de alimentos nos paises
desenvolvidos ndo dispensaram estudos para o aumento da produtividade
agricola. Preocupac¢fes sobre o impacto potencial de pesticidas sobre o
ambiente e o desenvolvimento de resisténcia dos patdégenos aos
agroquimicos em uso tornou-se uma fronteira para a producéo e pesquisa
por Novos compostos.

Dentro deste contexto, as a-metileno-y-butirolactonas despontam
como um grupo de derivados de produtos naturais com significantes
atividades biologicas. Desde as mais simples as mais complexas
lactonas sesquiterpénicas, todas as a-metileno-y-butirolactonas exibem
algum tipo de atividade, seja ela, citotdxica, anti-inflamatoria, fitotdéxica ou
antimicrobial (HOFFMANN e RABE, 1985) .

Em razdo de seu amplo espectro de atividades biolégicas e de
suas interessantes caracteristicas estruturais, as o-metileno-y-
butirolactonas representam desafios cientificos que refletem o grande
nuamero de investigacdes sobre estes heterociclos (GRIECO, 1975)

O avenaciolideo € uma o-metileno-bis-y-butirolactona com uma
cadeia lateral de oito atomos de carbono (Figura 1.1). Foi isolado de
Aspergillus avenaceus por BROOKES, TIDD e TURNER (1963), e
apresenta atividade biologica. Segundo esses autores, 0 avenaciolideo é
uma substancia antifingica e bactericida, sendo ativo contra Botrytis allii e

Penicillium gladioli e também contra Bacillus subtilis.
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Figura 1.1. (A) Avenaciolideo, isolado de Aspergillus avenaceus. (B)
Canadensiolideo, isolado de Penicillium canadense.

O modo de acdo do avenaciolideo como substancia antifingica
ainda néo foi totalmente desvendado. MAGATON et al. (2007) sugerem
gue de uma forma geral o avenaciolideo atue se ligando a grupos —SH
das enzimas através da adicdo de Michael ao seu grupo metilénico
exociclico.

No entanto a cadeia lateral presente nesta molécula também
desempenha um papel fundamental em sua atividade biol6gica. Segundo
MEYER e VIGNAIS, (1973), o avenaciolideo inibe o transporte de
glutamato através de membranas de mitocondrias de ratos e a cadeia
lateral pode auxiliar na adesdo da molécula a membrana de forma que
favoreca espacialmente a reacdo entre o grupo metilénico e 0s grupos
tidis das enzimas.

Com o objetivo de avaliar a atividade biologica desta substancia,
alguns autores ja testaram a atividade antifingica de compostos analogos
ao avenaciolideo e os seus resultados mostraram que a cadeia lateral
realmente tem influéncia sobre a atividade antifingica das bis-y-lactonas
(PEREIRA, 2000; MAGATON, et al. 2007; CASTELO-BRANCO et al.
2007; CASTELO-BRANCO, et al. 2009; BARROS, 2007).

A Figura 1.2 apresenta um levantamento bibliografico sobre as
substancias analogas ao avenaciolideo sintetizadas por estes autores, e
mostra uma relacdo entre a atividade antifungica contra Colletotrichum

gloesporioides e a estrutura dos analogos com diversas cadeias laterais.



Usando diferentes condi¢cdes experimentais, MAGATON (2003) e
BARROS (2007) observaram que o aumento da cadeia lateral de dois até
sete atomos de carbono propiciava um aumento da atividade antifingica
dos analogos alifaticos. Na Figura 1.2 pode-se observar essa relacao
através dos compostos K, L, M, N, O, P e Q, onde N & o préprio
avenaciolideo. N&o obstante, esses autores avaliaram apenas a influencia
de cadeias alifaticas de dois a oito atomos de carbono, sobre o
crescimento de Colletotrichum gloesporioides. Ainda néo foi observada a
influéncia de uma cadeia lateral mais extensa que a cadeia lateral do
avenaciolideo. A preparacdo e avaliacdo da atividade de analogos com

cadeias longas poderia esclarecer até que ponto o aumento da cadeia

melhora a atividade dessas bis-y-lactonas.
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Figura 1.2. Relac&o qualitativa entre a estrutura e atividade dos analogos
ai avenaciolideo testados contra Colletotrichum gloesporioides. (A) X = H;
(B)X = 2-ClI; (C) X = 3-Cl; (D) X = 4-Cl; (E) X = 3-Br; (F) X =4-F; (G) X =
4CF3; (H) X = 4-CH3; (1) X = 3-OCHjs; (J) X = 4-OCH,CHg; (K) R = C3Hy;
(L) R = C4Hg; (M) R = 3-metilbutil; (N) R = CgH17; (O) R = CsHy4; (P) R =
CeHis; (Q) R = C7/H15 (MAGATON, et al. 2003; CASTELO-BRANCO, 2005;
CASTELO-BRANCO, et al. 2007, CASTELO-BRANCO, et al. 2009).



O canadensiolideo (Figura 1.1) € outra bis-y-lactona natural isolada
de Penicillium canadense (HON e HSIEH, 2006). Estudos biossintéticos
com [1,2-3C] acetato e [2,3-'3C] succinato sugerem que o
canadensolideo se origina através da condensacgdo do grupo a-metileno
do acido graxo e do grupo carbonila do acido oxaloacético para gerar o
acido hexilcitrico. A descarboxilacdo do acido italcénico correspondente e
posterior hidroxilacdo leva ao canadensolideo, indicando que este
composto faz parte do ciclo do acido citrico nas células fungicas. Estudos
semelhantes com [1-*C] e [2-*C] acetato, sugerem uma biossintese
similar para o avenaciolideo (HANSON, 2002).

Diversas propostas para sinteses em laboratorio foram publicadas
desde a descoberta da atividade biolégica do avenaciolideo. PARKER e
JOHNSON em 1973 sintetizaram o0 avenaciolideo como uma mistura
racémica através de uma reacdo de descarboxilacdo acilativa do acido
tricarbalilico com anidrido nonandico. Parte deste trabalho exerce uma
grande influéncia nas publicacbes que se seguiram, ndo sO por sua
importancia histérica. Uma de suas etapas € utilizada até os dias de hoje
como forma de introducéo do grupo metileno exociclico no esqueleto bis-
y-lacténico, através do tratamento da bislactona com carbonato de
metilmetoximagnésio e posteriormente com formaldeido e dietilamina em
solucdo tampéao de acido acético e acetato produzindo o avenaciolideo e
analogos (CASTELO-BRANCO, 2005).

No trabalho de revisdo realizado por MARTIN et al. (1998)
encontram-se varias estratégias de sintese. As propostas variam desde o
material de partida até os tipos de reacdes envolvidas em cada etapa de
producdo dos precursores. As diversas possibilidades de sintese do
avenaciolideo que ja foram publicadas séo elegantes, algumas mais
complexas, outras mais simples. A proposta deste trabalho se baseou em
uma estratégia de sintese assimétrica conhecida como “Chiral Pool” e que
ja foi sistematizada e testada por outros autores, onde o produto de

partida € um carboidrato (D-Glicose) enantiomericamente puro.



Isto permite a preparacdo exclusiva do (-)-avenaciolideo, que tem a
estrutura exata do produto natural (CASTELO-BRANCO, et al. 2009;
BARROS, 2008; ANDERSON e FRASER-REID, 1975; ANDERSON e
FRASER-REID, 1985; SHARMA e VEPACHEDU, 1990). Por essa
estratégia sintética j& foram preparados diversos analogos, que
apresentaram a mesma estereoquimica relativa do (-)-avenaciolideo
(PEREIRA, 2000; BARROS, 2007; MAGATON et al. 2007; CASTELO-
BRANCO et al. 2007; CASTELO-BRANCO et al. 2009)

A estereoquimica relativa nesse caso € importante, pois
enantiomeros podem apresentar diferentes acdes sobre os organismos
vivos, levando a diferentes sabores, odores, toxicidades e acdes
biolégicas. Tal enantiodiferenciacdo € baseada nas diferentes
propriedades fisicas dos diasteroisbmeros formados a partir da interagédo
entre os enantibmeros de um substrato e os receptores biolégicos, que
sdo macromoléculas quirais (PINHEIRO & FERREIRA, 1998). Dessa
forma € interessante a obtencdo das substancias anélogas ao (-)-
avenaciolideo através de uma rota que resulte na mesma configuracéo do
produto natural isolado para possibilitar a comparacéao.

A estratégia de sintese utilizada neste trabalho (Figura 1.3) teve
inicio com a preparacdo do diacetonideo [2] através da reacdo de
protecdo da D-glicose [1], de acordo com a metodologia descrita por
SCHMIDT (1962). O composto [2] foi entdo oxidado com PDC (dicromato
de piridinio) para formar a cetona [3], que foi imediatamente submetida a
uma reacgao de olefinacdo, conhecida como reacao de Wittig-Horner, para

formar uma mistura E/Z dos ésteres [4].

A hidrogenacédo dos ésteres [4] forneceu o produto saturado [5]
que, apos ser submetido a hidrolise acida seletiva na presenca de H,SOq,
deu origem ao diol [6]. Com as hidroxilas cis-vicinais desprotegidas, uma
clivagem oxidativa de [6] com NalO4 levou ao aldeido [7]. Esse aldeido, ja
descrito na literatura (ROSENTHAL e NGUYEN, 1969) é o precursor-
chave do avenaciolideo (ANDERSON e FRASER-REID, 1985) e das duas
bis-lactonas analogas inéditas preparadas neste trabalho.



Para tanto, o aldeido [7] foi submetido a rea¢gBes com dois
diferentes sais de Wittig, na presenca de butilitio, formando os compostos
[8]. Apds hidrogenacéo, seguida de hidrolise acida, foram produzidas as
estruturas biciclicas [10] que, via oxidacdo de Jones forneceram as bis-

lactonas [11].

O grupo metilénico exociclico foi adicionado segundo

o]

metodologia de carboxilacdo e descarboxilacdo descrita por PARKER e
JOHNSON, (1973) obtendo-se assim os dois analogos desejados [13A] e
[13B].
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Figura 1.3. Rota sintética utilizada para a obtencdo de analogos ao

avenaciolideo.



1.2. MATERIAIS E METODOS

1.2.1. Tratamento de Reagentes e Solventes

1.2.1.1. Secagem de Cloreto de Célcio

Mediu-se a massa de aproximadamente 50 g de cloreto de célcio
(Carlo Erba) em uma céapsula de porcelana, em seguida, levou-se a
capsula contendo o cloreto de célcio para o forno mufla (Jung) por duas

horas a uma temperatura de 200 °C.
1.2.1.2. Secagem do Carbonato de Potassio

Mediu-se a massa de 50g de carbonato de potassio (Merck) em
uma capsula de porcelana, em seguida, levou-se o a capsula para o forno

mufla (Jung) por duas horas a uma temperatura de 200 °C.
1.2.1.3. Tratamento da Acetona

Para a secagem da acetona foram adicionadas 40 g de carbonato
de potassio anidro a 600 mL de acetona. A mistura foi deixada em sob
refluxo por duas horas. Em seguida, destilou-se e armazenou-se em

frasco vedado contendo peneira molecular de 4 A
1.2.1.4. Tratamento de Diclorometano

O diclorometano (CHxClI,) foi tratado com hidreto de calcio (CaH,)
na proporgéo de 2% m/v, em refluxo por duas horas. Em seguida, este foi
destilado e armazenado em um frasco ambar contendo peneira molecular
4 A.



1.2.1.5. Tratamento de Tetraidrofurano (THF)

O tetraidrofurano (THF) foi tratado com raspas de sédio metalico e
mantido em refluxo por 5 horas. Apos esse tempo o THF foi destilado e
recolhido. Em seguida foi tratado novamente com raspas de soédio
metalico e mantido novamente em refluxo por mais 3 horas. Adicionou-se
entdo, benzofenona (Ci3Hi2), € manteve-se o refluxo até que aparecesse
a acoloracao azul. Assim, o THF foi destilado e armazenado em varios

frascos contendo peneira molecular 4 A.

1.2.1.6. Tratamento de Tolueno

O tolueno foi tratado com raspas de sodio metalico, mantido em
refluxo por trés horas. Apdés esse periodo acrescentou-se benzofenona
(C13H12 ), e manteve-se o refluxo até o aparecimento da coloracdo azul,
indicando o término do processo, 0 solvente foi entdo armazenado em
frasco ambar contendo peneira molecular 4A (PERRIN e ARMAREGO,
1996).

1.2.1.7. Tratamento de Eter Dietilico

Secou-se previamente o éter dietilico com Na,SO, anidro. Apos a
filtracdo do solvente em funil sinterizado G2 o sistema, contendo o
solvente, foi mantido em refluxo por 3 horas em banho de glicerina. O
solvente foi destilado e armazenado em frasco ambar contendo peneira
molecular 44 (PERRIN e AMAREGO, 1996).
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1.2.1.8. Tratamento de Acido Acético

Para a secagem do acido acético foram adicionados 3,0 mL de
anidrido acético a 100 mL de acido acético glacial. A mistura foi mantida
em refluxo por 2 horas. Em seguida procedeu-se a destilagéo e o solvente
foi armazenado em um frasco ambar vedado contendo perneira molecular
4A (PERRIN e ARMAREGO, 1996).

1.2.1.9. Purificagéo do Cloreto de Zinco

Foi adicionado a cada 1,0 grama de cloreto de zinco
(CROMOLINE), 1 mL de acido cloridrico concentrado e a mistura foi
mantida em agitacdo magnética a temperatura de 120°C até a
solidificacdo (PERRIN e ARMAREGO, 1996).

1.2.1.10. Ativacdo da Peneira Molecular 3A

A peneira molecular 3A (ALDRICH) foi pulverizada e teve sua
massa previamente medida, em seguida procedeu-se a ativacao por
aguecimento em forno mufla a temperatura de 300°C durante 5 horas.
Passado este tempo o material foi levado ao dessecador e deixado para

resfriar, sendo utilizada logo em seguida.
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1.2.2. Preparo de Reagentes

1.2.2.1. Preparo do Oxidante Dicromato de Piridinio (PDC)

A um béquer de 500 mL contendo uma solucdo de Oxido de
cromo (VI) (VETEC) (10,6 g de CrOz em 10,6 mL de &gua destilada), em
banho de gelo e sal, foram adicionados gradualmente 9 mL de piridina.
Adicionaram-se a esta solucdo 100 mL de acetona gelada. A mistura foi
agitada com o auxilio de um bastédo de vidro. Observou-se a formacao de
cristais alaranjados (18,3 g; 92% de rendimento), que foram filtrados a

vacuo em funil sinterizado G3 e lavados com acetona gelada.
1.2.2.2. Preparo do Reagente de Jones
O reagente de Jones foi preparado dissolvendo-se 6.57 g de

CrO3 em 6 mL de H,SO, concentrado e 10 mL de agua destilada. O

volume da solucéo foi completado até 25 mL com agua destilada.

1.2.3. Técnicas Experimentais

1.2.3.1. Cromatografia em Camada Delgada

As placas cromatograficas foram adquiridas da ALDRICH,
constituidas de silica gel 60 de 250 um de espessura sobre o vidro.
Foram utilizados como reveladores uma camara de luz UV de A = 254 nm
e solucdo alcoolica de acido fosfomolibidico (4,0 g de acido/ 100 mL de

etanol).
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1.2.3.2. Cromatografia em Coluna

A purificacdo dos compostos obtidos foi realizada por
cromatografia em coluna de Silica gel 60 VETEC (70 — 230 mesh) como
fase estacionaria. Os eluentes utilizados variaram de acordo com a
caracteristica de cada substancia a ser purificada.

Em alguns casos foi utilizada silica gel recuperada. Apés o
término do processo de separacao, todo o material (ainda na coluna) foi
lavado com 50 mL de etanol comercial e em seguida com 200 mL de
agua destilada, para cada 100 g de silica. Posteriormente a silica foi
levada a estufa a uma temperatura de 100°C para secagem. O processo
de recuperacao utilizado foi baseado nos estudos de TEIXEIRA, et al.
(2003) como descrito abaixo:

Para cada 100 g de Silica-gel foi adicionada uma aliquota de 65
mL de peréxido de hidrogénio a 30% e a mistura foi mantida sob radiacéo
solar por uma hora. Em seguida, outra aliquota de 65 mL foi adicionada e
a mistura foi mantida novamente sobre radiagdo solar por mais 4 horas.
Filtrou-se a vacuo e lavou-se com 200 mL de &gua destilada. A silica foi
ativada a 125°C por um periodo de 12 horas.

1.2.4. Aparelhos e Equipamentos

1.2.4.1. Temperatura de Fusao

As temperaturas de fusdo foram medidas em MICROQUIMICA,
mod.MQRPF-301 sem calibragé&o.

1.2.4.2. Rotagéo Especifica
As medidas de rotacdo especifica foram realizadas em um

polarimetro Bellinghan+Stanley Model D. A concentracdo dos compostos

foi determinada em g/100mL.
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1.2.4.3. Anélise Elementar

As analises elementares de carbono e hidrogénio foram
realizadas em um Analisador Elementar CHNS/O, Perkin Elmer Modelo
2400, no laboratério de espectrometria molecular e atdbmica no
departamento de solos da UFV.

1.2.4.4. Demais Equipamentos

Foram utilizados neste trabalho os seguintes equipamentos:
Evaporador rotatério (HEIDOLPH, mod. Laborota 4000 ), Estufa para a
secagem dos materiais, vidrarias e ativacdo de silica gel (QUIMIS, mod.
B252), mufla para ativagdo da peneira molecular 3 A e 44 (JUNG, mod.
0612), chapa de aquecimento/agitacdo (FISATOM, Mod.753-A), Balanca
Analitica (METLER-TOLEDO, mod. AB204) e camara reveladora UV A =
254 nm (SPECTROLINE, mod. ENF-240C ), bomba de vacuo (TECNAL,
mod. TE-058).

1.2.5. Técnicas Espectroscopicas

1.2.5.1. Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros no infravermelho foram obtidos em um
espectrofotometro PERKIN ELMER SPECTRUM 1000 em infravermelho
médio, utilizando pastilhas de KBr. Em alguns casos, as amostras foram
dissolvidas em CH,Cl, e espalhadas sobre cristais de Csl e 0s espectros
foram obtidos ap0s a evaporacdo do solvente.

Para os compostos oleosos a andlise foi realizada espalhando-se

a amostra sobre cristais de Csl.
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1.2.5.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear unidimensionais
de hidrogénio (RMN'H 300 MHz) e de carbono (RMN *C 75 MHz), e
mapas de contorno bidimensionais (COSY e HETCOR) foram obtidos em
espectrometro VARIAN MERCURY 300. Foi utilizado como solvente o
cloroférmio deuterado (CDCl3;, ALDRICH) e o padréao de referéncia interna
utilizado foi o tetrametilsilano (6 = 0). As constantes de acoplamento (J)

foram expressas em Hertz (HZ).

1.2.5.3. Espectrometria de Massas

Os espectros de massa foram obtidos em um equipamento CG-
EM SHIMADZU GCMS-QP5050A do Laboratério de Andlise e Sintese de
Agroquimicos (LASA) do Departamento de Quimica da UFV. As
separacdes ocorreram em uma coluna DB-5 MS de 30m x 0,25 mm de
diametro e 0,25 mm de espessura com a seguinte programacao de
temperatura: 80°C inicial, 6°C/min até 220°C. A energia da ionizacao foi

de 70 eV com detector de massas.
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1.2.6. Desenvolvimento Experimental

1.2.6.1. Sintese de 1,2:5,6-di-O-isopropilideno-a-D-glicofuranose [2]
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A um baldo de fundo chato de 1000 mL, foram adicionados 74,96 g
(0,42 mol) de a-D-glicose anidra [1] (VETEC), 500 mL de acetona seca,
60,32 g de ZnCl, anidro e purificado, 2,20 mL de &cido fosforico
(MERCK). A mistura foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente por 30 horas. A a-D-glicose que nao reagiu (21,68 g; 0,12 mol),
foi coletada por filtragdo a vacuo em funil sinterizado e lavada com 600
mL de acetona. Os filtrados foram transferidos para um erlenmeyer de
2000 mL e alcalinizados com solucdo de hidroxido de sodio (SYNTH)
(42,6 g em 42 mL de agua destilada) (1,06 mol). O precipitado de
hidroxido de zinco foi separado por filtracdo sob vacuo em funil
sinterizado e lavado com acetona (SYNTH).

O filtrado, de cor amarela-palha, foi transferido para um baldo de
fundo redondo de 1000 mL e concentrado em evaporador rotatério. O
residuo foi diluido com 200 mL de agua destilada e transferido para um
funil de separagéo onde foi extraido com cloroformio (VETEC)(5 x 60 mL).
Secou-se a fase organica com MgSO, anidro (SYNTH), em seguida foi
realizada uma filtracdo a vacuo com funil sinterizado e o precipitado

lavado com cloroférmio.
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A fase organica foi entdo concentrada em evaporador rotatério. Os
cristais obtidos foram recristalizados em uma mistura de 120 mL de
cloroférmio-hexano (1:2 v/v), obtendo-se cristais brancos de [2] (59,17 g,
0,23 mol) com rendimento de 77%, sendo o rendimento calculado

descontando-se a massa de D-glicose que nao reagiu.

Produto [2]

FM: C1oH2006 CCD: 0,39 (Hexano/AcOEt 2:1)
M: 260,28 g.mol™* Aspecto: Cristais Brancos
Ts. 107,7 — 109,9 °C Ts. Produto comercial: 109-113 °C

Infravermelho (KBr, vmax): 3429, 2985, 2950, 2934, 2902, 2872, 2660,
1456, 1426, 1374, 1318, 1288, 1248, 1221, 1162, 1119, 1090, 1069,
1031, 1006, 968, 942, 934, 885, 857, 846, 783, 693, 663, 638, 577, 526,
507, 458.

1.2.6.2. Sintese de 1,2:5,6-di-O-isopropilideno-a-D-ribo-exofuran-3-

o ><O

PDC, ACOH, CH,Cl,

ulose [3]

Fiiife)

“, Peneira molecular 3 A
I////o

,:/,////
0)
HO ¢}

[2] [3]

A um baldo de duas vias e fundo redondo (250 mL) foram
adicionados diacetona—D—glicose [2] (5 g; 0,019 mol) solubilizados em
117 mL de diclorometano seco. Ao baldo foi acrescentado, sob agitagéo,
o reagente oxidante PDC (Dicromato de Piridinio), recém preparado (10,9
g, 0,029 mol), 15 g de peneira molecular 3A (SIGMA — ALDRICH)
previamente triturada e ativada e 1,91 mL (0,033 mol) de acido acético
glacial seco.
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Ao baldo foi adaptado um tubo de cloreto de célcio anidro e o
sistema permaneceu sob agitacdo por 18 horas, sendo a reagao
acompanhada por CCD.

