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RESUMO

MIRANDA, Ana Cristina Mendes, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa,
dezembro de 2016. Sintese e avaliacdo das atividades antibacterianas e
citotoxicas de andélogos aos rubrolideos e suas lact amas derivadas .
Orientador: Luiz Claudio de Almeida Barbosa. Coorientadores: Antbnio Jacinto
Demuner e Eduardo Vinicius Vieira Varejao.

Os rubrolideos naturais e seus analogos sintéticos, bem como as j-hidroxi-j-lactamas
e j-alquilideno-j-lactamas, apresentam grande variedade de atividades biologicas.
Neste trabalho, eles foram usados como modelo para o desenvolvimento de novos
compostos com potenciais atividades bioldgicas. Uma série de analogos aos
rubrolideos foi sintetizada e convertida nas j-hidroxi-j-lactamas e j-alquilideno-j-
lactamas correspondentes. A rota sintética escolhida para a sintese desses
compostos teve como material de partida o &cido mucobrémico, cuja reducdo com
boroidreto de sédio levou a formacao da 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona com 81% de
rendimento. Esse composto foi posteriormente submetido a reacdo de acoplamento
de Suzuki com diferentes acidos arilborbnicos para a obtencdo regiosseletiva de
quatro novas 4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas, com rendimentos que variaram de 43%
a 70%. Numa etapa posterior, as 4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas foram submetidas a
reacoes de adicdo alddlica com diferentes aldeidos aromaticos. Essas reacdes foram
realizadas na temperatura ambiente e na presenca de N,N-diisopropiletilamina e tert-
butildimetilsililtrifluorometanossulfonato. O tratamento dos adutos alddlicos obtidos
com 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno sob refluxo resultou na obtencdo
estereosseletiva de 13 jalquilidenobutenolideos analogos aos rubrolideos na
configuragéo Z, com rendimentos variando de 58% a 93%. Esses compostos foram
convertidos nas jhidroxi-)<lactamas correspondentes, por meio da reacdo de
lactamizagc&o com isobutilamina a 0 °C, apresentando rendimentos que variaram de
81% a 97%. Finalmente, a desidratacdo das j-hidroxi-)<lactamas com &cido p-
toluenossulfénico levou a formacdo das (Z) e (E)-j-alquilideno-j-lactamas, com
rendimentos totais que variaram entre 77% e 94%. ApoOs a purificagdo por coluna
cromatografica, apenas o isébmero Z foi isolado. Todos 0os compostos sintetizados
foram caracterizados por espectrometria de massas, espectroscopia no IV e RMN de

'H e 13C. Técnicas bidimensionais como HSQC e NOESY auxiliaram na atribuicdo de
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sinais dos espectros de RMN de hidrogénio e de carbono e na elucidacdo da
configuracdo da ligagdo dupla das unidades j-alquilideno. Cinquenta e dois
compostos foram sintetizados, sendo 51 inéditos. Todos os compostos foram
submetidos a ensaios para avaliacdo da inibicdo do crescimento plancténico e inibicéo
da formacdo de biofiime de duas bactérias de grande importancia médica,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis. Para S. aureus, a maioria dos
compostos apresentaram ICso maior que 40 ug mL™. Apenas (Z)34a e (Z)34b inibiram
fortemente o crescimento bacteriano (ICso = 5,6 e 1,8 yg mL™1, respectivamente), e
32m e 33l apresentaram atividades moderadas (ICso = 13,8 e 18,9 ug mLY,
respectivamente). Para S. epidermidis, os compostos exibiram, em sua maioria, 1Cso
maior que 40 uyg mLt. O composto 34b foi o Gnico que demonstrou elevada atividade
(ICs0 6,0 ug mL1). De forma geral, os compostos ndo demonstraram atividade sobre
a formacao do biofilme de S. epidermidis. Entretanto, para S. aureus, cinco compostos
foram capazes de inibir em 50% a formacao de biofilme em concentracdes menores
que 10 yg mL1, destacando-se os compostos (Z)34e e (Z)34f, com valores de ICso
iguais a 0,9 e 1,3 yg mL™1, respectivamente. Os derivados lactamicos aqui descritos
apresentaram valores de ICso até quatro vezes menores do que o0s descritos
anteriormente. Foi avaliada, ainda, a citotoxicidade dos compostos sintetizados sobre
as linhagens de células tumorais SF-295 (glioblastoma), HCT-116 (carcinoma de
célon) e PC-3 (adenocarcinoma de prostata). Os compostos demonstraram baixo
potencial de diminuicdo da viabilidade celular na concentracdo avaliada, e apenas o
composto 32k apresentou atividade moderada, com reducgéo de 50,4% da viabilidade
celular sobre a linhagem HCT-116. Os compostos 33f, 33h, 33j, 33k, 34a, 34c, 34f e
34k apresentaram reducgao da viabilidade celular maior que 40% sobre, pelo menos,

uma linhagem testada.
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ABSTRACT

MIRANDA, Ana Cristina Mendes, D.Sc. Universidade Federal de Vigcosa, December,
2016. Synthesis and evaluation of antibacterial and cytot oxic activities of

rubrolide analogs and their derived lactams . Adviser: Luiz Claudio de Almeida
Barbosa. Co-advisers: Antdnio Jacinto Demuner and Eduardo Vinicius Vieira Varejéo.

Natural rubrolides and their synthetic analogs, as well as »~hydroxy-j-lactams and
alkylidene j-lactams, present a wide variety of biological activities. In this work, they
were used as a model for the development of new compounds with potential biological
activities. A series of analogs to the rubrolides was synthesized and converted into the
corresponding j~hydroxy-jy-lactams and j-alkylidene-j~lactams. The synthetic route
chosen for the synthesis of these compounds had the starting material mucobromic
acid, which reduction with sodium borohydride led to the formation of 3,4-
dibromofuran-2-(5H)-one in 81% vyield. This compound was subsequently subjected to
the Suzuki coupling reaction with different arylboronic acids for the regioselective
production of four novel 4-aryl-3-bromofuran-2-(5H)-ones in yields ranging from 43%
to 70%. In a subsequent step, the 4-aryl-3-bromofuran-2-(5H)-ones were subjected to
aldol addition reactions with different aromatic aldehydes. These reactions were
carried out at room temperature and in the presence of N,N -diisopropylethylamine and
tert-butyldimethylsilyltrifluoromethanesulfonate. Treatment of aldol adducts obtained
with 1,8-diazabicyclo[5.4.0]lundec-7-ene under reflux resulted in the stereoselective
generation of 13 jalkylidenobutenolides analogous to the rubrolides in the Z
configuration, in yields ranging from 58% to 93%. These compounds were converted
to the corresponding j-hydroxy-j-lactams by the lactamization reaction with
isobutylamine at 0 C, yields ranging from 81% to 97%. Finally, dehydration of
hydroxy-j-lactams with p-toluenesulfonic acid led to the formation of (Z) and (E)-y»
alkylidene-jylactams, in total yields ranging from 77% to 94%. After purification by
column chromatography, only the Z isomer was isolated. All synthesized compounds
were characterized by mass spectrometry, IR spectroscopy and *H and 3C NMR. Two-
dimensional techniques such as HSQC and NOESY aided the assignment of signals
from the hydrogen and carbon NMR spectra and elucidation of the j-alkylidene unit

double bond configuration. Fifty-two compounds were synthesized, 51 of which were
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unpublished. All the compounds were tested for inhibition of planktonic growth and
inhibition of biofilm formation of two highly important bacteria, Staphylococcus aureus
and Staphylococcus epidermidis. For S. aureus, most of the compounds had ICso
greater than 40 yg mL?. Only (Z)34a and (Z)34b strongly inhibited bacterial growth
(ICso = 5.6 and 1.8 ug mL™?, respectively), and 32m and 33| presented moderate
activities (ICso= 13.8 and 18.9 uyg mL?, respectively). For S. epidermidis, the
compounds exhibited, for the most part, ICso greater than 40 yg mL1. Compound 34b
was the only one that demonstrated high activity (ICso 6.0 ug mL™). In general, the
compounds did not demonstrate activity on the formation of the S. epidermidis biofilm.
However, for S. aureus, five compounds were able to inhibit biofilm formation in
concentrations lower than 10 pg mL by 50%, with the compounds (Z)34e and (Z)34f,
with the same ICso values To 0.9 and 1.3 yg mL™%, respectively. The lactam derivatives
described herein have ICso values up to four times lower than those described above.
Cytotoxicity of the compounds synthesized on SF-295 (glioblastoma), HCT-116 (colon
carcinoma) and PC-3 (prostate adenocarcinoma) tumor cell lines was also evaluated.
The compounds showed low potential for decreased cell viability in the evaluated
concentration, and only 32k showed moderate activity, with a reduction of 50.4% in cell
viability over the HCT-116 lineage. Compounds 33f, 33h, 33j, 33k, 34a, 34c, 34f and

34k showed reduction of cell viability greater than 40% on at least one tested lineage.
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INTRODUCAO GERAL

Na busca por novas moléculas biologicamente ativas, os compostos eficientes
no tratamento de doencas infecciosas e neoplasias tém despertado grande interesse
devido ao impacto da mortalidade associada a esses quadros clinicos e ao
desenvolvimento de resisténcia, o que que limita o tempo de vida uatil dos
medicamentos e resulta na necessidade de constante introdu¢do de novos compostos
(SPELLBERG; SHLAES, 2014; BUSH et al., 2011).

A descoberta de medicamentos antimicrobianos é singularmente dificil em razao,
principalmente, da baixa penetracdo dos compostos nas células bacterianas (PAYNE
et al., 2007). Apesar dos enormes esfor¢cos dedicados ao desenvolvimento de novos
medicamentos para o tratamento do céncer, ainda ha necessidade urgente de
elaboracdo de farmacos antitumorais ativos contra tumores néo trataveis, com menos
efeitos secundarios e, ou, maior eficiéncia terapéutica (DEMAIN; VAISHNAV, 2011).

Diversas estratégias e metodologias podem ser empregadas para a sintese de
moléculas bioativas. Ndo surpreendentemente, a quimica de produtos naturais
representa grande fonte de inspiracdo, uma vez que seres vivos, como plantas,
fungos, insetos, organismos marinhos e bactérias, sintetizam metabdlitos secundarios
com diversas atividades biolégicas (BARREIRO; BOLZANI, 2009). Os farmacos em
uso clinico atualmente sédo, em sua grande maioria, de origem natural ou sintetizados
a partir de um planejamento sintético fundamentado em produtos naturais
(BARREIRO; BOLZANI, 2009; NEWMAN; CRAGG, 2007; CRAGG; NEWMAN, 2013).

O grupo de pesquisa do Laboratério de Andlise e Sintese de Agroquimicos
(LASA), da Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa, MG, vem utilizando produtos
naturais como modelos para desenvolver varias pesquisas voltadas para a descoberta
de novos compostos com atividade herbicida reguladora do crescimento de plantas,
antitumoral e, mais recentemente, com atividade inibitoria sobre o crescimento
planctdnico e sobre a formacao de biofilmes bacterianos. Entre os produtos naturais
utilizados como modelo estdo os rubrolideos, e grande nimero de analogos a eles
foram sintetizados e avaliados quanto as suas atividades biolégicas. Algumas
lactamas derivadas de rubrolideos foram sintetizadas e apresentaram atividade
inibitoria sobre a formacéo de biofilme bacteriano e citotoxicidade sobre linhagens de

células tumorais. Entretanto, devido ao pequeno grupo de lactamas sintetizadas,



ainda é necessaria uma investigacdo mais ampla e criteriosa sobre essa classe de
compostos.

Neste trabalho foram realizadas a sintese e avaliacdo das atividades
antibacterianas e citotoxicas de novos analogos aos rubrolideos e suas lactamas
derivadas, e os resultados foram descritos na forma de capitulo, com a seguinte
organizacao: no Capitulo 1, foram descritas as etapas envolvidas na sintese de novos
analogos dos rubrolideos e suas j-hidroxi-)<lactamas e j-alquilideno-j)-lactamas
derivadas. Todos o0s compostos sintetizados e purificados foram identificados
conforme descrito neste capitulo. No Capitulo 2, foram avaliadas as potenciais
atividades antibacterianas e antibiofilmes dos compostos sintetizados sobre duas
bactérias de importancia médica: Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis. No Capitulo 3, os compostos sintetizados foram avaliados quanto a
citotoxicidade sobre trés linhagens celulares de céancer humano SF-295
(glioblastoma), HCT-116 (carcinoma de célon) e PC-3 (adenocarcinoma de préstata).



CAPITULO 1

SINTESE DE NOVAS »#HIDROXI-»LACTAMAS E »ALQUILIDENO- §
LACTAMAS A PARTIR DE ANALOGOS DOS RUBROLIDEOS



1 Introducéo

1.1 Rubrolideos

A subunidade furan-2(5H)-ona esta presente em um grande numero de
produtos naturais conhecidos como butenolideos. Compostos pertencentes a essa
familia podem ser isolados das mais diversas fontes, como esponjas, algas, animais,
plantas e insetos (KUANG et al., 2008). Essa subunidade corresponde a estrutura
responsavel pela inducdo de uma grande variedade de atividades bioldgicas como
fungicida, bactericida, anti-inflamatoria, citotoxica e reguladora de germinacdo de
sementes (MURTHY et al., 2009).

Um importante membro da familia dos butenolideos sdo os rubrolideos.
Isolados pela primeira vez por Miao e Andersen (1991) a partir da ascidia marinha
Ruterella rubra, os compostos foram identificados como rubrolideos A-H (1-8) e
correspondem a butirolactonas com duas unidades p-hidroxifenil, com ou sem atomos
de halogénios, conforme apresentado na Figura 1.1. Esses compostos demonstraram

elevada atividade antibiotica contra Staphylococcus aureus.

O

1 A: (R=Z=H; X=Y=Br)

2 B: (R=H;X=Y=Br; Z=Cl)
3 C: (R=Y=Z=H; X=Br)

4 D: (R=X=Z=H; Y=Br)

5 E: (R=X=Y=Z=H)

6 F: (R=Me; X=Y=Z=H)

Figura 1.1 - Estruturas dos rubrolideos A-H (1-8).

Na busca por produtos naturais farmacologicamente ativos, Ortega et al. (2000)
investigaram a ascidia marinha Synoicum blochmanni e isolaram seis novos
rubrolideos que foram caracterizados como rubrolideos I-N (Figura 1.2). Essas
substancias demostraram significante citotoxicidade contra algumas linhagens de

células tumorais. Ja em 2007, o rubrolideo O (Figura 1.2) foi identificado em estudos



realizados com extratos da ascidia da Nova Zelandia Synoicum n. sp. e apresentou
atividade anti-inflamatoria (PEARCE et al., 2007).

w B
HO HO '
Z
Y O Br cl
O 91 (X=Y=Br; W=H;Z=ClI) o)
o) 10 J: (X=Y=Br; W=H;Z=H) ZZNe)
11 K: (X=W=H;Y=Br; Z=Cl)
12 L: (X=Br; Y=W=H; Z=Cl)
13 M: (X=Y=W=H; Z=ClI) 15 Rubrolideo O
X Br 14 N: (X=W=H; Y=CI; Z=Br) Br
OH OH

Figura 1.2 - Estruturas dos rubrolideos I-N (9-14) e do rubrolideo O (15).

Também foram isolados os rubrolideos P e Q da ascidia Pseudodistoma
antiboja por Wang et al. (2012) e os rubrolideos 3”-bromorubrolideo F, 3'-
bromorubrolideo E, 3’-bromorubrolideo F e 3’,3”-dibromorubrolideo E (Figura 1.3)

foram isolados da ascidia Synoicum globosum por Sikorska et al. (2012).

Br Ry
HO HO
. Cl
@) @)
o) =~ "0
16 P: (R=Br)(E/Z) 18 3"-bromorubrolideo F (R;=H; R,=Br; Rz=Me)
17 Q: (R=H)(E/Z) R 19 3-bromorubrolideo E (R1=Br; R,=R3=H)
2 20 3'-bromorubrolideo F (R;=Br; R,2=R3z=Me)
N OR;3 21 3',3"-dibromorubrolideo E (R;=R,=Br; R3=H)

Figura 1.3 - Estruturas dos rubrolideos P (16), Q (17), 3”-bromorubrolideo F (18), 3’-
bromo-rubrolideo E (19), 3-bromorubrolideo E (20) e 3,3"-
dibromorubrolideo E (21).

Recentemente foi relatada a sintese e a atividade de inibicdo da fotossintese de
uma série de analogos aos rubrolideos (BARBOSA et al., 2012; VAREJAO et al., 2014a,
2014b, 2015; PEREIRA et al., 2015). A grande maioria dos analogos sintéticos interfere
na cadeia de transporte de elétrons dos cloroplastos inibindo a fotossintese. O
composto mais ativo mostrou valor de ICso (concentracéo que provoca 50% de inibicao)
iguais a 1,1+0,2 uM (22) (Figura 1.4), apenas uma ordem de grandeza maior do que o
herbicida comercial diuron (0,27 uM) (BARBOSA et al., 2012; VAREJAO et al., 2014b,
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2015). Estes resultados mostram claramente que os analogos aos rubrolideos podem

ser protétipos promissores para o desenvolvimento de novas moléculas bioativas.

F

oy

—

MeO 0]
e

22

NO,

Figura 1.4 - Estrutura do analogo ao rubrolideo ativo sobre a inibicdo da fotossintese.

Estudos de correlacdo estrutura-atividade (QSAR) mostraram uma relacao
direta entre a atividade de inibicdo da fotossintese e o potencial redox dos analogos
aos rubrolideos. Os compostos mais ativos foram aqueles com maior capacidade de
aceitar elétrons, seja por reducdo ou por um mecanismo de reacao eletrofilica
(BARBOSA et al., 2012; VAREJAO et al., 2014a).

1.2 pHidroxi- »lactamas e p-alquilideno- ylactamas

Substéncias de ocorréncia natural contendo nitrogénio s&o largamente
distribuidas em plantas, fungos, animais, organismos marinhos e insetos. Muitas
dessas substancias exibem atividades biolégicas como antibibticas, antitumorais,
analgésicas, herbicidas, entre outros (KIBAYASHI, 2005).

Dentre a enorme variedade de classes de compostos que possuem atomos de
nitrogénio, podem-se destacar as j-hidroxi-)<lactamas (23) e as jalquilideno-y-
lactamas (24) (Figura 1.5). Essas unidades estruturais estdo presentes em varios

produtos naturais biologicamente ativos (NAY et al., 2009).

Rap R Rap Rs
Hogl:f; %Z:Si
NT O 2

R H 23 R, H 24

y-hidroxi-y-lactamas y-alquilideno-y-lactamas

Figura 1.5 - Estrutura geral de y-hidroxi-y-lactamas 23 e y-alquilideno-y-lactamas 24.



Também conhecidas como 5-hidroxi-3-pirrolin-2-onas e 5-alquilideno-3-pirrolin-
2-onas, essas lactamas sédo encontradas como produtos do metabolismo de fungos,
plantas e animais marinhos. Suas estruturas podem variar de simples heterociclos a
sistemas mais complexos, incluindo longas cadeias carbonicas abertas ou esqueletos
policiclicos fundidos.