A mistura foi filtrada em funil sinterizado contendo uma camada de
celite e lavada com acetato de etila (VETEC).

O filtrado foi concentrado em evaporador rotatério. Ao filtrado foi
acrescentado éter dietilico seco e deixado sob agitacdo magnética por 15
minutos. Posteriormente, foi adicionado Na,SO, anidro (SYNTH). A
mistura foi novamente filtrada em funil sinterizado contendo celite e o
filtrado foi concentrado em evaporador rotatério. O produto foi purificado
em coluna cromatogréfica de silica — gel, usando como eluente acetato de
etila (CROMOLINE). Foi obtida uma mistura da cetona [3] com seu

hidrato [3a], (4,49 g) com rendimento de 91%.

0 0
O R Ye) Hzo (0] RTiiiYe)
"//////OX HO "'//// /o
o OH
[3] [3a]
Produto [3] e [3a]
FM: C12H2806 CCD: 0,07 [3a] e 0,30 [3]
(Hexano/AcOEt 1:1)
Ms): 258,26 g.mol™ Aspecto: Cristais incolores
Ty 72,5-74,0°C Ts: 60-80 °C (SCHIMIDT, 1962)

Infravermelho (Filme sobre Csl, vnax): 2987, 2952, 2939, 2889,1725, 1680,
1455, 1435, 1372, 1352, 1307, 1216, 1159, 1068, 1029, 917,886, 845, 824,
792, 699, 585, 511. (Obs: Espectro obtido 12 horas ap0s a sintese de 3).
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1.2.6.3. Sintese de 3-(E,Z2)-C-(carbometoximetilideno)-3-desoxi-
1,2:5,6-di-O-isopropilideno-a-D-alofuranose [4]

o

(CH40),POCH,CO,CHj

‘ty, ////

(@]
3] [4]
A um baldo de duas vias de 500 mL, contendo tert-butéxido de
potadssio 95% (ALDRICH), (2,56 g; 0,023 mol), sob atmosfera de

nitrogénio e agitacdo magnética, foram adicionados 33 mL de THF seco.

t-BuOK, THF

O sistema foi resfriado em banho de gelo para a adicdo de fosfonoacetato
de trimetila (ALDRICH; 3,12 mL; 0,020 mol). O sistema foi mantido sob
agitacdo magnética por 30 minutos, sendo posteriormente o composto [3]
(4,48 g, 0,017 mol) solubilizado com 16 mL de THF seco e adicionado ao
sistema com o auxilio de uma seringa de vidro. Toda reacdo foi
acompanhada por CCD e apés 42 horas foi determinado o término da
reacdo. A mistura foi entdo transferida para um baldo de fundo redondo
de 250 mL e concentrada em evaporador rotatério. Adicionaram-se ao
concentrado 80 mL de agua destilada e manteve-se o sistema em
agitagdo magnética por 5 minutos. Posteriormente procedeu-se a
extracdo com éter dietilico (4 x 60 mL). Em seguida secou-se a fase
organica com Mg,SO, anidro, filtrou-se em funil sinterizado (G3) sendo o
filtrado levado ao evaporador rotatorio. O produto foi purificado em coluna
cromatografica de silica-gel (VETEC), utilizando uma mistura
hexano/acetato de etila 3:1 como eluente. Foi obtido um par de isbmeros
E/Z [4] ( 3,88 g; 0,012 mol, 72%).
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Produto [4]

FM: C15H2,07 CCD: 0,55/0,62 (Hexano/AcOEt 3:1)
M: 314, 34 g.mol* Aspecto: Oleo Incolor
Infravermelho (Filme sobre Csl, vmax ): 2987, 2951,2938, 2889,1725,
1680, 1455, 1435, 1372, 1352, 1307, 1216, 1159, 1068, 1019, 917, 886,
845, 824, 792, 699, 585, 511.

1.2.6.4. Sintese de 3-C-(carbometoximetil)-3-desoxi-1,2:5,6-di-O-

isopropilideno-a-D-alofuranose [5]

>< )
RTiiYe) (@] a0
H,, Pd/ C
° ,///// = \\S ‘e /////O
OCHs /7_OC Hs
O
[4] [5]

O composto [4] (3,88 g; 0,0123 mol) foi solubilizado em 500 mL de
acetato de etila (VETEC) em um baldo de fundo redondo de 1000 mL.
Foram adicionados ao sistema 0,11 g de Pd/C (ALDRICH) e o mesmo foi
mantido sob agitagdo magnética e atmosfera de hidrogénio. A reacao foi
acompanhada por CCD e seu ponto final determinado apds 5 horas de
reagdo. O sistema foi, entéo, filtrado em funil de Buchner, utilizando papel
de filtro quantitativo (foram utilizados seis papeis de filtro) e em seguida
concentrou-se o filtrado em evaporador rotatério, obtendo-se o composto
[5] (3,70 g; 0,0117 mol, 95%).
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Produto [5]

FM: C15H2407 CCD: 0,58 (Hexano/AcOEt 3:1)

M: 316, 35 g.mol* Aspecto: Cristais incolores

Ts. 86,1 -87,2°C [Tr: 86 — 87 °C (PEREIRA, 2000; BARROS, 2008)]
Infravermelho (Filme sobre Csl, vmax): 2987, 2937, 2882, 1737, 1456,
1437, 1419, 1381, 1372, 1335, 1241, 1214, 1167, 1127, 1094, 1065,
1018, 947, 915, 847, 846, 794, 657, 540, 511.

1.2.6.5. Sintese de 3-desoxi-3-C-(carbometoximetil)-1,2-O-

isopropilideno-a-D-alofuranose [6]

AT\ (e)

Em um balédo de fundo redondo de 250 mL, o composto [5] (4,78 g,
0,0151 mol) foi solubilizado em 30 mL de metanol (VETEC) e 5 mL de
solucdo de H,SO, 0,8% foram adicionados ao sistema, sendo esta
mistura mantida em agitacdo por 48 horas. Ap0s o término da reacao
procedeu-se a neutralizagéo do pH utilizando-se uma solugéo saturada de
Na,CO3; 10%. Posteriormente, o metanol foi eliminado em evaporador
rotatério. A solucdo aquosa contendo o produto [6] foi transferida para um
baldo de 250 mL de fundo redondo e utilizada na etapa seguinte, sem

isolamento e purificacéo.
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1.2.6.6. Sintese de 3-desoxi-3-C-(carbometoximetil)-1,2-O-
isopropilideno-a-D-ribofuranose [7]

HO

HO Rttilife}

Nal 04
" —_—
U MeOH
ﬁocm
o
[6] [7]

Ao baldo contendo o composto [6], obtido de acordo com o
procedimento anterior, foi acrescentada uma solugcéo de NalO4 (3,80 g,
0,0176mol) em 50 mL de &gua destilada. O sistema permaneceu em
agitacdo e o pH mantido em torno de 7 pela adicdo de gotas de solucéo
de NaOH 0,25 mol.L™. A reacdo foi acompanhada por CCD e apés 3
horas foi determinado o seu término. A mistura foi entdo extraida com
AcOEt (5 x 60 mL). Adicionou-se MgSO, para secar a fase organica,
filtrou-se em funil sinterizado G2 e o filtrado foi concentrado em
evaporador rotatério. O produto [7] foi purificado em coluna
cromatografica de silica-gel, utilizando como eluente a mistura
hexano/AcOEt 1:1, obtendo-se o aldeido [7] (2,81 g, 0,0115 mol,76% a
partir de [5]).

Produto [7]
FM: C11H160s6 CCD: 0,27 (Hexano/AcOEt 1:1)
M: 244,24 g.mol™ Aspecto: Oleo incolor

Infravermelho (Filme sobre Csl, vnax):

3444, 2987, 2952, 1736, 1438, 1416, 1382, 1374, 1371, 1217, 1166,
1126, 1018, 916, 874, 735, 662, 515, 373.
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1.2.6.7. Preparo dos sais de Wittig

A um baldo de 250 mL de duas vias, contendo trifenilfosfina
(ALDRICH) sob atmosfera de nitrogénio, foram acrescentados, com
auxilio de uma seringa, 50 mL de tolueno seco. O sistema foi mantido sob
agitacdo por 10 minutos e em seguida foi injetada na mistura, uma
quantidade apropriada do haleto correspondente (ALDRICH). A mistura
foi entdo mantida em refluxo e atmosfera de nitrogénio por 48 horas a
uma temperatura de 120°C. O sistema permaneceu em geladeira por 30
horas e posteriormente o sal foi filtrado em funil sinterizado G4 e lavado
com éter dietilico seco, obtendo-se 9,95 g do sal brometo de
deciltrifenilfosfénio com rendimento de 66% e 25,5 g do sal brometo de
hexadeciltrifenilfosfonio com rendimento de 85%.

Na Tabela 1.1 estdo descritas as condi¢des da reacao.

Tabela 1.1. Reagentes e solventes utilizados no preparo do sal de Wittig.

Trifenilfosfina Haleto de alquila
8,7 g (0,033 mol) 1-Bromodecano — 6,5 mL (0,032 mol)
15,23 g (0,058 mol)  1-Bromoexadecano — 16,14 mL (0,058 mol)
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Brometo de deciltrifenilfosfonio (A)
FM: C,gH3zsPBr Aspecto: P6 branco (Higroscopico)
M: 483,46 g.mol™

Infravermelho (KBr, vmax): 3404, 3053, 2923, 2852, 1616, 1587, 1484,
1464, 1376, 1338, 1317, 1189, 1162, 1026, 9956, 898, 789, 749, 723,
691, 616, 535, 508, 455.

Brometo de hexadeciltrifenilfosfénio (B)

FM: Cs4H4sPBr

M: 567,62 g.mol™

Aspecto: P6 branco

T 98,8 — 99,9 °C

Infravermelho (KBr, vmax): 3851, 3732, 3646, 3418, 3054, 3018, 2985,
2950, 2918, 2884, 2847, 2800, 2781, 1587, 1558, 1486, 1467, 1437,
1376, 1342, 1320, 1192, 1160, 1111, 996, 807, 749, 736, 721, 691, 614,
535, 511, 488, 450.
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1.2.6.8. Sintese de (2'R,3’R,4'R,5R)-2’-{1”-[(2)-alquenil]-4’,5’-
isopropilidenodioxitetraidrofuran-3'-il} acetatos de metila [8A] e [8B]

|O| (A) [Ph]sP[CH]10Br ou
1.
c o) (B) [PhIsP[CH2]16Br N o
H/ JtiTe) w0
THF Seco _ R '
1y, 2.Buli,24h ""////O
/, 0 , v, 1,
/7—0(:H3 /’/c—OCH3
fe) (e}
[71 R = CgHjg (A) ou Cy5H3; (B) (8]

A um baldo de duas vias contendo o sal de Wittig adequado,
preparado de acordo com o procedimento 1.2.6.7 e sob atmosfera de
nitrogénio, foi acrescentado THF seco com o auxilio de uma seringa. O
sistema foi mantido em agitacdo por 5 minutos e posteriormente injetou-
se butillitio 2 mol.L™ (ALDRICH) mantendo-se a agitacdo por mais 20
minutos. Posteriormente o composto [7] solubilizado em 5 mL de THF
seco foi injetado no meio reacional, que permaneceu em agitagao por 24
horas.

Apoés o término da reacdo, o THF foi eliminado sob presséo reduzida; a
mistura adicionaram-se 30 mL de agua destilada e procedeu-se a
extracdo com diclorometano (VETEC). A fase orgéanica foi entdo secada
com Mg,SO, anidro (VETECQC), filtrada e concentrada. Os produtos foram
purificados em coluna cromatografica de silica-gel, obtendo-se 0,85 g do
composto [8A] e 1,31 g do composto [8B], com rendimentos de 31% e

35%, respectivamente.

Tabela 1.2. Reagentes e solventes utilizados nas reagdes de Wittig.
Sal de Wittig/ THF/ Butillitio/ Aldeido [7)/

g (mmol) mL mL (mmol) g (mmol)
A —-3,65 (7,5) 30 3,8 (7,5) 1,8 (7,4)
B - 4,65 (8,2) 40 4,1 (8,2) 2,0 (8,2)
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Tabela 1.3. Condi¢des utilizadas na elaboracdo das reacbes de Wittig.

Agua/ Diclorometano/ Eluente
Produto
mL mL para a coluna
8A 20 5 x40 Et,O/Hexano 5:1, 3:1
8B 25 5x45 Hexano/AcOEt 4:1, 3:1

Produto [8A]
FM: C21H3605 CCD: 0,39 (E) /0,34 (Z) (Hexano/Eter 3:1)
M: 368,51 g.mol™* Aspecto: P6 branco
Ts: 53,4 -54,4°C
Anélise elementar: Calculado: C: 68,44%; H: 9,85%

Experimental: C: 69,16%; H: 9,65%
Infravermelho (Filme sobre Csl, vmax):.2986, 2953, 2952, 2853, 1739,
1456, 1436, 1415, 1379, 1373, 1327, 1250, 1214, 1167, 1133, 1076,
1021, 962, 911, 872, 722, 669, 509.
RMN de 'H (300 MHz) & 0,87 (pseudo t, J~6,6, 3H, H11”); 1,23 — 1,29
(m, 16H, H3”-H10”); 1,32 (s, 3H, Me-isopropila); 1,52 (s, 3H, Me-
isopropila); 2,00 — 2,16 (m,1H, H3’); 2,26 (dd, 1H, Joaz = 4,2, Joaop = 17,
H2a); 2,61 (dd, 1H, Jop3 = 10,8, Jop2a = 17, H2b); 3,68 (s, 3H, OMe); 4,52
(t, 1H, J» 3 = J» 1 = 9,9; H2); 4,77 (t, 1H, Jy 3 =Js 5 = 3,9; H4’); 5,26 (ddt,
1H, Jy3» =15, Jy2>=9,9, Jyr» = 11, H1”); 5,67 (dt, J» > = 0,5, J» 3= 7,8,
Jr =11, H2”); 5,84 (d,1H, Js 4 = 3,9, H5’);
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RMN de *C (75MHz) &: 14,1 (C11”); 26,3 (Me-isopropila); 26,6 (Me-
isopropila); 27,9 (C10”); 27,9 (C2); 28,9 (C3”); 29,1 (C8”); 29,2 (C7”);
29,3 (C6”); 29,4 (C5”); 29,5 (C4”); 31,9 (C9”); 46,0 (C3’); 51,7 (OMe);
75,7 (C2’); 80,6 C4’; 104,9 (C5’); 111,4 (CMe,); 126,2 (C1”); 136,7 (C2”);
172,5 (C1).

EM, m/z (%): 368 (1), 278 (17), 183 (14), 153 (12), 128 (15), 127 (28), 109
(18), 107 (14), 100 (44), 99 (16), 97 (34), 96 (22), 95 (35), 93 (12), 86 (13),
85 (20), 84 (29), 83 (34), 81 (37), 79 (33), 71 (18), 70 (18), 69 (44), 67
(40), 59 (100), 55 (79), 53 (12), 51 (18).

Produto [8B]

FM: C27H4805 CCD: 0,68 (hexano/AcOEt 3/1).
M: 452,67 g.mol™ Aspecto: P6 branco

Ts. 85,1 — 88,9°C

Andlise elementar: Calculado: C: 71,64%; H: 10,69%
Experimental: C 71,77%; H: 10,68%
Infravermelho (Filme sobre Csl, vmax): 2994, 2918, 2849, 1734, 1465,

1436, 1418, 1383, 1372, 1332, 1245, 1207, 1168, 1134, 1093, 1076,
1020, 987, 965, 908, 882, 871, 739, 720, 670, 572, 516.

RMN de *H (300 MHz, CDCls): § 0,87 (t, 3H, J~6,6, H17”); 1,32 (s, 3H,
Me-isopropila); 1,52 (s, 3H, Me-isopropila); 1,52 (m, 28H, H3”-
H16");1,99 — 2,1 (m,1H, H3’); 2,26 (dd, 1H, J2a3 = 4,8, Joa2n = 17; H2a);
2,61 (dd, 1H, Jop 3 = 10,5, Jop 24 = 17; H2b); 3,70 (s, 3H, OMe).4,52 (t, 1H,
Jy3=Jd21 =99; H2’); 4,77 (t, 1H, Js3 = Jp 5 = 4,2; H4’); 5,26 (ddt, 1H,
Jry=15,J3p2=93-Jy2=11; H1”); 5,67 (dt, 1H, J» 2> = 0,5, J» 3= 7,8,
Jr=11; H2”); 5,84 (d, 1H, J5 1 = 3,9; H5’).
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RMN de *C (75 MHz, CDCls): § 14,1 (C17”); 22,7 (C16”); 26,3 (Me-
isopropila); 26,6 (Me-isopropila); 27,9 (C3”); 27,9 (C2); 28,9 (C14”);
29,3 (C13”); 29,4 (C12"); 29,4 (C11”); 29,4 (C10”); 29,5 (C9”); 29,5
(C8”); 29,6 (C7”); 29,6 (C6”); 29,7 (C5”); 29,7 (C4”); 31,9 (C15”); 46,0
(C3’); ; 51,7 (OMe); 75,7 (C2’); 80,5 (C4’); 104,9 (C5’); 111,4 (CMey);
126,2 (C17); 136,7 (C2”); 172,5 (C1).

EM, m/z (%): 452 (1), 394 (16), 362 (23), 345 (10), 265 (12), 186 (20), 183
(24), 157 (25), 153 (17), 129 (21), 128 (31), 127 (46), 123 (13), 111 (11),
109 (18), 107 (17), 100 (66), 99 (18), 98 (12), 97 (46), 96 (24), 95 (39), 93
(16), 91 (12), 85 (22), 84 (14), 83 (43), 82 (15), 81 (48), 80 (12), 79 (37),
71 (27), 70 (27), 69 (50), 68 (19), 67 (49), 59 (100), 57 (82), 56 (14), 55
(89), 54 (11).

1.2.6.9. Sintese de (2’R,3’'R,4'R,5’R)-2’-(alquil-4’,5’-

isopropilidenodioxitetraidrofuran-3'-il) acetatos de metila [9A] e [9B]

H H
2, N
2, S

(0] (0]
R wwo R e
X H,, Pd/C >(

/ //,
/, ’/
1y, y 1,

E: fo) Acetato de etila E:
770CH3 /7:_OCH3
(@] R= Cngg O
ou CqsH
8] 15M31 9]

A um baldo de fundo redondo de 250 mL, contendo 0,060 g de
Pd/C 10% (ALDRICH), adicionou-se 0,83 g (0,0027 mol) do produto [8A]
ou 1,16 g (0,0025mol) do produto [8B] solubilizados em 160 mL de
acetato de etila (VETEC). O sistema foi entdo mantido em agitacéo

magneética e sob atmosfera de hidrogénio por 24 horas.
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O término da reagdo foi indicado por CCD, utlizando como
reveladores uma camara UV e em seguida uma solucdo alcodlica de
acido fosfomolibidico 4%. As misturas foram filtradas em funil de
Buchenner, utilizando varios papeis de filtro, para a remocdo do Pd/C e
lavadas com acetato de etila.

Em seguida foram concentradas sob pressao reduzida obtendo-se
0,76 g de [9A] e 1,25 g de [9B] com rendimentos de 77% e 99%,

respectivamente.

Produto [9A]
FM: C31H3505 CCD: 0,74 (hexano/AcOEt 3:1)
M: 370,52 g.mol™* Aspecto: Oleo incolor

Analise elementar: Calculado: C: 68,44%; H: 9,85%

Experimental: C: 69,16%; H: 9,65%
Infravermelho (Filme sobre Csl, vmax): 2985, 2956, 2854, 1740, 1457,
1437, 1415, 1380, 1373, 1327, 1250, 1214, 1167, 1133, 1077, 1021, 963,
912, 873, 723, 670, 5009.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) &: 0,87 (t, 3H, J ~ 6,6, H11”); 1,24 (m, 16H,
H3”-H10”); 1,24 — 1,29 (m, 2H, H2”); 1,30 (s, 3H, Me-isopropila); 1,38 —
1,42 (m, 2H, H1”); 1,47(s, 3H, Me-isopropila);1,98 — 2,08 (m,1H, H3’);
2,31 (dd, 1H, Joa3 = 4,2; Joaop = 17; H2a); 2,64 (dd, 1H, Jop 3 = 10,8; Jop2a
= 17; H2b); 3,70 (s, 3H, OMe); 3,73 - 3,77 (m, 1H, H2’); 4,74 (t, 1H, Js 3
~4,0; H4"); 5,80 (d,1H, Js 4 = 4,0; H5’);
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RMN de *3C (75 MHz, CDCls3) &: 14,3 (C11”); 22,9 (C10”); 26,2 (C2”);
26,5 (Me-isop.); 26,7 (Me-isop.); 29,5 (C2); 29,6 (C8”); 29,7 (C7”); 29,8
(C6”); 29,8 (C5”); 29,9 (C3”); 29,9 (C4”); 32,8 (C1”); 32,1 (C9”); 45,0
(C3’); 51,9 (OMe); 80,6 (C2’);81,2 (C4’); 104,9 (C5’), 111,4 (CMey); 172,9
(C1).

EM, m/z (%): 370 (4), 369 (18), 355 (61), 295 (17), 281 (21), 263 (14), 215
(12), 203 (14), 171 (14), 157 (74), 128 (13), 113 (15), 109 (14), 100 (30),
99 (19), 97 (47), 95 (29), 93 (11), 83 (24), 81 (34), 79 (14), 71 (26), 70
(16), 69 (48), 67 (35), 59 (100), 57 (63), 56 (14), 55 (81).

Produto [9B]
FM: Cy7H5005 CCD: R¢: 0,71 (hexano/AcOEt 3:1)
M: 454,68 g.mol™ Aspecto: Sélido branco
T 52,1 -53,5°C
Analise elementar: Calculado: C:71,32 %; H:11,08 %;

Experimental: C: 71,67%; H:11,12%.
Infravermelho (Filme sobre Csl, vmax): 2980, 2954, 2914,2847, 1731,
1469, 1440,1418, 1384, 1373, 1336, 1271, 1235, 1223, 1205, 1166, 1136,
1101, 1051, 1017, 984, 956, 916, 881, 858, 841, 717, 552, 506.
RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 0,87 (t, 3H, J ~ 6,6; H17”); 1,25(m, 30H,
H2”- H16”);1,30 (s, 3H, Me-isopropila); 1,36 — 1,42 (m, 2H, H1”); 1,48(s,
3H, Me-isopropila); 1,99 — 2,10 (m,1H, H3’); 2,31 (dd, 1H, J2a3 = 3,9;
Joap = 17; H2a); 2,64 (dd, 1H, Jop3 = 10,5; Jop2a = 17; H2b); 3,70 (s, 3H,
OMe); 3,73 - 3,77 (m, 1H, H2’); 4,74 (t, 1H, Js 3 = 4,0; H4’); 5,80 (d,1H,
Js 4 = 4,0; H5’).
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RMN de C (75 MHz, CDCls) &: 14,3 (17”); 22,9 (C16”); 26,2 (C2”); 26,5
(Me-isop.); 26,7 (Me-is0p.);29,6 (C2); 29,7-29,9 (C3”-C14”); 32,1(C15”);
32,8 (C1”); 45,0 (C3’); 51,9 (OMe); 80,6 (C2’); 81,3 (C4’); 104,9 (C5),
111,4 (CMey); 172,9 (C1).

EM, m/z (%): 454 (2), 440 (73), 379 (18), 305 (15), 215 (18), 186 (16), 157
(93), 128 (21), 109 (15), 100 (36), 99 (19), 97 (44), 95 (29), 85 (24), 84
(12), 83 (29), 82 (11), 81 (36), 79 (13), 71 (31), 70 (13), 69 (48), 68 (15),
67 (35), 59 (100), 57 (91), 56 (19), 55 (85).

1.2.6.10. Sintese de (3R,5R,6R,8S)-6-alquil-8-hidroxi-2,7-
dioxabiciclo[3.3.0]octan-3-onas [10a] e (3R,5R,6R,8R)-6-alquil-8-
hidroxi-2,7-dioxabiciclo[3.3.0]octan-3-onas [108]

o]
R W0 wi\OH R\Q/
/ HzS0, 2%, 100°C
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OCH,4
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A um baldo de fundo redondo de 250 mL, foi adicionado o éster
[9A] ou [9B], solubilizado em 1,4—dioxano (Vetec). Em seguida adicionou-
se solucdo aquosa de H,SO4 2% e manteve-se o sistema em agitacao e
refluxo mantendo-se a temperatura do banho de glicerina igual a100°C
por 3 horas. As condicdes utilizadas para cada éster estdo detalhadas na
Tabela 1.4.

Tabela 1.4. Condi¢des para a reacao de hidrolise acida.

Ester - (g) (mmol) 1,4-dioxano (mL) H,SO,4 2% (mL)
[9A] - 0,629 (1,6 mol) 30 14
[9B ]- 1,109 (2,4 mmol) 50 22
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ApoGs entrar em equilibrio térmico com o ambiente, a mistura foi
entdo transferida para um funil de decantacao e o baldo, lavado com trés
aliquotas de 20 mL de éter dietilico. Em seguida, transferiu-se o material
para o funil de separacédo contendo éter dietilico (130 mL/mmol) e agitou-
se. A fase organica foi lavada com solucdo aquosa saturada de NaHCOg3
(30 mL/mmol), secada com MgSQO, anidro, filtrada em funil sinterizado G3
e concentrada em evaporador rotatorio. A purificacdo dos produtos foi
realizada em coluna cromatogréafica de silica-gel utilizando como eluente
a mistura hexano/AcOEt (1:1), obtendo-se uma mistura de isdmeros [10]
com a hidroxila em o e B {{10Aa] e [10AB]; 0,35g; 74%} e {[10Ba] e

[10BB]; 0,839; 90%)}, sendo os isdbmeros 3 0s majoritarios.

Produtos [10A]
FM: C17H3004 CCD: 0,49[B]; 0,55[a] (hexano:AcOEt 2:1)
M: 298,42 g.mol™ Aspecto: Sélido branco
Ts: 56,3 -57,4°C
Andélise elementar: Calculado: C: 68,42%; H:10,13 %;
Experimental: C: 69,28%; H: 10,19%
Infravermelho (Filme sobre Csl, vmax): 3415, 2922, 2852, 1780, 1465,
1419, 1358, 1293, 1165, 1078, 1045, 972, 904, 814, 774, 721, 697, 564.
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RMN de 'H (300 MHz) &: 0,87 (t, 3H, J11.10~6,6; 11’ a,B); 1,25 (m, 18H,
H2-H10’ a,B); 1,39-1,43(m, 2H, HT a,B); 1,55-1,63 (m, 1H, OH a,B);
2,40-2,53 (m, 1H, H4a o,B); 2,65-2,90 (m, 1H, H4b o,B); 2,65-2,90 (m,
1H, H5a,B); 3,88-4,01 (m, 1H,H6 a,B); 4,86 (d,1H, J1 5= 6,0; H1B); 4,9 (dd,
1H, J1g= 4,5; J15 = 8,7; H1 a); 5,50 (d, 1H, Jg1 = 4,5; H8 a); 5,53 (s, 1H,
H8B).

RMN de *3C (75 MHz) &: 14,07 (11°a,B); 22,65 (C10°0,B); 25,63 (C2'a);
25,98 (C2’B); 29,30 (C8’a,P); 29,38 (C7’a,B); 29,50 (C5’, C6’a,pB); 29,59
(C3’, C4a,B); 31,88 (C9'0,B); 33,32 (Cda,B); 34,70 (C1’a); 37,54 (C1'B);
42,07 (C5a); 42,59 (C5p); 82,24 (C6a); 83,34 (Cla); 87,99 (C6PB); 88,38
(C1B); 95,59 (C8a); 100,86 (C8B); 175,69 (C3p);176,53 (C3a);

EM, m/z (%): 298 (0,1); 143 (96), 125 (18), 114 (15), 98 (17), 97 (51), 96
(17), 86 (15), 85 (61), 84 (23), 83 (33), 82 (14), 81 (22), 71 (19), 70 (36),
69 (49), 68 (19), 67 (31), 57 (67), 56 (22), 55 (100).

Produtos [10B]

FM: C23H4204 CCD: 0,46[B]; 0,41[a] (Hexano/AcOEt 2:1)
M: 382,58 g.mol™ Aspecto: Sélido branco
Ts. 87,6 — 88,9

Analise elementar: Calculado: C: 72,21%; H: 11,07%

Experimental: 71,90%; H:11,07%
Infravermelho (Filme sobre Csl, vmax): 3429, 2916, 2848, 1756, 1472,
1463, 1437, 1419, 1380, 1330, 1295, 1260, 1212, 1170, 1044, 995, 969,
915, 875, 847, 803,728, 718, 575.
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RMN de *H (300 MHz) &: 0,87 (t, 3H, J17.16~6,6; H17’ a,B); 1,25 (m, 30H,
H2-H16’ o,B); 1,41-1,44 (m, 2H, H1’ o,B); 1,57-1,75 (m, 1H, OH a,p);
2,41-2,53 (m, 1H, H4a o,p); 2,63-2,94 (m, 1H, H4b o,B); 2,63-2,94 (m,
1H, H5a,B); 3,90-4,00 (m, 1H,H6 a,B); 4,86 (d,1H, J1 5= 6,0; H1B); 4,9 (dd,
1H, J1g=3,9; J15= 8,1; H1 a); 5,51 (d, 1H, J1g= 3,9; H8 ); 5,54 (s, 1H,
H8B);

RMN de *°C (75 MHz) §: 14,1 (C17°a,B); 22,7 (C16’a,B); 25,7 (C2’a); 26,0
(C2'B); 29,3 (C14’a,B); 29,4 (C13°a,B); 29,5 (C12°a,B); 29,5 (C11'a,P);
29,7 (C3’-C10°a,B); 31,9 (C15’a,B); 33,3 (C4ar); 33,9 (C4B); 34,7 (CTa);
37,5 (C1’B); 42,1 (C5a); 42,6 (C5B); 82,2 (C6a); 83,3 (Cla); 88,0 (C6B);
88,3 (C1B); 95,6 (C8a); 100,9 (C8B); 175,6 (C3P); 176,4 (C3w).

EM, m/z (%):382 (0,3); 143 (74), 125 (11), 114 (61), 98 (13), 97 (39), 96
(21), 95 (17), 86 (10), 85 (44), 84 (16), 83 (29), 82 (13), 81 (20), 71 (23),
70 (28), 69 (40), 68 (16), 67 (26), 57 (78), 56 (20), 55 (100).
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1.2.6.11. Sintese de (1R,5R,6R)-6-alquil-2,7-dioxabiciclo[3.3.0]octano-
3,8-dionas [11]
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A um baldo de fundo redondo, contendo a mistura de epimeros de
[10A] ou [10B] foi adicionada acetona (VETEC) até a total solubilizacao
do composto. Em seguida, com o auxilio de uma bureta de 25 mL,
adicionou-se o0 reagente de Jones, preparado de acordo com o item
1.2.2.2, sob agitacdo magnética, gota-a-gota, até o aparecimento de uma
coloracdo marrom. Apos 5 minutos, adicionou-se a mesma quantidade
anterior e deixou-se sob agitacdo por mais 5 minutos. Acrescentaram-se
CH.Cl, e a4gua ao sistema. O sistema bifasico foi entdo transferido para
um funil de separacdo. Foram realizadas cinco extracées com CH,Cl,. Em
seguida, as fases organicas reunidas foram lavadas com solucdo aquosa
saturada de NaHCOsj, secadas com Nap,SO, anidro, filtradas e
concentradas sob pressao reduzida. Na Tabela 1.5 estdo descritas as

condicOes utilizadas para a obtencéo de cada produto.

Tabela 1.5. Condicdes utilizadas na etapa de oxidacéo.

Reagente ]
Composto  Acetona CH.Cl;, Agua NaHCOgz(qg)
de Jones
g (mmol) (mL) (mL) (mL) (mL)
(mL)
[10A] 0,33 (1) 25 12+12 25+ (2x25) 20 2x20
[10B] 0,39 (1) 35 0,6+0,6 50+ (4x30) 30 2x10
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Os produtos foram purificados em coluna cromatogréfica de silica
gel, usando como eluente haxano/acetato de etila 2:1, obtendo se 0,12g
de [11A] e 0,33 g de [11B], com rendimentos de 40% e 88%,

respectivamente.

Produto [11A]
FM: C17H2804 CCD: R¢: 0,47 (hexano/AcOEt 2:1).
M: 296,40 g.mol™* Aspecto: Sélido branco
Ts: 57,6 — 58,8 °C
Anélise elementar: Calculado: C: 68,89%; H: 9,52%
Experimental: 68,78%; H: 9,35%
Infravermelho (Filme sobre Csl, vmax): 2922, 2852, 1780, 1466, 1415,
1359, 1295, 1245, 1216, 1148, 1076, 1001, 969, 856, 722, 552, 474.

RMN de *H (300 MHz) &: 0,87 (pseudo t, 3H, J11 10 = 6,3, H11’); 1,26 (sl,
16H, H3’-H10’); 1,38 — 1,51 (m, 1H, H2’); 1,65 — 1,80 (m, 2H, H1’); 2,54
(dd, 1H, Jsas = 3,9; Jsasp = 18, H4a); 2,94 (dd, 1H, Japs = 9,3; Jap4a = 18;
H4b); 3,0 — 3,09 (m, 1H, H5); 4,34 (td, 1H, Js1ra = Js.1b = 5,4; Js5 = 7,5;
H6); 5,00 (d, 1H, J15 = 7,5; H1);

RMN de C (75 MHz) & 14,08 (C11°); 22,65 (C10’); 24,88 (C2’); 29,12
(C8’); 29,23 (C6’); 29,29 (CT7’); 29,43 (C4’, C5’); 29,55 (C3’); 31,87 (C9’);
32,80 (C4); 35,45 (C1°); 40,17 (C5); 77,0 (C1); 84,81 (C6); 169,82 (C3);
173,6 (C8).

EM, m/z (%): 296 (1), 113 (13), 111 (12), 109 (10), 98 (13), 97 (35), 96
(14), 95 (32), 85 (17), 84 (41), 83 (35), 81 (28), 79 (11), 71 (16), 70 (34),
69 (48), 68 (23), 67 (35), 57 (58), 56 (28), 55 (100), 54 (19).

36



Produto [11B]
FM: Co3H4004 CCD: R¢: 0,61 (hexano/AcOEt 2:1).
M: 380,56 g.mol™ Aspecto: Sélido branco
Ts: 81,5 -82,6°C
Analise elementar: Calculado: C: 72,59%; H: 10,59%

Experimental: C: 72,59%; H:10,63%
Infravermelho (Filme sobre Csl, vmax):. 2919, 2848, 1783, 1560, 1465,
1352, 1288, 1248, 1217, 1144, 1127, 1079, 1047, 1005, 990, 971, 934,
900, 858, 790, 721, 691, 640, 548, 470.

RMN de *H (300 MHz) &: 0,87 (pseudo t, 3H, Jig 17 = 6,3; H17’); 1,25 (m,
16H, H3’-H16’); 1,38 — 1,49 (m, 2H, H2’); 1,65 — 1,77 (m, 2H, H1’); 2,55
(dd, 1H, J4a5 = 3,9; Jsaap = 18, H4a); 2,94 (dd, 1H, Japs = 9,3; Japsa = 18;
H4b); 3,0 — 3,09 (m, 1H, H5); 4,34 (td, 1H, Js1a = Js.1b = 5,7; Je5 = 7,2;
H6); 5,01 (d, 1H, J15 = 7,8; H1);

RMN de °C (75 MHz) & 14,12 (C17’); 22,67 (C16’); 24,88 (C2’); 29,12
(C14’); 29,34 (C12’,C13’); 29,44 (C10’, C11°); 29,56 (C7’, C8’, C9’); 29,61
(C5’,C6’); 29,67 (C3’,C4’); 31,90 (C15%); 32,80 (C4); 35,45 (C1’); 40,16
(C5); 77,0 (C1); 84,79 (C6); 169,33 (C3); 173,63 (C8).

EM, m/z (%): 380 (1), 97 (27), 96 (12), 95 (24), 85 (14), 84 (23), 83 (34),

82 (15), 81 (24), 71 (19), 70 (19), 69 (40), 68 (17), 67 (28), 57 (67), 56
(23), 55 (100).
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1.2.6.12. Sintese de (1R,5R,6R)-6-alquil-4-metilideno-2,7-
dioxabiciclo[3.3.0]octano-3,8-dionas [13]

o o 0o
R o R o R o
i) CMM, 120°C ACONa/ACOH

A > N z —_— E 2
S z 1) HCl(a) £ z CH,O/Et,N s Z
N O = [e) 2 2 [o)
\[( O\ =
/c
0 HO 0 o)
[11]  R=CuHas (A), CizHas (B) [12] [13]

A um baldo de duas vias de 100 mL contendo o composto [11A]
0,1 g; 0,3 mmol) ou [11B] (0,34 g; 0,9 mmol), sob atmosfera de
nitrogénio, foi injetada uma solucao de carbonato de metilmetoximagnésio
a 2 mol.L™ em dimetilformamida (ALDRICH), sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente.

A mistura foi entdo aquecida a 112°C em banho de glicerina e
mantida em refluxo por 6 horas. Apds esse tempo, foi resfriada em banho
de gelo, mantendo-se a agitacdo. Ao sistema foi adicionada uma solugéo
aquosa gelada de HCI 6 mol.L™. Em seguida adicionou-se éter dietilico
por 3 vezes a cada 10 minutos e manteve-se a agitacdo por 40 minutos,
até que se solubilizasse todo o precipitado. A mistura reacional foi entédo
transferida para um funil de separagéo e extraida com éter dietilico. A
fase organica foi retornada ao funil de separacao, onde foi lavada com 10
mL de &agua destilada e duas vezes com solucdo aquosa saturada de
NaCl e novamente com 10 mL de agua destilada. Em seguida adicionou-
se MgSOQO,, filtrou-se e evaporou-se a fase organica em evaporador
rotatério, obtendo-se assim os acidos [12A] e [12B], que foram utilizados
imediatamente na etapa seguinte, sem purificacdo. As condicoes
utilizadas para a sintese dos compostos [12] estdo descritas na Tabela
1.6.
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Tabela 1.6. Condi¢cdes adotadas para a reacdo de formacgdo dos acidos

dilactbnicos.
CMM HCI/Eter diet.  Eter diet. ~ NaCl (aq)
Composto
(mL) (mL) (mL) (mL)
[11A] 0,85 10/2+2+2 2x15 2x10
[11B] 5,00 30/10+5+5 2 x40 2x30

Preparou-se a solucdo-tampao pH 4, com 0,105 g de acetato de
sédio (VETEC) e 4 mL de acido acético (VETEC) e reservou-se. Em um
outro béquer preparou-se uma mistura com 1 mL de dietilamina e 2,92 mL
de formaldeido. Misturaram-se as duas solucdes e retirou-se uma aliquota
que foi adicionada ao baldo contendo [12A] ou [12B] e promoveu-se uma
agitacdo vigorosa por 5 minutos. Em seguida manteve-se o baldo em
banho-maria a 60°C com agitacdo constante por mais 5 minutos.

Aguardou-se resfriar o baldo a temperatura ambiente e adicionou-
se uma mistura de éter dietilico (SYNTH) e agua destilada. Agitou-se o
sistema e separou-se a fase organica. A fase organica foi lavada com
agua destilada e depois com solucédo aquosa de NaHCOg, aguardando-se
até que se cessassem as bolhas. A fase organica foi entdo secada com
MgSQ,, filtrada e concentrada em evaporador rotatério. Os produtos
foram purificados por coluna cromatografica de silica gel, utilizando como
eluente hexano:acetato de etila 2:1, obtendo-se os compostos [13A]
(0,061 g) e [13B] (0,13 g) com rendimentos de 61% e 36%

respectivamente. Na Tabela 1.7 estao descritas as condi¢des da reagao.
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Tabela 1.7. Condicdes de reacdo para a metilenacdo dos compostos [12].

Solugéo Eter + H,O HO  NaHCO3 (aq)
Produto
reagente*/mL (mL) (mL) (mL)
[13A] 1 15+5 20 20
[13B] 3 30 + 10 30 30

*Preparada a partir de AcONa, AcOH, Et,NH e HCOH

Produto [13A]
FM: C1gH2804 CCD: R¢: 0,66 (hexano/AcOEt 2:1).
M: 308,41 g.mol™ Aspecto: Sélido branco
Ti: 64,4 -64,9°C
Analise elementar: Calculado: C: 70,10%; H: 9,15%

Experimental: C: 70,57%; H:9,27%
Infravermelho (Filme sobre Csl, vmax):. 2918, 2848, 1784, 1761, 1663,
1465, 1454, 1350, 1302, 1287, 1270, 1239, 1223, 1201, 1122, 1084,
1063, 1036, 1021, 1007, 990, 967, 956, 936, 919, 821, 715, 665, 599,
549, 466, 443.

RMN de *H (300 MHz) &: 0,86 (t, 3H, Ji110 = 6,3; H11%); 1,26 (m, 16H,
H3’-H10%); 1,40 — 1,50 (m, 2H, H2’): 1,76 — 1,84 (m, 2H, H1’); 3,53 — 3,58
(m, 1H, H5); 4,39-4,45 (m, 1H, H6); 5,05 (d, 1H, J. 5 = 8,4;H1); 5,87 (dd,
1H, Joas = 0,3; Jeass = 2,4, HOa); 6,47 (d, 1H, Jop 0a =2,4; HOD);
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RMN de *3C (75 MHz) &: 14,12 (C11’); 22,90 (C10’); 24,05 (C2’); 29,53
(C7’, C8’); 29,58 (C5’); 29,58 (C6’); 29,67 (C4’); 29,79 (C3’); 32,11 (C9);
36,30 (C1’); 44,40 (C5); 74,50 (C1); 85,37 (C6); 126,48 (C9); 134,84 (C4);
167,69 (C3); 169,94 (C8).

EM, m/z (%): 51(34), 52(18), 53(45), 54(14), 55(96), 56(28), 57(89),
65(11),66(14), 67(67), 68(67), 69(62), 70(16), 71(17), 79(15), 81(39),
82(24), 83(22), 84(24), 93(18), 95(49), 96(100), 97(32), 98(21), 107(18),
109(56), 110(29), 11(16), 112(12), 121(13), 124(13), 125(20), 126(11),
149(16), 233(17), 308(1), 310(L).

Produto [13B]
FM: C24H4004 CCD: R¢: 0,45 (hexano/AcOEt 3:1).
MM: 392,57 g.mol™ Aspecto: Sélido branco
T 71,2-72,4°C
Anélise elementar: Calculado: C: 73,43%; H: 10,27%
Experimental: C: 63,99%; H:9,08%

Infravermelho (Filme sobre Csl, vmnax):. 2914, 2846, 1768, 1774, 1472,
1460, 1297, 1267, 1233, 1206, 1133, 1102, 1072, 1046, 1030, 1010, 962,
931, 909, 815, 729, 717, 620, 545, 434.

RMN de 'H (300 MHz) &: 0,87 (t, 3H, Ji7.1¢ = 6,3; H17%); 1,26 (m, 16H,
H3’-H16%); 1,41 — 1,49 (m, 2H, H2’); 1,76 — 1,84 (m, 2H, H1”); 3,54 — 3,59
(m, 1H, H5); 4,39-4,45 (m, 1H, H6); 5,05 (d, 1H, Ji5 = 8,4; H2); 5,87 (d,
1H, Joaop = 2,4, H9a); 6,47 (d, 1H, Jop.0a =2,4; HOD);
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RMN de ¥C (75 MHz) &: 14,08 (17°); 22,64 (C16’); 24,78 (C2’); 29,06
(C14’); 29,32 (C13’); 29,42 (C12’); 29,54 (C9, C10°, C11’); 29,58
(C6’,C7°,C8’); 29,64 (C3’,C4’,C5’); 31,86 (C15%); 36,00 (C1’); 44,05 (C5);
74,26 (C1); 85,18 (C6); 126,50 (C9); 134,52 (C4); 167,51 (C3); 169,80
(C8).

EM, m/z (%): 50(16), 51(64), 60(15), 70(43), 73(22), 80(74), 85(42),

92(17), 96(32), 109(51), 115(19), 127(16), 128(13), 129(10), 145(19),
150(15), 157(15), 185(10), 364(11), 374(10), 392(6).
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1.3. Discusséao dos Resultados

1.3.1 Sintese de 1,2:5,6-di-O-isopropilideno-a-D-glicofuranose [2]

HO

O
0] 0]
\
S \ WOH ><Ol/ \ \
HO W\ antl O\

Figura 1. 4. Protegao das hidroxilas dos carbonos 1,2 e 5,6 da a-D-
glicose (forma furanosidica).

Segundo Wyatt e Warren (2007), moléculas como hidroxi acidos,
amino alcoois, terpenos, carboidratos e alcaléides fazem parte do
universo de materiais de partida para sintese assimétrica através da
metodologia conhecida como Chiral Pool'. Dentro deste grupo de
compostos baratos e enantiomericamente puros podem-se destacar 0s
carboidratos, onde muitas substancias foram sintetizados a partir da o—D-
glicose mais do que de qualguer outro membro do Chiral pool , sendo
esta entdo uma escolha bastante acertada para a sintese assimétrica em
guestao.