Recentemente, Pereira et al. (2014a e 2014b) sintetizaram uma série de
lactamas que demostraram atividade sobre a inibicdo da formag&o de biofilme por
bactérias de importancia médica Gram-positivas, como a Staphylococcus epidermidis,
gue é responsavel por infecgcdes hospitalares associadas ao uso de cateteres, e a
Staphylococcus aureus, patégeno humano oportunista responsavel por infeccdes
hospitalares comumente envolvendo a pele. As lactamas demostraram também
atividade sobre bactérias Gram-negativas como a Pseudomonas aeruginosa que
estdo associadas a infec¢cdes pulmonares persistentes em pacientes com fibrose
cistica (RICHARDS e MELANDER, 2008).

As lactamas apresentadas na Figura 1.6 foram capazes de inibir em 50% a
formacao de biofilme das bactérias P. aeruginosa em concentracao tao baixa quanto
0,6 uM 3d (25), enquanto o composto 2f (26) inibiu em 50% a formacédo de biofilme
da S. aureus na concentracdo de 3,7 ug mL? e os compostos 2¢ (27) e 4a (28) da S.
epidermidis nas concentracdes de 13,3 e 12,2 ug mL™1, respectivamente (PEREIRA et
al., 2014a).

Figura 1.6 - Estruturas de j-hidroxi-j<lactamas e j-alquilideno-j<lactamas sintéticas.



Portanto, o presente trabalho teve como objetivo sintetizar novos analogos aos
rubrolideos, converté-los nos derivados j-hidroxi-)<lactamas e jalquilideno-y-
lactamas e submeté-los a ensaios para avaliacdo de suas atividades sobre a inibicdo
da formacédo de biofilme bacteriano e citotoxicidade sobre linhagens de células
tumorais.

No plano sintético desenvolvido para o preparo das j-hidroxi-)~lactamas e
alquilideno-jlactamas, os analogos aos rubrolideos foram utilizados como
precursores dos j-alquilidenobutenolideos. A metodologia foi baseada nos trabalhos
de Bellina et al. (2001b), Goh et al. (2007), Pereira et al. (2014a e 2014b) e Barbosa

et al. (2015) e a analise retrossintética é apresentada no Esquema 1.1.

Acoplamento
de Suzuki

—

R
0 =
= — Alguilidenacédo

\\R‘ 32a-m

ili m i i Ana Br Br
-alquilideno- y-lactamas N - nalogps aos
v-alg s y-hidroxi- y-lactamas rubrolideos M

. 29
acido
mucobrémico

Esquema 1.1 - Analise retrossintética para preparacao das j-hidroxi-)-lactamas e -
alquilideno-j-lactamas derivadas dos analogos aos rubrolideos.

As j-alquilideno-j-lactamas (34) foram obtidas a partir da desidratacdo das vy-
hidroxi-~lactamas (33) correspondentes, preparadas pela reacdo dos compostos
analogos aos rubrolideos com isobutilamina. Os analogos aos rubrolideos (32) foram
sintetizados pela reagcédo de alquilidenacdo entre as 4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas
(31) e diferentes aldeidos aromaticos. As 4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas (31) foram
obtidas pela reacdo de substituicdo regiosseletiva através do acoplamento de Suzuki
entre diferentes acidos fenilborénicos substituidos e a 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona

(30), que foi obtida pela reducéo do &cido mucobrémico (29).



2 Material e Métodos

2.1 Técnicas experimentais

Os solventes utilizados apresentavam grau de pureza analitica e os solventes
anidros empregados foram secados de acordo com a metodologia de Perrin e
Armarego (1994).

As andlises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas
empregando-se placas cromatogréaficas de silica-gel impregnadas sobre aluminio
(Polygram-UV2s4 0,20 mm Macherey — Nagel).

As placas de CCD, apds observadas sob luz ultravioleta (A= 254 nm), foram
reveladas com solucédo alcodlica de acido fosfomolibdico ou solucdo aquosa de
permanganato de potassio.

As separacgfes cromatograficas em coluna foram feitas utilizando-se silica-gel
60 (70-230 mesh ou 230-400 mesh) como fase estacionaria. As temperaturas de fuséo

foram determinadas em aparelho MQAPF-302 e ndo foram corrigidas.

2.2 Técnicas espectroscopicas

Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos em espectrometro VARIAN
660-IR equipado com acessorio PIKE Gladi ATR (Departamento de Quimica - UFV).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em aparelho
Varian Mercury 300 (300 MHz). Utilizou-se cloroférmio deuterado (CDCIs), acetona
deuterada ((CD3)2CO) ou dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6) como solventes, e 0s
espectros foram referenciados pelo sinal do padrdo de referéncia interna
tetrametilsilano (TMS) (o = 0,00). As constantes de acoplamento escalar (J) foram
expressas em Hertz (Hz).

Os espectros de massas foram obtidos em equipamento CG-EM SHIMADZU
GCMS-QP5050A utilizando irradiacéo por impacto de elétrons (70 eV).



2.3 Procedimentos sintéticos

2.3.1 Sintese do 2,5-dimetoxibenzaldeido

MeO.5 CHO A um baldo bitubulado de 25 mL, acoplado a um
\@ condensador, adicionou-se 2,5-diidroxibenzaldeido (0,900 g; 6,52

4
g 2 OMe mmol) e K2COs3 (3,604 g; 26,08 mmol). O sistema foi submetido a

atmosfera de nitrogénio e em seguida acetona anidra (15 mL) e CHsl (4,00 mL; 65,20
mmol) foram também adicionados. O sistema foi mantido sob agitacéo e refluxo, e o
progresso da reacao foi acompanhado por CCD. Ao final de 4 horas todo material de
partida foi consumido. A mistura reacional foi transferida para um funil de separacao
com acetato de etila (50 mL) e lavada com solucéo saturada de cloreto de aménio (2
x 25 mL). A fase organica resultante foi secada com MgSOQO, filtrada e concentrada
em evaporador rotatorio sob presséo reduzida. O material obtido foi purificado por
cromatografia em coluna, utilizando como mistura de solventes hexano/acetato de
etila 3:2 (v/v). Obteve-se 1,029 g (6,52 mmol) do composto 35 na forma de cristais
brancos com 95% de rendimento. Tr: 47,5-48,0 °C. CCD: R¢= 0,33 hexano/acetato de
etila, 3:2, (V/v). IV (cm™) v max 3328; 3103; 3068; 3046; 2991; 2972; 2879; 2841; 2773;
2058; 1976; 1861; 1672; 1617; 1586; 1504; 1473; 1433; 1292; 1225; 1046; 939; 887,
813; 717; 647; 529. RMN de H (300 MHz, CDCI3s) 63,77 (s, 3H, 5-OCH?3); 3,86 (s, 3H;
2-OCHz3); 6,92 (d, 1H, J34 =9,1; H-3); 7,11 (dd, 1H, Ja3=9,1 e Jaes = 3,3; H-4); 7,30
(d, 1H, Je4 = 3,3; H-6); 10,43 (s, 1H; CHO). RMN de *3C (75 MHz, CDClz) §55,7 (5-
OCHpg); 56,1 (2-OCH3s); 110,4 (C-3); 113,3 (C-6); 123,4 (C-4); 124,9 (C-1); 153,5 (C-
5); 156,6 (C-2); 189,5 (CHO). EM, m/z (%): 166 ([M]*, CoH1003, 100); 165 (14); 151
(32); 123 (27); 120 (27); 95 (39); 65 (26); 63 (40); 53 (39); 41 (27); 39 (18).

2.3.2 Sintese da lactona 3,4-dibromofuran-2(5 H)-ona (30)

Br Br A um bal&o bitubulado de fundo redondo (25 mL), conectado a um

4 3
m tubo contendo cloreto de célcio, adicionou-se o acido mucobrémico 29
o)

5
Cl’ 2 (1,000 g; 3,88 mmol) e metanol anidro (15 mL). A mistura foi colocada

sob agitacdo magnética a 0 °C e em seguida iniciou-se a adicdo de NaBH4 (0,220 g;

5,82 mmol) em pequenas porgdes. Apos o término da adigdo, a mistura resultante foi
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mantida sob agitagao por 15 minutos a 0 °C. Em seguida, adicionou-se 10 mL de uma
solucdo metandlica de acido sulfurico 10% (v/v), previamente resfriada a 0 °C,
mantendo-se a mistura resultante sob agitacdo por 15 minutos. Decorrido esse
periodo, a mistura foi diluida em éter dietilico (100 mL), transferida para um funil de
separacao e lavada com solucéo saturada de NaCl (4 x 20 mL). A fase organica foi
seca com sulfato de magnésio (MgSOa4) anidro e concentrada em evaporador rotatorio
sob pressao reduzida. O sélido levemente amarelo resultante foi recristalizado em
uma mistura de hexano:éter dietilico 1:1 (v/v), levando a formacao da lactona 30 como
cristais brancos (0,798 g, 85% de rendimento). T+: 89,5-90,1 °C. CCD: R¢ = 0,36
hexano:diclorometano, 1:2, (v/v). IV (cm™) v max 1748; 1603; 1428; 1337; 1215; 1095;
1021; 979; 990; 746; 866; 715; 470. RMN de *H (300 MHz, CDClz3) 6§ 4,87 (s, 2H, H-
5). RMN de 3C (75 MHz, CDCls) 6 74,5 (C-5); 115,0 (C-3); 143,9 (C-4); 166,9 (C-2).
EM, m/z (%): 244 ([M+4]*, 15); 242 ([M+2]*, 30); 240 ([M]*, CsH2Br202, 11); 215 (8);
213 (17); 211 (9); 163 (99); 161 (100); 133 (22); 131 (19); 119 (25); 117 (27); 107 (16);
105 (22); 81 (14); 79 (14); 53 (29); 38 (78); 37 (63); 36 (15).

2.3.3 Procedimento para a sintese da 3-bromo-4-fenilfuran-2(5 H)-ona (31a)

A um bal&o bitubulado de fundo redondo (50 mL) acoplado a
um condensador, adicionou-se a lactona 3,4-dibromofuran-2(5H)-
ona 30 (1,209 g; 5,00 mmol), acido fenilborénico (0,793 g; 6,50
mmol), bisacetonitriladicloropaladio(ll) (PdCI2(CHsCN)2) (0,065 g;
0,25 mmol), trifenilarsina (AsPhs) (0,306 g; 0,100 mmol) e éxido de
prata (Ag20) (3,48 g; 15,00 mmol). O sistema foi submetido a atmosfera de nitrogénio

e adicionou-se THF anidro (20 mL), em seguida foi colocado sob agitagdo magnética
a 65 °C por 24 horas.

A mistura reacional foi resfriada a temperatura ambiente, diluida com acetato
de etila (100 mL) e filtrada a vacuo sobre terra de diatomaceas. O filtrado foi
concentrado em evaporador rotatorio para obtengdo do material bruto da reacdo, que
foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel empregando-se gradiente de
eluicdo com as misturas de solventes hexano/diclorometano 5:1; 3:1 e 1:2 (v/v). Esse
procedimento resultou na formacdo do composto 31a como um sélido branco com
rendimento de 61% (1,107g; 3,05 mmol). T+ 104,1-106,0 °C. CCD: Rf = 0,20
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hexano:diclorometano, 1:1, (V/v). IV (cm™) v max 2923; 2851; 1751; 1609; 1439; 1337,
1189; 1059; 983; 765; 691. RMN de *H (300 MHz, CDCls) § 5,19 (s, 2H, H-5); 7,44-
7,62 (m, 3H, H-3’, H-5" e H-4"); 7,84 (dd, 2H, J23=J¢5 = 7,6, J24 =Js4 = 2,0,H-2’ €
H-6"). RMN de 3C (75 MHz, CDClzs) & 71,8 (C-5); 108,2 (C-3); 106,6 (C-3); 127,0 (C-
2’ e C-6); 129,2 (C-3’ e C-5’); 131,8 (C-4’); 155,9 (C-4); 169,7 (C-2). EM, m/z (%): 240
([M+2]+., 31); 238 ([M+.], C10H7BrOz2, 37); 211 (48); 209 (48); 129 (58); 115 (22); 105
(29); 103 (21); 102 (100); 101 (29); 75 (39); 74 (28); 63 (32); 62 (23); 51 (84); 50 (71).

Os compostos 31b-d foram preparados empregando procedimento similar ao
descrito para a sintese do composto 31a. Todos os compostos foram caracterizados
por espectroscopia no IV, RMN de H e de 13C, experimento bidimensionais de HSQC

e espectrometria de massas.

3-bromo-4- (2-metoxifenil)furan-2(5 H)-ona (31b)

O produto 31b (1,28 g, 4,76 mmol) foi obtido como um solido
branco com 70% de rendimento apds purificagdo por cromatografia
em coluna de silica gel empregando-se gradiente de eluicdo com as
misturas de solventes hexano/diclorometano 1,5:1; 1:1 e 1:1,5 (v/v).
Tr. 107,1-108,2 °C. CCD: R = 0,37 hexano/diclorometano, 1:2, (v/v).
IV (cm-1) Vv max 3072; 2958; 1769; 1614; 1598; 1486, 1264; 1248; 1178; 1012; 978; 744;
721. RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 3,87 (s, 3H, 2'-OCHz3); 5,26 (s, 2H, H-5); 6,99
(dd, 1H, J34#=8,4, J35=0,9, H-3’); 7,09 (ddd, 1H, J53=0,9, J54= 7,5, J5 6 = 7,5, H-
5’); 7,48 (ddd, 1H, J#3=8,4, J45=7,5, J# s = 1,5, H-4’); 7,80 (dd, 1H, Js.# = 1,5, Je' 5
= 7,5, H-6"). RMN de *3C (75 MHz, CDClIs) § 55,8 (2-OCHz); 73,8 (C-5); 108,2 (C-3),
111,6 (C-3’); 118,9 (C-1’); 121,1 (C-5’); 130,3 (C-6’); 132,8 (C-4’); 157,4 (C-4); 157,7
(C-2’), 170,0 (C-2). EM, m/z (%): 270 ([M+2]*, 35); 268 ([M*], C11HeBrOs, 36); 241
(32); 239 (33); 189 (100); 161 (19); 145 (27); 133 (38); 132 (18); 131 (52); 118 (17); 115
(24); 105 (87); 103 (21); 102 (39); 89 (39); 88 (28); 71 (49); 76 (19); 75 (28); 74 (25); 63
(37); 62 (30); 51 (39); 50 (28); 39 (43); 38 (18).
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3-bromo-4- (5-bromo-2-metoxifenil)furan-2(5 H)-ona (31c)

O produto 31c (0,830 g, 1,71 mmol) foi obtido como um

sélido branco com 49% de rendimento apoOs purificacdo por
cromatografia em coluna de silica gel empregando-se gradiente
de eluicdo com as misturas de solventes hexano/diclorometano
15:1; 1:1 e 1:1,5 (viv). Tr: 169,2-171,5 °C. CCD: Rf = 0,28
hexano/diclorometano, 1:1.5, (v/v). IV (cm™1) Vv max 2997; 2964; 1769; 1618; 1591;
1482; 1470; 1401; 1266; 1245; 1181; 1139; 1062; 1012; 983; 880; 805; 749; 621. RMN
de 'H (300 MHz, CDCl3s) 63,86 (s, 3H, 2’-OCH?3); 5,21 (s, 2H, H-5); 6,88 (d, 1H, J34 =
8,8, H-3'); 7,56 (dd, 1H, J# 3= 8,8, Jv ¢ = 2,4, H-4’); 7,88 (d, 1H, Js.4 = 2,4, H-6’). RMN
de 13C (75 MHz, CDClz) §56,1 (2'-OCHzs); 73,5 (C-5); 109,5 (C-3); 113,3 (C-5’); 113,4
(C-3’); 120,7 (C-1’); 132,6 (C-6); 135,2 (C-4’); 156,0 (C-4); 156,5 (C-2’); 169,5 (C-2).
EM, m/z (%) 350 ([M+4]*, 3); 348 ([M+2]*, 9); 346 ([M*], C11HsBr20s3, 2); 269 (21); 267
(19); 132 (100); 131 (32); 102 (27); 101 (15); 99 (11); 89 (14); 88 (14); 87 (33); 77 (11);
75 (26); 74 (20); 63 (24); 62 (14); 51 (33); 50 (34); 44 (22).

3-bromo-4- (5-cloro-2-metoxifenil)furan-2(5 H)-ona (31d)

O produto 31d (0,587 g, 1,93 mmol) foi obtido como um
sOlido branco com 43% de rendimento ap0s purificagdo por
cromatografia em coluna de silica gel empregando-se gradiente
de eluicdo com as misturas de solventes hexano/diclorometano
221 e 1:1 (viv). Tr: 159,4-160,6 °C. CCD: Rt = 0,24
hexano/diclorometano, 1:1, (V/v). IV (cm™) v max 2997; 2961; 2855; 1769; 1615; 1596;
1485; 1471; 1441, 1407, 1266; 1245; 1182; 1012; 982; 880; 808; 749; 679; 640. RMN
de 'H (300 MHz, CDCIs) 6 3,87 (s, 3H, -OCH?3); 5,23 (s, 2H, H-5); 6,95 (d, 1H, J34 =
9,0, H-3’); 7,43 (dd, 1H, J#3=9,0, Jo e = 2,7, H-4’); 7,77 (d, 1H, Je.4 = 2,7, H-6’). RMN
de 13C (75 MHz, CDClzs) §56,2 (2'-OCHzs); 73,5 (C-5); 109,4 (C-3); 113,0 (C-3’); 120,2
(C-1’); 126,2 (C-5’); 129,8 (C-6); 132,3 (C-4’); 156,0 (C-4); 156,1 (C-2’); 169,6 (C-2).
EM, m/z (%) 306 ([M+4]*, 21); 304 ([M+2]*, 85); 302 ([M]*, C11HsBrClOs, 64); 275
(71); 273 (54); 260 (30); 225 (35); 223 (100); 179 (42); 167 (57); 165 (62); 139 (48);
136 (35); 132 (49); 101 (54); 87 (46); 75 (53).
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2.3.4 Procedimento para a sintese do ( Z)-3-bromo-4-fenil-5-(3,4-metilenodioxi-
benzilideno)furan- 2(5H)-ona (32a)

A um bal&o bitubulado de fundo redondo (25 mL) acoplado a
um condensador, adicionou-se a 3-bromo-4-fenilfuran-2(5H)-ona
31a (0,191 g; 0,8 mmol) e o aldeido piperonal (0,140 g; 0,96 mmol).
O sistema foi entdo submetido a atmosfera de nitrogénio e em
seguida adicionaram-se diclorometano anidro (10 mL), TBDMSOTf
(0,240 mL; 1,04 mmol) e DIPEA (0,29 mL; 1,60 mmol). A mistura

resultante foi agitada a temperatura ambiente por uma hora.

Decorrido esse periodo, a mistura reacional foi refluxada e adicionou-se DBU (0,240
mL; 1,60 mmol) mantendo-se o refluxo por 2 horas.