Nesta primeira etapa foi realizada a protecdo da a-D-glicose [1],
seguindo metodologia descrita por SCHMIDT (1962), utilizando acetona
em meio acido (H3PO,), na presenca de catalisador (ZnCl,) dando origem
ao dioxolano [2], com rendimento de 77%.

A protegcédo de 1,2 ou 1,3 dibis como derivados O-isopropilideno
(acetonideos) é muito importante para sinteses organicas em varias
etapas (GREENE e WUTS, 1999; CLAYDEN, et al. 2001).

1 O Chiral Pool é definido como sendo um processo de sintese assimétrica utilizando
produtos naturais como materiais de partida desde que sejam enantiomericamente
puros, tenham grande disponibilidade na natureza e sejam baratos (Wyatt, P. e Warren,
S., 2007; Hanessian, 1997).
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Como os acetais ndo sofrem hidrolise em meio neutro e basico,
constituem protecdo adequada para hidroxilas contra reacoes
indesejaveis nessas condicoes.

A D-glicose, em solucao, se apresenta em trés formas (Figura 1.5):
cadeia aberta, furanosidica e, sendo a mais comum, a forma piranosidica.
Cada forma pode ser protegida pela formacéo satisfatoria de diferentes
acetais. O benzaldeido, por exemplo, reage preferencialmente com a
forma piranosidica com todos os substituintes na posi¢cao equatorial. Um
grupo tiol protege o grupo aldeido da conformacdo de cadeia aberta
formando um bis-alquiltioacetal e a acetona forma acetais de cinco
membros preferindo, entdo, a forma furanosidica com hidroxilas cis
(WYATT e WARREN, 2007).

O 0

HO 2. PhCHO, H HO
OH OH

OH OMe

a-D-Glicose
Forma piranosidica

OH OH
®
RSH, H
e CHO
OH OH
a-D-Glicose
Cadeia aberta
(0]
(0]
WOH
e ® 0 ||
Acetona, H - Q
///// ,,,,////
OH HO (@]

a-D-Glicose
Forma furanosidica

Figura 1.5. Formas isoméricas da a-D-glicose e diferentes métodos de
protecdo de seus grupos funcionais.
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A formacdo do produto [2] ocorre através do ataque de uma das
hidroxilas cis-vicinais a carbonila da acetona, catalisado pelo cloreto de
zinco. Para que este ataque ocorra, a forma isomérica preferencial da D-
glicose deve ser a furanosidica (anel de 5 membros) com a hidroxila

anomerica na posi¢cdo a, como observado na proposta mecanistica da

Figura 1.6.
©)
ch|2
CHs /\ 00
/&o cl—zn—cl S
HsC
HsC CHy
HO— HO— HO—
o
ZnCl,

H3C
HO— HO—
HQ
—eee
—
®
~ Hz0
CHs
CH3

© ®

ZN(OH)Cl, * H0 =~———= ZnCl,+ 2H,0

Figura 1.6. Mecanismo de protecédo das hidroxilas 1 e 2 da a-D-glicose

[1].
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Sendo a a-D-glicose insoluvel em acetona, apos o estabelecimento
do equilibrio, foi facilmente removida da solu¢do do dioxolano [2] formado
através de filtracdo a vacuo. Posteriormente o produto foi purificado
através de recristalizacdo. A estreita faixa de temperatura de fusdo do
produto [2] (107,9 — 109,0 °C) indicou sua pureza.

O espectro no infravermelho de [2] (Figura 1.7) apresenta as
bandas de estiramento O-H (3428 cm™), de estiramento simétrico e
assimétrico das ligacbes C-H (2984 a 2871 cm™) e de diversos
estiramentos C-O-C de acetais (1161 a 1007 cm™).

20 3428 2084

F1161

1007

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Figura 1.7. Espectro no infravermelho (KBr) do dioxolano [2].
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1.3.2. Sintese de 1,2:5,6-di-O-isopropilideno-a-D-ribo-exofuran-3-

ulose [3]

O O

o} Rtiile} (e} iiiYe)

PDC, ACOH, CH,Cl,

", Peneira molecular 3 A ",
/////O I////
HO (0]

(21 [3]

Figura 1.8. Oxidacéo do dioxolano [2].

A reacdo de oxidacdo do dioxolano [2] foi realizada através da
metodologia descrita por CZERNECKI, et al. (1985). Nesta etapa foi
utilizado como agente oxidante o dicromato de oiridinio (PDC), preparado

através da reacgdo entre piridina e anidrido crémico (Figura 1.9).

+ 2CrOs + H,0 Cr07

b\

Figura 1.9. Sintese do dicromato de piridinio (PDC).

Varias metodologias para a preparacao de [3] foram testadas por
outros autores a fim de encontrar a melhor relagdo entre o tempo de
reacao e rendimento (PEREIRA, 2000), sendo a metodologia descrita por
CZERNECKI et al. (1985) a mais indicada. Neste procedimento a
oxidacdo da hidroxila de [2] ocorre sob condi¢cdes brandas, utilizando-se o
dicromato de piridinio preparado, finamente pulverizado, diclorometano
seco, acido acético seco e a peneira molecular 3A finamente pulverizada
e ativada a 300 °C em forno mufla por 5 horas e resfriada em dessecador.
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O uso do PDC para a oxidagao de alcoois a aldeidos e cetonas foi
descrito pela primeira vez por Coates e Corrigan em 1969, mas toda
atencdo a esse reagente util foi dada posteriormente através da
publicacdo de Corey e Schmidt, em 1979, onde descreviam toda a
utilidade e vantagens do uso deste reagente (TOJO e FERNANDEZ,
2006).

Outras formas de oxidacdo poderiam ser utilizadas, como a
oxidacdo de Jones, Collins, Swern, etc, mas o PDC apresenta vantagens
interessantes: Existe na forma de cristais alaranjados brilhantes que
permanecem inalterados durante a sua manipulacdo ao ar, por nao ser
hidrofilico e possuir propriedades quase neutras (ndo possui
caracteristicas acidas), permite a oxidacdo seletiva de 4&lcoois na
presenca de grupos funcionais sensiveis (TOJO e FERNANDEZ, 2006),
como no caso dos acetais presentes no dioxolano, sendo entdo util para
esta etapa de oxidacao.

O PDC, assim como outros oxidantes a base de cromo, atua via
um intermediario éster cromato que evolui a carbonila (Figuras 1.10 e
1.11, respectivamente) (TOJO e FERNANDEZ, 2006).
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Figura 1.10. Proposta mecanistica para a formacao do éster cromato.
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Figura 1.11. Etapa da oxidag&o do dioxolano na forma de éster cromato
ao composto [3].

O espectro no infravermelho (Figura 1.12), obtido apds 12 horas,
confirma a formacdo do composto [3]. Observa-se uma banda em 1772
cm™, referente ao estiramento da ligagdo C=O da carbonila. Nota-se
também uma banda referente ao estiramento da ligagdo O-H em

3428 cm™, indicando a formagéo de hidrato.

Figura 1.12. Espectro no infravermelho (Filme sobre Csl) pra o0 composto

[3].
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A formacdo de hidrato [3a] (Figura 1.13) pode ocorrer atraves da

reacdo com H,O da atmosfera, que se liga ao &omo de carbono da

carbonila do composto [3].

n\\\\‘o.'

1,
///
(O

$QH
(3] [3a]

Figura 1.13. Formacéo do Hidrato [3a] através da rea¢do com agua.

Para confirmar a formacdo do composto [3a], foi obtido um
espectro no infravermelho ap6s 24 horas da preparacdo de [3] (Figura
1.14) e pode-se notar uma consideravel reducéo na intensidade da banda
referente ao estiramento C=0 da carbonila em 1772 cm™ e um acréscimo
na intensidade da banda de estiramento de O-H em 3407 cm™. Apds
avaliar esses parametros, o composto [3] foi sintetizado novamente e

utilizado imediatamente apds a sua caracterizacao.
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Figura 1.14. Espectro no infravermelho (Filme sobre Csl) obtido apos
armazenamento do produto [3] por 24 hs na bancada de laboratério,
indicando a formacao do hidrato [3a].
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1.3.3. Sintese de 3-(E,Z)-C-(carbometoximetilideno)-3-desoxi-1,2:5,6-
di-O-isopropilideno-a-D-alofuranoses [4]

n\\\\i'o.' ><‘.O,'

|||\\\io‘.

(CH30),POCH,CO,CHy
", > ‘0,
. K7e% t-BUOK, THF o
&
W, ﬁ—§0H3
Q.
[3] [4]

Figura 1.15. Preparacdo da mistura de ésteres [4].

As reacOes de Wittig caracterizam-se pela formacéo de ligacbes
duplas carbono-carbono entre compostos carbonilicos e fosforanos
(ilideos de fosforo) e, desde e a sua descoberta, tém se tornado um dos
mais importantes e efetivos meios para a sintese de alquenos (olefinagéo)
(KURTI e CZAKO, 2005).

Uma importante variacdo do método de Wittig, conhecida como
reacdo de Wittig-Horner ou Horner-Wadsworth-Emmons, foi introduzida
no final da década 1950 por L. Horner e ratificada em principios da
década de 1960 por W.S. Wadsworth e W.D. Emmons. Esses autores
revelaram em seus estudos uma significativa vantagem no uso de
carbanions fosforados estabilizados no lugar dos tradicionais ilidieos de
trifenilfosforano (Figura 1.16) (KURTI e CZAKO, 2005). Neste contexto, 0
hidrogénio do atomo de carbono ligado ao fosforo se torna mais acidico,
possibilitando o uso de uma base mais fraca, como o t-BuOK, sendo
entdo o ilideo formado estabilizado por ressonédncia. O uso desses
reagentes gera também um sal de fésforo que pode ser facilmente
removido pela adicdo de agua no momento da elaboracdo da reacao
(Figura 1.17).
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Figura 1.16. Estruturas de ressonancia para: (a) um carbanion fosforado
estabilizado utilizado nas rea¢des de Wittig-Horner e (b) um llideo de

fosforo néo estabilizado.

Nesta etapa de sintese, para a preparacdo dos ésteres [4] foi
utilizada a metodologia de Wittig-Horner descrita por ROSENTHAL e
NGUYEN (1969), utlizando o éster fosfonato 2,2-dimetoxifosforiletanoato
de metila na presenca de tert-butdéxido de potassio em tetraidrofurano,
para formar a espécie reativa (a) (Figura 1.16), que reagiu com O
composto [3] formando a mistura de isémeros [4] (Figura 1.17). A escolha
deste reagente e desta metodologia se baseia no fato de que esta cadeia
lateral terminada em um grupo éster consiste exatamente em um grupo
precursor de um dos anéis lactdnicos do composto final.

A reacdo de Wittig-Horner caracteriza-se pela alta seletividade (E).
No entanto, pequenas quantidades do isébmero (Z) foram formadas, como
mostrou a cromatografia em camada delgada sob revelacdo em camara
de luz UV (L = 254 nm). No entanto, estes compostos nao foram
separados, uma vez que seriam hidrogenados dando origem ao mesmo

produto.

53



e.

HyC e 0 Hy T ot 0 HsC 0
N ek N Ly N
P QTP CH,—C > : Q—P—CH——-C\ < > : o—T—é:H—-c\

Ve Vet o
H3C/ HaC Hsc/ HaC HSC/ H3C/

.||.\|\(\o"

i
",
/)
Yo

aailQ”

""'////
. .. '{O..
HsCO——P——Q:

© .
C——0CH;@

¢ OCH
|

Figura 1.17. Proposta de mecanismo para a formac¢do do composto [4].

O espectro no infravermelho dos produtos [4] (Figural.18), mostrou
uma banda de estiramento C=C na regido de 1679 cm™ e uma banda de
estiramento da carbonila de éster em 1727 cm™, em nimero de onda
compativel com grupo éster a, B insaturado, menor do que o estiramento
apresentado por carbonilas de éster em 1735 cm™. Isto ocorre devido ao
efeito deressonancia apresentado pelas carbonilas de éster a,

B insaturadas (Figura 1.19).
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Figura 1.18. Espectro no infravermelho (Filme sobre Csl) para a mistura
de isdbmeros [4].
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Figura 1.19. Estruturas de ressonancia para a carbonila a,B-insaturada.
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1.3.4. Sintese de 3-C-(carbometoximetil)-3-desoxi-1,2:5,6-di-O-
iIsopropilideno-a-D-alofuranose [5]

O (0]
e} WO @) o
H,, Pd/C
“, o N K7
//O :: //O
Vl’lq//C ——OCH; //C ——OCHj,
(0] (0]
[4] [5]

Figura 1.20. Hidrogenacéo catalitica dos carbonos olefinicos dos ésteres
[4].

A adicdo de hidrogénios a olefinas é possivel através da presenca
de catalisadores como Pd ou Pt, normalmente adsorvidos em carvao
ativado ou Oxido de aluminio. Esses catalisadores permitem um caminho
de reacdo de varios passos e de baixa energia, sendo a taxa de
conversdo do alqueno em alcano maior quanto maior for a superficie do
catalisador (BRUCKNER,2002).

Em uma hidrogenacdo heterogénea, uma molécula de H,
dissolvida na fase liquida se liga covalentemente a superficie do
catalisador. O alqueno também se liga a superficie do catalisador préximo
a ligagdo paladio-hidrogénio. Entdo, segue-se a hidropalatinacdo cis-
seletiva do algueno. Neste momento, um atomo de paladio se liga a um
dos atomos de carbono e um atomo de hidrogénio proximo a esse sitio se
liga ao outro atomo de carbono. Ocorre entdo uma migracdo de outro
atomo de hidrogénio através da difusdao pela superficie do catalisador
para proximo do produto da hidropalatinacéo e este se liga ao composto,

formando entdo o alqueno na forma cis (Figura 1.21) (BRUCKNER,2002).
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Nesta etapa os alquenos (E) e (Z) [4], foram hidrogenados através
do processo de catalise heterogénea? utilizando Pd/C em acetato de etila,

sob atmosfera de hidrogénio e agitacdo, com rendimento de 91%.
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Figura 1.21. Esquema de mecanismo para a hidrogenacado catalitica de

alquenos.

% Entende-se por catalise heterogénea aquele processo onde a hidrogenagao ocorre com
os catalisadores sélidos ndo dissolvidos no meio reacional (Bruckner, 2002).
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Célculos computacionais utilizando o programa Gaussian 03 para
a determinacdo da conformacdo mais estavel para os compostos [4]
(Figura 1.22) confirmam o impedimento espacial exercido pelo grupo
dioxolano em um lado da molécula, indicando que a hidrogenacéo cis-
seletiva de [4] ocorre somente por um lado da mesma (FRISCH, et al.
1998)

Figura 1.22. Conformagédo de menor energia para o isébmero (E) [4],
demonstrando o impedimento espacial dos grupos dioxolano e metila a
esquerda da ligacao dupla, nesta perspectiva. Calculo realizado utilizando
a platoforma RHF/3-21g.

A hidrogenacao de [4] € um ponto chave da rota sintética. Neste
processo, a hidrogenacdo ocorre pela face da molécula que leva a
configuracdo R do carbono 3’, de forma que o grupo éster precursor de
um dos anéis lacténicos adquire uma conformacao favoravel a formacéo

do anel em etapas posteriores (Figura 1.23).
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O espectro no infravermelho de [5] (Figura 1.24) confirma a sua
formacao através da auséncia da banda referente ao estiramento C=C em
1679 cm™, que era evidente no composto de partida (Figura 1.18, pagina
56), confirmando entdo a hidrogenacdo. Além disso, ocorreu o
deslocamento esperado da banda referente ao estiramento da ligacéo
C=0 do éster de 1727 cm™ para 1737 cm *, indicando que esta deixou de
ser conjugada (BARBOSA, 2007).

Figura 1.23. Conformacdo de menor energia para O composto
hidrogenado [5]. Calculo realizado utilizando o método RHF e plataforma
3-21g.
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Figura 1.24. Espectro no infravermelho (Filme sobre Csl) para o
composto hidrogenado [5].
1.3.5. Sintese de 3-desoxi-3-C-(carbometoximetil)-1,2-O-
isopropilideno-a-D-alofuranose [6]
O HO
>< O O
O o) HO ile)
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:::: ""'//,O 0,8%, afrio ::5 ""//,/O
//C—OCH3 \//C_OCHg
O O
(5] 6]

Figura 1.25. Hidrdlise 4cida do composto [5].
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Para a desprotecao seletiva dos acetais ciclicos de cinco membros
(dioxolanos) a hidrélise seletiva em meio acido é o método mais indicado,
visto que esses dois grupos dioxolanos presentes na molécula sofrem
hidrolise com velocidades diferentes (CLAYDEN et al., 2001; SCHMIDT,
1962).

A maior estabilidade do anel de cinco membros fundido ao biciclo
torna-o mais estavel e menos susceptivel a hidrolise, o que explica a
preferéncia pela desprotecdo das hidroxilas 5 e 6. Céalculos
computacionais confirmam que a formagdo do diol através da
desprotecao das hidroxilas 5 e 6 envolve uma menor energia de formacao
(AHg) com uma diferenca de 4,02 kcal/mol (Figura 1.26) (FRISCH, et al.
1998).

A reacao (Figura 1.25) foi acompanhada por CCD, observando os
Rf's dos compostos formados. O produto de partida [5] aparecia com Rf
igual a 0,81 (hexano:acetato de etila 1:2), o produto [6], mais polar,
aparecia com um Rf igual a 0,37 enquanto o subproduto, relativo a
hidrolise dos dois acetais, aparecia com um Rf igual a 0,17. Assim, toda a
reacdo foi acompanhada por CCD até o momento em gque a mancha
relativa ao produto totalmente hidrolisado comecasse a aparecer apés 20
horas de reacéo.

Neste momento, a reacéo foi interrompida com adi¢cdo de solucdo
de Na,CO3; a 10% e o metanol foi eliminado em evaporador rotatério. O
produto obtido foi utilizado diretamente na proxima etapa sem ser isolado
e caracterizado. ROSENTHAL e NGUYEN (1969) descrevem o
isolamento e a caracterizagcdo de [6]; no entanto, estudos posteriores
demonstraram que a utilizacdo direta do produto hidrolisado aumenta o
rendimento global da transformacéo de [5] em [7], como sera mostrado a
seguir (PEREIRA, 2000). Na Figura 1.27, (pagina 64) observa-se a
proposta para o mecanismo da reacao de desprotecdo das hidroxilas dos

carbonos 5 e 6.
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(A) (B)

Figura 1.26. (A) produto da hidrélise dos acetais das hidroxilas em C5 e
C6. (B) produto da hidrélise dos acetais das hidroxilas em C1 e C2.

Figura 1.27. Mecanismo para a hidrolise acida do composto [5].
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1.3.6. Sintese de 3-desoxi-3-C-(carbometoximetil)-1,2-O-
isopropilideno-a-D-ribofuranose [7]
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Figura 1.28. Clivagem oxidativa do composto [6].

O grupo diol, formado na etapa anterior, foi submetido a uma
clivagem oxidativa pelo ion periodato em condi¢cdes brandas (CAREY e
SUNDBERG, 2007). A oxidacdo com periodato de sodio em solugéo
aquosa ocorreu com rendimento de 81% a partir do composto [5].
ROSENTHAL e NGUYEN (1969) obtiveram um rendimento global a partir
do composto [5] de 53%, passando pela etapa de isolamento do
composto [6]. Isto corrobora a proposta metodologica de PEREIRA
(2000), onde a obtencdo de [7] sem o isolamento de [6] levara a sua
obtencdo com maiores rendimentos.

A clivagem pode ocorrer via um aduto ciclico do diol e do oxidante,
seguido da liberacdo do aldeido (Figura 1.29) (CAREY e SUNDBERG,
2007).

A reacao ocorreu por trés horas e o pH foi mantido em torno de 7
através da adicdo de solucdo de NaOH 0,25 mol.L™ para neutralizar o
acido metandico formado como subproduto da reacdo paralela de
oxidagao do metanal, assim evitando a hidrolise do grupo dioxolano.

O espectro no infravermelho do composto [7] (Figura 1.30), mostra
uma banda em 1738 cm™, caracteristica de estiramento C=0O de
carbonilas e, neste caso, indica a sobreposi¢do das carbonilas do éster e

do aldeido.
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Outro fato relevante foi o aparecimento da banda em 3454 cm™,

relativa ao estiramento da ligacdo O-H de &lcoois, o que pode indicar que
0 produto estava contaminado pelo material de partida [6] e, portanto a

oxidacdo nao havia sido completada quando foi interrompida.
Considerando este fato e a variagcado de pH indicativa do consumo
de oxidante pelo metanol, supde-se que melhor rendimento teria sido

alcancado com o uso de dois equivalentes de periodato.
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Figura 1.29. Proposta de mecanismo para a clivagem oxidativa do diol [6]

para a formacdo do composto [7].
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Figura 1.30. Espectro no infravermelho (Filme sobre Csl) do produto [7].

1.3.7. Preparo dos Sais de Wittig

Os sais de Wittig foram preparados através de uma reacédo do tipo
AnDn (Figura 1.31) entre a trifenilfosfina e um haleto de alquila (brometo
de decila ou brometo de hexadecila) sob refluxo a uma temperatura de
120°C.

Apbés o término da reacdo, os compostos foram resfriados a
temperatura ambiente e armazenados a -10°C por 30 horas para que se
elevasse a taxa de precipitacdo. Em seguida, os sais foram mantidos sob
vacuo, no dessecador. No entanto, pode-se observar uma rapida
mudanca na coloragdo e no aspecto do brometo de deciltrifenilfosfénio,
passando de branco para amarelo-palha e apresentando um aspecto
gelatinoso em razao da sua instabilidade (KOUMBIS et al, 2003) e alta
higroscopicidade. Por esse motivo, ndo foi possivel determinar a
temperatura de fusdo do mesmo e assim os sais foram utilizados logo

apos a sua sintese.
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Figura 1.31. Poposta de mecanismo para a formacéo dos sais de Wittig,
(A) brometo de deciltrifenilfosfonio e (B) brometo de
hexadeciltrifenilfosfonio.

1.3.8. Sintese de (2’R,3’R,4’R,5’R)-2’-{1”-[(2)-alquenil]-4’,5’-
isopropilidenodioxitetraidrofuran-3'-il} acetatos de metila [8]

0O (A) [Ph]3P[CH5];0Br ou H H
% S
o} (B) [Ph]3P[CH,]6Br [ o
H A0 BuLi R allQ
“u, THF Seco 24 h "
1y “,
0 "o
/,
//////, ////////
/C—OCH3 /7: OCH3
e} (0]
[7] R = CgHyg (A) 0u Cy5Hz; (B) (8l

Figura 1.32. Reag0des de olefinacdo do composto [7].
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Nesta etapa, a cadeia lateral que diferencia os analogos do
avenaciolideo é introduzida a partir de uma reacédo de Wittig (Figura 1.32),
sendo entdo uma etapa chave dentro da estratégia de sintese escolhida.

Todos os produtos obtidos a partir de [7] neste trabalho constituem
substancias inéditas.

Os sais de Wittig A e B preparados conforme descrito no iten 1.3.7
reagiram entdo com butillitio sob atmosfera de nitrogénio para a formacao
do ilideo correspondente. Apés a formacdo do ilideo, constatada pela
alteracdo do sistema de incolor para vermelho, o composto [7] foi entdo
introduzido no meio reacional levando a formacdo dos compostos
olefinicos [8A] e [8B], com rendimentos de 31% e 35%, respectivamente.
Os baixos rendimentos podem ser explicados através da alta
higroscopicidade e instabilidade (KOUMBIS et al., 2003) do brometo de
deciltrifenilfosfénio e, principalmente, por uma provavel contaminacao do
material de partida [7] pelo composto [6], como discutido anteriormente.

A reatividade dos ilideos de fosforo depende da natureza dos
grupos substituintes. Se o0s substituintes do carbanion sao grupos
retiradores de elétrons, como por exemplo, uma carbonila, a carga
negativa do ilideo fica deslocalizada no substituinte e entdo o carater
nucleofilico e a reatividade em direcdo ao grupo carbonila de aldeidos e
cetonas € reduzida (CARRUTHERS e COLDHAM, 2005).

Os ilideos podem ser divididos em trés grupos (Figura 1.33), de

acordo com a sua reatividade em funcéo dos seus grupos substituintes.

Ro
®
[Ph]3P% <«—>  [Ph]3P
R3

R1 R,, Rz = alquila, H. llideo n&o estabilizado.
R,, Rz = arila, alquenila, benzila, alila, H. llideo semiestabilizado.
R, Rz =-CO,R, -SO,R, -CN, -COR. llideo estabilizado.

Ro

Rs

Figura 1.33. Estruturas de ressonancia para os ilideos de fésforo (KURTI
e CZAKO, 2005).
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Segundo a literatura (CARRUTHERS e COLDHAM, 2005, KURTI e
CZAKO, 2005), llideos nio estabilizados, como os utilizados neste
trabalho, formam produtos com estereoquimica preferencial (Z) e isso foi
observado para os dois compostos preparados [8A] e [8B]. Através da
andlise das placas de CCD, reveladas em U.V., foi possivel identificar a
presenca de apenas uma mancha para composto [8B] e duas manchas
para o composto [8A]. No entanto, para este ultimo composto, a segunda
mancha apresentou-se com baixa intensidade o que indicou a formacao
de uma quantidade muito pequena do outro estereocisomero.

A estereoquimica (Z) predominante nos produtos [8A] e [8B] surge
da formagédo preferencial do cis-oxafosfetano. Isto ocorre devido a
minimizacdo das interacdes espaciais durante a formacéo do estado de
transicdo do oxafosfetano, onde o0s grupos estdo alinhados
ortogonalmente (Figura 1.34). Dessa maneira este produto passa por um
estado de transicdo de mais baixa energia e consequentemente isto leva
a um controle cinético desta etapa (CARRUTHERS e COLDHAN, 2005;
CLAYDEN et al., 2001), o que corrobora com a proposta mecanistica para

a formacdo dos produtos [8A] e [8B] (Figura 1.35, pagina 71).

P[Phl3 H APy }
N EEE / t0O—PI[Ph]3
1
—_— -C
O o} : \
Rl H : ,’, R2
R2 C’ *
l/ \ ' RZ Rl
R\ H '
Ap[oximagéo perpendicular .. Cis-oxafosfetano
entreoilideo e o composto carbonilico ~  T=-----
Grupos volumosos
mantidos distantes
PIPh]3 H APy )
A FEEE / *O—P[Ph]3
M 1
—_— -C _—
© o AN
1 d
H Rl R2 1 C’,’ R‘Z ///,/,
N, R2 ‘RL
H Rw--°
Grupos volumosos trans-oxafosfetano
proximos

Figura 1.34. Etapa de formacéo do cis e trans oxafosfetano, passando
pelo alinhamento ortogonal dos grupos no estado de transicdo do
oxafosfetano.
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/////

C——QCHs; 8]

//

IIII””I

Figura 1.35. Proposta de mecanismo para a formacao dos produtos [8A]
e [8B].
Nesta proposta, o ilideo formado reage com a carbonila através de

uma reacdo de cicloadicdo [2 + 2], formando entdo o intermediario
intermediario pode em principio formar dois

oxafosfetano. Este
forma preferencialmente o

diasteroisbmeros, mas neste caso,
diasteroisdmero cis, como explicado anteriormente. Seguindo o0 curso

mecanistico, ocorre entdo a eliminacdo do oOxido de trifenilfosfina e a

formacéo do produto [8A] ou [8B].
A Figura 1.36 mostra os produtos obtidos e a numeragéo atribuida

aos seus atomos de carbono. Esta numeracdo ndo coincide com a
nomenclatura oficial e foi utilizada apenas para facilitar a interpretacao

dos dados referentes a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
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Figura 1.36. Produtos obtidos através das reacdes de Wittig.

Os espectros no infravermelho dos compostos [8A] e [8B] néo
foram conclusivos para a elucidacdo e confirmagcdo da estrutura da
molécula. Nao foi possivel observar a banda de estiramento Csp-H acima
de 3000 cm™, que deve estar sobreposta pelas bandas de estiramentos
Csp3-H da grande cadeia alifatica presente nesses compostos. Tampouco
as bandas de estiramento C=C em torno de 1600 cm™ (Figura 1.37) n&o
foram observadas, como também ocorreu no trabalho descrito por
MAGATON (2003), que sintetizou moléculas semelhantes, com cadeia

lateral alifatica.

70



100

90

80

70

60

50-] L~

I’/, /
0

404 ~ —_
focta
Q

1021

2952

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Figura 1.37 Espectro no infravermelho (Filme sobre Csl) para o composto
[8B].

Os dados referentes aos espectros de RMN de *'H foram
conclusivos para a caracterizagcdo das substancias formadas. Em ambos
compostos [8], os sinais referentes aos hidrogénios H1” aparecem com
deslocamento quimico em & 5,26, enquanto os hidrogénios H2” aparecem
com deslocamento quimico em 65,67, dentro da faixa esperada para
hidrogénios de olefinas (CREWS, et al.1998).

Como exemplo, pode-se observar o espectro de RMN de *H para o
composto [8B] representado na Figura 1.38 (pagina 74). Nele, aparece
um sinal em & 5,26, referente ao H1”, como um duplo duplo tripleto com
constantes de acoplamento Jy»= 11 Hz, Jy»= 9,3 Hz e Jyr3= 1,5 Hz. E
um sinal em §5,67 referente ao H2” como um duplo tripleto com
constantes de acoplamento Jy» =11 Hz, J»»3» = 7,8 Hz € J» 2= 0,9 Hz. O
valor da constante de acoplamento, J = 11 Hz, entre os hidrogénios 1” e
2”, confirma a formacdo do composto com estereoquimica (Z) (CREWS,
1998). Os demais sinais de RMN de 'H estdo listados na Tabela 1.8.
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H1"

5.350 5.300
ppm

L L I B I B B
5.250

H2"

5.750 5.700
ppm

ppm

3.0

2.0

1.0

Figura 1.38. Espectro de RMN de 'H (CDCl;, 300MHz) e Mapa de
contornos COSY (CDClI3, 300 MHz) para o composto [8B].
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Apesar da maior proximidade entre o hidrogénio H1” e o oxigénio
O71’, o sinal de H2” aparece em campo mais baixo. Essas atribuicbes
foram confirmadas pela analise dos mapas de contornos COSY e
HETCOR das substancias [8]. Na Figura 1.38, através do mapa de
contornos COSY pode-se observar o acoplamento entre H1” e H2' para o
composto [8B].

O espectro de RMN de *C para o composto [8A] (Figura 1.39)
mostra a duplicagdo do sinal de C1”, indicando entdo a presenga do
isbmero (E), sendo este fato ndo observado tdo claramente para o
composto [8B] (Figura 1.40). Os sinais referentes ao espectro de RMN de
13C estdo listados na Tabela 1.9.

Pelo fato do composto [8B] apresentar maior nimero de atomos
em sua cadeia lateral, em comparacdo com [8A], esperava-se que este
apresentasse uma maior razdo Z:E. Esta hipétese foi confirmada apos a
andlise dos espectros de RMN de *3C, onde foi possivel notar sinais
duplicados de menor intensidade em relacdo aos sinais duplicados de
[8A].

A atribuicdo dos sinais dos carbonos e hidrogénios 1” e 27
presentes na cadeia lateral dos compostos [8] pode ser resolvida com o
auxilio do mapa de contornos HETCOR. A partir da correlacdo com o0s
sinais de hidrogénio previamente atribuidos, foi possivel determinar os
deslocamentos quimicos dos carbonos 1” e 2”. Como exemplo, pode-se
observar o mapa de contornos HETCOR para o composto [8B]
(Figural.4l).

Os compostos minoritarios (E) ndo foram separados, pois ambos
isdmeros seriam hidrogenados na proxima etapa e formariam o mesmo

produto.
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Figura 1.39. Espectro de RMN de *3C (CDCls, 75 MHz) para o produto
[8A].
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Figura 1.40. Espectro de RMN de *C (CDCls, 75 MHz) para o produto
[8B].
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Figura 1.41. Mapa de contornos HETCOR (CDCI;, 300 MHz) para o

produto e [8B].
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Tabela 1.8. Deslocamentos quimicos, multiplicidades e constantes de
acomplamento J (Hz) para os sinais observados nos espectros de RMN
de 'H dos compostos [8A] e [8B] em CDCl; a 300 MHz.

Atribuicéo & 'H [8A] 8 *H [8B]
H3” 2,00 - 2,16 (m) 1,99 — 2,15 (m)
4,77 (t 4,77 (t
H4’ © v
J4',3’,5' = 3,9 J4’,3‘,5’ = 412
5,84 (d 5,84 (d
H5’ @ )
J5’,4’ = 3,9 J5',4’ = 3,9
4,52 (t 4,52 (t
H2’ © O
J231=9,9 J231=9,9
2,26 (dd) 2,26 (dd)
H2a Joaz =4,2 J2a3=4,8
Joa2p = 17 J2a,20 =17
2,61 (dd) 2,61 (dd)
H2b sz,3' = 10,8 sz,3' = 10,5
Jop2a=17 Job2a= 17
5,26 (dtd) 5,26 (dtd)
Jrz=15 Jrg=15
H1”
Jr2=93 Jr2=9,3
Jrz=11 Jrz=11
5,67 (tdd) 5,67 (tdd)
J»2>=0,5 J2>2=0,5
H2”
Jr3y=17,8 Jr3=7,8
Jyp=11 Jy =11
H3”-H10” 1,23-1,29 (m) -
H3” — H16” - 1,52 (sl)
0,87 (pseudo t
H11” (P ) }
J~6,6
0,87 (pseudo t
H17” - P :
J~6,6
Me 1,52 (s) 1,52 (s)
Me 1,32 (s) 1,32 (s)
OMe 3,68 (s) 3,70 (s)




Tabela 1.9. Dados obtidos dos espectros de RMN de **C (CDCls, 75
MHz) dos compostos [8A] e [8B].

Atribuicéo 5 °C [8A] & 13C [8B]
C3’ 46,0 46,0
c4’ 80,6 80,5
C5’ 104,9 104,9
c2 75,7 75,7
C2 27,9 29,2

CMe; 111,4 111,4
Me 26,3 26,3
Me 26,6 26,6

OMe 51,7 51,7
c1 172,5 172,5
c1” 126,2 126,2
c1” 136,7 1136,7
c3” 28,9 27,9
c4’ 29,5 29,7
c5 29,4 29,7
c6” 29,3 29,6
c7’ 29,2 29,6
c8’ 29,1 29,5
co’ 31,9 29,5

Cc10” 27,9 29,4

c11” 14,1 29,4

c12’ - 29,4

Cc13” - 29,3

Cc14” - 28,9

Cc15 - 31,9

C16” - 22,7

c17” - 14,1




Os espectros de massas para 0s compostos [8A] e [8B]
apresentaram os picos referentes aos ions moleculares em m/z 368 e

452, com intensidades de 0,6 e 1%, respectivamente.

1.3.9. Sintese de (2’R,3’R,4'R,5’R)-2’-(alquil-4’,5’-

iIsopropilidenodioxitetraidrofuran-3'-il) acetatos de metila [9]

H
N\
2 N

e o

O
R wwo R Tlle]
H,, Pd/C

’/,
’/
’/
/

H,

‘1
//, .
" Acetato de etila

II[”””
II”’IIII

/7:_OCH3 /7_OCH3
O R= Cngg (e}

ou CygH
[8] 157131 [9]

Figura 1.42. Hidrogenacédo dos carbonos olefinicos dos compostos [8A] e
[8B].

Através da hidrogenacdo da ligacdo dupla, introduzida conforme
discutido no item 1.3.8 através de reacfes de Wittig, tem-se entdo a
cadeia lateral alifatica que, ao final do processo de sintese, diferenciara
0S compostos sintetizados do avenaciolideo.

Os compostos [8A] e [8B] foram hidrogenados sob atmosfera de
hidrogénio na presenca de Pd/C 10% em acetato de etila, obtendo-se os
produtos [9A] e [9B] com rendimentos de 77% e 99%, respectivamente.

Os espectros no infravermelho dos compostos [9A] e [9B] néo
foram conclusivos para a elucidagdo das suas estruturas, uma vez que
guando comparados com 0s espectros dos compostos de partida, estes
nao apresentaram mudancas significativas (Figura 1.37). Como exemplo,
podemos observar o espectro do composto [9B] (Figura 1.43). Nele,
podem-se observar os estiramentos simétrico e assimétrico de Csp3-H em

2980, 2964, 2914, 2847 cm™, referentes & cadeia lateral hidrogenada.
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Figura 1.43. Espectro no infravermelho (Filme sobre Csl) para o produto
[9B].

Com os dados obtidos através da espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de 'H, *C e de correlacdo (COSY), foi obtida a
confirmacéo da formacao dos produtos [9A] e [9B].

Uma comparac&o entre os espectros de RMN de *H dos compostos
[8] e [9] mostra uma alteracdo na multiplicidade e nos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios dos carbonos 1° e 2°. Enquanto para os
compostos [8] os sinais desses hidrogénios apareciam em 6 5,26 e em 6
5,67, respectivamente, essa regido ndo apresentou sinais nos espectros
de [9A] e [9B], como exemplifica a Figura 1.44 (pagina 82). Os sinais dos
hidrogénios 1” e 2” foram deslocados para regido de campo alto, junto aos
sinais dos demais metilenos de suas cadeias alifaticas. No mapa de
contornos COSY (Figura 1.45) observa-se um acoplamento entre o sinal
dos hidrogénios 1” com o do hidrogénio 2’ e também com o multipleto que
contém o sinal referente ao H2”.

A atribuicdo completa dos sinais dos hidrogénios de [9A] e [9B]

esta descrita na Tabela 1.10.
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Figura 1.44. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) para o composto
[9B].
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Figura 1.45. Mapa de contornos COSY (CDCl;, 300 MHz) para o
composto [9B].
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No espectro de RMN de **C do composto [9B] (Figura 1.46), além

da auséncia dos sinais na regidao de olefinas (6 110 - 150), observam-se

dois novos sinais na regido de metilenos saturados (6 26,2 e 32,8),

ausentes nos espectro dos precursores insaturados (Figura 1.40).

Com o auxilio do mapa de contornos HETCOR (Figura 1.47), foi

possivel fazer a atribuicdo de quase todos os sinais dos compostos [9A] e

[9B]. No entanto, os sinais dos carbonos C4”-C12”, de [9B] aparecem

sobrepostos no mapa de contornos HETCOR (Figura 1.47) e no espectro

de RMN de °C. A atribuicdo completa para os sinais de carbono esta

descrita na Tabela 1.11.

C3"-C14"

o 2"
. C15 .
cs' ca' C3' ¢iv| ci16

CMe, J OMe

v
T T T T T T T T T T T
200 150 100 50 0

ppm

Figura 1.46. Espectro de RMN *3C (CDCls 75 MHz) do composto [9B].
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Figura 1.47. Mapa de contornos HETCOR (CDCl;, 300 MHz) para

composto [9B].

100

50

82



Tabela 1.10. Deslocamentos quimicos, multiplicidades e constantes de

acomplamento J (Hz) para os sinais observados nos espectros de RMN

de 1H dos compostos [9A] e [9B] em CDClza 300 MHz.

Atribuicdo & H [9A] & H [9B]
H2’ 1,98 — 2,08 (m) 1,99 —2,10 (m)
Ha 4,74 (1) 4,74 (t)

Jy2=4,2 Jyp2r=4,2
H5: 5,80 (d) 5,80 (d)
Js 4 =39 Js 4 =3,9
H2’ 3,73-3,77 (m) 3,74 - 3,77 (m)
2,31 (dd) 2,31 (dd)
H2a Joaz =4,2 Joa2=3,9
J2a2n = 17 J2a2n= 17
2,64 (dd) 2,61 (dd)
H2b Jop2=10,8 Jep2 = 10,5
Job2a= 17 Job2a= 17
H1” 1,38 -1,42 (m) 1,36 — 1,42 (m)
H2"-H10” 1,24 (sl) -
H2” — H16” - 1,25 (sl)
11" 0,87 (pseudo t) ]
J~6,6
H17" ] 0,87 (pseudo t)
J~6,6
Me 1,47 (s) 1,48 ()
Me 1,30 (s) 1,30 (s)
OMe 3,70 (s) 3,70 (s)
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Tabela 1.11. Dados obtidos dos espectros de RMN de **C (CDCls, 75
MHz) dos compostos [9A] e [9B].

Atribuicéo & BC [9A] & 13C [9B]
C3 45,0 45,0
c4 81,2 81,3
C5 104,9 104,9
c2 80,6 80,6
C2 29,5 29,6
c1” 32,8 32,8
c2 26,2 26,2
C3” 29,9 29,9
c4’ 29,9 29,9
C5” 29,8 29,9
C6” 29,8 29,9
Cc7’ 29,7 29,8
c8’ 29,6 29,8
c9’ 32,1 29,8
C10” 22,9 29,8
c11” 14,3 29,8
c12” - 29,8
Cc13” - 29,79
Cc14” - 29,74
C15” - 32,1
C16” - 22,9
c17” - 14,3
OMe 51,9 51,9
CMe; 111,4 111,4

Me 26,7 26,7

Me 26,5 26,5

C1l 172,9 172,9




No espectro de massas de [9A] observou-se o pico do ion
molecular em m/z 370 (4% de intensidade relativa). No espectro de [9B] o
pico do ion molecular aparece em m/z 454 (2% de intensidade relativa).

1.3.10. Sintese de (3R,5R,6R,8S)-6-alquil-8-hidroxi-2,7-
dioxabiciclo[3.3.0]octan-3-onas [10a] e (3R,5R,6R,8R)-6-alquil-8-
hidroxi-2,7-dioxabiciclo[3.3.0]octan-3-onas [10p]

0 (e}
R wno R\QMAOH
H,SO,4 2%, 100°C

>

II//III
\
e

40077/ ]
/ 1,4 - dioxano

\ L
C OCH3
// R = Cy1Ha3 (A) ou Cy7H35 (B)

o [9] 0 [10]

e}

III//IIII

Oy

Figura 1.48. Hidrdlise 4cida dos compostos [9].

Como o acetal presente nos compostos [9] € estavel, para realizar
a hidrolise foi necessario utilizar uma solucdo acida mais concentrada do
gue a utilizada no item 1.3.5, a uma temperatura de 100°C. Dessa forma o
tempo de reacéo foi reduzido para 3 horas em comparagdo com tempo de
reacdo para a hidrélise do acetal no item 1.3.5. Este procedimento foi
baseado naquele descrito por ANDERSON e FRASIER-REID (1985).

O espectro no infravermelho (Figura 1.49), da mistura de epimeros
[10B] apresenta uma banda em 3429 cm™, referente ao estiramento da
ligacdo O-H, confirmando a presenca deste grupo na molécula. Outra

banda importante para a caracterizacdo de [10B] observada foi a de
estiramento de C=0 em 1757 cm *, indicando a formacdo do anel de

lactona de 5 membros.
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Figura 1.49. Espectro no infravermelho (KBr) para os compostos [10B].
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A proposta de mecanismo descrita ha Figura 1.50 se baseia na

formacao de um céation oxénio. Essa proposta permite a reacdo de uma

molécula de &gua pelas duas faces da molécula, o que possibilita a

formacao dos compostos [10A] e [10B] com a hidroxila na posicéo o e f.
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Figura 1.50. Proposta de mecanismo para a hidrélise acida dos
compostos [9A] e [9B], para a formacao do anel lacténico.
Foi obtida uma mistura de epimeros com as hidroxilas em o e 8, na
proporcao de 2:10 para os compostos [10A] e 3:10 para 0S compostos
[10B], com rendimentos de 70% e 90% , respectivamente. Esta proporgéao
foi observada através dos espectros de RMN de 'H pela integracdo dos
sinais de H8, que aparecem em torno de & 5,54, como exemplifica a

Figura 1.51.
identificacdo dos isdmeros [10a] e [10B]. Uma vez que, com a hidroxila

Os sinais dos hidrogénios 1 e 8 dos compostos [10] permitiram a
em B, os angulos entre H1 e H8 se aproximam de 90° (Figura 1.52), o

sinal de H8 aparece como um simpleto e 0 de H1 como um dupleto (J;5 =

6 Hz).
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Ja os componentes minoritarios, com hidroxilas em a (Figura 1.53),
geraram sinais de maior multiplicidade para esses hidrogénios, pois ha
acoplamento entre H8 e H1 (Jg1 = 4 Hz), observando-se um dupleto para
0 primeiro e um dupleto duplo para o segundo. A Figura 1.51 exemplifica
esses resultados.

A analise dos mapas de contornos COSY (Figura 1.54), possibilitou
uma melhor atribuicdo dos sinais de hidrogénios através da visualizacao
dos acoplamentos entre H8a e Hla, Hla e H50 e também entre H1p e
H5B. As atribuicdes de todos os sinais de hidrogénio para os compostos

[10] estdo descritas na Tabela 1.12.

oH

[10Ba] %,

%°
0
< O

[10BB] S?/O

o

Hialfa Hi beta H8 beta  HBalfa

L L B B B L N A
4.950 4.900 4.850 5.550 5.500

\ \ \ \ \
5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm

Figura 1.51. Espectro de RMN de *H (CDCl;, 300 MHz) para a mistura de
compostos [10B].

88



Figura 1.52. Conformagdo de menor energia para o composto [10Bp],
indicando um anglo diedro proximo de 90° entre H2 e H3. Calculo

realizado utilizando o método HF e plataforma 3-21g.