A mistura reacional foi transferida para um funil de separacdo empregando-se
50 mL de DCM. A fase organica resultante foi lavada com solu¢édo aquosa de HCI 3
mol L (2 x 30 mL) e solugdo saturada de NaCl (2 x 30 mL). Em seguida, a mesma foi
seca com MgSOa anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida para obtencéo
do material bruto da reacéo, que foi purificado por cromatografia em coluna de silica
gel empregando-se a mistura de solvente hexano:diclorometano 1:1 (v/v) para
obtencdo do composto 32a como um sélido amarelo com 78% de rendimento (0,232
g; 0,624 mmol). Tr: 107,6-109,3 °C. CCD: R¢= 0,38 hexano:diclorometano, 1:1,5, (v/v)
IV (cm™1) v max 3055; 3004; 2962; 2894; 1755; 1640; 1615; 1599; 1565; 1501; 1484;
1444; 1363; 1326; 1253; 1212; 1183; 1150; 1129; 1105; 1035; 980; 924; 875; 795;
770; 749; 734; 718; 698; 684. RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) 6§ 6,0 (s, 2H, -O-CH2-O-
); 6,04 (s, 1H, H-6); 6,79 (d, 1H, Js* 6= 8,1, H-5"); 7,12 (dd, 1H, Js 57 = 8,1, Je"2" = 1,6,
H-6"); 7,48 (d, 1H, J2"¢" = 1,6, H-2"); 7,49-7,58 (m, 5H, Ph). RMN de 3C (75 MHz,
CDCIs) 6 101,6 (-O-CH2-O-); 107,5 (C-3); 108,6 (C-6); 110,0 (C-27); 114,7 (C-57);
126,7 (C-6”); 126,9 (C-17); 128,9 (C-2' e C-6’)*; 128,9 (C-3’ e C-5)%; 129,04 (C-1")
130,4 (C-4’); 146,1 (C-5); 148,3 (C-4")*; 149,0 (C-3”)*; 153,7 (C-4); 165,0 (C-2). *As
atribuicdes podem estar invertidas. EM, m/z (%) 372 ((M+2]*, 72); 371 (15); 370 ([M]*,
Ci1sH11BrOa4, 74); 261 (18); 236 (18); 235 (100); 233 (55); 205 (32); 176 (24); 162 (35);
134 (69); 129 (42); 104 (32); 101 (28); 77 (16); 76 (78); 75 (40); 74 (17); 51 (32); 50
(50).
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Os compostos 32b-m foram preparados utilizando-se procedimento
experimental similar ao descrito para a sintese do composto 32a. Todos 0s compostos
foram caracterizados por espectroscopia no 1V, RMN de 'H e de 3C, experimentos
bidimensionais (HSQC, COSY e NOESY) e espectrometria de massas.

(2)-3-bromo-5-(2,5-dimetoxibenzilideno)-4-fenilfuran-2(5  H)-ona (32b)

O produto 32b (0,298 g, 0,77 mmol) foi obtido como um
sélido amarelo com 70% de rendimento apos purificacdo por
cromatografia em coluna de silica gel empregando-se como
eluente a mistura de solvente hexano/diclorometano 2:1 (v/v). Tt:
118,8-120,7 °C. CCD: R = 0,34 hexano:diclorometano, 2:1, (V/v).
IV (cm™1) vV max 3061; 2998; 2967; 2933; 2836; 1762; 1633; 1561;
1491; 1462; 1418; 1262; 1228; 1180; 1045; 987; 931; 858; 804;
697; 647; 569. RMN de 'H (300 MHz, CDClzs) 63,74 (s, 3H, 2”-OCHg); 3,83 (s, 3H, 5”-
OCHpg); 6,68 (s, 1H, H-6); 6,79 (d, 1H, J3»4»= 9,0, H-3"); 6,90 (dd, 1H, J4»3»= 9,0, J4" 6"
= 3,0, H-4"); 7,55 (s, 5H, Ph); 7,79 (d, 1H, Je"4 = 3,0, H-6”). RMN de 3C (75 MHz,
CDCls) 6 55,9 (6”-OCHs); 56,1 (2”-OCHs); 108,1 (C-3); 108,6 (C-6); 111,7 (C-3”);
115,7 (C-67); 117,3 (C-47); 122,1 (C-1"); 128,5 (C-1’); 128,8 (C-2’ e C-6); 129,1 (C-3
e C-5"); 130,4 (C-4’); 147,3 (C-5); 152,5 (C-5")*; 153,7 (C-2")*; 153,9 (C-4); 165,0 (C-
2). *As atribuicdes podem estar invertidas. EM, m/z (%) 388 ([M+2]*, 19); 386 ([M]*,
C19H15BrO4, 17); 182 (40); 180 (42); 178 (32); 164 (16); 163 (100); 135 (37); 129 (75);
101 (58); 92 (48); 77 (66); 76 (26); 75 (66); 74 (25); 64 (26); 115 (45); 63 (33).

(2)-3-bromo-5- (2-cloro-4-fluorobenzilideno)-4-fenilfuran-2(5  H)-ona (32c)

O produto 32c (0,220 g, 0,58 mmol) foi obtido como um
sélido amarelo com 58% de rendimento apés purificagdo por
cromatografia em coluna de silica gel empregando-se como
eluente a mistura de solvente hexano/acetato de etila, 3:2 (v/v).
Tr: 134,2-135,3 °C. CCD: Rt = 0,33 hexano:acetato de etila, 3:2
(VIV). IV (cm™1) ¥V max 3079; 2968; 2935; 2927; 1777; 1642; 1597;
1576; 1486; 1445; 1397; 1346; 1267; 1243; 1207; 1179; 1162;
1129; 1077; 1040; 990; 956; 909; 876; 813; 768; 746; 724. RMN de H (300 MHz,
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CDCIs) 66,59 (s, 1H, H-6); 7,07 (m, 1H, H-5"); 7,15 (m, 1H, H-3"); 7,57 (s, 5H, Ph);
8,23-8,31 (m, 1H, C-6"). RMN de *3C (75 MHz, CDCIl3) ¢ 109,0 (C-6); 109,6 (C-3);
115,3 (d, Jcr = 21,3, C-57); 117,6 (d, Jcr = 25,0, C-37); 127,3 (d, JcF = 3,8, C-17);
128,9 (C-1’); 129,3 (C-3’ e C-5)*; 129,4 (C-2’' e C-6")*; 131,1 (C-4’); 133,5 (d, Jcr=
8,9, C-6”); 136,1 (d, Jcr= 10,1, C-2”); 148,5 (C-5); 154,1 (C-4); 162,8 (d, Jc-F = 255,4,
C-47); 165,0 (C-2). *As atribuicdes podem estar invertidas. EM, m/z (%) 382 ([M+4]",
25); 380 ([M+2]*, 100); 378 ([M]*, C17HoBrCIFOz2, 75); 245 (31); 244 (16); 243 (90);
236 (37); 207 (38); 118 (22); 172 (15); 170 (43); 142 (27); 129 (80); 107 (51); 103 (18);
101 (22); 75 (25); 51 (16).

(2)-3-bromo-5- (2-clorobenzilideno)-4-fenilfuran-2(5 H)-ona (32d)

O produto 32d (0,434 g, 1,2 mmol) foi obtido como um
solido amarelo claro com 60% de rendimento apds purificacao por
cromatografia em coluna de silica gel empregando-se como
eluente a mistura de solvente hexano/diclorometano, 3:2 (v/v). Ts:
136,1-138,2 °C. CCD: Rt = 0,34 hexano/diclorometano, 3:2, (v/v).
IV (cm™1) Vv max 3076; 3047; 1779; 1642; 1586; 1563; 1488; 1469;
1439; 1350; 1334; 1293; 1274; 1228; 1190; 1157; 1126, 1076;
1049; 1036; 987; 957; 925; 877; 863; 833; 765; 732; 695; 682. RMN de 'H (300 MHz,
CDCIs) 66,67 (s, 1H, H-6); 7,27 (ddd, 1H, Ja' 3= Ja5° = 7,6, Jare" = 1,7, H-4"); 7,33
(ddd, 1H, Js» 67 = J5 4= 7,6, J5»3» = 1,5, H-5"); 7,39 (dd, 1H, J3 4 = 7,6, J3»5» = 1,5, H-
3”); 7,58 (m, 5H, Ph); 8,24 (dd, 1H, Je"5"= 7,6, Je".4"= 1,7, H-6"). RMN de 3C (75 MHz,
CDCIs) 6109,3 (C-3); 109,9 (C-6); 127,3 (C-5"); 128,7 (C-1’); 129,0 (C-2’, C-6’,C-5’ e
C-3%); 129,7 (C-3”); 130,4 (C-4”); 130,5 (C-1"); 130,7 (C-4’); 131,9 (C-6"); 134,8 (C-
2”); 148,4 (C-5); 153,8 (C-4); 164,8 (C-2). EM, m/z (%) 362 ([M+4]*, 13); 362 ([M+2]*,
57); 360 ([M]*, C17H10BrClOz2, 40); 227 (28); 226 (15); 225 (87); 218 (42); 189 (18); 152
(37); 129 (100); 126 (18); 124 (47); 101 (49); 94(30); 89 (93); 75 (41); 74 (21); 63 (37);
62 (21); 51 (48); 50 (27).

16



(2)-3-bromo-5- (3-clorobenzilideno)-4-fenilfuran-2(5 H)-ona (32e)

O produto 32e (0,448 g, 1,24 mmol) foi obtido como um sélido

amarelo claro com 62% de rendimento apOs purificagdo por
cromatografia em coluna de silica gel empregando-se como eluente
a mistura de solvente hexano/diclorometano, 3:2 (v/v). Tr: 129,7-131,9
°C. CCD: Rt = 0,34 hexano/diclorometano, 3:2, (v/v) IV (cm™) V max
3062; 2962; 2921; 1773; 1640; 1558; 1485; 1466; 1445; 1426; 1342,

1330; 1269; 1225; 1191; 1181; 1147; 1092; 1079; 987; 955; 907; 891;
879; 837; 768; 750; 724. RMN de H (300 MHz, CDCl3) §6,06 (s, 1H, H-6); 7,30-7,32 (m,
2H, H-4” e H-5"); 7,53 (s, 2H, H-2' e H-6"); 7,57 (sl, 3H, H-4’, H-3' e H-5); 7,65 (sl, 1H, H-
6”); 7,73 (s, 1H, H-2"). RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) §109,8 (C-3): 113,1 (C-6); 129,0
(C-1"); 129,1 (C-6”); 129,3 (C-2’ e C-6'); 129,4 (C-5' e C-3'); 129,8 (C-5"); 130,4 (C-4");
130,7 (C-2"); 131,0 (C-5'); 134,5 (C-3"); 135,2 (C-1"); 148,6 (C-5): 154,0 (C-4); 164,9 (C-
2). EM, miz (%) 364 ([M+4]*, 4); 362 ((M+2]*, 18): 360 ([M]*, C17H10BrCIO2, 14); 227 (16);
226 (9): 225 (55); 189 (22); 152 (17); 129 (59): 126 (9); 123 (21): 101 (35); 94 (11): 89
(100); 87 (8): 75 (54); 74 (25): 63 (45); 62 (21); 51 (34): 50 (17).

(2)-3-bromo-5- (4-clorobenzilideno)-4-fenilfuran-2(5 H)-ona (32f)

O produto 32f (0,528 g, 1,46 mmol) foi obtido como um sdélido
amarelo claro com 73% de rendimento apés purificacdo por
cromatografia em coluna de silica gel empregando-se como eluente a
mistura de solvente hexano/diclorometano, 3:2 (v/v). Tr. 135,2-137,0 °C.
CCD: Rf= 0,35 hexano/diclorometano, 3:2, (v/V). IV (cm™) V max 3056;
2968; 2923; 1769; 1700; 1639; 1589; 1488; 1445; 1408; 1341; 1304;
1279; 1227; 1183; 1093; 1012; 991; 950; 880; 839; 820; 772; 750; 731.
RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) 66,08 (s, 1H, H-6); 7,35 (d, 2H, J56" = J3"2'= 8,6, H-5” € H-
3”); 7,50-7,59 (m, 5H, Ph); 7,70 (d, 2H, J&'5' = J2"3' = 8,6, H-6” e H-2”). RMN de 3C (75
MHz, CDCI3s) 6109,0 (C-3); 113,1 (C-6); 128,8 (C-1); 128,9 (C-2' e C-6’); 129,0 (C-3' e C-
5); 129,2 (C-3” e C-5”); 130,6 (C-4’); 131,0 (C-1"); 131,9 (C-2” e C-6"); 135,6 (C-4”); 147,8
(C-5); 153,7 (C-4); 164,7 (C-2). EM, m/z (%) 364 ([M+4]*", 14); 362 ([M+2]*, 61); 360 ([M]*,
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C17H10BICIO2, 41); 227 (32); 226 (17); 225 (100); 218 (15); 189 (27); 152 (40); 129 (82);
126 (20); 124 (52); 101 (39); 89 (80); 75 (36); 74 (18); 63 (32); 62 (19); 51 (42); 50 (23).

(2)-3-bromo-5- (3-bromo-4-metoxibenzilideno)-4-  (2-metoxifenil)furan-2(5 H)-ona (32Q)

O produto 32g (0,419 g, 0,90 mmol) foi obtido como um
solido amarelo com 90% de rendimento apds purificagdo por
cromatografia em coluna de silica gel empregando-se gradiente de
eluicdo com as misturas de solventes hexano/diclorometano, 2:2 e
2:3  (viv). T& 111,4-1135 °C. CCD: Rt = 0,36
hexano/diclorometano, 2:3, (vV/v). IV (cm™) Vv max 3066; 2995; 2968;
2941; 2836; 1755; 1648; 1583; 1491; 1460; 1435; 1403; 1283;
1247; 1181; 1109; 1049; 991; 959; 813; 750. RMN de *H (300 MHz, CDCls) 6 3,84 (s,
3H, 2’-OCHg); 3,92 (s, 3H, 4”-OCHg); 5,82 (s, 1H, H-6); 6,88 (d, 1H, J5"6" = 8,6, H-5");
7,05-7,12 (m, 2H, H-5 e H-3’); 7,24 (dd, 1H, Je 5= 7,5, Je.4# = 1,5, H-6’); 7,52 (ddd, 1H,
Je3=Jgs=8,6,Jee=1,5, H-4"); 7,75 (dd, 1H, Je"5" = 8,6, Je" 2" = 2,0, H-6"); 7,61 (d,
1H, J27 6= 2,0, H-2"). RMN de *3C (75 MHz, CDClz3) §55,6 (4”-OCHz); 56,3 (2'-OCHba);
110,1 (C-3); 111,6 (C-3’); 111,88 (C-6)*; 111,94 (C-5")*; 112,1 (C-3"); 117,7 (C-1");
120,6 (C-5’); 126,9 (C-1"); 130,3 (C-6’); 131,3 (C-6"); 131,9 (C-4’); 135,4 (C-27); 147,0
(C-5); 152,3 (C-4”); 156,6 (C-4 e C-2'); 165,2 (C-2). *As atribuicbes podem estar
invertidas. EM, m/z (%) 468 ([M+4]*, 13); 466 ([M+2]*, 30); 464 ([M]*, C19H14Br20a4,
14); 228 (20); 226 (21); 213 (34); 211(41); 131(50); 119(100); 103(26); 102(21); 89(60);
88(72); 87(23); 77(86); 76(60); 75(50); 74(22); 63(44); 62(36); 51(37); 50(40).

(2)-3-bromo-5- (2-cloro-4-fluorobenzilideno)-4-  (2-metoxifenil)furan-2(5 H)-ona (32h)

O produto 32h (0,375 g, 0,91 mmol) foi obtido como um
sélido amarelo com 61% de rendimento apds purificacdo por
cromatografia em coluna de silica gel empregando-se como
eluente a mistura de solvente hexano/diclorometano, 3:2 (v/v). Tt
132,8-134,1 °C. CCD: Rf = 0,31 hexano/diclorometano, 3:2, (V/v).
IV (cm™1) v max 3076; 2966; 2926; 2838; 1769; 1649; 1596; 1572;
1484; 1460; 1433; 1395; 1241; 1206; 1177; 1163; 1126; 1107;
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1043; 1019; 977; 957; 907; 880; 857; 812; 785; 751; 734. RMN de H (300 MHz,
CDCls) §3,86 (s, 3H, 2'-OCH?3); 6,39 (s, 1H, H-6); 7,00-7,15 (m, 4H, H-3', H-5", H-3" e
H-5"); 7,30 (dd, 1H, Jo.5 = 7,5, Jo.w = 1,7, H-6"); 7,53 (ddd, 1H, Jr3 = Ja5-8,1 Jae =
1,7, H-4); 8,26 (dd, 1H, Je"5' = 8,9 = Je"F = 6,2, H-6"). RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) &
55,5 (2-OCHa); 107,7 (C-6); 111,2 (C-3); 111,6 (C-3"); 114,9 (d, Jcr = 21,3, C-57);
117,2 (d, Je-r = 25,0, C-3"); 117,4 (C-1°); 120,7 (C-5'); 127,1 (d, Jcr= 3,7, C-1"); 130,4
(C-6); 132,2 (C-4’); 133,2 (d, Jcr = 8,8, C-6”); 135,5 (d, Jcr = 10,2, C-2"); 148,2 (C-
5); 152,5 (C-2); 156,5 (C-4); 152,3 (d, Jor = 255,0, C-4"); 165,0 (C-2). EM, m/z (%)
412 ([M+4]*, 8); 410 (IM+2]*, 32); 408 ([M]*, C1sH11BrCIFOs, 24); 329 (24); 237 (16);
209 (16); 207 (16); 143 (16); 142 (32); 131 (59); 119 (36); 116 (16); 115 (33); 107
(100); 103 (25): 102 (19); 88 (28); 77 (46); 62 (18); 57 (19); 51 (23).