Figura 1.53. Conformacdo de menor energia para o composto [10Bal].

Célculo realizado utilizando o método HF e plataforma 3-21g.
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Figura 1.54. Mapa de contornos COSY ( CDClI3, 300 MHz) para a mistura
de isbmeros [10B].
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Tabela 1.12. Deslocamentos quimicos, multiplicidades e constantes de acoplamento J (Hz) para os compostos [10A] e [10B].

Atribuicéo & H [10Aq] & 'H [10AB] & 'H [10Ba] & H [10BB]
H5 265-290(m) 2,65-290(m) 263-2094(m) 2,63-294(m)
4.9 (dd) 4,86 (d) 4.9 (dd) 4,86 (d)
H1 Jig=4,2 J15=6,0 J1g=3,9 J15=6,0
J15=8,7 Jis=8,1
5,50 (d) 551 (d)
H8 5,53 (s) 5,54 (s)
Jg1=4,5 Jg1=3,9
H6 3,88—4,01(m) 3,88-401(m) 3,9-4,0(m) 3,9-4,0 (m)
H4a 240-2,53(m) 2,40-253(m) 2,41-253(m) 2,41—2,53(m)
H4b 265-2,90(m) 2,65-290(m) 263-294(m) 2,63—294(m)
H1' 1,39-1,43 (M)  1,39-1,43(m)  1,41-1,44 (m)  1,41-1,44 (m)
HA"-H10" 1,25 (sl) 1,25 (sl) 1,25 (sl) 1,25 (sl)
H11' — H16' i i 1,25 (sl) 1,25 (sl)
S 0,87 (t) 0,87 (1) _ _
Ji1,10=6,6 Ji1,10=6,6
i 0,87 (1) 0,87 (1)
J17.16= 6,6 J1716= 6,6
OH 155-1,63(m) 1,55-1,63(m) 157-1,75(m) 1,57 1,75 (m)
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Os espectros de RMN de '*C dos compostos [10A] e [10B]
mostraram duplicacdo de sinais, assim como ocorreu no espectro de RMN

de 'H, o que evidencia formacéo dos epimeros de ambos 0os compostos.

Os sinais referentes as carbonilas e aos carbonos anoméricos dos

epimeros do composto [10B] estdo indicados na Figura 1.55 e a

atribuicdo para todos os sinais de RMN de **C dos compostos [10] est&

descrita na Tabela 1.13.

C3 beta

C3 alfa

[10BB] i, =

b

o
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Figura 1.55. Espectro de RMN

epimeros [10Ba.,f].
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\
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de *C (CDCls, 75 MHz) da mistura de
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Tabela 1.13. Dados obtidos dos espectros de RMN *3C (CDCls, 75 MHz)
dos compostos [10].

Atribuicéo & °C [10Aq] & 3C [10AB] & *C [10B0q] & °C [10Bp]
C5 42,07 42,59 42,1 42,6
C1 83,34 88,38 83,33 88,35
C8 95,59 100,86 95,63 100,88
C6 82,24 87,99 82,24 88,06
C4 33,32 33,32 33,31 33,95
c1 34,70 37,54 34,71 37,58
c2 25,63 25,98 25,7 26,0
C3 29,59 29,59 29,70 29,70
c4’ 29,59 29,59 29,70 29,70
C5 29,50 29,50 29,70 29,70
C6’ 29,50 29,50 29,70 29,70
C7 29,38 29,38 29,70 29,70
(or:} 29,30 29,30 29,70 29,70
c9 31,88 31,88 29,70 29,70

c10’ 22,65 22,65 29,70 29,70
c11 14,07 14,07 29,54 29,54
C12 - - 29,52 29,52
C13’ - - 29,40 29,40
Cc14’ - - 29,33 29,33
C15’ - - 31,9 31,9
Cc16’ - - 22,66 22,66
C17’ - - 14,09 14,09
C3 176,53 175,69 176,40 175,63
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Dados dos espectros de massas mostram o pico do ion molecular
em m/z 382 para a mistura de epimeros [10B], com intensidade de 0,3 %.
Para os epimeros [10A], esse pico foi observado em m/z 298, com
intensidade de 0,1%. Segundo CREWS (1998), a perda de uma molécula
de agua na fragmentacdo de alcoois € muito comum. Isto foi observado
para ambos os compostos, sendo possivel notar os picos em m/z 280
(1%), para os compostos [10A], e m/z 364 (4%) para os compostos [10B]

(Figura 1.56).
Os is6bmeros [10 a e B],
oxidados na préxima etapa para formar o mesmo produto.

nao foram separados, pois seriam

R () —H

N
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T
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N [10A]=m/z 280 (1%)
M -18 [10B]=m/z 364 (2%)

Figura 1.56. Proposta de mecanismo para a perda de uma molécula de

agua durante a obtencao do espectro de massas dos compostos [10].

94



1.3.11. Sintese de (1R,5R,6R)-6-alquil-2,7-dioxabiciclo[3.3.0]octano-
3,8-diona [11]

o o
R WOH R o
Jones -
Acetona
o

[10 o, B]

Figura 1.57. Formacéo das bis-y-lactonas por oxidagcdo dos compostos
[10].
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A oxidacdo de Jones € conduzida em condicGes relativamente
faceis de reacdo, onde ndo ha a necessidade de empregar atmosfera
inerte ou um ambiente seco, sendo muito Util para a oxidacao de alcoois
secundarios. Particularmente a reagéo tem a limitagdo de ocorrer em meio
acido, impedindo a utilizacdo deste método na oxidacdo de compostos
que possuem grupos sensiveis (TOJO e FERNANDEZ, 2006). Em
contraste com o item 1.3.2, onde 0s grupos acetonideos sensiveis ao
meio acido ndo permitiam a utilizacdo deste tipo de reagente, nesta etapa
foi possivel o emprego desta metodologia, que levou a oxidacdo dos
compostos [10 a e B], formando entdo o segundo anel y-lactdnico com
rendimentos de 69% e 88% para os compostos [11A] e [11B],
respectivamente.

A proposta de mecanismo para esta reacao (Figura 1.58) se baseia
na formacdo de um éster cromato intermediario que usualmente ocorre
nas oxidacoes de Jones. Quando uma molécula de H,O abstrai o atomo
de hidrogénio ligado ao carbono anomérico, ocorre a formagéo da ligacao
dupla entre carbono e oxigénio, liberando o composto de crémio na forma
reduzida. O intermediario HCrO3 é ainda um agente oxidante, e a reacéo
prossegue até a formacéo de fons Cr**, o que é visualizado por uma
mudanca da cor do sistema de alaranjado para esverdeado, indicando o

final da reacao.
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Figura 1.58. Proposta de mecanismo para a oxidagcdo de Jones dos
compostos [10] as bis-lactonas [11].

Os espectros no infravermelho dos compostos [11] apresentam
uma banda caracteristica de estiramento de carbonilas de lactonas na
regido de 1780 cm . Observa-se, também, no espectro a auséncia da
banda referente ao estiramento da ligacdo O-H na regido de 3400 cm™,
que era referente as misturas de epimeros [10], indicando a completa
oxidacdo desses compostos. A (Figura 1.59) mostra, como exemplo o
espectro de [11B], onde apenas uma banda intensa na regido de
estiramento de carbonilas € observada, devido a sobreposicdo das duas

bandas de carbonilas presentes na estrutura do composto.
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Figura 1.59. Espectro no infravermelho (Filme sobre Csl) do composto
[11B].

Através da andlise dos espectros de RMN de 'H para os
compostos [11A] e [11B] foi possivel confirmar as estruturas propostas.
Observa-se o desaparecimento do sinal relativo ao H8 presente nos
espectros dos precursores [10A] e [10B] (Figura 1.51) e a presenca de
um dupleto resultante do acoplamento entre H1 e H5 na regido de & 5,0,
com uma constante de acoplamento Ji5 = 7,8 Hz para o composto [11A]
e J;5=7,5 Hz para o composto [11B].

Como exemplifica o espectro de RMN *'H do composto [11B]
(Figura 1.60), podem-se observar também os sinais relativos ao H6, um
triplo dupleto em & 4,34, Js1a = Js1b = 5,7 € Jes = 7,2 resultante do
acoplamento entre H6 e H1’a,1’b e entre H6 e H5.

Os sinais relativos aos hidrogénios 4a e 4b apresentaram-se como
duplo dupletos em razdo do acoplamento geminal, sendo esse sinal
desdobrado ainda pelo acoplamento com o hidrogénio H5 com Jgaap =
Japaa = 18 Hz, Jsas = 3,6 Hz e Jgps = 9,3 Hz. Através do mapa de
contornos COSY (Figura 1.61), foi possivel identificar os acoplamentos
entre esses hidrogénios e atribuir os demais sinais presentes no espectro
de RMN de 'H. Na Tabela 1.14 estdo descritas as atribuicbes para 0s
sinais de RMN de *H de [11A] e [11B].
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Figura 1.60. Espectro de RMN de *H do composto [11B].
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Figura 1.61. Mapa de contornos COSY (CDCI;, 300 MHz) para o
composto [11B].
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Os espectros de RMN *C dos compostos [11], também auxiliaram
na comprovacéao das estruturas propostas. Para o composto [11B] (Figura
1.62), por exemplo, observam-se dois sinais referentes a carbonilas, um
em d 173,6 relativo ao carbono 8 e o outro em § 169,8 relativo ao carbono
3.

Para o composto [11B] (Figura 1.63), o sinal de C1 estava
sobreposto pelo sinal de cloroférmio deuterado. Através do mapa de
contornos HETCOR foi possivel correlacionar o atomo de carbono (C1) ao
seu respectivo hidrogénio e assim resolver este problema de atribuicéo.
Na Tabela 1.15 estdo descritas as atribuicdes para os demais atomos de

carbono.

C3'-C14'

C1

ca
C15

C15'
C17'

‘C3

\ ‘ \ \ roT \ ‘ \
200 150 100 50 0
ppm

Figura 1.62. Espectro de RMN de **C (CDCl;, 75 MHz) do composto
[11B].
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Figura 1.63. Mapa de contornos HETCOR (CDCI3;, 300 MHz) para o

composto [11B].
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Tabela 1.14. Deslocamentos quimicos, multiplicidades e constantes de
acoplamento J (Hz) para os compostos [11A] e [11B] em CDCls, 300

MHz.
Atribuicdo & 'H [11A] & 'H [11B]
H5 3,0 - 3,09 (M) 3,0 - 3,09 (M)
" 5,0 (d) 5,01 (d)
Ji5=7,5 Ji5=7,8
4,34 (td) 4,34 (td)
H6 Je,1ra=Je 1= 9,4 Je,ra=Je1b=195,7
Jes=7,5 Jes=7,2
2 54 (dd) 2 55 (dd)
H4a Jias=3,9 Jias= 3,6
Jaaan =18 Jaaan =18
2,94 (dd) 2,94 (dd)
H4b Jas=9,3 Jas=9,3
Japsa=18 Japsa=18
H1 1,65 — 1,80 (m) 1,65 — 1,77 (m)
H2' 1,38 — 1,51 (m) 1,38 — 1,49 (m)
H3-H10’ 1,26 (sl) i
11" 0,87 (pseudo t) ]
Jir,10=6,3
H3' — H16 i 1,25 (sl)
H17" ] 0,87 (pseudo t)
Ji17.16 = 6,3
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Tabela 1.15. Dados obtidos dos espectros de RMN de *3C (CDCls,
75MHz) dos compostos [11A] e [11B].

Atribuicéo 5 °C [8A] & 13C [8B]
C5 40,17 40,16
c1 77,0 77,0
C8 173,60 173,63
C6 84,81 84,79
C4 32,80 32,80
C3 169,82 169,83
ok 35,45 35,45
Cc2 24,88 24,88
C3 29,55 29,67
c4 29,43 29,67
C5 29,43 29,61
C6’ 29,33 29,61
C7 29,29 29,56
(oF:} 29,12 29,56
c9 31,87 29,56

c10’ 22,65 29,44
c171’ 14,08 29,44
C12 - 29,34
C13 - 29,34
Cc14’ - 29,12
C15 - 31,90
C16’ - 22,67
c17 - 14,12

102



Para os compostos [11], 0os espectros de massas apresentaram
picos dos ions moleculares em m/z = 296 (1%) para o composto [11A] e
m/z = 380 (1%) para [11B].

1.3.12. Sintese de (1R,5R,6R)-6-alquil-4-metilideno-2,7-
dioxabiciclo[3.3.0]octano-3,8-dionas [13]

o (e} 0]
R (@] R (@] R O
i) CMM, 120°C AcONa/AcOH
N 2 _— 3 B —— 5 %
3 Z il) HCI 3 Z 3 Z
E - @ 3 2 CH0lELN A o
/C
(e} HO o] 0
[11] R = Cy1Hzs5 (A), Ci7H35 (B) [12] (13]

Figura 1.64. Metilenacdo dos compostos [11].

As reacOes de metilenacdo das bis-y-lactonas foram conduzidas
segundo o procedimento descrito por PARKER e JOHNSON (1973) e
ocorreram em duas etapas, sendo a primeira a carboxilagdo dos
compostos [11], seguida pela metilenacdo dos compostos [12] para
formar as bis-y-lactonas com a dupla exociclica [13].

A formacdo dos acidos dilactbnicos ocorre através da reacdo dos
compostos [11] com carbonato de metilmetoximagnésio a 120°C, sob
refluxo e atmosfera de nitrogénio por 6 horas. O sistema foi resfriado e a
ele, adicionada uma mistura de éter dietilico e HCI (aq), sendo os acidos
dilactbnicos [12] extraidos na fase orgéanica. A proposta de mecanismo

para a reacao esta ilustrada na Figural.65.
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Figura 1.65. Reacdo de carboxilacdo dos compostos [11] para a
formacao dos produtos [12].

Os A&acidos dilactdénicos [12] ndo foram isolados; a eles foi
adicionada uma solucdo de metanal e dietilamina contendo acetato de
sédio e acido acético para a formacdo do cation iminio (Figura 1.66) e
tamponar o meio em pH 4. Os produtos [13] foram obtidos ap6s o
aquecimento do sistema em banho-maria e extragdo com éter dietilico,

obtendo-se os compostos [13A] e [13B] com rendimentos de 60% e 36%,

respectivamente. A proposta de mecanismo para esta reacdo esta

ilustrada na Figura 1.67.
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Figura 1.67. Proposta de mecanismo para adicdo da dupla exociclica aos

acidos bis-y-lactdnicos [12].
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PARKER e JOHNSON (1973), sugerem que condi¢cdes levemente
acidas favorecem a formacao da dupla exociclica nas bis-y-lactonas. De
acordo com as investigacoes de DALTON e ELMES (1973), fica evidente
0 uso de uma solugdo tamponada em pH 4. Neste trabalho os autores
relatam, através de estudos por RMN de *H, que ocorre uma adicdo de
Michael entre a dietilamina e a dupla exociclica das bis-y-lactonas em
condi¢cBes neutras ou levemente basicas, formando um aduto de Michael
[14] (Figura 1.68).

. o
o:
R

[ —

Y

N

_/

/,,»fj:;5?>>
o' .
e} \\\\\\\\ \<
1 o.
'
pe)
iy, " /2
O
et \<

L/
)
L]

:0

¥

///////,

1
Ny,
A\

Re) \\\\\\

H,C

L.

23] [14]

Figura 1.68. Adicdo de Michael ao produto [13].

A presenca da ligacdo dupla nas moléculas de [13A] e [13B] foi
inicialmente observada através da espectroscopia no infravermelho, onde
foi possivel notar uma banda referente ao estiramento C=C em 1666 cm™
nos espectros de ambos compostos. Como exemplo, pode-se observar
essa banda no espectro no infravermelho do produto [13B], bem como as
bandas sobrepostas em 1777 e 1770 cm™, referentes aos estiramentos

C=0 das lactonas (Figura 1.69).
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Figura 1.69. Espectro no infravermelho (KBr) para o composto [13B].

Ap6s esta andlise inicial, foram obtidos os espectros de RMN de *H
para os compostos [13]. Neles, observam-se os sinais dos hidrogénios
olefinicos 9a e 9b na regido de 6 5,9 e 6,4. Estes hidrogénios apresentam
além do acoplamento geminal, outro com H1. Através do espectro de
RMN de 'H (Figura 1.70) foi possivel observar apenas o acoplamento
entre H9a e H9b para o composto [13B]. O acoplamento com H5 apenas
causou alargamento dos sinais de H9a e b. A gquestdo do acoplamento
entre H9a e H9b com H5, para os dois compostos, foi resolvida apos a
analise do mapa de contornos COSY, onde se vé claramente o
acoplamento entre os hidrogénios olefinicos e H5 (Figura 1.71). Todos os
sinais observados no espectro de RMN de 'H estdo descritos na Tabela
1.16.
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Figura 1.70. Espectro de RMN de *H (CDCls;, 300 MHz) para o composto

[13B].
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Figura 1.71. Mapa de contornos COSY (CDCl;, 300 MHz) para o
composto [13B].
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Tabela 1.16. Deslocamentos quimicos, multiplicidades e constantes de
acoplamento J (Hz) para os compostos [13A] e [13B] em CDCls, 300

MHz.
Atribuicdo & 'H [13A] & 'H [13B]
H5 3,53 -3,58 (m) 3,54 - 3,59 (m)
5,05 (d 5,05 (d
H1 (d) (d)
J2,1 = 8,4 \]2,1 = 8,4
H6 4,39 — 4,45 (m) 4,39 - 4,45 (m
5,87(d 5,87(d
Hoa (d) (d)
Joa,on = 2,4 Joa,on = 2,4
6,47 (d 6,46 (d
Hob (d) (d)
Job,0a = 2,4 Job,0a = 2,4
H1’ 1,76 — 1,84 (m) 1,76 — 1,84 (m)
H2’ 1,40 — 1,50 (m) 1,41 —1,49 (m)
H3’-H10’ 1,26 (sl) -
0,86 (pseudo t
H11’ (P ) -
J1110=6,3
H3 — H16’ - 1,24 (sl)
0,87 (pseudo t
417 ) (p )
J1716 = 6,6
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A andlise dos espectros de RMN de *3C, confirma a presenca da
dupla exociclica através da observagdo dos sinais na regido de 6 134 (C4)
e 6 126 (C9), referentes a carbonos olefinicos. Como exemplo, podem-se
observar esses sinais e outros mais na Figura 1.72 para o produto [13B].
Todos os sinais observados nos espectros de RMN de *3C estéo listados

na Tabela 1.17 e confirmam as estruturas propostas.

C3'-C14'

co 6 cs C1' |c2

ﬂmcu'

200 150 100 50 0

ppm

Figura 1.72. Espectro de RMN de **C (CDCls, 75 MHz) para 0 composto
[13B].
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Tabela 1.17. Dados obtidos dos espectros de RMN **C (CDCl;, 75MHz)
dos compostos [13A] e [13B].

Atribuicdo § 13C [13A] § 13C [13B]
C5 44,40 44,05
C1l 74,50 74,26
C8 169,94 169,80
C6 85,37 85,18
c4 134,84 134,52
C3 167,69 167,51
ok 36,30 36,00
C9 126,48 126,31
c2 24,05 24,78
C3 29,79 29,64
c4’ 29,67 29,64
C5 29,58 29,64
C6’ 29,58 29,58
C7 29,53 29,58
(of:} 29,33 29,58
c9 32,11 29,54

c10’ 22,90 29,54
c11 14,33 29,54
c12 - 29,42
C13 - 29,32
Cc14’ - 29,06
C15’ - 31,86
C16’ - 22,64
c17 - 14,08
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A andlise do espectro de massas para o0 composto [13A] mostrou o
pico do ion molecular em m/z 308 com intensidade de 0,3%. Para o
composto [13B] foi obtido o pico do ion molecular em m/z 392 com
intensidade de 1%.

Segundo os trabalhos de BROOKES et al. (1963) e ANDERSON e
FRASER-REID (1985), o avenaciolideo apresenta rotacdo especifica de
[0]?®°5 = - 41,6° (1,20 g/100 mL de EtOH) e [a]**°p = - 41,0° (0,274 g/100
mL de EtOH). As rotacbes especificas dos compostos [13A] e [13B]
obtidas neste trabalho foram de [0]*°p = - 53,2° e - 75,0° respectivamente,
em CH ,Cl,. Isto indica que os compostos sintetizados sédo quirais e, como
foi utilizada a mesma metodologia de sintese publicada por ANDERSON
e FRASER-REID (1985) para o avenaciolideo, os novos anélogos devem
apresentar a mesma esteroquimica do produto natural.

A atividade antifungica dos compostos [13A] e [13B] foi avaliada
contra Colletotrichum gloesporioides, Aspergillus flavus e Fusarium solani

e esta descrita no capitulo 2 deste trabalho.
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1.4. Conclusodes

O chiral pool, adotado como estratégia de sintese, utilizando a D-
glicose como material de partida, permitiu a sintese dos compostos [13A]
e [13B] em quantidades suficientes para serem realizados os ensaios
biolégicos.

Foram sintetizadas neste trabalho 17 substancias, sendo 10
inéditas, que tiveram suas estruturas comprovadas através de
espectroscopias no infravermelho e de RMN de *'H, C, de
espectrometria de massas, analises elementares e temperaturas de
fuséo.

Ao final foram obtidas 109,9 mg do produto (1R,5R,6R)-4-
metilideno-6-undecil-2,7-dioxabiciclo[3.3.0]octano-3,8-diona [13A], com
rendimento global de de 1%, e 1859 mg do produto (1R,5R,6R)-6-
heptadecil-4-metilideno-2,7-dioxabiciclo[3.3.0]octano-3,8-diona [13B],

com rendimento global de 3,5%.

113



CAPITULO 2

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIFUNGICO DO AVENACIOLIDEO E
DAS SUBSTANCIAS ANALOGAS.

2.1. INTRODUCAO

Os fungos sao organismos eucariontes, multi ou unicelulares,
pertencentes ao reino Fungi. Eles se alimentam através da secrecédo de
enzimas sobre a fonte de alimento e entdo absorvem as pequenas
moléculas que s&o liberadas. Por essa caracteristica sédo classificados
como organismos heterotréficos. Juntamente com as bactérias
heterotréficas, os fungos sdo os principais decompositores da biosfera,
guebrando a matéria organica e reciclando o carbono, o0 nitrogénio e
outros componentes que séo liberados no solo e no ar (CARLILE,2006).
Mais de 70.000 espécies de fungos ja foram identificadas até agora, e
cerca de 1.700 novas espécies sao descobertas a cada ano. O numero
total de espécies foi estimado por RAVEN et al. (2001) em um milhdo e
quinhentos mil, colocando os fungos como o segundo maior reino,
suplantado apenas pelos insetos.

Como sdo organismos decompositores, a maioria dos fungos é
saprébia, ou seja, vivem sobre a matéria organica em decomposicao. Por
esse motivo os fungos entram em conflito direto com o interesse do
Homem, atacando seus alimentos e os proprios seres humanos, sendo 0s
principais agentes causadores de doencas em plantas. Estima-se que
mais de 5.000 espécies de fungos atacam culturas de alto valor
econdmico, bem como plantas ornamentais e nativas (RAVEN et al.
2001).

A importancia relativa de patdgenos, insetos e plantas daninhas
nas perdas da producéo depende de varios fatores, dentre eles a propria
cultura e a regido geografica. Na América do Sul, por exemplo, os
patdogenos sdo 1,5 vezes mais importantes que os insetos e 2,5 vezes
mais importantes que as plantas daninhas (KIMATI, et al.1995). Os dados

apresentados na Tabela 2.1 mostram a importancia relativa de alguns
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patbgenos na safra nacional, e lista as principais doencas causadas e
suas culturas — alvo.

Dentro deste contexto, os fungicidas sdo essenciais para o controle
efetivo de doencas de plantas. Novas classes de fungicidas com variados
modos de acdo estdo sendo desenvolvidas. Exemplos de classes de
compostos organicos com diferentes modos acdo antifungica sao:
estrobilurinas, fenilpirrdis, anilinopirimidinas, fenoxiquinolinas (Figura 2.1)
(KNIGTH, et al. 1997; ZAMBOLIM et al. 2008).

Cl
Cl
OzN / \
N
H
Estrobilurina A Pirrolnitrina
H
H3C\O N /
/
CH3 cl N
Andoprim Quinoxyfen

Figura 2.1. Exemplos de algumas classes de fungicidas Estrobilurina A
(estrobilurinas), Pirrolnitrina (fenilpirréis), Andoprim (anilinopirimidinas),

Quinoxyfen (fenoxiquinolinas).
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Tabela 2.1. Alguns dos principais patégenos de plantas encontrados no Brasil, suas doencas, sintomas e perdas na
producdo. (BAIBI-PENA et al. 2006; OLIVEIRA, 2007; POZZA, et al. 2001; KIMATI, et al. 2005; GRIFFITHS, et al. 1971,
MARIN, et al. 2003; COSTA, 2002; ALVES e DEL PONTE, 2009; FUGUEIRA, et al. 2003; TATAGIBA et al.2002,
ZAMBOLIM et al. 2007, ROBERTSON, 2005, KRCMERY, et al.1997).

Fungo Doenca Cultura Sintomas Perdas
' ' _ Tomate e Reducao dq area foliar', queda do vigor, depreciagég dos ]
Alternaria Solani Pinta preta b frutos ou tubérculos. Incide sobre folhas, hastes, peciolos e Até 50%
atata frutos.
Ccec:%(éiscpo(?;a Cercosporiose Café Intensa desfolha da planta. Até 30%
Nas flores: mancha marrom escura sobre o tecido branco
Colletotrichum p da pétala. Nos frutos verdes manchas necréticas, escuras, .
kawahae Antracnose Café ligeiramente deprimidas em qualquer regido do fruto. Nas Ate 75%
folhas manchas necréticas cinzas.
Colletotrichum Antracnose Eeiido Leve descoloracdo até lesdes nos tecidos dos Até 100%
lindemuthianum J Cotilédones.
Uma massa cotonosa avermelhada recobre os graos
infectados ou a palha atingida. Pode haver o aparecimento
Fusarium Podridao Sementes do de estrias brancas no pericarpo dos graos. E possivel .
moniliforme rosada milho observar a presenca de um micélio branco em estagios
avancados da doenca. Muitos graos, aparentemente
sadios, podem conter o patbgeno em seu interior.
Mamaéo,
;:I%Ig";ts ;rrlig?g erg Antracnose melgr?(r:]i?;ﬁ’va e Lesdes nos frutos e manchas escuras nas folhas Até 91%
manga
Hemileia vastatrix Ferrugem do Café Manchas na f?ce infe,rior das folhas de (_:oloragéo amarela, Até 35%
cafeeiro formacgéao de pustulas com posterior desfolha.
. . L . Nao
Fusarium solani Morte subita Batata, soja Clorose e necrose das folhas afetadas determinado
Milho, . ~
Aspergillus Falvus Podriddo amendoin, Apodrecimento e formacéo de massa cotonosa verde sobre «
- 0s graos
algodao

*Nao determinado. Mas produz efeitos deletérios a satde humana e animal se ingerido.
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E importante observar que nas Gltimas décadas, varios casos de
resisténcia aos agroquimicos comerciais por fungos fitopatogénicos tém
ocorrido, levando a perdas agricolas importantes e a retirada do mercado
de muitos desses produtos pela drastica reducdo de sua eficiéncia
(Tabela 2.2). Assim, ha uma constante demanda pelo desenvolvimento de
novos agroquimicos (DEISING et al.,, 2008, ZAMBOLIM et al., 2007;
ZAMBOLIM et al., 2008).

Tabela 2.2. Ocorréncia de resisténcia contra fungicidas.

Namero ) )
Classe i Ano de Anos ate Pat6égeno
o de sitios . o .
Fungicida resisténcia resisténcia  resistente
alvo
. . Pyrenophora
Organomercuriais  Muitos 1964 40
avenae
Venturia
inaequalis
Benzimidazois 1 1970 2
Botrytis
cinerea
Phytophthora
infestans
Fenilamidas 1 1980 2
Plasmophora
viticola
_ o Botrytis
Dicarboximidas 1 1982 5 )
cinerea
Blumeria
DMls 1 1982 4 o
graminis
Carboxanilideos 1 1986 14 Ustilago nuda
_ Botrytis
Morfolinos 2 1994 34 )
cinerea
I Botrytis
Estrobilurinas 1 1998 2 _
cinerea
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De acordo com dados do SINDAG (Sindicato Nacional da Industria
de Prodtutos para Defesa Agricola) (Tabela 2.3), mesmo dentro do dificil
momento da atual economia, o mercado NACIONAL de fungicidas
apresentou aumento em 2009, enquanto outros agroquimicos
acumularam retragcbes em suas vendas (SINDAG, 2009). Estes dados

mostram a importancia dos fungicidas para a agricultura.

Tabela 2.3. Estimativa do mercado de agroquimicos. Acumulado no ano

(Janeiro - fevereiro) - 2008 x 2009 em milhdes de reais.

Mercado (Estimativa — milhdes de R$)
Segmentos
2008 2009 % variacao

Herbicidas 616 543 -12

Fungicidas 299 307 3
Inseticidas 624 473 -24
Acaricidas 19 16 -16
Outros 52 65 24
Total 1.609 1.403 -13

A atividade do avenaciolideo (Figura 2.2) como potencial agente
antifungico foi descrita inicialmente por BROOKES, TIDD e TURNER em
1963, que o isolaram do fungo Aspergillus avenaceus. Desde entédo
varios autores vém procurando uma forma de estudar e potencializar a
atividade antifungica deste composto (MAGATON et al., 2007; CASTELO-
BRANCO et al., 2007; CASTELO-BRANCO et al., 2009).
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Figura 2.2. Avenaciolideo (A), Etisolideo (B) e 4-Isoavenaciolideo (C).

MEYER e VIGNAIS (1973) relatam que o avenaciolideo atua como
um inibidor do transporte de glutamato em mitocondrias de figado de
ratos através da ligacdo irreversivel a grupos —-SH da enzima
transportadora de glutamato na parte hidrofébica da membrana, por
reacdo de adicdo de Michael (Figura 2.3). A cadeia lateral exerce uma
grande importancia neste processo. Em comparacdo com o etisolideo
(Figura 2.2, B) o avenaciolideo (Figura 2.2, A) se mostrou cinco vezes
mais eficaz enquanto o 4-isoavenaciolideo (Figura 2.2, C) nado exibiu
nenhuma atividade. Isto sugere que a cadeia lateral do avenaciolideo
auxilia a molécula a se ligar na parte lipofilica da membrana, colocando o
grupo metileno em uma posicao favoravel a reacdo deste grupo com os
grupos tidis da enzima. Supde-se que este modo de acdo também ocorra
com enzimas presentes nas membranas dos fungos.

MAGATON e colaboradores (2007) testaram a atividade antifingica
de trés analogos ao avenaciolideo, com cadeias laterais contendo cinco,
seis e sete atomos de carbono. Os autores concluiram que com esse
aumento da cadeia lateral foram observadas atividades antifungicas mais

intensas contra Colletotrichum gloeosporioides.
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Um dos objetivos deste trabalho foi verificar a atividade fungicida
de bis-y-lactonas com cadeias laterais mais longas do que as testadas
anteriormente. Pretendeu-se ainda extender a avaliacdo da atividade do
avenaciolideo e analogos a outros fungos de importancia econdmica.
Assim, este capitulo descreve ensaios biologicos in vitro contra
Colletotrichum gloeosporioides, Aspergillus flavus e Fusarium solani por
diferentes metodologias. Inicialmente foi feito um ensaio preliminar pelo
método de disco-difusdo contra esses trés fungos, com 0s compostos
listados na Figura 2.4. A preparacdo dos compostos [13A] e [13B] esta
descrita no capitulo 1 desta dissertacdo. As demais bis-y-lactonas foram
preparadas de maneira analoga por BARROS (2007) e LIBERTO (2010).

Deste grupo de substancias, o AVN e os novos compostos [13A] e
[13B] também foram submetidos a estudos contra C. gloeosporioides e A.
flavus pelo método Poisoned food.

//II[,
oW

5 s
A/ AN ENZIMK” .0.
ENZIM H

Figura 2.3. Adicdo de Michael a enzimas.
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Figura 2.4. Avenaciolideo e bis-y-lactonas analogas testadas contra C.

gloeosporioides, A. flavus e F. solani através do método de disco-difuséao.
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2.2. Revisado de Literatura Sobre os Fungos Selecionados Para
Estudo

2.2.1. Aspergillus flavus

Os fungos filamentosos produzem uma grande diversidade de
metabdlitos secundarios que incluem pigmentos, antibiéticos, fitotoxinas e
compostos toxicos aos animais. Estes metabdlitos toxicos associados aos
alimentos, racoes de animais e forragens quando ingeridos causam
problemas de salde ao Homem e aos animais domésticos e sédo
conhecidos como  micotoxinas (MOSS, 1996). MAJUMDER,
NARASIMHAN e PARPIA, ja em 1965, relataram cerca de 64 micotoxinas
presentes em fungos do género Aspergillus. Dentro deste género, podem-
se destacar duas espécies que sao produtoras de uma micotoxina
conhecida como aflatoxina®, (Figura 2.5) (SWEENEY e DOBSON, 1998),
0 Aspergillus flavus Link (Figura 2.6) que produz aflatoxinas B; e B, e
Aspergillus parasiticus Speare que produz aflatoxinas Gi, G, e M;
(DIENER, et al., 1987). Segundo estes mesmos autores a aflatoxina B; é
0 agente carcinogénico de ocorréncia natural mais potente de que se tem

conhecimento.

Aflatoxina B4

Figura 2.5. Aflatoxina B;.

3 Composto pertencente a classe das furanocumarinas.
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O Aspergillus flavus Link, um fungo filamentoso pertencente ao Filo
Ascomycota e a classe dos Deutorimicetos (YU et al., 2005; RAVEN et al.,
2001), é um importante patégeno de milho, amendoin, algodéo,
améndoas entre outras. Também podem causar doencas em animais e
seres humanos, atacando os pulmdes e causando a aspergilose (YU et
al., 2005; HATZIAGOROWU et al., 2009).

(@) (b)

Figura 2.6. (a) Podriddao da espiga de milho causada por Aspergillus
flavus (ROBERTSON, 2005). (b) Células conidiogénicas de Aspergillus
flavus com os conidios agrupados em cadeias longas. Fonte: McDonald, W.

2000. ttp://labmed.ucsf.edu/education/residency/fung_morph/fungal_site/asperpage.html|
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2.2.2. Colletotrichum gloesporioides

Fungos filamentosos do género Colletotrichum sdo considerados
0S maiores patdégenos de plantas em todo o mundo. Eles causam
significantes perdas econdmicas a culturas tropicais, subtropicais e em
regides temperadas (BAILEY e JEGER, 1992). No mamoeiro, por
exemplo, o complexo antracnose, podriddo peduncular e mancha
chocolate, causado por C. gloeosporioides nas épocas chuvosas, pode
reduzir a producéo em até 80% (ZAMBOLIM et al., 2008).

Varias culturas de frutas sdo infectadas por Colletotrichum em seu
estado maduro. No entanto, as perdas mais significativas ocorrem quando
a infecgdo acontece no estagio de crescimento do fruto. Os sintomas da
antracnose, doenca causada por Colletotrichum, sdo caracterizados por
uma necrose dos tecidos, em forma de cratera, onde s&o produzidos
conidios alaranjados do fungo (Figura 2.7a). Em geral os conidios de C.
gloeosporioides sdo retangulares com as extremidades obtusas (Figura
2.7b) (FREEMAN, KATAN e SHABI, 1998).

() (b)

Figura 2.7. (a) Sintoma tipico de antracnose em abacate (FREEMAN,
KATAN e SHABI, 1998). (b) Conidios de Colletotrichum gloeosporioides.

Fonte: www.botany.hawaii.edu/faculty/gardner/biocontrol/Miconia/miconia.htm
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2.2.3. Fusarium solani

O género Fusarium compreende um largo e heterogéneo grupo de
fungos importantes para a industria farmacéutica, alimenticia, na medicina
e agricultura (ZACCARDELLI et al. 2008).

O Fusarium solani (Figura 2.8b) € ubiquo no solo, em plantas e
folhas mortas onde agem como decompositores. E um patégeno
especifico em varias culturas agricolas, como pepino, ervilha e batata
(KRCMERY, et al. 1997). E responsavel pela sindrome da morte subita
em soja e também da podriddo de feijdo e podriddo seca da batata
durante seu armazenamento (ZACCARDELLI et al. 2008).

No feijoeiro, por exemplo, a incidéncia desse fungo ocorre tanto na
Europa quanto na América onde ja foram constatadas perdas de até 86%
na producédo (BIANCHINI et al. 1997).

Ja foram relatados casos de infec¢cdes invasivas em seres
humanos causados pela contaminagdo por Fusarium solani,
caracterizando-se por febre alta, gangrena, lesbes na pele e mialgia
(VENDITTI, et al. 1988).

(@) (b)

Figura 2.8. (a) Morte subita em soja causada por Fusarium solani

(ORTIZ-RIBBING, 2006). (b) Macroconidios de Fusarium. Fonte: McDonald,
W. 2000.

http://labmed.ucsf.edu/education/residency/fung_morph/fungal_site/clusterpage.html
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2.3. Materiais e Métodos

Os ensaios biolégicos foram realizados no Laboratério de Protecao
de Plantas do Departamento de Fitopalogia da Universidade Federal de
Vicosa.

Foram aplicadas duas metodologias para a avaliagdo do potencial
antifangico das bis-y-lactonas. A primeira metodologia descreve um
screening para a atividade antifungica dos compostos e é conhecida
como teste de disco-difusdo e foi realizada contra Aspergillus flavus,
Colletotrichum gloesporioides e Fusarium solani (DIKBAS, et al. 2008).

A segunda metodologia aplicada €é conhecida como método
Poisoned Food (CHUTIA et al., 2009; SINGH et al., 2006; SRIDHAR et al.,
2003) e avaliou a atividade dos compostos contra Aspergillus flavus e

Colletotrichum gloeosporioides.

2.3.1. Meio de Cultura e Outros Materiais

O meio de cultura utilizado foi o BDA (Batata, Dextrose, Agar) da
Difco. Utilizou-se ainda o antibiético sulfato de estreptomicina (Sigma-
Aldrich), dimetilsulféxido (Vetec), formaldeido (Merck) e etanol comercial
(70%). Como controle foi utilizado o fungicida comercial Folicur 200 CE®

(Bayer), cujo principio ativo é o tebuconazol (20% m/v).

2.3.2. Esterilizacdo e Desinfeccao dos Materiais e Meios de

Cultura

A esterilizagdo por vapor umido dos materiais e meios de cultura foi
realizada em autoclave vertical (Fanem MOD. 415). O manuseio do
material biolégico foi feito em camara de fluxo laminar equipada com luz
ultravioleta (Veco). Foram utilizados ainda forno de microondas
(Brastemp), camara incubadora B.O.D (Nova Etica) e microscopio
(Olympus CX-41).

A desinfeccao da sala foi realizada com solugéo de Hipoclorito de

sodio e a cAmara de fluxo foi desinfectada com alcool 70° GL.
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2.3.3. Preparo do Meio de Cultura

O meio de cultura foi preparado através da adi¢cao de 39 g de BDA
(Batata-Dextrose-Agar) a 1000 mL de agua destilada. Para o ensaio de
disco-difusdo, a mistura foi aquecida em microondas por 20 segundos,
sendo posteriormente agitada vigorosamente e levada ao forno de
microondas novamente. Esta etapa foi repetida por mais duas vezes. O
meio foi dividido igualmente em 13 erlenmeyers de 125 mL, sendo 75 mL
de meio para cada um. Vedaram-se os erlenmeyers com bucha de
algodao e papel aluminio.

Para o teste Poisoneed Food, anteriormente a etapa de
aguecimento por microondas, o meio foi agitado vigorosamente por 3
minutos e em seguida dividido igualmente, com o auxilio de uma proveta,
para 20 erlenmeyeres de 125 mL, sendo 48 mL de meio para cada um.
Os erlenmeyres foram vedados com bucha de algodéo e papel aluminio.

ApGs esse processo, 0s erlenmeyers contendo os meios de cultura
foram esterilizados por vapor imido, a 121°C e pressdo de 1,2 kgf.cm™
durante 20 minutos. Os meios de cultura assim preparados foram

armazenados em local limpo e seco no laboratério.

2.3.4. Repicagem dos Fungos

O meio de cultura BDA preparado como descrito no item 2.3.3 foi
fundido em forno microondas. Apdés o aquecimento, foi agitado até que a
temperatura do sistema estivesse préxima de 45°C.

Em uma capela de fluxo laminar, as buchas de algoddo foram
removidas e adicionaram-se cerca de 30 mg de sulfato de estreptomicina
para cada erlenmeyer contendo 75 mL de meio. Aproximadamente 15 mL
de meio foram transferidos para placas de Petri de 9 cm de diametro,

preparando-se um total de 5 placas.
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Apos a solidificacdo do BDA, isolados de fungos de Colletotrichum
gloeosporioides (Penz e Sacc.), Aspergillus flavus (Link) ou Fusarium
solani (Link e Grey) foram repicados sobre as placas. As placas contendo
os fungos Colletotrichum gloeosporioides (Penz e Sacc.) e Fusarium
solani (Link e Grey) foram vedadas com papel filme e transferidas para
uma camara incubadora B.O.D. a temperatura de 25°C + 2,5 °C por 10
dias, sob um regime diario de oito horas de luz. As placas contendo
Aspergillus flavus (Link) foram mantidas a temperatura ambiente

(aproximadamente 28°C) por 7 dias.

2.3.5. Montagem dos Ensaios Bioldgicos

2.3.5.1. Teste disco-difusao

Foram preparadas solucdes (10 mL) dos compostos [13A], [13B],
avenaciolideo e demais (Figura 2.4) a 1000 e 3000 ppm em
diclorometano. As solucdes foram transferidas para um frasco de vidro
com tampa e os discos estéreis de papel (6 mm) foram inseridos no frasco
por um periodo de 5 minutos. Em seguida, os discos foram retirados com
o auxilio de um pin¢a e secados com o auxilio de um secador, que foi
mantido a uma distancia de aproximadamente 50 cm dos mesmos. Os
discos foram entdo transferidos para frascos pequenos e levados ao
dessecador por uma hora. Posteriormente os frascos contendo os discos
foram tampados e lacrados com filme plastico. Esta metodologia foi usada
para a preparacdo do controle positivo, discos contendo tebuconazol a
1000 e 3000 ppm e outros componentes presentes na formulacédo do
fungicida comercial Folicur. O branco foi preparado da mesma forma,
utilizando somente diclorometano.

As espécies de fungos foram confirmadas por analise visual e
posteriormente foi preparada uma lamina com cada fungo, sendo estas

analisadas em microscopio.
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As placas contendo os fungos no estagio de esporulagdo foram
levadas a camara de fluxo laminar. A cada placa foram adicionados
aproximadamente 8 mL de agua estéril contendo 50 mg do antibiotico
sulfato de estreptomicina (ALDRICH).

Em seguida a superficie do meio de cultura contendo o fungo foi
levemente raspada com o auxilio de um bastéo de vidro e a suspenséo foi
entdo filtrada para um béquer por um filtro de gase estéril.

Da suspensdo contendo os esporos dos fungos foi retirada uma
aliquota para ser realizada a sua contagem. A contagem foi realizada
colocando-se uma gota da suspenséo sobre o hemacitometro (Figura 2.9)
e em seguida levando-se ao microscopio.

O hemacitdbmetro é dividido em 3 regides “A”, “B” e “C”, sendo as
regides “A” localizadas nos quatro cantos do hemacitometro, subdivididas

em outras 16 regides “a”. Nos quatro cantos “A” foram contados os
esporos presentes nas regides “a”. A concentragao de esporos por mL de
suspensao foi determinada multiplicando-se o numero médio de conidios
presentes em “a” por 1,6 x 10°. O nimero médio de esporos/mL para
cada fungo esta descrito na Tabela 2.4.

Foi entdo retirada uma aliqguota da suspensdo de esporos e
adicionada a 75 mL de meio de cultura fundido a uma temperatura de
aproximadamente 45 °C. Foram acrescentados, ainda, cerca de 8 mg de
sulfato de estreptomicina (antibidtico) (ALDRICH) e 7 gotas de
cloranfenicol (antibiético) (NEO-QUIMICA) a cada erlenmeyer contendo o

meio fundido e os esporos de fungos.
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Figura 2.9. Esquema de hemacitdmetro visto através de um microscopio.

Tabela 2.4. Concentracdes de esporos encontradas apos a contagem no

hemacitdbmetro, aliquota retirada e concentracao final em 75 mL de meio

de cultura.
] Concentragao
Fungo Esporos/mL Aliquota (mL)
Final
Aspergillus flavus 4,9 x 10° 0,1 5x 10°
Colletotrichum . 5
o 2,25x 10 1,0 3x10
gloesporioides
Fusarium solani 2,1x10’ 1,1 3x10°

Do erlenemeyer contendo a suspensdo de esporos e 0s
antibioticos (bactericidas) foram vertidos cerca de 15 mL para cada placa
de petri, totalizando 5 placas. Ap6s a solidificacdo do meio, foi colocado
no centro de cada placa um disco de papel de 6 mm de diametro
contendo um composto a ser testado ou um disco para controle negativo
(branco) ou disco contendo o controle positivo (tebuconazol).