(2)-3-bromo-5-(2,5-dimetoxibenzilideno)-4-  (2-metoxifenil)furan-2(5 H)-ona (32i)

O produto 32i (0,735 g, 1,76 mmol) foi obtido como um
sélido amarelo com 88% de rendimento apoOs purificacdo por
cromatografia em coluna de silica gel empregando-se como
eluente a mistura de solvente hexano/diclorometano, 1:2 (v/v). Tt
=103,6-104,3 °C. CCD: Rt=0,24 hexano/diclorometano, 2:3, (V/v).
IV (cm™1) v max 3067; 3000; 2936; 2834; 1761; 1605; 1578; 1488;
1460; 1432; 1238; 1228; 1163; 1107; 1021; 982; 930; 880; 807;
753; 716; 649. RMN de 'H (300 MHz, CDClzs) 63,71 (s, 3H, 2”-OCHg); 3,82 (s, 3H, 5”-
OCHg); 3,84 (s, 3H, 2’-OCHg3); 6,49 (s, 1H, H-6); 6,77 (d, 1H, J3» 4= 9,0, H-3"); 6,88
(dd, 1H, J473°=9,0, J47 6" = 3,0, H-4"); 7,05-7,13 (m, 2H, H-5" e H-3’); 7,29 (dd, 1H, J& 5
=75,J04 =17, H-6’); 7,51 (ddd, 1H, J# 3, J# 5, = 8,5, Jaoe = 1,7, H-4); 7,79 (d, 1H,
Je"4" = 3,0, H-6”). RMN de *3C (75 MHz, CDCI3s) §55,5 (2'-OCHs)*; 55,9 (5”-OCHz3)*;
56,1 (2”-OCHs); 107,7 (C-6); 110,1 (C-3); 111,6 (C-3’); 111,8 (C-3”); 115,7 (C-6”);
117,1 (C-4”); 118,0 (C-1°); 120,6 (C-5’); 122,3 (C-1"); 130,5 (C-6); 131,8 (C-4’); 147,5
(C-5); 152,4 (C-57); 152,6 (C-2”); 153,7 (C-2’); 156,7 (C-4); 165,3 (C-2). *As
atribuicbes podem estar invertidas. EM, m/z (%) 418 ([M+2]*, 64); 416 ([M]*,
C20H17BrOs, 65); 266 (21); 251 (24); 207 (24); 178 (22); 163 (100); 136 (55); 135 (60);
131 (42); 115 (28); 107 (19); 103 (17); 92 (31); 88 (21); 77 (72); 64 (17); 63 (22); 51
(32); 50 (17).
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(2)-3-bromo-5- (2-bromobenzilideno)-4- (2-metoxifenil)furan-2(5 H)-ona (32))

O produto 32j (0,279 g, 0,64 mmol) foi obtido como uma
pasta amarela com 64% de rendimento ap0s purificagdo por
cromatografia em coluna de silica gel empregando-se como
eluente a mistura de solvente hexano/diclorometano, 3:2 (v/v).
CCD: Rf = 0,36 hexano/diclorometano, 1:1, (v/v). IV (cm™) V max
3065; 3006; 2964; 2935; 2837; 1766; 1606; 1580; 1488; 1461,
1433; 1249; 1182; 1021; 974; 833; 749; 670. RMN de H (300
MHz, CDCls) 63,87 (s, 3H, 2-OCHz3); 6,45 (s, 1H, H-6); 7,19-7,06 (m, 3H, H-4", H-5’
e H-3’); 7,31-7,39 (m, 2H, H-5” e H-6’); 7,50-7,58 (m, 2H, H-3” e H-4’); 8,21 (dd, 1H,
Je' 57 = 8,0, Je"4" = 1,5, H-6"). RMN de '3C (75 MHz, CDClI3) § 55,9 (2'-OCHs); 111,2
(C-3); 111,6 (C-3’); 111,7 (C-6); 117,4 (C-1"); 120,7 (C-5); 125,4 (C-2"); 127,8 (C-57);
130,3 (C-4"); 130,4 (C-6); 132,0 (C-6"); 132,1 (C-4’); 132,3 (C-1"); 133,0 (C-3"); 148,4
(C-5); 152,5 (C-2°); 156,6 (C-4); 165,1 (C-2). EM, m/z (%) 438 ([M+4]*, 15); 436
([M+2]*, 29); 434 ([M*], C1sH12Br203, 16); 357 (12); 248 (15); 219 (19); 205 (14); 189
(14); 176 (15); 131 (29); 115 (16); 103 (16); 102 (15); 89 (100); 88 (39); 77 (47); 75(13);
63 (33); 62 (18); 51 (13).

(2)-3-bromo-5- (3-bromo-4-metoxibenzilideno)-4-  (5-cloro-2-metoxifenil)furan-2(5 H)-
ona (32k)

O produto 32k (0,450 g, 0,90mmol) foi obtido como um
sélido amarelo com 90% de rendimento apoOs purificacdo por
cromatografia em coluna de silica gel empregando-se como
eluente a mistura de solvente hexano/diclorometano, 2:3 (v/v).
Tr. 140,6-151,8 °C. CCD: Rf= 0,27 hexano/diclorometano, 2:3,
(VIV). IV (cm™) v max 3010; 2971; 2940; 2841, 1764; 1644; 1593;
1494; 1460; 1405; 1284; 1264; 1182; 1124; 1054; 1018; 985;
886; 812; 641. RMN de *H (300 MHz, CDCIs) 63,83 (s, 3H, 2’-OCHg); 3,93 (s, 3H, 4”-
OCHpg); 5,80 (s, 1H, H-6); 6,89 (d, 1H, Js*6*= 8,7, H-5"); 6,99 (d, 1H, J3 4 = 8,9, H-3);
7,22 (d, 1H, Je.4 = 2,6, H-6’); 7,46 (dd, 1H, Ja3 = 8,9, Jas = 2,6, H-4); 7,75 (dd, 1H,
Je' 5= 8,7, Jov2" = 2,1, H-6"); 7,90 (d, 1H, J2"6" = 2,1, H-2"). RMN de 3C (75 MHz,
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CDCl3) §56,0 (2'-OCHa); 55,4 (4”-OCHs); 110,6 (C-3); 111,9 (C-6); 112,0 (C-5"); 112,1
(C-3"); 112,9 (C-3"); 119,2 (C-1'); 125,7 (C-1"): 126,6 (C-5); 129,8 (C-6"); 131,4 (C-
6”); 131,6 (C-4’); 135,5 (C-2"); 146,5 (C-5); 150,7 (C-4”); 155,3 (C-2’); 156,8 (C-4);
164,9 (C-2). EM, m/z (%) 504 ([M+6]*, 7): 502 ([M+4]*, 38); 500 ([M+2]*, 58); 498
(IM]*, C19H13Br2ClOa, 24): 228 (25); 226 (28): 213 (48): 211 (48); 201 (20): 165 (24):
122 (23); 119 (100); 102 (40); 101 (35); 89 (44); 87 (30); 76 (39); 75 (34); 63 (23); 51
(23); 50 (30).

(Z2)-3-bromo-5-(2,5-dimetoxibenzilideno)-4- (5-cloro-2-metoxifenil)furan-2(5 H)-
ona (32l)

O produto 321 (0,470 g, 1,04 mmol) foi obtido como um
solido alaranjado com 79% de rendimento ap0s purificacdo por
cromatografia em coluna de silica gel empregando-se como
eluente a mistura de solvente hexano/diclorometano, 2:3 (v/v).
Tr 123,6-125,3 °C. CCD: Rt = 0,27 hexano/diclorometano, 2:3,
(VIV). IV (cm™1) V max 3066; 2998; 2943; 2908; 2840; 1758; 1634;
1606; 1569; 1485; 1439; 1418; 1391; 1279; 1254; 1226; 1184;
1157; 1127; 1047, 1025; 990; 944, 905; 875; 855; 807, 750; 720; 710; 691; 642. RMN
de H (300 MHz, CDClz3) 63,74 (s, 3H, 2”-OCHs); 3,82 (s, 3H, 2’-OCH?3); 3,83 (s, 3H,
5’-OCHza); 6,45 (s, 1H, H-6); 6,78 (d, 1H, J3»4»= 9,0, H-3"); 6,89 (dd, 1H, J4»3> = 9,0,
Jare= 3,0, H-4”); 6,99 (d, 1H, J34 = 8,7, H-3’); 7,27 (d, 1H, Js .4 = 2,6, H-6’); 7,46 (dd,
1H, J#3=8,7, Jas = 2,6, H-4"); 7,76 (d, 1H, Je" 4" = 3,0, H-6”). RMN de 3C (75 MHz,
CDCIl3) 655,91 (5”-OCHps); 55,94 (2’-OCHs); 56,2 (2”-OCHs); 107,8 (C-6); 110,6 (C-3);
111,8 (C-3”); 112,9 (C-3’); 115,7 (C-6"); 117,3 (C-4"); 119,5 (C-1°); 122,1 (C-17); 125,6
(C-5’); 130,0 (C-6’); 131,4 (C-4’); 147,0 (C-5); 151,0 (C-2”); 152,5 (C-57); 153,7 (C-2°);
155,3 (C-4); 165,0 (C-2). EM, m/z (%) 454 ([M+4]*, 16); 452 ([M+2]*, 65); 450 ([M] *,
C20H16BrClOs, 50); 285 (14); 178 (21); 165 (39); 164 (13); 163 (100); 136 (31); 135
(46); 122 (16); 107 (16); 102 (33); 101 (29); 92 (44); 87 (18); 77 (52); 64 (17); 63 (17);
51 (21).
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(2)-3-bromo-4- (5-bromo-2-metoxifenil)-5- (2,5-dimetoxibenzilideno)furan-2(5 H)-ona
(32m)

O produto 32m (0,482 g, 0,972 mmol) foi obtido como um
sélido alaranjado com 72% de rendimento apés purificacdo por
cromatografia em coluna de silica gel empregando-se como
eluente a mistura de solvente hexano/diclorometano, 2:3 (v/v).
Tr: 148,1-150,3 °C. CCD: Rf = 0,26 hexano/diclorometano, 2:3,
(VIV). IV (cm™1) ¥ max 3070; 3000; 2940; 2906; 2838; 1754; 1632;
1601; 1482; 1384; 1253; 1227; 1183;1123; 1025; 990; 876; 750;
620. RMN de 'H (300 MHz, CDClzs) 6 3,75 (s, 3H, -OCHz3); 3,83 (s, 3H, -OCHg); 6,45
(s, 1H, H-6); 6,79 (d, 1H, J3» 4= 9,0, H-3"); 6,89 (dd, 1H, J473°= 9,0, Ja6> = 3,0, H-4");
6,95 (d, 1H, J» 4 =8,9, H-3’); 7,40 (d, 1H, Je 4 = 2,4, H-6’); 7,60 (dd, 1H, J# 3= 8,9, Ja &
= 2,4, H-4"); 7,76 (d, 1H, Je 4" = 3,0, H-6"). RMN de '3C (75 MHz, CDCI3) §55,9 (2"-
OCHs e 5”-OCHpg); 56,2 (2”-OCHs); 107,8 (C-6); 110,6 (C-3); 111,8 (C-3"); 112,6 (C-
5’); 113,4 (C-3’); 115,7 (C-6”); 117,3 (C-4"); 119,9 (C-1’); 122,1 (C-1"); 132,8 (C-6);
134,4 (C-4’); 147,0 (C-5); 150,9 (C-2"); 152,5 (C-2")*; 153,7 (C-5")*; 155,8 (C-4); 165,0
(C-2). *As atribuicbes podem estar invertidas. EM, m/z (%) 498 ([M+4]*, 55); 496
([M+2]*, C20H16Br20s, 100); 494 ([M*], C20H16Br20s, 54); 336 (15); 281 (12); 265 (27);
249 (14); 178 (16); 164 (13); 163 (90); 136 (42); 135 (32); 102 (27); 92 (29); 87 (16);
77 (35); 76 (12); 63 (14); 51 (7).

2.3.5 Procedimento para a sintese da 3-bromo-4-feni  |-5-hidroxi-1-isobutil-5-(3,4-
metilenodioxibenzilideno)- 1H-pirrol-2(5 H)-ona (33a)

A um baldo de fundo redondo (25 mL) foram
adicionados (2)-3-bromo-4-fenil-5-(3,4-metilenodioxibenzi-
lideno)furan-2(5H)-ona 32a (0,360 g; 0,97 mmol) e
diclorometano (10 mL), e a solucéo resultante foi colocada sob
agitacdo magnética e resfriada a 0 °C em banho de gelo. Em

seguida a isobutilamina (0,355 g; 4,85 mmol) solubilizada em

diclorometano (5 mL) foi adicionada gota a gota ao sistema,

que foi mantido a 0 °C por 3h. Ao término da reacéo, foi adicionado DCM (40 mL) a
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mistura reacional e a mesma foi transferida para um funil de separacdo. A fase
organica foi lavada com HCI 2 mol L (2 x 30 mL), solugéo saturada de NaHCO3 (2 x
30 mL) e solucédo saturada de NaCl (1 x 30 mL). A fase organica resultante foi seca
com MgSOs anidro, filtrada e concentrada em evaporador rotatério sob pressao
reduzida para obtencdo do material bruto da reacdo, que foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel empregando-se a mistura de solvente
hexano:acetona 3:1 (v/v) para obtencdo do composto 33a como cristais incolores com
85% de rendimento (366 mg; 0,82 mmol). Tr. 142,6-144,3 °C. CCD: Rf = 0,21
hexano:acetona, 3:1 (V/v). IV (cm™1) v max 3221 (3093-3432); 3064; 2959; 2894, 2865;
1678; 1607; 1385; 1488; 1413; 1241; 1118; 1032; 928; 686; 537. RMN de 'H (300
MHz, (CDs3)2CO) 60,95 (d, 3H, J9,s= 6,8, H-9); 0,98 (d, 3H, J10s= 6,8, H-10); 2,24-2,40
(m, 1H, H-8); 3,03 (d, 1H, Jeaeb = 14,2, H-6a); 3,32 (dd, 1H, J7a7b= 13,9, J7as= 7,5 H-
7a); 3,33 (d, 1H, Jeb,ea= 14,2, H-6b); 3,50 (dd, 1H, J7b,7a= 13,9, Jms= 7,5, H-7b); 5,87
(s, 1H, -OH); 5,90 (dI, 2H, J = 3,4, -O-CH2-0-); 6,26 (dd, 1H, Js* 5= 7,9, J6"2» = 1,3, H-
6”); 6,30 (d, 1H, J2»6'= 1,3, H-2"); 6,60 (d, 1H, J5"6"= 7,9, H-5"); 7,46-7,55 (m, 3H, H-
3, H-4’ e H-5); 7,94-8,03 (m, 2H, H-2’ e H-6"). RMN de 3C (75 MHz, (CD3)2C0O) §20,2
(C-10); 20,2 (C-9); 28,1 (C-8); 40,7 (C-6); 47,8 (C-7); 94,3 (C-5); 100,9 (-O-CH2-O-);
107,5 (C-57); 109,6 (C-2”); 117,0 (C-3); 123,0 (C-6"); 127,8 (C-1"); 128,2 (C-2’ e C-
6')*; 129,0 (C-3' e C-5')*; 129,7 (C-4’); 131,6 (C-17); 146,5 (C-4")*; 147,2 (C-3”)*; 151,9
(C-4); 164,0 (C-2). *As atribuicdes podem estar invertidas. EM, m/z (%) 427 ((M+2]* -
H20, 69); 425 ([M]* - H20, 84); 345 (41); 317 (33); 300 (19); 299 (14); 289 (19); 202
(18); 186 (15); 167 (22); 163 (37); 159 (31); 158 (43); 135 (18); 131 (81); 119 (54); 115
(45); 103 (30); 102 (25); 101 (17); 91 (27); 89 (53); 77 (100); 63 (24); 62 (24); 39 (35).

Os compostos 33b-m foram preparados utilizando-se procedimento
experimental similar ao descrito para a sintese do composto 33a. Todos 0s compostos
foram caracterizados por espectroscopia no IV, RMN de 'H e de 3C, experimentos

bidimensionais (HSQC, COSY e NOESY) e espectrometria de massas.
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3-bromo-5-(2,5-dimetoxibenzil)-5-hidroxi-1-isobutil ~ -4-fenil- 1H-pirrol-2(5 H)-ona (33b)

O produto 33b (0,405 g, 0,88 mmol) foi obtido como um
solido amarelo claro com 88% de rendimento apds purificacdo

por cromatografia em coluna de silica gel empregando-se como
eluente o solvente diclorometano. Tr: 160,6-161,8 °C. CCD: Rt
= 0,24 diclorometano. IV (cm™) v max 3245 (3403-3110); 2954;
2892; 2865; 2828; 1673; 1605; 1503; 1412; 1385; 1297; 1223;
1123; 1075; 1043; 922; 854; 809; 674; 536. RMN de 'H (300
MHz, CDCls) 60,93 (d, 3H, Jos= 6,6, H-9); 0,95 (d, 3H, Ji0s= 6,6, H-10); 2,17-2,37 (m,
1H, H-8); 3,01 (d, 1H, Jeaseb = 14,4, H-6a); 3,09 (dd, 1H, J7a7b = 14,1, J7as= 7,6 H-7a);
3,38 (d, 1H, Jeb,ea= 14,4, H-6b); 3,43 (dd, 1H, J7b7a= 14,1, s = 7,6, H-7b); 3,57 (s, 3H,
5”-OCHg); 3,68 (s, 3H, 2”-OCH?3); 4,87 (s, 1H, -OH); 6,21 (d, 1H, Je".4'= 2,2, H-6"); 6,45-
6,73 (m, 2H, H-3” e H-4"); 7,21-7,29 (m, 3H, H-3’, H-4’ e H-5’); 7,55-7,75 (m, 2H, H-2’
e H-6"). RMN de *3C (75 MHz, CDClzs) §20,5 (C-10); 20,7 (C-9); 27,6 (C-8); 38,6 (C-6);
47,8 (C-7); 55,5 (-OCHs); 55,9 (-OCHs); 94,2 (C-5); 111,2 (C-3”); 113,5 (C-4”); 117 1
(C-3); 117,5 (C-6"); 123,3 (C-1'); 127,8 (C-3’ e C-5'); 128,5 (C-2' e C-6); 129,2 (C-4’);
131,6 (C-17); 150,8 (C-2”); 153,5 (C-5"); 153,6 (C-4); 164,8 (C-2). EM, m/z (%) 443
(M+2]* - H20, 23); 441 ([M]* - H20, 20); 368 (22); 366 (17); 363 (28); 362 (100); 356
(22); 355 (18); 354 (25); 306 (30); 207 (25); 165 (17); 151 (22); 129 (25); 115 (16); 77
(16); 44 (31); 43 (22); 41 (61); 40 (18).

3-bromo-5- (2-cloro-4-fluorobenzil)-5-hidroxi-1-isobutil-4-fenil -1H-pirrol-2(5 H)-
ona (33c)

O produto 33c (0,222 g, 0,49 mmol) foi obtido como um
solido branco com 91% de rendimento apoés purificagdo por
cromatografia em coluna de silica gel empregando-se a
mistura de solvente hexano:acetona 5:1 (v/v). Tr: 170,8-171,7
°C. CCD: Rf= 0,25 hexano:acetona, 5:1, (V/V). IV (cm™1) V max
3246 (3365-3087); 2989; 2959; 2921; 2866; 1692; 1675; 1606;
1385; 1369; 1492; 1417; 1237; 1096; 1063; 914; 891; 819; 754;
670. RMN de *H (300 MHz, CDCI3) 50,90 (d, 3H, Jo,s= 6,6, H-9); 0,92 (d, 3H, J108= 6,6,
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H-10); 2,10-2,28 (m, 1H, H-8); 3,16 (dd, 1H, J7a7 = 14,0, J7as = 7,8, H-7a); 3,24 (d, 1H,
Jeasb = 14,6, H-6a); 3,38 (d, 1H, Jevea = 14,6, H-6b); 3,44 (dd, 1H, J7b7a= 14,0, Jros =
7.8, H-7h); 4,22 (s, 1H, -OH); 6,66-6,81 (m, 2H, H-3" e H-5"); 7,09 (dd, 1H, Je’5>= 9,5,
JoF=6,1, H-6"); 7,17-7-39 (M, 3H, H-3', H-4’ e H-5"); 7,52-7,59 (M, 2H, H-2’, H-6). RMN
de 13C (75 MHz, CDCls) § 20,6 (C-10); 20,7 (C-9); 27,9 (C-8); 37,5 (C-6); 47,7 (C-7);
93,7 (C-5); 113,7 (d, Jcr = 20,8, C-5”); 116,3 (d, Jcr = 24,5, C-3”); 117,0 (C-3); 127,1
(C-3' e C-5'); 128,0 (d, Jcr = 3,6, C-1"); 128,7 (C-2' e C-6); 129,5 (C-4); 130,6 (C-1°);
131,6 (d, JcF=8,6, C-6"); 135,3 (d, Jcr=10,0, C-2"); 153,6 (C-4); 161,2 (d, JcF=249,4,
C-47); 164,6 (C-2). EM, miz (%) 435 ((M+4]" - H20, 4); 435 (M+2]* - H20, 31); 433
(IMI* - H20, 17); 344 (20); 337 (12); 336 (38); 281 (29); 243 (18); 209 (48); 208 (12);
207 (100); 143 (17); 133 (13); 129 (26); 107 (19): 91 (13); 75 (15): 73 (15); 57 (19); 51
(24); 44 (54); 43 (23); 41 (67).