As placas foram entdo vedadas com filme plastico e incubadas em
camara incubadora a 25 + 2,5°C para os fungos Colletotrichum
gloesporioides e Fusarium solani, ou a temperatura ambiente para o
fungo Aspergillus flavus.

Foram realizadas medidas dos diametros dos halos de inibicdo ao

redor do disco a cada 24 horas por 3 dias.
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2.3.5.2. Teste Poisoned Food

Foi preparada uma solucdo-mée dos compostos [13A], [13B] e
avenaciolideo cada composto em diclorometano com concentracdo de 5
mmol/L. Trés aliqguotas de cada solucdo foram transferidas para trés
bal6es de fundo redondo. O Esquema 2.1 ilustra o preparo das amostras
para o teste Poisoned food.

Em seguida evaporou-se o solvente sob pressao reduzida e os
baldes contendo os compostos secos foram colocados em dessecador
por uma hora e depois lacrados com filme plastico. Procedimento
semelhante foi realizado para a preparacdo do branco, porém somente

com o solvente diclorometano.

Esquema 2.1. Preparo da solugdo-mée e diluicAo para obtencdo das
concentracfes desejadas.

A cada baldo contendo uma substancia teste ou o branco foi
adicionado 1 mL de dimetilsulféxido (VETEC) e agitou-se até dissolver

toda a amostra. Os meios de cultura foram fundidos e resfriados até uma
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temperatura de aproximadamente 45°C. Em seguida foram adicionados
cerca de 10 mg de sulfato de estreptomicina e sete gotas cloranfenicol, o
meio de cultura (48 mL), sob agitacdo, foi transferido para o balédo
contendo o composto a ser testado em dimetilsulfoxido.

ApGs agitacdo tranferiram-se cerca de 6 mL do meio de cultura
assim preparado para cada placa, medidos com o auxilio de uma seringa,
totalizando 4 placas por amostra (ou branco).

Para a preparacao do controle positivo ndo foi utilizado tebuconazol
puro, mas o produto comercial Folicur que consiste em uma suspensao
liquida contendo 20 % m/v de tebuconazol e outros componentes. Para a
preparacdo das amostras deste fungicida foram medidas aliquotas de
0,08 mL; 0,2 mL e 0,3 mL de Folicur, contendo respectivamente 0,1 mmol;
0,25 mmol e 0,40 mmol de tebuconazol. Cada aliquota foi transferida para
um erlenmeyer contendo 48 mL de meio de cultura fundido, 1 mL de
dimetilsulféxido, 10 mg de sulfato de estreptomicina e 5 gotas de
cloranfenicol. As placas foram preparadas com essa suspensdo, do
mesmo modo que as demais.

O fungo Aspergillus flavus foi repicado de acordo com o
procedimento descrito no item 1.4.1. ApGs sete dias foram retirados
discos de micélio de 5 mm de didmetro, com a mesma idade, cortados no
mesmo raio de crescimento (Figura 2.10) e inseridos no centro das placas
contendo os compostos [13A], [13B], avenaciolideo o controle negativo
(branco) e o controle positivo (Folicur).

Foram medidos por um periodo de cinco dias os halos de
crescimento do fungo Aspergillus flavus nas quatro repeticdes preparadas

para cada amostra e cada concentracao.
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Figura 2.10. Placa contendo Aspergillus flavus com 7 dias de incubacéo. Em
destaque, sobre a regidao em vermelho, observam-se os locais de onde foram

cortados os discos de micélio.

2.4. Discussao dos Resultados

2.4.1. Teste Disco-Difuséo

Além dos compostos [13A] e [13B], cuja preparacdo estd descrita no
primeiro capitulo desta dissertac@o, foram incluidos nos ensaios de atividade
antifangica o avenaciolideo (AVN) e mais trés substancias analogas contendo
cadeias laterais com trés ou quatro atomos de carbono (PRP, BUT, MBU
conforme mostrado na Tabela 2.4)

O fungicida comercial Folicur® (BAYER) foi escolhido como controle
positivo por ser um dos mais eficientes agentes antifingicos utilizados na
agricultura. Seu principio ativo tebuconazol (Tabela 2.4) tem grande
capacidade sistémica e acdo preventiva e curativa no combate a varias
doencas de plantas causadas por fungos (VALE e ZAMBOLIM, 1997). O
Folicur em sua formulagdo comercial contém o tebuconazol como uma emulséo

de 6leo em agua, a 20%.
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Tabela 2.4. Compostos avaliados pelo meétodo Disco-Difusdo e seus

respectivos codigos.

Composto Cadeia lateral Caodigo

CiHzs \@40

—b Undecila 13A

3

C17H35\®¢o
F% Heptadecila 13B
Y
0
CgHi7a_© 0
E Octila AVN
yﬁ(o
o)
~F°
4(’6 Etila PRP
o}
/\/\@?O
sz Butila BUT
Y
o}
)\/\640
. 3-metilbutila MBU
-
o}
ll\IANH
N\/ Tebuconazol TBL
OH

Cl
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Os halos de inibicdo do crescimento fungico sdo avaliados medindo-se
os halos em quatro dire¢cdes e obtendo-se o valor médio do didmetro deste halo
(Figura 2.11).

Figura 2.11. Representacdo das medidas do halo de inibicdo do crescimento
fungico.

Nas Tabelas 2.5 a 2.7 encontram-se 0s resultados obtidos pela
avaliacdo da atividade antifungica dos compostos 13A, 13B, AVN, PRP, BUT e
MBU nas concentracbes de 1000 e 3000 ppm contra Colletotrichum

gloesporioides, Fusarium solani e Aspergillus flavus.

Tabela 2.5. Médias dos halos de inibicdo (mm) da colénia de Colletotrichum
gloesporioides e porcentagem (%) em relacdo ao avenaciolideo apés 48 horas

de observacéo.

Compostos 1000 ppm’ % 3000 ppm %
AVN 16,8+ 0,4 Bb 100 18,8 £+ 0,3 Ab 100
13A 6,7 £ 0,6 Bde 40 7,4+0,1 Ae 40
13B 6,0 £ 0 Ae 36 6,0 + 0 Af 31
PRP 6,0 + 0 Be 36 8,7+ 0,3 Ad 46
BUT 7,2+0,4 Ad 43 7,9 £0,3 Ade 42
MBU 10,0+ 0,4 Bc 60 11,4+ 0,4 Ac 61
TBL 40,5+ 0,7 Ba - 43,6 £ 0,3 Aa -

Branco 0 0 0 0

*Médias de trés repeticdes; medidas seguidas pela mesma letra mailscula na horizontal e
minUscula na vertical nao diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Tabela 2.6. Médias do halo de inibicdo (mm) da colbénia de Fusarium solani e
porcentagem (%) em relacdo ao avenaciolideo apds 48 horas de observacéao.
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Compostos 1000 ppm’ % 3000 ppm” %

AVN 9,9+0,4Bb 100 11,3+ 0,3 Ab 100
13A 6,0 £ 0 Ae 60 6,0+ 0 Ae 53
13B 6,0 £ 0 Ae 60 6,0+ 0 Ae 53
PRP 6,0 £ 0 Ae 60 6,0+ 0Ad 53
BUT 6,0 £ 0 Be 60 7,4+0,2 Ad 65
MBU 8,4+0,4Bc 84 9,1+0,2Ac 81
TBL 34,1 +0,4 Ba - 38,0+ 0,5 Aa -
Branco 0,0 £ 0 Af 0 0,0 £+ OAf 0

*Médias de trés repeti¢Bes; medidas seguidas pela mesma letra mailscula na horizontal e
minUscula na vertical nao diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Tabela 2.7. Médias do halo de inibicdo (mm) da col6énia de Aspergillus flavus e

porcentagem (%) em relacdo ao avenaciolideo apds 48 horas de observacao.

Compostos 1000 ppm’ % 3000 ppm’ %
AVN 14,6 + 0,5B 100 16,9 + 0,4A 100
13A 7,7+ 0,6Bd 53 8,5+0,1Ad 50
13B 6,0 + 0,0Ae 41 6,0 + 0,4Af 35
PRP 6,0 + 0,0Ae 41 6,0 + 0,0Af 35
BUT 7,0+ 0,1Bd 48 7,7+ 0,6Ae 45
MBU 9,5+0,1Ac 65 9,9 + 0,02Ac 59
TBL 21,3 +0,8Ba - 38,2 + 0,3Aa -

Branco 0,0£0,0 0 0,0+0,0 0

*Médias de trés repetigfes; medidas seguidas pela mesma letra mailscula na horizontal e
mindscula na vertical ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Por esta metodologia de teste e nas doses utilizadas o tebuconazol foi
mais ativo que as bis-y-lactonas, sendo esta diferenca menor para A.flavus e
maior para F. solani.

Observa-se, de um modo geral, que houve maior inibicdo do
crescimento fungico com o aumento das doses (1000 para 3000 ppm), exceto
para o composto [13B], que foi inativo nas concentragfes testadas. Isto se

explica em parte a menor dose utilizada deste composto, uma vez que sua
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massa molar é bastante maior que a dos demais compostos e as comparacoes
foram feitas em massas (ppm).

Esta metodologia foi utilizada por requisitar quantidades muito pequenas
das amostras e por permitir em curto espaco de tempo (48 horas) uma
avaliacdo preliminar do potencial antifungico de um conjunto de substancias
(GOULD, 2000). Assim, verificou-se que o avenaciolideo foi mais ativo que as
demais bis-y-lactonas contra os trés fungos nas doses testadas.

A pequena variagdo de massa molar ndo dificultou a visualizagdo da
variacdo da atividade com o aumento da cadeia em relacdo aos compostos
PRP, BUT, MBU e AVN, confirmando para o Colletotrichum gloeosporioides
(MAGATON et al., 2007) que a atividade aumenta com a extensdo da cadeia.
Estas concludes foram expandidas, sendo verdadeiras também para Fusarium
solani e Aspergillus flavus. Entretanto, para os trés fungos testados, parece
haver um tamanho maximo da cadeia a partir do qual qualquer aumento leva a
reducdo da atividade. Este fato pode ser devido a menor difusdo no meio
aquoso dos compostos [13A] e [13B] devido as extensas cadeias carbdnicas.
Para confirmar estas hipoteses foram realizados estudos pelo método
Poisoned food, como sera discutido mais adiante. As Figuras 2.12, 2.13 e 2.14
mostram uma comparacdo das atividades das bis-y-lactonas nas duas doses
testadas.

Os ensaios pelo método de disco-difusdo mostraram, ainda, que as bis-
v-lactonas sdo mais ativas contra Colletotrichum gloesporioides e menos ativas
contra Fusarium solani, apresentando valores de inibicdo intermediarios para

Aspergillus flavus (Figura 2.15)

137



Diametro do halo de inibigdo (mm)

I 1000 ppm
20 [ 3000 ppm

18

PRP 138 BUT 13A MBU AVN
Compostos testados

Figura 2.12. Halo de inibicdo do crescimento de Colletotrichum gloesporioides

pelos compostos testados (mm) em 48 horas de incubag&o nas concentracdes
de 1000 e 3000 ppm.

Diametro do halo de inibigdo (mm)

I 1000 ppm
124 [ 3000 ppm

PRP 13B BUT 13A MBU AVN

Compostos testados

Figura 2.13. Halo de inibicdo do crescimento de Fusarium solani pelos

compostos testados (mm) em 48 horas de incubacdo nas concentracdes de

1000 e 3000 ppm.
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I 1000 ppm
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Diametro do halo de inibigdo (mm)

PRP 138 BUT 13A MBU AVN
Compostos testados

Figura 2.14. Halo de inibicdo do crescimento (mm) de Aspergillus flavus pelos
compostos testados em relagcdo em 48 horas de incubacéo nas concentracdes
de 1000 e 3000 ppm.

20 - -
Il Fusarium solani

16 I Aspergillus flavus
1 Il Colletotrichum gloesporioides

Diametro dos halos de inibicdo (mm)

13B PRP 13A BUT MBU AVN

Compostos testados

Figura 2.15. Comparativo entre os halos de inibicdo dos compostos em relacao
aos trés fungos testados em 48 horas de incubagdo, amostras preparadas a

partir de solugdes de 3000 ppm.
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2.4.2. Teste Poisoneed Food

De acordo com SINGH, et al. 2006, o0 método Poison Food ou
Poisoned Food (CHUTIA et al.2009), desempenha um papel importante
para se avaliar a atividade biolégica de um determinado composto. Ao
contrario do método de Disco-Difusdo, este avalia o crescimento do fungo
sobre meio de cultura contendo o composto a ser testado. Dessa forma
os resultados aparecem como halos de inibicho de crescimento,
comparados ao crescimento do controle negativo (branco), que nao
contém a substancia em teste.

Para se determinar o halo de crescimento fungico foram realizadas
medidas de didmetro em quatro direcbes, obtendo-se o valor médio.
Essas medidas foram realizadas a cada 24 horas, por cinco dias (Figura
2.16).

Figura 2.16. Medidas do halo de crescimento fungico em quatro direcdes.

Os testes foram realizados colocando-se discos de micélio do
fungo sobre o centro das placas de Petri estéreis e descartaveis de 60 x
15 mm, contendo os compostos a serem testados homogeneamente
misturados ao meio de cultura. Foram realizadas quatro repeticbes para
cada composto e para cada concentracdo, sendo ao final escolhidas as

trés com menor desvio padrdao em relacdo a media.
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Foram testados os compostos [13A], [13B], AVN e tebuconazol
(controle positivo) nas concentracées de 0,1; 0,25 e 0,4 mmol/L. As
demais substancias nao foram testadas por insuficiéncia de amostras.

Os gréficos da Figura 2.17 mostram o crescimento normal dos
fungos nas condic¢des testadas (branco) em comparagédo com o0s diversos
tratamentos.

Através da analise desses graficos, observa-se que a taxa de
inibicdo dos compostos ao longo de 120 horas (5 dias) foi praticamente
linear nas trés concentracdes testadas. Como nao houve crescimento no
tratamento dado com tebuconazol, considerou-se que este inibiu
completamente o crescimento fungico nas trés concentracdes.

O composto [13B] foi 0 menos ativo dentre os compostos testados.
Este resultado vai de encontro com a teoria de MEYER e VIGNAIS, 1973,
que sugerem que a cadeia lateral pode ajudar a molécula a se ligar na
parte lipofilica da membrana e assim deixar o grupo metileno em posicao
favoravel para reagir com os grupos —SH da enzima transportadora de
glutamato. O fator solubilidade no meio aquoso também deve ter
importante contribuicdo para este resultado.

Os resultados obtidos para o composto [13A] indicam que em
relacio ao teste de Disco-Difusdo sua atividade aumentou
consideravelmente, mas ainda foi menor do que a do avenaciolideo, o
gue corrobora com a teoria descrita acima. Isto indica que talvez a cadeia
lateral de oito atomos de carbono do avenaciolideo tenha uma distribuicéo
espacial mais eficaz, de modo a favorecer a interagdo do grupo metileno
com a enzima, nao sendo longa demais ao ponto de dificultar sua difusao
em meio aquoso do teste.

Outra observacdo importante € que na concentracdo de 0,40
mmol/L o avenaciolideo foi bastante ativo contra Aspergillus flavus, o que
leva a uma interessante relagdo de inibicdo entre fungos do mesmo
género. Em comparacdo com o controle positivo, nesta concentracdo, o
avenaciolideo obteve praticamente a mesma taxa de inibicdo, ndo sendo

totalmente ativo apenas no quinto dia.
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Como o controle positivo (tebuconazol) foi testado em sua
formulacdo comercial (Folicur®), que dispbe de aditivos que tornam sua
acao ainda mais eficaz, isto indica que a acao inibitoria do crescimento de
Aspergillus flavus pelo avenaciolideo, pode ser potencializada também

atraves de aditivos, como é feito com as formula¢cdes comerciais.
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Figura 2.17. Gréaficos das médias do didametro da colonia de A. flavus
(branco) (mm) durante 120 horas de incubacdona temperatura ambiente

em comparac¢ao com os diversos tratamentos.
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As porcentagens de inibicdo foram calculadas através da Equacao
1.1, onde Cy, é a média do crescimento do controle negativo (branco) e C;
€ a média do crescimento fungico em contato com as substancias em

teste.

(Cb—Ct)
b

%Inlbl(;éo = 100% Equacdo 1.1.

Na Tabela 2.8 observam-se as porcentagens de inibicdo calculadas
para o ultimo dia de incubacao (120 horas). Esses resultados podem ser
melhor observados na Figura 2.18, onde foram tracados graficos com as
porcentagens de inibicdo do crescimento fungico na presenca dos trés
compostos testados. Para efeito de ilustracdo a Figura 2.19 mostra placas

representativas do quinto dia de ensaio com A. flavus.

Tabela 2.8. Crescimento fangico (mm)** e inibicdo (%) em relacdo ao

crescimento do branco nas concentracées 0,10; 0,25 e 0,40 mmol/L.

0,10 mmol/L 0,25 mmol/L 0,40 mmol/L
Composto % % %
(mm)* (mm)* (mm)*

13A 248+0,77Ac 54 21,7+0,0Bc 59 184+0,79Cc 66
13B 432+054Ab 19 420+086Bb 22 39,7+0,67Cb 31
AVN 22,2+0,69Ad 59 135+0,32Bd 75 5,6+0,76 Cd 90
TBL 50+0,0 Ae 100 5,0£0,0 Ae 100 5,0£0,0 Ae 100
Branco 53,6 £ 0,10 Aa - 53,6 £ 0,10 Aa - 53,6 £ 0,10 Aa -

*Médias de trés repeticdes seguidas pela mesma letra maidscula na horizontal e minuscula na
vertical ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
*Foi considerado crescimento fangico quando o didmetro foi maior do que 5 mm de diametro.
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Figura 2.18. Gréfico da inibicdo dos compostos (%) em relacdo ao

crescimento do controle negativo (branco).

Figura 2.19. Halos de crescimento de Aspergillus flavus apés 5 dias de
teste (branco) e na presenca dos compostos [13A], [13B], AVN e TBL

nas concentracdes de 0,10; 0,25 e 0,40 mmol/L.
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% Inibicéo

A partir dos dados coletados, foi possivel construir curvas de

dose x inibicdo. Das equacdes das retas foram obtidos os coeficientes de

correlacdo de cada curva (Figura 2.23) e o ICs* para cada composto

testado.
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Figura 2.23. Curvas de dose X inibicdo obtidas para os compostos [13A],

[13B] e AVN.

* O ICs é definido como a concentracdo minima de um composto para inibir 50% do

crescimento do fungo. (ALVES, et al. 2009).
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Os valores de ICsy calculados (Tabela 2.9) confirmam que o
avenaciolideo foi duas vezes mais ativo do que o composto [13A] e
dezoito vezes mais ativo do que o composto [13B] contra Aspergillus
flavus. O que sugere mais uma vez que cadeias laterais mais extensas do

gue a do avenaciolideo reduzem a atividade dessas bis-y-lactonas.

Tabela 2.9. Valores de ICsy para 0s compostos testados contra

Aspergillus flavus.

Compostos ICs0
testados (mmol/L)
AVN 0,11
13A 0,24
13B 1,93
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CAPITULO 2 - 2.5. Concluses

2.5. Conclusodes

Neste trabalho foi avaliada a atividade antifingica dos compostos
analogos ao avenaciolideo [13A], [13B], PRP, BUT, MBU e do préprio
avenaciolideo pelo método de Disco-Difusdo contra Aspergillus flavus,
Colletotrichum gloesporioides e Fusarium solani. Por esta metodologia foi
constatado que o avenaciolideo é o mais ativo entre oS compostos
testados. Isto indica que a extensdo da cadeia lateral interfere na
atividade fungicida das bis-y-lactonas e que deve haver um tamanho
otimo de cadeia para o qual a atividade seja maxima. Este teste nao foi
conclusivo para a avaliagcédo da atividade dos compostos de cadeia longa
[13A] e [13B] devido a baixa difusdo desses compostos no meio de
cultura. Conclui-se ainda que o avenaciolideo € mais ativo contra C.
gloeosporioides e menos ativo contra F. solani, apresentando atividade
intermediaria contra A. flavus.

Avaliou-se também a atividade antifingica dos compostos [13A],
[13B] e do avenaciolideo contra Aspergillus flavus através do teste
Poisoned Food. Neste teste o avenaciolideo foi duas vezes mais ativo do
gue o composto [13A] e cerca de 18 vezes mais ativo do que o composto
[13B], apresentando atividade comparavel com a do controle positivo
(tebuconazol) na concetracéo de 0,4 mmol.L™.

Para melhor comparar a acdo antifungica do avenaciolideo com a
de fungicidas comerciais, seria interessante a repeticdo dos testes pelo
método Poisoned food utilizando-se o0s principios ativos puros desses
fungicidas.

Com este trabalho pode-se concluir que o avenaciolideo tem bom
potencial para ser utilizado como fungicida, especialmente contra fungos
do género Colletotrichum e Aspergillus. Seria interessante o
aprofundamento de estudos com ensaios in vivo e o desenvolvimento de
formulagbes que potencializem o0 uso do avenaciolideo como

agroquimico.
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ANEXOS

Os espectros dos compostos [B] estdo mostrados na discussao dos
resultados, capitulo 1. Aqui sdo apresentados 0s espectros

correspondentes aos analogos [A].

Espectros no infravermelho para os produtos [A]
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Figura 1. Espectro no infravermelho (Filme sobre Csl) do produto [9A].

100+

80-

60

40-

2924

20

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Figura 2. Espectro no infravermelho (Filme sobre Csl) do produto [9A].
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Figura 3. Espectro no infravermelho (Filme sobre Csl) da mistura de
epimeros [10A].
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Figura 4. Espectro no infravermelho (Filme sobre Csl) do produto [11A].

162



1663

1748

20

4000 35})0 30})0 2560 2050 1550 1050 560
Figura 5. Espectro no infravermelho (Filme sobre Csl) do composto
[13A].

Espectros de RMN de 1H e 13C para os produtos [A]

ppm

Figura 6. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do produto [8A].
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Figura 7. Espectro de RMN de **C (CDCls, 75 MHz) do produto [8A].
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Figura 8. Espectro de RMN de *H (CDCl;, 300 MHz) do produto [9A].
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Figura 9. Espectro de RMN de **C (CDCls, 75 MHz) do produto [9A].
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Figura 10. Espectro de RMN de *H (CDCls;, 300 MHz) da mistura de
epimeros [10A].
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Figura 11. Espectro de RMN de **C (CDCls, 75 MHz) da mistura de
epimeros [10A].
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Figura 12. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do produto [11A].
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Figura 13. Espectro de RMN de *3C (CDCls;, 75 MHz) do produto [11A].
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Figura 14. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do produto [13A].
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Figura 15. Espectro de RMN de **C (CDCls, 75 MHz) do produto [13A].
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