3-bromo-5- (2-clorobenzil)-5-hidroxi-1-isobutil-4-fenil-  1H-pirrol-2(5 H)-ona (33d)

O produto 33d (0,216 g, 0,498 mmol) foi obtido como um
solido branco com 83% de rendimento apos purificacdo por

cromatografia em coluna de silica gel empregando-se como
eluente o solvente diclorometano. Tr: 181,1-182,6 °C. CCD: Rt
= 0,18 diclorometano. IV (cm™) v max 3256 (3382-3111); 3052;
2962; 2927; 2888; 2869; 1688; 1674; 1611; 1571; 1429; 1470;
1432; 1417; 1385; 1366, 1297; 1264; 1187; 1170; 1091, 1062;
1032; 942; 923; 892; 807; 755; 734; 686; 646; 545. RMN de 'H (300 MHz, (CD3)2CO)
00,93 (d, 3H, Jos = 6,6, H-9); 0,93 (d, 3H, Ji0s = 6,6, H-10); 2,12-2,42 (m, 1H, H-8);
3,23 (dd, 1H, J7a,7b = 14,0, J7as = 7,0 H-7a); 3,40-3,49 (m, 3H, H-6a, H-6b, H-7b) 5,95
(s, 1H, -OH); 7,10-7,14 (m, 4H, H-3", H-4”, 5" ¢ 6”); 7,31-7,41 (m, 3H, H-3’, H-4’ e H-
5’); 7,76 (m, 2H, H-2' e H-6"). RMN de *3C (75 MHz, (CDz3)2C0O) §20,1 (C-10); 20,2 (C-
9); 27,9 (C-8); 37,1 (C-6); 47,5 (C-7); 93,6 (C-5); 117,2 (C-3); 126,6 (C-6”); 128,0 (C-
3’ e C-5'); 128,3 (C-5"); 128,7 (C-2' e C-6’); 129,2 (C-4’); 129,5 (C-4’); 130,2 (C-3”);
131,2 (C-27); 132,5 (C-1’); 134,5 (C-1"); 153,3 (C-4); 164,3 (C-2). EM, m/z (%) 417
([IM+2]* - H20, 2); 415 ([M]* - H20, 1); 310 (100); 309 (12); 308 (79); 254 (68); 252
(62); 129 (48); 127 (26); 125 (62); 103 (16); 102 (30); 101 (17); 91 (14); 89 (28); 75
(13); 57 (36); 56 (14); 51 (12); 43 (37); 41 (91).
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3-bromo-5- (3-clorobenzil)-5-hidroxi-1-isobutil-4-fenil- ~ 1H-pirrol-2(5 H)-ona (33e)

O produto 33e (0,293 g, 0,67 mmol) foi obtido como um

solido branco com 87% de rendimento apds purificagdo por
cromatografia em coluna de silica gel empregando-se a mistura
de solvente hexano:acetona 3:1 (v/v). Tr: 173,7-174,9 °C. CCD:
R¢= 0,33 hexano:acetona, 3:1, (V/V). IV (cm™1) V max 3293 (3454-
3105); 3062; 2959; 2927; 2868; 1679; 1492; 1415; 1386; 1368;
1118; 1078; 817; 769; 690; 647. RMN de 'H (300 MHz, CDClz3)
00,93 (d, 6H, Jo,s = Jios = 6,7, H-9 e H-10); 2,21-2,35 (m, 1H, H-8); 3,07 (d, 1H, Jeaeb
= 14,2, H-6a); 3,16 (dd, 1H, J7a7b = 13,8, J7as = 7,7, H-7a); 3,18 (d, 1H, Jebea = 14,2,
H-6b); 3,53 (dd, 1H, J7,7a = 13,8 Jms= 7,7, H-7b); 3,80 (s, 1H, -OH); 6,57 (s, 1H, H-
2”); 6,63 (dl, 1H, Js»5>= 7,8, H-4"); 7,00 (t, 1H, J5 6> = J574» 7,8, H-5”); 7,09 (dI, 1H,
Je 57 = 7,8, H-6"); 7,32-7,50 (m, 3H, H-3’, H-4’ e H-5’); 7,68-7,99 (m, 2H, H-2’' e H-6).
RMN de 3C (75 MHz, CDCIls) § 20,6 (C-10); 20,6 (C-9); 27,8 (C-8); 40,8 (C-6); 48,0
(C-7); 94,1 (C-5); 117,0 (C-3); 127,3 (C-4” e C-6"); 128,4 (C-3’ e C-5'); 128,9 (C-2' e
C-6"); 129,3 (C-5”); 130,0 (C-2”); 130,1 (C-4’); 130,9 (C-3"); 133,6 (C-1’); 135,3 (C-
17); 152,4 (C-4); 165,1 (C-2). EM, m/z (%) 417 ([M+2]* - H20, 12); 415 ([M]* - H20,
7); 229 (9); 228 (10); 226 (13); 217 (9); 202 (12); 191 (23); 189 (12); 129 (41); 114
(14); 112 (11); 102 (10); 101 (24); 89 (19); 76 (10); 75 (24); 63 (13); 57 (9); 56 (16); 55
(11); 51 (21); 43 (25); 41 (100).

3-bromo-5- (4-clorobenzil)-5-hidroxi-1-isobutil-4-fenil- ~ 1H-pirrol-2(5 H)-ona (33f)

O produto 33f (0,328 g, 0,75 mmol) foi obtido como um

solido branco com 91% de rendimento apos purificacdo por
cromatografia em coluna de silica gel empregando-se como
eluente o solvente diclorometano. Tr: 180,8-182,0 °C. CCD:
Rt = 0,18 diclorometano. IV (cm™) v max 3324 (3427-3151);
3055; 2955; 2923; 2869; 1688; 1490; 1409; 1388; 1369; 1272;
1161; 1129; 1073; 1014, 824; 730; 690; 553. RMN de *H (300
MHz, CDClI3) 60,93 (d, 6H, Jos= Jios= 6,7, H-9 e H-10); 2,21-2,35 (m, 1H, H-8); 3,07
(d, 1H, Jeaeb = 14,2, H-6a); 3,16 (dd, 1H, J7a7b = 13,6, J7as = 6,9, H-7a); 3,22 (d, 1H,
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Jebsa= 14,2, H-6b); 3,53 (dd, 1H, J7b.7a= 13,6 Jms= 7,9, H-7h); 5,29 (s, 1H, -OH); 6,58
(d, 2H, J2'3 = Jo5 = 8,4, H-2"e H-6"); 7,03 (d, 2H, Js6* = Ja"a" = 8,4, H-5" e H-3");
7,36-7,47 (M, 3H, H-2", H-4’ e H-6'); 7,76-7,96 (m, 2H, H-3' e H-5). RMN de 13C (75
MHz, CDCls) §20,6 (C-10); 20,7 (C-9); 27,8 (C-8); 40,4 (C-6); 48,1 (C-7); 94,2 (C-5);
117,0 (C-3); 128,2 (C-2' e C-6'); 128,4 (C-3” e C-5"); 128,9 (C-3' e C-5); 130,0 (C-4');
130,7 (C-6” e C-2"); 130,8 (C-4"); 131,8 (C-1); 133,1 (C-1"); 151,8 (C-4); 165,0 (C-2).
EM, miz (%) 417 (M+2]* - H20, 18); 415 ([M]* - H20, 13); 281 (35); 230 (45) 207
(87); 191 (29); 174 (19); 129 (33); 127 (18); 125 (47); 115 (20); 102 (21); 101 (20); 91
(22); 89 (19); 75 (20); 73 (30); 57 (28); 51 (20); 43 (47); 41 (100).

3-bromo-5- (3-bromo-4-metoxibenzil)-5-hidroxi-1-isobutil-4-  (2-metoxifenil)- 1H-
pirrol-2(5 H)-ona (339)

O produto 33g (0,480 g, 0,89 mmol) foi obtido como
um sélido branco com 89% de rendimento apos purificacao
por cromatografia em coluna de silica gel empregando-se a
mistura de solvente hexano:acetona 3:1 (v/v). Tr: 125,8-126,7
°C. CCD: Rf= 0,25 hexano:acetona, 3:1, (V/V) IV (cm™1) V max
3322 (3407-3190); 2953; 2928; 2868; 2836; 1688; 1673;
1386; 1366; 1496; 1413; 1249; 1179; 1100; 1053; 1022; 813;
669; 638; 568. RMN de H (300 MHz, CDCl3s) 60,96 (d, 3H, Jo;s = 6,6, H-9); 0,97 (d,
3H, Jios = 6,6, H-10); 2,25-2,39 (m, 1H, H-8); 3,0 (s, 2H, H-6a e H-6b); 3,13 (dd, 1H,
J7a,70= 13,9, J7as=7,2, H-7a); 3,53 (dd, 1H, J7,7a= 13,9, J7b,s= 8,1, H-7b); 3,81 (s, 6H,
2’-OCHs e 4”-OCHs) 5,16 (s, 1H, -OH); 6,63 (d, 1H, Js*6” = 8,5, H-5"); 6,84 (dd, 1H,
Je57= 8,5, Jev 2’ = 2,1, H-6"); 6,89 (dl, 1H, J3 4 = 8,4, H-3’); 6,99-7,10 (m, 3H, H-2”, H-
5 e H-6"); 7,32-7,41 (m, 1H, H-4’). RMN de 3C (75 MHz, CDClz3) ¢ 20,5 (C-10); 20,7
(C-9); 27,7 (C-8); 41,6 (C-6); 48,1 (C-7); 56,1 (4”-OCHz3)*; 56,2 (2’-OCHz3)*; 93,4 (C-5);
110,6 (C-3); 111,3 (C-5"); 111,4 (C-3’); 120,5 (C-1’); 121,4 (C-5"); 121,6 (C-1"); 127,6
(C-3”); 129,5 (C-6"); 131,2 (C-4’); 131,4 (C-6’); 135,1 (C-2”); 153,1 (C-2°); 154,7 (C-
4); 155,6 (C-4); 164,4 (C-2). *As atribuicbes podem estar invertidas. EM, m/z (%) 523
([M+4]* - H20, 13); 521 ([M+2]* - H20, 33); 519 ([M]* - H20, 20); 398 (28); 386 (16);
384 (15); 305 (30); 199 (16); 176 (20); 131 (22); 91 (16); 89 (27); 88 (18); 77 (39); 75
(19); 57 (20); 55 (26); 51 (24); 44 (57); 41 (100); 40 (34).
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3-bromo-5- (2-cloro-4-fluorobenzil)-5-hidroxi-1-isobutil-4-  (2-metoxifenil)- 1H-
pirrol-2(5 H)-ona (33h)

O produto 33h (0,238 g, 0,49 mmol) foi obtido como um

solido branco com 81% de rendimento apOs purificacdo por

cromatografia em coluna de silica gel empregando-se a mistura
de solvente hexano:diclorometano 1:8 (v/v). Tr. 134,6-135,7 °C.
CCD: R¢= 0,53 diclorometano. IV (cm™) v max 3302 (3460-3143);
2957; 2927; 2869; 2834, 1688; 1679; 1598; 1490, 1413; 1387;
1368; 1232; 1180; 1121; 1026; 925; 893; 816; 734; 640; 575.
RMN de *H (300 MHz, (CDz3)2.CO) §0,89 (d, 3H, Jog= 6,6, H-9); 0,90 (d, 3H, Ji0s= 6,6,
H-10); 2,10-2,24 (m, 1H, H-8); 3,09 (dd, 1H, J7a7 = 14,0, J7as = 7,1, H-7a); 3,29 (d, 1H,
Jea b = 15,6, H-6a); 3,35 (d, 1H, Jeb,ea = 15,6, H-6b); 3,38 (dd, 1H, J7b,7a= 14,0, J7ms= 7,9,
H-7b); 3,70 (s, 3H, 2’-OCHj3); 5,70 (s, 1H, -OH); 6,87-7,02 (m, 3H, H-3', H-5’, H-5") 7,09,
(dd, 1H, J37Fr =8,8, J35" = 2,7, H-3"); 7,33-7,40 (m, 2H, H-6” e H-4"); 7,51 (dd, 1H, J&'5 =
7,6, Js4=1,5, H-6"). RMN de 3C (75 MHz, (CD3)2CO) §20,0 (C-10); 20,2 (C-9); 27,8 (C-
8); 36,5 (C-6); 47,5 (C-7); 54,6 (2’-OCHpg); 93,3 (C-5); 111,0 (C-3’); 113,4 (d, Jcr=20,9,
C-5”); 115,8 (d, Jcr = 24,7, C-37); 119,9 (C-5'); 120,0 (C-3)*; 120,4 (C-1")*; 129,2 (d, JcF
=3,7, C-1"); 129,4 (C-6’); 130,8 (C-4’); 131,7 (d, Icr=8,7, C-6”); 135,0 (d, JcF=10,0, C-
2”); 152,8 (C-4); 156,3 (C-2’); 161,0 (d, JcF=247,1, C-4”); 164,6 (C-2). *As atribuicbes
podem estar invertidas. EM, m/z (%) 465 ([M+2]* - H20, 3); 463 ([M]* - H20, 4); 401 (13);
366 (25); 281 (16); 280 (13); 259 (14); 207 (32); 148 (14); 145 (15); 143 (37); 135 (13);
133 (15); 131 (22); 107 (13); 91 (13); 77 (20); 57 (19); 56 (19); 55 (13); 43 (74); 41 (100).

3-bromo-5-(2,5-dimetoxibenzil)-5-hidroxi-1-isobutil-4-  (2-metoxifenil)- 1H-pirrol-
2(5H)-ona (33i)

O produto 33i (0,465 g, 0,95 mmol) foi obtido como um
solido amarelo claro com 95% de rendimento apos purificacdo
por cromatografia em coluna de silica gel empregando-se a
mistura de solvente diclorometano. Tr: 120,1-122,0 °C. CCD: Rt
= 0,33 diclorometano. IV (cm™) v max 3317 (3452-3147); 2953;
2866; 2830; 1677; 1503; 1410; 1385; 1366; 1250; 1220; 1180;
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1045; 1027; 925; 857; 802; 751; 637. RMN de H (300 MHz, (CDz).CO) 60,87 (d, 3H,
Jos = 6,6, H-9); 0,88 (d, 3H, Ji0s= 6,6, H-10); 2,08-2,28 (m, 1H, H-8); 3,07 (dd, 1H, J7a7
=14,0, J7as= 7,0, H-7a); 3,16 (d, 1H, Jeaeb = 14,5, H-6a); 3,23 (d, 1H, Jebsa= 14,5, H-6b);
3,29 (dd, 1H, J7b,7a= 14,0, J7s= 8,0, H-7b); 3,65 (s, 6H, 5”-OCHse 2”-OCH?a); 3,75 (s, 3H,
2'-OCHzs); 5,54 (s, 1H, -OH); 6,67 (dd, 1H, J473-= 8,9, J4767= 2,9, H-4"); 6,74 (d, 1H, J374
=8,9,H-3"); 6,79 (d, 1H, Je¢"4»= 2,9, H-6"); 6,94 (t, 1H, J5:6= J5:4= 7,5, H-5’); 7,03 (d, 1H,
J34= 8,4, H-3'); 7,37 (ddd, 1H, J¢,3=J45= 8,7, Jo.6= 1,6, H-4'); 7,50 (dd, 1H, Je 5= 8,7,
Jo.4 = 1,6, H-6"). RMN de *C (75 MHz, (CD3)2CO) §20,0 (C-10); 20,2 (C-9); 27,7 (C-8);
33,7 (C-6); 47,5 (C-7); 54,8 (5”-OCHs)*; 54,9 (2”-OCHzs)*; 55,2 (2’-OCHz3)*; 93,8 (C-5);
117,0 (C-3); 111,0 (C-3"); 11,1 (C-3’); 112,5 (C-4”); 115,9 (C-6"); 119,9 (C-5’); 120,1 (C-
1’); 120,4 (C-17); 129,4 (C-6’); 130,6 (C-4’) 151,3 (C-2”); 153,3 (C-5”); 156,4 (C-4); 164,5
(C-2). *As atribuicdes podem estar invertidas. EM, m/z (%) 473 ((M+2]* - H20, 18); 471
([M]* - H20, 17); 393 (16); 392 (69); 384 (113); 349 (20); 348 (23); 336 (23); 334 (15); 305
(28); 302 (14); 151 (16); 138 (15); 77 (15); 115 (15); 55 (30); 43 (28); 41 (100).

3-bromo-5- (2-bromobenzil)-5-hidroxi-1-isobutil-4-  (2-metoxifenil)- 1H-pirrol-2(5 H)-
ona (33))

O produto 33j (0,278 g, 0,546 mmol) foi obtido como um

sélido branco com 91% de rendimento apés purificacdo por

cromatografia em coluna de silica gel empregando-se a mistura
de solvente hexano:diclorometano 1:10 (v/v). Tr. 150,3-151,4
°C. CCD: Rt = 0,45 hexano:diclorometano, 1:10, (v/v). IV (cm-
1) Vv max 3316 (3525-3131); 3054; 2955; 2923; 2868; 2834; 1679;
1595; 1489; 1434; 1410; 1385; 1366; 1239; 1248; 1121; 1051,
1023; 923; 807; 747; 642. RMN de *H (300 MHz, CDCIs) 60,90 (d, 3H, Jog= 6,7, H-
9); 0,94 (d, 3H, Jios= 6,7, H-10); 2,17-2,31 (m, 1H, H-8); 3,01 (dd, 1H, J7a7b = 14,0,
J7a8=7,4, H-7a); 3,30 (d, 1H, Jsaeb = 15,3, H-6a); 3,38 (d, 1H, Jebea= 15,3, H-6b); 3,48
(dd, 1H, J7,7a= 14,0 s = 7,9, H-7b); 3,81 (s, 3H, 2’-OCHz3); 5,01 (s, 1H, -OH); 6,86-
6,96 (m, 3H, H-5’, H-3’ e H-6’); 7,01 (ddd, 1H, J4* 5= Ja 3> = 7,6, Ja»e»= 1,5, H-4"); 7,07
(ddd, 1H, Js76" = J5 4" = 8,7, J573" = 1,2, H-5"); 7,22 (dd, 1H, Je" 5= 7,6, Je" 4" = 1,5, H-
6”); 7,33 (ddd, 1H, Ja3 = Jo5=8,7, Jvs = 1,8, H-4"); 7,38 (dd, 1H, J3 4= 7,5, J3 5" =
1,2, H-3”). RMN de *3C (75 MHz, CDCIs) § 20,5 (C-10); 20,6 (C-9); 27,5 (C-8); 41,3
(C-6); 48,0 (C-7); 56,1 (2’-OCHpgs); 93,2 (C-5); 111,3 (C-3’); 120,3 (C-3); 121,6 (C-5');
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121,8 (C-1°): 126,1 (C-2"); 127,1 (C-57); 128,4 (C-6'); 130,0 (C-6"); 130,8 (C-4’); 131,0
(C-4”); 132,7 (C-3”) 134,2 (C-1"); 153,7 (C-2’); 155,5 (C-4); 164,5 (C-2). EM, m/z (%)
493 ([M+4]* - H20, 53); 491 ([M+2]* - H20, 100): 489 ([M]* - H20, 51); 412 (43); 410
(41); 369 (57); 368 (90); 367 (56); 366 (82); 356 (72); 354 (76); 322 (27); 288 (44); 275
(70); 273 (26); 272 (89); 246 (31); 233 (28); 217 (29); 216 (25); 202 (28); 189 (49); 115
(39); 102 (25); 77 (35); 41 (79).

3-bromo-5- (3-bromo-4-metoxibenzil)-4- (5-cloro-2-metoxifenil)-5-hidroxi-1-
isobutil- 1H-pirrol-2(5 H)-ona (33k)

O produto 33k (0,419 g, 0,73 mmol) foi obtido como
um solido branco com 87% de rendimento apds purificacdo

por cromatografia em coluna de silica gel empregando-se a
mistura de solvente hexano:diclorometano 1:8 (v/v). Ts. maior
que 350 °C. CCD: Rf= 0,50 diclorometano. IV (cm™)V max
3322 (3419-3159); 3006; 2959; 2826; 2867; 2843; 1692;
1678; 1498; 1416; 1278; 1247; 1180; 1098; 1053; 1021; 875;
800; 784; 737; 653. RMN de *H (300 MHz, DMSO-d6) 60,95 (d, 6H, Jos = Ji0s= 6,7,
H-9 e H-10); 2,17-2,31 (m, 1H, H-8); 2,99 (d, 1H, Jeaeb = 14,5, H-6a); 3,22 (d, 1H, Jeb,6a
= 14,5, H-6b); 3,18 (dd, 1H, J7a7b = 13,7, J7as= 7,8, H-7a); 3,35 (dd, 1H, J7,7a= 13,7,
J7,s=7,8, H-7b); 3,80 (s, 3H, 4”’-OCHB3s); 3,82 (s, 3H, 2’-OCHs); 6,52 (s, 1H, -OH); 6,80
(d, 1H, Jz4 = 8,5, H-3’); 7,01 (d, 1H, Js* 6> = 8,9, H-5"); 7,06 (dd, 1H, J#,3=8,5, Ja e =
1,8, H-4’); 7,20 (d, 1H, Js.4 = 1,8, H-6’); 7,30 (dd, 1H, Je* 5 = 8,9, Je 2" = 2,7, H-6");
7,57 (d, 1H, J2"6"= 2,7, H-2"). RMN de 3C (75 MHz, DMSO-d6) §20,3 (d, C-9, C-10);
27,9 (C-8); 41,0 (C-6); 47,5 (C-7); 55,3 (2’-OCHs); 55,7 (4”-OCHs); 93,3 (C-5); 110,0
(C-3); 111,3(C-3’); 112,5 (C-5"); 120,8 (C-3”); 122,2 (C-1’); 124,1 (C-5°); 128,4 (C-17);
128,8 (C-2”); 129,9 (C-6"); 130,4 (C-4’); 134,5 (C-6’); 150,8 (C-2’); 154,5 (C-4"); 154,8
(C-4); 164,3 (C-2).
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3-bromo-4- (5-cloro-4-metoxifenil)-5-(2,5-dimetoxifenil)-5-hidroxi-1-isobutil- 1H-
pirrol-2(5 H)-ona (33l)

O produto 33l (0,378 g, 0,72 mmol) foi obtido como um
solido amarelo claro com 80% de rendimento apos purificacao por
cromatografia em coluna de silica gel empregando-se a mistura
de solvente hexano:diclorometano 1:10 (v/v). Tr. 108,8-110,1 °C.
CCD: R¢= 0,33 hexano:diclorometano, 1:10, (V/Vv). IV (cm™) V max
3332 (3492-3147); 2954; 2924; 2868; 2833; 1680; 1591; 1499;
1460; 1388; 1368; 1218; 1179; 1134; 1044; 805; 736; 657. RMN
de H (300 MHz, CDClIs) 60,96 (d, 3H, Jog= 6,6, H-9); 0,97 (d, 3H, Ji08= 6,6, H-10); 2,21-
2,35 (m, 1H, H-8); 2,90 (d, 1H, Jeasb= 14,2, H-6a); 3,11 (dd, 1H, J7a7b= 14,1, J7as= 7,6, H-
7a); 3,40 (d, 1H, Jebsa = 14,2, H-6b); 3,46 (dd, 1H, J7b7a= 14,1, IJms= 7,8, H-7b); 3,63 (S,
3H, 2>-OCHz3); 3,76 (s, 3H, 2”-OCHs)*; 3,78 (s, 3H, 5”-OCH3)*; 5,65 (s, 1H, -OH); 6,49-6,59
(m, 3H, H-3”, H-6” e H-4"); 6,64 (d, 1H, J3.4#= 8,9, H-3'); 7,11 (dd, 1H, J#3=8,9, Jas = 2,6,
H-4’); 7,22 (d, 1H, Je 4 = 2,6, H-6). *As atribuicdes podem estar invertidas. RMN de 3C (75
MHz, CDCls) 6 20,5 (C-10); 20,6 (C-9); 27,7 (C-8); 39,1 (C-6); 47,8 (C-7); 56,5 (5”-OCHz3)*;
56,7 (2”-OCHzs)*; 56,8 (2’-OCHzs)*; 93,6 (C-5); 110,5 (C-3”); 111,7 (C-3’); 112,7 (C-4"); 117,9
(C-6”); 121,4 (C-3); 122,3 (C-1); 123,5 (C-5’); 125,0 (C-1"); 129,1 (C-6’); 129,8 (C-4’) 150,6
(C-2°); 151,2 (C-27); 153,3 (C-57); 154,1 (C-4); 164,5 (C-2). *As atribuicGes podem estar
invertidas. EM, m/z (%) 509 ([M+4]* - H20, 11); 507 ([M+2]* - H20, 40); 505 ([M]* - H20,
32); 428 (37); 427 (26); 426 (100); 420 (19); 419 (17); 418 (18); 384 (17); 383 (21); 382 (24);
370 (28); 368 (16); 352 (18); 339 (31); 338 (18); 336 (20); 136 (21); 115 (30); 41 (50).

3-bromo-4- (5-bromo-2-metoxifenil)-5-(2,5-dimetoxifenil)-5-hidroxi- 1-isobutil- 1H-
pirrol-2(5 H)-ona (33m)

O produto 33m (0,461 g, 0,81 mmol) foi obtido como um
solido amarelo claro com 90% de rendimento apds purificagéo por
cromatografia em coluna de silica gel empregando-se como
solvente diclorometano. Tr. 133,8-135,4 °C. CCD: Rt = 0,26
diclorometano. IV (cm™) v max 3356 (3496-3158); 2955; 2924;
2868; 2833; 1687; 1588; 1499; 1460; 1385; 1219; 1179; 1134,
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1019; 940; 891; 802; 733; 650. RMN de H (300 MHz, CDCls) 50,96 (d, 3H, Jos= 6,6, H-
9): 0,97 (d, 3H, Jiog = 6,6, H-10); 2,22-2,36 (M, 1H, H-8); 2,89 (d, 1H, Jeacb = 14,4, H-6a);
3,11 (dd, 1H, J7a7b = 14,0, Jrag= 7,5, H-7a); 3,42 (d, 1H, Jebea= 14,4, H-6b); 3,46 (dd, 1H,
Jrb7a= 14,0, Jivs="7,8, H-7b); 3,65 (s, 3H, 2-OCHa); 3,77 (s, 3H, 5"-OCHa); 3,78 (s, 3H, 2-
OCHs): 5,68 (s, 1H, -OH): 6,49-6,62 (M, 4H, H-3", H-3", H-6” e H-4"); 7,24 (dd, 1H, Ja3 =
8,9, Jas=2,6, H-4"); 7,36 (d, 1H, Jo.# = 2,6, H-6"). RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) § 20,5 (C-
10); 20,6 (C-9); 27,7 (C-8); 39,3 (C-6); 47,7 (C-7); 55,5 (2-OCHs); 55,6 (5”-OCHa); 56,9 (2-
OCHs); 93,6 (C-5); 110,5 (C-3”); 112,2 (C-3"); 112,3 (C-3); 112,7 (C-4”); 118,0 (C-6”); 121,4
(C-5'); 122,8 (C-1°); 123,5 (C-1"); 131,8 (C-6"); 132,7 (C-4’) 150,5 (C-2"); 151,0 (C-2”); 153,3
(C-5"): 154,6 (C-4); 164,5 (C-2). EM, m/z (%) 553 ((M+4]* - H20, 12): 551 ([M+2]* - H20,
25): 549 ([M]* - H20, 15): 549 (11); 472 (19); 470 (20); 427 (9); 392 (13); 391 (42); 385 (11);
383 (10); 348 (10); 207 (16); 151 (18); 138 (9); 136 (17); 102 (12); 57 (37); 56 (9); 55 (28);
43 (40); 41 (100).

2.3.6 Procedimento para a sintese da (Z)-3-bromo-4-  (5-bromo-2-metoxifenil)-5-(2,5-
dimetoxifenil)-5-hidroxi-1-isobutil- ~ 1H-pirrol-2(5 H)-ona (34a)

A um baldo de fundo redondo (25 mL) acoplado a um
condensador adicionou-se a 3-bromo-4-fenil-5-hidroxi-1-isobutil-
5-(3,4-metilenodioxibenzilideno)-pirrol-2(5H)-ona 33a (0,250 g;
0,502 mmol), cloroférmio (8 mL) e acido p-toluenossulfénico
(PTSA) (14 mg; 0,075 mmol). A mistura foi refluxada por duas
horas. Em seguida adicionou-se cloroférmio (30 mL) a mistura

reacional e fez-se extragdo com solucao saturada de bicarbonato
de sodio (3 x 20 mL) e solugdo saturada de NaCl (3 x 10 mL). A fase organica foi seca
com sulfato de magnésio anidro, filtrada e concentrada sob presséo reduzida para
obtencédo do material bruto da reacéo, que foi purificado por cromatografia em coluna
de silica gel empregando a mistura de solvente hexano:diclorometano 1:5 (v/v) para
obtencado do isdmero (Z)34a 0,052 g (0,106 mmol) e de uma mistura dos isdmeros Z
e E 0,107 g (0,218 mmol) com rendimento total de 81%. Tr. 115,3-116,7 °C. CCD: Rt
= 0,31 hexano:diclorometano, 1:5, (v/v). IV (cm™1) V max 3055; 2957; 2925; 2870; 1659;
1630; 1485; 1440; 1385; 1368; 1259; 1234; 1092; 1036; 931; 907; 698. RMN de H
(300 MHz, CDCls) 60,58 (d, 6H, Jo,s = Ji0s= 6,7, H-9 e H-10); 1,45-1,59 (m, 1H, H-8);
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3,57 (d, 1H, J7s= 7,4 H-7); 5,99 (s, 2H, -O-CH2-0O-); 6,17 (s, 1H, H-6); 6,72-6,83 (m,
3H, H-2”, H-5” e H-6"); 7,35-7,56 (m, 6H, Ph). RMN de 3C (75 MHz, CDCls) §19,6
(C-10 e C-9); 27,7 (C-8); 49,5 (C-7); 101,3 (-O-CH2-O-); 108,1 (C-5"); 109,5 (C-2");
114,0 (C-3); 116,3 (C-6); 123,6 (C-6"); 128,1 (C-1"); 128,4 (C-3’ e C-5'); 129,3 (C-4’);
129,6 (C-2’ e C-6’); 130,9 (C-1"); 138,5 (C-5); 147,5 (C-3” e C-4”); 148,6 (C-4); 166,8
(C-2). EM, m/z (%) 427 ([M+2]*, 34); 425 ([M]*, C22H20BrNOs3, 40); 371 (19); 369 (20);
303 (24); 302 (26); 290 (75); 260 (54); 245 (17); 217 (32); 216 (25); 204 (19); 203 (20);
189 (32); 176 (18); 135 (29); 129 (34); 51 (25); 43 (22); 41 (100).

Os compostos 34b-m e foram preparados utilizando-se procedimento
experimental similar ao descrito para a sintese dos compostos 34a. Na tentativa de
purificacdo dos isbmeros por cromatografia em coluna de silica gel, apenas os
isbmeros Z puderam ser isolados, sendo que uma mistura contendo os isdmeros E e
Z também foi obtida. Todos os compostos purificados foram caracterizados por
espectroscopia no IV, RMN de 'H e de '3C, experimentos bidimensionais (HSQC,
COSY e NOESY) e espectrometria de massas. As misturas dos isbmeros foram

quantificadas por espectroscopia de RMN de H.

(2)-3-bromo-5-(2,5-dimetoxibenzilideno)-1-isobutil-4-  fenil- 1H-pirrol-2(5 H)-ona (34b)

Os isdbmeros Z e E foram obtidos na proporcao de 1:0,85 com
rendimento de 94%. Apds purificacdo por cromatografia em coluna
de silica gel empregando a mistura de  solvente
hexano:diclorometano 1:6 (v/v) apenas o isdmero (Z)34b foi isolado,
apresentando-se como um solido amarelo. Tr: 128,3-129,1 °C. CCD:
Rf= 0,23 hexano:diclorometano 1:5 (V/v). IV (cm™) v max 3055; 2997;
2955; 2869; 2833; 1697; 1631; 1490; 1461; 1386; 1368; 1279; 1219;
1093; 1044; 907; 808; 699; 658. RMN de *H (300 MHz, CDCl3) 50,54 (d, 6H, Jog= J108=
6,7, H-9 e H-10); 1,41-1,55 (m, 1H, H-8); 3,50 (d, 1H, J78= 7,3 H-7); 3,74 (s, 3H, 2"-OCHj);
3,77 (s, 3H, 5”-OCHj3); 6,21 (s, 1H, H-6); 6,74 (d, 1H, J& 4= 2,8, H-6"); 6,79 (d, 1H, J3"4’
=8,9, H-3"); 6,85 (dd, 1H, J4"3'= 8,9, Ja 6= 2,8, H-4”); 7,48 (m, 5H, Ph). RMN de 3C (75
MHz, CDCl3) §19,7 (C-10 e C-9); 27,7 (C-8); 49,2 (C-7); 55,9 (5”-OCH3z € 2"-OCHpg); 111,4
(C-3”); 113,0 (C-6); 114,0 (C-3); 114,8 (C-4”); 116,6 (C-6"); 124,0 (C-17); 128,4 (C-3' e C-
5’); 129,2 (C-4’); 129,8 (C-2' e C-6’); 130,9 (C-1°); 138,9 (C-5); 148,2 (C-4); 151,5 (C-27);
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152,9 (C-5"); 165,5 (C-2). EM, m/z (%) 443 ((M+2]*, 15); 441 ((M*], C2sH24BrNO3, 15);
369 (12); 368 (19); 366 (15); 363 (25); 362 (100); 356 (19); 355 (15); 354 (24); 353 (13);
306 (30); 304 (12); 151 (14); 129 (24); 57 (18); 55 (18); 43 (25); 41(86).

(2)-3-bromo-5- (2-cloro-4-fluorobenzilideno)-1-isobutil-4-fenil- ~ 1H-pirrol-2(5 H)-ona (34c)

Os isébmeros Z e E foram obtidos na proporgéo de 1:0,87
com rendimento de 83%. Apds purificacdo por cromatografia em
coluna de silica gel empregando a mistura de solvente
hexano:diclorometano 1:3 (v/v) apenas o isdbmero (Z2)34c foi
isolado, apresentando-se como um soélido amarelo. Tr 127,3-
128,5°C. CCD: Rt= 0,45 hexano:diclorometano, 1:5, (v/v). IV (cm-
1)V max 3057; 2957; 2927; 2870; 1704; 1637; 1484; 1387; 1368;
1242; 1181; 1093; 1051; 905; 856; 698. RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 60,56 (d, 6H,
Jo,s = Ji0s= 6,7, H-9 e H-10); 1,36-1,50 (m, 1H, H-8); 3,40 (d, 1H, J78=7,3, H-7); 6,11
(s, 1H, H-6); 7,03 (dd, 1H, J57 6 = J5F= 8,3, J5* 3= 2,5, H-5”); 7,18 (dd, 1H, J3»F=8,3,
Js» 57 = 2,5, H-3”); 7,27 (dd, 1H, Je" 5 = 8,3, Je"F = 6,0, H-6"); 7,49 (m, 5H, Ph). RMN
de 13C (75 MHz, CDCl3) 19,6 (C-10 e C-9); 27,7 (C-8); 49,2 (C-7); 111,7 (C-6); 113,7
(Jcr= 21,5, C-5"); 114,9 (C-3); 116,8 (Jcr = 24,8, C-3”); 128,6 (C-3’ e C-5'); 129,4
(JcF= 3,8, C-1"); 129,4 (C-4’); 129,6 (C-2’ e C-6’); 130,5 (C-1"); 132,4 (JcF= 8,7, C-
6”); 135,0 (JcF=10,2, C-2"); 139,7 (C-5); 148,2 (C-4); 162,2 (Jc,r=252,3, C-4”); 166,4
(C-2). EM, m/z (%) 437 ([M+4]*, 7); 435 ([M+2]*, 28); 433 ([M]*, C21H1sBrCIFNO, 22);
357 (20); 356 (29); 355 (20); 354 (29); 344 (33); 342 (31); 247 (22); 235 (13); 234 (18);
220 (33); 129 (35); 101 (14); 57 (18); 55 (21); 51 (16); 43(16); 41 (100).

(2)-3-bromo-5- (2-clorobenzilideno)-1-isobutil-4-fenil-  1H-pirrol-2(5 H)-ona (34d)

Os isbmeros Z e E foram obtidos na propor¢édo de 1:0,64
com rendimento de 88%. Apos purificacdo por cromatografia em
coluna de silica gel empregando a mistura de solvente
hexano:diclorometano 1:4 (v/v) apenas o isdbmero (Z)34d foi
isolado, apresentando-se como um sdlido amarelo. Tr 109,2-
110,1°C. CCD: Rt=0,44 hexano:diclorometano, 1:5, (v/v). IV (cm-
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1) v max 3056; 2957; 2868; 1702; 1634; 1467; 1386; 1368; 1324; 1262; 1169; 1094;
1047; 907; 734; 696; 656. RMN de *H (300 MHz, CDCIs) 60,53 (d, 6H, Jog = Jio,8 =
6,7, H-9 e H-10); 1,36-1,50 (m, 1H, H-8); 3,41 (d, 1H, J7s= 7,3, H-7); 6,21 (s, 1H, H-
6); 7,27-7,29 (m, 3H, H-4", H-5” e H-6"); 7,38-7,43 (m, 1H, H-3"); 7,50 (m, 5H, Ph).
RMN de *3C (75 MHz, CDCI3s) §19,6 (C-10 e C-9); 27,7 (C-8); 49,2 (C-7); 113,0 (C-6);
114,7 (C-3); 126,2 (C-5") 128,5 (C-3’ e C-5'); 129,3 (C-6")*; 129,4 (C-4")*; 129,6 (C-
4”)*;, 129,7 (C-2' e C-6’); 130,6 (C-1"); 131,4 (C-37); 133,2 (C-17); 134,1 (C-27); 139,4
(C-5); 148,1 (C-4); 166,3 (C-2). *As atribuicbes podem estar invertidas. EM, m/z (%)
419 ([M+4]*, 19); 417 (IM+2]*, 72); 415 (IM]*-, C21H1eBrCINO, 56); 339 (41); 338 (63);
337 (42); 336 (62); 326 (63); 324 (65); 292 (40); 290 (24); 280 (23); 229 (38); 217 (24);
202 (51); 200 (23); 189 (29); 129 (48); 101 (32); 43 (25); 41 (100).

(2)-3-bromo-5- (3-clorobenzilideno)-1-isobutil-4-fenil-  1H-pirrol-2(5 H)-ona (34e€)

Os isbmeros Z e E foram obtidos na proporgéo de 1:0,72
com rendimento de 80%. Apds purificagdo por cromatografia em
coluna de silica gel empregando a mistura de solvente
hexano:diclorometano 1:4 (v/v) apenas o isbmero (Z)34e foi
isolado, apresentando-se como um soélido amarelo. Tr: 99,0-
100,3 °C. CCD: Rt = 0,47 hexano:diclorometano, 1:5, (v/v). IV
(cm1) v max 3057; 2957; 2926; 2870; 1705; 1630; 1466; 1324;
1167; 1092; 1050; 910; 775; 734; 690. RMN de 'H (300 MHz, CDClIs) 60,55 (d, 6H,
Jog=Ji0s= 6,7, H-9 e H-10); 1,35-1,50 (m, 1H, H-8); 3,48 (d, 1H, J78= 7,4, H-7); 6,19
(s, 1H, H-6); 7,18-7,11 (m, 1H, H-6"); 7,33-7,24 (m, 3H, H-2”, H-4” e H-5"); 7,41-7,51
(m, 5H, Ph). RMN de 3C (75 MHz, CDClz) 19,5 (C-10 e C-9); 27,8 (C-8); 49,3 (C-7);
114,1 (C-6); 114,8 (C-3); 127,44 (C-67); 128,1 (C-2”); 128,5 (C-3’ e C-5); 129,2 (C-
4°)%;129,3 (C-4")*; 129,4 (C-5”)*; 129,6 (C-2’ e C-6’); 130,6 (C-1’); 134,1 (C-3”); 136,3
(C-17); 139,5 (C-5); 148,5 (C-4); 166,6 (C-2). *As atribuicbes podem estar invertidas.
EM, m/z (%) 419 ([M+4]*, 8); 417 ([M+2]*, 31); 415 ([M]*, C21H1oBrCINO, 25); 338
(22); 336 (24); 326 (22); 324 (23); 292 (28); 229 (21); 280 (23); 216 (18); 202 (40); 200
(18); 189 (20); 129 (38); 101 (27); 75 (17); 55 (17); 51 (20); 43 (18); 41 (100).

35



(2)-3-bromo-5- (4-clorobenzilideno)-1-isobutil-4-fenil- ~ 1H-pirrol-2(5 H)-ona (34f)

Os isbmeros Z e E foram obtidos na proporcéo de 1:0,68 com
rendimento de 83%. Apoés purificagdo por cromatografia em coluna de
silica gel empregando a mistura de solvente hexano:diclorometano
1:4 (v/v) apenas o isémero (Z)34f foi isolado, apresentando-se como
um solido amarelo. Tr 125,1-126,4 °C. CCD: Rt = 043
hexano:diclorometano, 1:5, (V/v). IV (cm™) Vv max 3055; 2957; 2928;
2870; 1701; 1630; 1487; 1451; 1386; 1368; 1088; 1050; 1013; 907;
838; 733; 698. RMN de 'H (300 MHz, CDCI3s) 50,54 (d, 6H, Jog= J108= 6,7, H-9 e H-10);
1,35-1,49 (m, 1H, H-8); 3,48 (d, 1H, J7.s= 7,4, H-7); 6,19 (s, 1H, H-6); 7,19 (d, 2H, J2"3' =
Jor2»= 8,4, C-2” e C-6”); 7,35 (d, 2H, J3» 2= J5»6°= 8,4, C-3” e C-5" ); 7,53-7,42 (m, 5H,
Ph). RMN de 3C (75 MHz, CDCIs) §19,5 (C-10 e C-9); 27,7 (C-8); 49,4 (C-7); 114,1 (C-
6); 114,6 (C-3); 128,3 (C-3” e C-5"); 128,5 (C-3' e C-5'); 129,4 (C-4’); 129,6 (C-2’ e C-6’);
130,6 (C-1’, C-2” e C-67); 132,9 (C-4"); 134,1 (C-17); 139,3 (C-5); 148,5 (C-4); 166,6 (C-
2). EM, m/z (%) 419 ([M+4]*", 9); 417 ([M+2]*, 32); 415 ([M]*, C21H19BrCINO, 24); 339
(18); 338 (31); 337 (20); 336 (33); 326 (24); 324 (27); 292 (25); 280 (32); 229 (25); 216
(20); 202 (41); 200 (19); 189 (20); 129 (44); 115 (18); 101 (30); 51 (20); 41 (100).

(2)-3-bromo-5- (3-bromo-4-metoxibenzilideno)-1-isobutil-4-  (2-metoxifenil)- 1H-
pirrol-2(5 H)-ona (34Q)

Os isdbmeros Z e E foram obtidos na proporgéo de 1:1,94
com rendimento de 91%. Apos purificacdo por cromatografia em
coluna de silica gel empregando a mistura de solvente
hexano:diclorometano 1:6 (v/v) apenas o isdmero (Z)34g foi
isolado, apresentando-se como um sélido amarelo. Tr. 120,1-
122,0°C. CCD: Rt=0,23 hexano:diclorometano, 1:5, (v/v). IV (cm~
1)V max 3052; 3006; 2957; 2870; 2838; 1698; 1630; 1492; 1460;
1385; 1368; 1252; 1087; 1051; 1020; 910; 753. RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) 50,57
(d, 6H, Jog=Ji0s= 6,7, H-9 e H-10); 1,42-1,55 (m, 1H, H-8); 3,50 (dd, 1H, J7a7v = 14,4,
J7s= 7,4, H-7a); 3,56 (dd, 1H, Jm7a= 14,4, J78= 7,4, H-7b); 3,82 (2’-OCHs); 3,91 (4”-
OCHp3); 5,97 (s, 1H, H-6); 6,87 (d, 1H, J5 6" = 8,5, H-5"); 7,00-7,07 (m, 2H, H-3' e H-5’);
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7,17 (dd, 1H, Je'5'= 8,5, Jo2= 1,7, H-6"); 7,21 (dd, 1H, Jo.5= 7,5, Je.a = 1,7, H-6"); 7,45
(m, 2H, H-2" e H-4"). RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) §19,5 (C-10 e C-9); 27,6 (C-8); 49,5
(C-7); 55,7 (2-OCHa): 56,3 (4”-OCHs); 111,1 (C-5”); 111,3 (C-3"); 111,5 (C-3"); 113,4
(C-6); 115,6 (C-3); 119,7 (C-1'); 120,4 (C-5'); 128,3 (C-1"): 129,7 (C-6”); 130,9 (C-4’ e
C-6'); 134,1 (C-2"); 138,8 (C-5); 146,8 (C-4); 155,5 (C-4”); 156,9 (C-2"); 167,1 (C-2).
EM, miz (%) 523 ((M+3]*, 11): 521 ((M+2]*, 25): 519 ([M]*, C23H23Br2NO3, 12); 399 (10);
398 (18); 397 (12): 396 (14); 386 (15); 384 (14); 305 (31); 302 (13); 201 (10); 199 (10);
115 (15); 102 (11); 77 (15); 57 (31); 55 (17); 43 (22); 41 (100).

(2)-3-bromo-5- (2-cloro-4-fluorobenzilideno)-1-isobutil-4-  (2-metoxifenil)- 1H-pirrol-
2(5H)-ona (34h)

Os isdbmeros Z e E foram obtidos na proporcao de 1:0,30
com rendimento de 77%. Apds purificacdo por cromatografia em
coluna de silica gel empregando a mistura de solvente
hexano:diclorometano 1:6 (v/v) apenas o isdomero (Z)34h foi
isolado, apresentando-se como um solido amarelo. Tr. 134,4-
126,5°C. CCD: R¢= 0,27 hexano:diclorometano, 1:6, (v/v). IV (cm-
1) ¥V max 3066; 3037; 3004; 2960; 2925; 2867; 2842; 1696; 1595;
1486; 1433; 1387; 1367; 1251; 1164; 1079; 1018; 903; 863; 842; 764; 689; 570. RMN
de H (300 MHz, CDCI3s) §0,57 (d, 6H, Jos= Ji08= 6,7, H-9 e H-10); 1,42-1,55 (m, 1H,
H-8); 3,35 (dd, 1H, J7a7v = 14,2, J78= 7,4, H-7a); 3,43 (dd, 1H, J7b,7a= 14,2, J78= 7,4,
H-7b); 3,83 (s, 3H, 2-OCHpg); 5,94 (s, 1H, H-6); 6,97-7,09 (m, 3H, H-5’, H-3’ e H-5");
7,16 (dd, 1H, J3»F = 8,4, J3' 5 = 2,5, H-3"); 7,24-729 (m, 2H, H-6” e H-6); 7,45 (ddd,
1H, Ja3=Ja5=8,4 = Jsa3=1,7, H-4"). RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) §19,6 (C-10 e
C-9); 27,7 (C-8); 49,2 (C-7); 55,6 (2’-OCHsg); 111,7 (C-6); 111,4 (C-3’); 113,6 (JcF =
21,4, C-5"); 116,1 (C-3); 116,8 (Jcr= 24,8, C-3”); 119,4 (C-1"); 120,5 (C-5’); 129,6 (Jc-
F=3,7, C-17); 131,0 (C-4")*; 131,1 (C-6")*; 132,5 (Jc-Fr= 8,7, C-6"); 134,9 (Jc-F = 10,3,
C-2”); 139,6 (C-5); 146,5 (C-4); 156,9 (C-2’); 162,1 (Jcr = 252,0, C-4”); 166,8 (C-2).
*As atribuicdes podem estar invertidas. EM, m/z (%) 467 ([M+4]*, 8); 465 ([M+2]*, 34);
463 ([M]*, C22H20BrCIFNO2, 22); 387 (11); 386 (20); 385 (14); 384 (30); 374 (24); 372
(24); 341 (13); 340 (14); 293 (17); 290 (16); 207 (17); 131 (11); 115 (13); 77 (15); 57
(26); 55 (23); 43 (23); 41 (100).
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(2)-3-bromo-5-(2,5-dimetoxibenzilideno)-1-isobutil-4-  (2-metoxifenil)- 1H-pirrol-
2(5H)-ona (34i)

Os isdbmeros Z e E foram obtidos na proporcao de 1:0,85
com rendimento de 89%. Apdés purificacdo por cromatografia em
coluna de silica gel empregando a mistura de solvente
hexano:diclorometano 1:7 (v/v) apenas o isOmero (Z2)34i foi
isolado, apresentando-se como um solido amarelo. Tr: 105,2-
106,9 °C. CCD: Rt = 0,29 hexano:diclorometano, 1:7, (v/v). IV (cm-
1)V max 3000; 2957; 2927; 2875; 2834; 1635; 1698; 1492; 1462;
1386; 1369; 1249; 1221; 1047; 1024; 909; 810; 755. RMN de *H (300 MHz, CDCl3) &
0,55 (d, 6H, Jo,s = Jios= 6,7, H-9 e H-10); 1,43-1,57 (m, 1H, H-8); 3,51 (dd, 2H, J7a7b
=Jmw7a=14,7,J78=7,2, H-7); 3,73 (2”-OCHs)*; 3,76 (5”-OCHs)*; 3,83 (2’-OCHs); 6,05
(s, 1H, H-6); 6,74 (d, 1H, Je"4»= 2,8, H-6"); 6,77 (d, 1H, J3»4»= 9,0, H-3"); 6,83 (d, 1H,
Jar 3= 9,0, Jore = 2,8, H-4"); 7,00-7,07 (m, 2H, H-5" e H-3); 7,27 (d, 1H, Je,5 = 7,2,
Joa=1,7, H-6"); 7,43 (ddd, 1H, Ja3 = Ja5 = 8,2 = Jo e = 1,7, H-4’). *As atribuicdes
podem estar invertidas. RMN de 3C (75 MHz, CDCIs) 6 19,6 (C-10) 19,7 (C-9); 27,6
(C-8); 49,3 (C-7); 55,6 (2’-OCHs); 55,9 (2”-OCHs e 5”-OCHs); 111,5 (C-3” e C-3);
112,0 (C-6); 114,6 (C-4”); 115,3 (C-3); 116,6 (C-6"); 120,0 (C-17); 120,3 (C-5°); 124,3
(C-1’); 130,8 (C-4’); 131,2 (C-6’); 138,8 (C-5); 146,5 (C-4); 151,6 (C-27); 152,9 (C-57);
157,0 (C-2’); 166,9 (C-2). EM, m/z (%) 473 ([M+2]*, 24); 471 (IM]*, C24H16BrNOa, 21);
394 (16); 392 (66); 349 (17); 348 (20); 336 (18); 334 (14); 318 (16); 305 (23); 302 (14);
151 (13); 138 (13); 77 (17); 57 (26); 55 (24); 43 (32); 41 (100).

(2)-3-bromo-5- (2-bromobenzilideno)-1-isobutil-4-  (2-metoxifenil)- 1H-pirrol-2(5 H)-
ona (34))

Os isdmeros Z e E foram obtidos na propor¢éao de 1:0,23
com rendimento de 79%. Apoés purificagdo por cromatografia em
coluna de silica gel empregando a mistura de solvente
hexano:diclorometano 1:3 (v/v) apenas o isbmero (Z)34] foi
isolado, apresentando-se como um soélido amarelo. Tr 136,2-
138,0°C. CCD: R¢= 0,33 hexano:diclorometano, 1:3, (v/v). IV (cm"~
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1)V max 3061; 2952; 2924; 2862; 2832; 1704; 1644; 1463; 1385; 1370; 1248; 1121;
1090; 1023; 905; 815; 715; 724. RMN de H (300 MHz, CDCIs) 60,54 (d, 3H, Jog =
6,7, H-9); 0,53 (d, 3H, Ji08= 6,7, H-10); 1,39-1,52 (m, 1H, H-8); 3,42 (dd, 1H, 2H, J7a,7b
=141, J7as= 7,4, H-7a); 3,42 (dd, 1H, 2H, J7m,7a= 14,1, Js = 7,4, H-7b); 3,84 (2’-
OCH?3); 6,00 (s, 1H, H-6); 7,02 (dI, 1H, J3 4 = 8,4, H-3); 7,8 (dd, 1H, Je’ 5= 7,5, Je 4" =
0,7,H-6"); 7,13-7,21 (m, 1H, H-4"); 7,25-7,34 (m, 3H, H-4’, H-5’ e H-6’); 7,45 (ddd, 1H,
Jsv 6= Js 4" = 8,4, Js73»= 1,7, H-5”); 7,58 (dI, 1H, J3" 4" = 8,1, H-3”). RMN de 3C (75
MHz, CDCls) 6 19,5 (C-10) 19,6 (C-9); 27,7 (C-8); 49,3 (C-7); 55,7 (2'-OCHs); 111,4
(C-3); 114,0 (C-6); 115,9 (C-3); 119,5 (2”); 120,4 (C-6”); 124,3 (C-1’); 126,7 (C-5’);
129,5 (C-4”); 131,0 (C-5")*; 131,1 (C-4’)*; 131,5 (C-6’); 132,4 (C-3”); 135,3 (C-17);
138,9 (C-5); 146,5 (C-4); 157,0 (C-2°); 166,7 (C-2). *As atribuicbes podem estar
invertidas. EM, m/z (%) 493 ([M+4]*, 10); 491 ([M+2]*, 24); 489 ([M]*, C22H21Br2NOz2,
11); 410 (11); 369 (16); 368 (25); 367 (16); 366 (23); 356 (19); 354 (23); 275 (21); 272
(26); 202 (12); 189 (20); 115 (22); 77 (16); 57 (24); 55 (25); 43 (23); 41 (100).

(2)-3-bromo-5- (3-bromo-4-metoxibenzilideno)-1-isobutil-4-  (5-cloro-2-metoxi-
fenil)- 1H-pirrol-2(5 H)-ona (34Kk)

Os isdbmeros Z e E foram obtidos na proporcéo de 1:1,09
com rendimento de 82%. Ap0s purificacdo por cromatografia em
coluna de silica gel empregando a mistura de solvente
hexano:diclorometano 1.7 (v/v) apenas o isbmero (Z)34k foi
isolado, apresentando-se como um solido amarelo. Tr. 145,3-
147,2 °C. CCD: Rf = 0,31 hexano:diclorometano, 1:7, (V/v). IV
(cm1) Vv max 3052; 2958; 2870; 2840; 1697; 1630; 1593; 1491;
1460; 1439; 1386; 1368; 1250; 1137; 1080; 1050; 1018; 919; 808; 733; 640. RMN de
H (300 MHz, CDCls) 60,56 (d, 6H, Jog= Jiog= 6,7, H-9 e H-10); 1,40-1,54 (m, 1H, H-
8); 3,48 (d, 2H, J78= 7,4 H-7); 3,80 (4”-OCHj3); 3,91 (2’-OCHpgs); 5,95 (s, 1H, H-6); 6,88
(d, 1H, J5»6= 8,5, H-5"); 6,94 (d, 1H, J3 .4 = 8,9, H-3); 7,14-7,21 (m), 2H, H-6’ e H-6");
7,39 (dd, 1H, Ja3 = 8,9, Jas = 2,6, H-4"); 7,46 (s, 1H, H-2”). RMN de 3C (75 MHz,
CDCIs) 6 19,4 (C-10); 19,5 (C-9); 27,6 (C-8); 49,5 (C-7); 56,0 (4”’-OCHz3); 56,3 (2’
OCHg); 111,2 (C-5"); 111,4 (C-3”); 112,7 (C-3’); 113,5 (C-6); 116,2 (C-3); 121,3 (C-1’);
125,4 (C-5’); 128,0 (C-17); 129,7 (C-6"); 130,5 (C-6’); 130,6 (C-4’); 134,1 (C-2"); 138,5
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(C-5); 145,3 (C-4); 155,6 (C-2' e C-4"); 166,8 (C-2). EM, miz (%) 557 ([M+4]*, 20);
555 ([M+2]*, 29); 553 ([M] *, C23H22Br2CINOsa, 12); 433 (12); 432 (15); 430(10); 420
(12); 418 (12); 336 (11); 201 (13): 199 (11); 102 (13); 101 (10); 57 (26); 55 (14); 43
(20): 41 (100).

(2)-3-bromo-4- (5-cloro-2-metoxifeni 1)-5-(2,5-dimetoxibenzilideno)-1-isobutil-1  H-
pirrol-2(5 H)-ona (34l)

Os isdmeros Z e E foram obtidos na proporgéo de 1:0,72
com rendimento de 84%. ApGs purificacdo por cromatografia em
coluna de silica gel empregando a mistura de solvente
hexano:diclorometano 1:6 (v/v) apenas o isbmero (Z)34l foi
isolado, apresentando-se como um soélido amarelo. Tr 118,8-
119,8°C. CCD: Rt= 0,29 hexano:diclorometano, 1:7, (v/v). IV (cm-
1)V max 3013; 2953; 2868; 2834; 1701; 1636; 1487; 1454; 1385;
1368; 1217; 1085; 1039; 1020; 917; 895; 838; 753; 705; 671; 641; 505. RMN de 'H
(300 MHz, CDCl3) §0,54 (d, 6H, Jo, s = J10,8= 6,6, H-9 and H-10); 1,57-1,40 (m, 1H,
H-8); 3,47 (dd, 1H, J7a,7b = 14,0, J7a,8 = 7,0, H-7a); 3,53 (dd, 1H, J7b,7a = 14,0, J7b,8 =
7,0, H-7b); 3,74 (s, 3H, 2”-OCHBgs); 3,77 (s, 3H, 5”-OCH3); 3,82 (s, 3H, 2’-OCHz3); 6,02
(s, 1H, H-6); 6,74 (s, 1H, Je", 4= 1,5, H-6"); 6,79 (d, 1H, J3», 4» = 8,9, H-3”); 6,84 (dd,
1H, J47,3°=8,9, J4», 6= 1,5, H-4"); 6,94 (d, 1H, J3,4=8,8, H-3’); 7,25 (d, 1H, Je,4 = 2,6,
H-6"), 7,38 (dd, 1H, J4,3= 8,8, Js,6'= 2,6, H-4’). RMN de 3C (75 MHz, CDClI3s) 519,55
(C-10); 19,64 (C-9); 27,6 (C-8); 49,3 (C-7); 56,0 (5”-OCHs3); 55,9 (2-OCHs; and 2”-
OCHg); 111,4 (C-3”); 112,0 (C-6); 112,7 (C-3’); 114,8 (C-4"); 115,9 (C-3); 116,6 (C-
6”); 121,5 (C-17); 123;9 (C-1"); 125,3 (C-5’); 130,5 (C-4’); 130,7 (C-6’); 138,4 (C-5);
144,9 (C-27); 151,5 (C-5"); 152,8 (C-2’); 155,7 (C-4); 166,6 (C-2). EM, m/z (%) 507
([M+2]*, 18); 505 ([M] *-, C24H2sBrCINOQa4, 12); 428 (17); 427 (11); 426 (45); 339 (16);
383 (11); 382 (12); 370 (15); 352 (9); 336 (10); 151 (17); 138 (13); 136 (14); 102 (9);
57 (28); 56 (10); 55 (28); 43 (33); 41 (100).
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(2)-3-bromo-4- (5-bromo-2-metoxifenil)-5-(2,5-dimetoxibenzilideno)-1  -isobutil-
1H-pirrol-2(5 H)-ona (34m)

Os isdbmeros Z e E foram obtidos na proporgéao de 1:0,9
com rendimento de 91%. ApGs purificacdo por cromatografia em
coluna de silica gel empregando a mistura de solvente
hexano:diclorometano 1:6 (v/v) apenas o isdbmero (Z)34m foi
isolado, apresentando-se como um solido amarelo. Tr 134,8-
135,9°C. CCD: Rt= 0,29 hexano:diclorometano, 1:7, (v/v). IV (cm~
1)V max 2958; 2926; 2836; 1698; 1580; 1486; 1453; 1386; 1277;
1244; 1214; 1177; 1138; 1091; 1044; 1022; 944; 913; 878; 808; 754; 712; 658; 620.
RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) 60,54 (d, 6H, Jo, 8 = Jio, 8 = 6,6, H-9 and H-10); 1,54-
1,41 (m, 1H, H-8); 3,46 (dd, 1H, J7a, 70 = 14,0, J7as = 7,0, H-7a); 3,53 (dd, 1H, J7b,7a =
14,0, Jm, 8 = 7,0, H-7b); 3,74 (s, 3H, 2”’-OCHz3); 3,76 (s, 3H, 5”-OCH3); 3,81 (s, 3H, 2’-
OCHpg); 6,02 (s, 1H, H-6); 6,73 (d, 1H, J&", 4> = 2,8, H-6"); 6,78 (d, 1H, J3”, 4 = 8,9, H-
3”); 6,84 (dd, 1H, J47,3°= 8,9, Ja, 6> = 2,8, H-4"); 6,89 (d, 1H, J3, 4= 8,9, H-3’); 7,38 (d,
1H, J&, 4= 2,6, H-6’); 7,52 (dd, 1H, J&, 3= 8,9, Ja,6' = 2,6, H-4’). RMN de 3C (75 MHz,
CDCI3) 619,5 (C-10); 19,6 (C-9); 27,6 (C-8); 49,3 (C-7); 55,9 (2’-OCHs; 5”-OCHs and
2”-0OCHgs); 111,4 (C-3”); 112,0 (C-6); 112,4 (C-5); 113,2 (C-3’); 114,7 (C-4"); 115,9 (C-
3); 116,6 (C-6”); 121,9 (C-17); 123,9 (C-1"); 133,4 (C-4’); 133,5 (C-6’); 138,4 (C-5);
144,8 (C-27); 151,5 (C-5"); 152,8 (C-2); 156,2 (C-4); 166,6 (C-2), EM, m/z (%) 549
([M+4]*, 12); 551 ([M+2]*, 24); 553 ([M]*, C24H25Br2NOa; 12); 472 (17); 470 (17); 428
(8); 414 (9); 398 (8); 392 (9); 391 (36); 385(10); 383 (12); 151 (16); 136 (11); 102 (11);
57 (31); 56 (9); 55 (23); 43 (38); 41 (100).
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3 Resultados e Discussao

3.1 Sintese do 2,5- dimetoxibenzaldeido

O aldeido hidroxilado 2,5-diidroxibenzaldeido foi tratado com iodeto de metila e
carbonato de potassio em acetona, e mantido sob refluxo por 4 horas, para obtencéo
do produto 2,5-dimetoxibenzaldeido. A reacao de substituicdo nucleofilica bimolecular
(BARBOSA e VELOSO, 1994) se mostrou eficiente, levando a formacgéo do produto
de interesse com 95% de rendimento (Esquema 1.2).

CHO CHO

OH CHal OMe
K>COs3, Refluxo, 4h
HO MeO

95%

Esquema 1.2 - Sintese do 2,5-dimetoxibenzaldeido 35.

O composto foi caracterizado por espectroscopia no IV onde foi observada uma
intensa banda de absorcédo correspondente ao grupo carbonila em 1672 cm™. No
espectro de RMN de 'H, o sinal correspondente ao hidrogénio ligado ao grupo
carbonila foi observado em 6= 10,43. Os sinais referentes os atomos de hidrogénio
dos grupos metoxila foram observados em 6= 3,77 e 6 = 3,86. No espectro de RMN
de 2C, o sinal correspondente ao grupo carbonila foi observado em §= 189,5 e os
sinais referentes aos carbonos das metoxilas em 6= 55,7 e 6= 56,1. No espectro de
massas, a presenca do pico em m/z 166 é consistente com a formula molecular deste
composto (CoH1003). Os dados obtidos estdo de acordo com o descrito na literatura
(TEIXEIRA, 2008b).

Essa etapa fez-se necessaria porque em meio basico ocorre a formacgao dos
ions fendxidos que diminuem a eletrofilicidade da carbonila e, consequentemente, a
reatividade do aldeido e o rendimento das reacdes empregando compostos

hidroxilados.
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3.2 Sintese da lactona 3,4-dibromofuran-2(5 H)-ona

A sintese da 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona 30 foi realizada pela reducao do &cido
mucobrémico 29. Uma solucdo metandlica deste acido foi tratada a 0 T com
borohidreto de sédio e em seguida com acido sulfurico concentrado em metanol. O
produto bruto dessa reacao foi recristalizado obtendo-se a lactona 30 em 85% de
rendimento (Esquema 1.3) (BELLINA et al., 2001b).

Biz_i\r 1) NaBH4, MeOH, 0 T, 15 min Brz__i
HO™ Ng”=0 2 H,SO, MeOH, 0 T, 15 min o SO g5%
- 30

3,4-dibromofuran-2(5H)-ona

Esquema 1.3 - Preparo da 3,4-dibomofuran-2(5H)-ona 30.

O espectro no IV da 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona apresentou uma intensa
banda de absorcdo em 1748 cm referente ao estiramento da ligagdo C=0. A
presenca da ligacdo C=C foi evidenciado por uma banda em 1603 cm. No espectro
de RMN de 'H da 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona foi observado um simpleto em & = 4,87
referente aos hidrogénios metilénicos H-5. No espectro de RMN de 3C foi possivel
observar o sinal da carbonila em & = 166,9 e os sinais de C-4 e C-3 se apresentam
em 0 = 143,9 e 115,0, respectivamente. No espectro de massas observou-se 0 pico
referente ao ions molecular [M]* em m/z = 240, consistente com a férmula molecular
do composto (C4H2Br202). Todos os dados obtidos estdo de acordo com o descrito na
literatura (BELLINA et al., 2001b; BARBOSA et al. 2012).

O acido mucobrémico ocorre em equilibrio entre o aldeido a,B-insaturado e a
forma pseudo y-lactona (Esquema 1.4). Dados de infravermelho indicam que a forma
ciclica & predominante tanto no estado sélido quanto em solucdo. Entretanto, o padréo
de reatividade & melhor explicitado considerando-se sua forma aciclica (CUNHA e
OLIVEIRA, 2011; BELLINA et al., 2004b).

O aldeido da forma aciclica € seletivamente reduzido com boroidreto de sodio
(CLAYDEN et al., 2001). Apos a acidificacdo do meio com acido sulfarico concentrado,
o alcool gerado in situ sofre ciclizacdo intramolecular com o grupo acido carboxilico

(Esquema 1.4).
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Br Br Br Br

= NaBH, MeOH, 0 °C, 15 min =
: 85%
HO 0 O

o) H>SO4conc., 0 °C, 15 min (e}
l H>SO4conc., 0 °C
MeOH
Br Br Br Br
— NaBH, =
0= 0 o HO 0
HO MeOH, 0 °C HO

Esquema 1.4 - Reducado do &cido mucobrémico.

3.3 Sintese das 4-aril-3-bromofuran-2(5 H)-onas pelo acoplamento cruzado de

Suzuki-Miyaura

A 3,4-dibromofuranona 30 foi submetida a reacdo de acoplamento cruzado
de Suzuki-Miyaura catalisada por paladio para a sintese das 4-aril-3-bromofuran-
2(5H)-onas. A reacao com diferentes acidos arilbordnicos, na presenca de Ag20,
AsPhs e quantidades cataliticas de PdCl2(MeCN)z2, foi conduzida de acordo com a
metodologia descrita por BELLINA et al. (2001b) e resultou na sintese dos

compostos 32a-d (Tabela 1.1).

Tabela 1.1 - 4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas sintetizadas pelo acoplamento cruzado de
Suzuki-Miyaura

R B(OH),
Br Br \©iR
O Rl -

O Pdclz(M eCN)z, ASPh3
20 Ag,O, THF, 65 T, 24h o 0

3,4-dibromofuran-2(5H)-ona 3lad
4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas

R>

4-arilfuranona R1 R> Rendimento (%)
3la H H 61
31b OMe H 70
31c OMe Br 49
31d OMe Cl 43
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Os compostos 3la-d foram caracterizados por espectroscopia no
infravermelho, RMN de 1H, de 13C, HSQC e espectrometria de massas. Os espectros
obtidos para as 4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas sintetizadas apresentaram grande
semelhanca. No espectro no infravermelho do composto 31a foi possivel observar
uma intensa banda de absorcdo em 1751 cm™ referente ao estiramento da ligacéo
C=0, enquanto para 31b, 31c e 31d a mesma banda apareceu em 1769 cm™.

No espectro de RMN de 'H de 31a foi possivel observar um simpleto em ¢ =
5,19 referente aos hidrogénios metilénicos H-5, enquanto para 31b, 31c e 31d o
mesmo sinal apareceu em 6 = 5,26, § =5,21 e § = 5,23, respectivamente. No espectro
de RMN de 13C foi possivel observar o sinal da carbonila de 31laem 6 = 169,7, de 31b
em 6 =170,0, 31c em 6 = 169,5 e de 31d em & = 169,6.

Nos espectros de massas dos compostos 3la-d foram observados picos
referentes a presenca dos ions [M]*, consistentes com a formula molecular de cada
composto. Para 31a m/z = 238 (C10H7BrOz), para 31b m/z = 268 (C11H9BrOs3), 31c m/z
= 346 (C11HsBr20s3) e para 31d m/z = 302 (C11HsBrCIlOs). Todos os dados obtidos estéo
de acordo com o descrito na literatura (BELINA et al. 2001a; CHEN, et al., 2011; KAR
et al., 2009; BARBOSA et al. 2012).

As 4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas foram preparadas com rendimento de 43%
a 70%. Tal variacdo pode ser explicada pelo fato de que acidos arilborénicos
deficientes em elétrons sdo menos nucleofilicos e transmetalam a uma taxa mais lenta
do que os ricos em elétrons (BARDER et al., 2005). Logo, o &cido fenilborénico levou
a rendimento de 61%, enquanto o 2-metoxifenilboronico, que possui um grupo doador
de elétrons, forneceu rendimento de 70%. Por fim, os compostos 5-bromo-2-
metoxifenilborénico e 3-cloro-2-metoxifenil-bordnico, que além de possuirem um
grupo doador de elétrons na posicéo 2 apresentam um grupo retirador de elétrons na
posicéo 5, levaram a rendimentos de 49% e 43%, respectivamente.

As condi¢cbes empregadas para reacdo de acoplamento cruzado de Suzuki-
Miyaura demostraram alta regiosseletividade ao carbono 4 da 3,4-dibromofuran-
2(5H)-ona. O ataque preferencial do catalisador de Pd(0) a essa posicao pode ser
explicado pela maior deficiéncia de elétrons em relagdo ao carbono 3, causada pela
ressonancia do sistema carbonilico a,B-insaturado, o que € evidenciado pelo fato que
C-4 (6 = 143,9) é mais desblindado que C-3 (6 = 115,0) (BELLINA e ROSSI, 2007;
HUSSAIN et al., 2011).
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Entretanto, em todas as reacdes de acoplamento de Suzuki-Miyaura realizadas
neste estudo, foram isolados biarilas resultantes do homoacoplamento dos acidos
bordnicos, com rendimentos que variaram de 15% a 21%. De acordo com a literatura,
a presenca de grupos doadores de elétrons no acido borbnico favorecem o
homoacoplamento (MORENO-MANAS et al., 1996), o que também é descrito quando
ha presenca de oxigénio no meio reacional, evidenciando a importancia da realizacao
dessas reacOes em atmosfera inerte a fim de evitar a formacéo desses subprodutos
(LENNOX & LLOYD-JONES, 2014).

A reacdo de acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura € considerada como um
dos métodos mais Uteis para formacédo de ligacdo carbono-carbono catalisada por
metais de transicdo (ROSSI et al., 2011). Apresenta uma série de vantagens como as
condi¢cbes brandas em que as reacdes sdo conduzidas, alta tolerancia a uma grande
variedade de grupos funcionais, disponibilidade comercial dos acidos boronicos,
estabilidade destes compostos ao aguecimento, agua e ar, facilidade de separacao
dos subprodutos contendo boro da mistura reacional e a degradacao final dos
compostos organoboranos em produtos ambientalmente seguros (SUZUKI, 2011).

A base empregada tem como funcdo formar uma espécie de boronato,
aumentando a nucleofilicidade do grupo orgéanico ligado ao 4tomo de boro, o que
facilita o processo de transmetalacéo do acido borénico (MIYAURA e SUZUKI, 1995;
MARTIN e BUCHWALD, 2008). Uma grande variedade de bases podem ser utilizadas
e sua escolha € empirica. Entretanto, em meio basico forte e na presenca de um
eletrdfilo, a 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona pode reagir via ataques nucleofilicos (rota a
e b), ou ainda sofrer decomposicao (Esquema 1.5) (CUNHA e OLIVEIRA, 2011).

Base

Br Br g+ Br Br E+
{ — Ty o
\QS\OE Rota a o 0 Rota b E” N0 o
*BH

E*= eletrofilo

Esquema 1.5 - Reacdes da 3,4-dibromofuranona 30 em meio basico forte.
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Para contornar a reatividade da lactona 30 com bases fortes, a reacdo foi
realizada em THF na presenca da base fraca Ag20 (YAO e DENG, 2000; BELLINA et
al., 2004a). O sistema catalitico PdCI2(CH3CN)2/AsPhs em THF também provou ser o
mais eficiente quando comparados com outros catalisadores em outros solventes
(BELLINA et al., 2001b).

Bellina et al. (2001b) apresentaram uma proposta para o ciclo catalitico da
reacdo de acoplamento entre a 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona 30 e os &cidos borénicos
(Esquema 1.6). Segundo esses autores, a primeira etapa consiste na adicdo oxidativa
do complexo de paladio(0) (em que o ligante € AsPh3s) no carbono 4 da lactona 30,
levando a formacdo do complexo de paladio(ll) A. A proxima etapa corresponde a
transmetalacéo, onde foi proposto que o intermediario A interage com o 6xido de prata
e o0 acido borénico resultando na formacéo do intermediario B. A transmetalacdo do
boro pelo paladio, que gera o complexo D, pode ocorrer antes da transmetalacéo do
boro pela prata, via C ou diretamente do complexo B. Finalmente, tem-se a eliminacao
redutiva. Nessa etapa ocorre a formacao da nova ligacao carbono-carbono resultando
nas 4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas 31a-d e regeneracao do catalisador de paladio(0).

L L
| Br\ |
Br Br B:_:Pd Br Ag20 Ag~ pd Br
o O o O ABOH: pg g AT o ©
/ \
30 A HO OH B
B pelo Pd \ B pela Ag
T L
Ar Br Ar-pq  Br Br_ B
PdL — - U= - Ag | -Pd '
2 4 o Ar” L d
o” © 0 o O
3la-d D C

Esquema 1.6 - Mecanismo plausivel para a reacao catalisada por paladio mediada
por Ag20 entre 30 e acidos arilborénicos (BELLINA et al., 2001b).
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3.4 Sintese dos analogos aos rubrolideos pela reacéo de alquilidenacéao

Os anélogos aos rubrolideos, também conhecidos como 5-alquilideno-4-aril-3-
bromofuran-2(5H)-onas ou j-alquilidenofuran-2(5H)-onas, foram sintetizados de
acordo com a metodologia proposta por BOUKOUVALAS et al. (1994; 1998), e
amplamente utilizada pelo grupo de pesquisa do LASA (UFV) para a sintese de
analogos aos nostoclideos e aos rubrolideos (TEIXEIRA et al., 2008; BARBOSA et al.,
2010; BARBOSA et al., 2012; PEREIRA et al., 2014; VAREJAO et al., 2014).

As lactonas 31a-d foram submetidas a reacdo de adi¢cdo alddlica com diferentes
aldeidos aromaticos, utilizando DIPEA, TBDMSOTTf, e temperatura ambiente, levando
a formacao do intermediario sililado que néo foi isolado. Em seguida, a reacédo foi
submetida a refluxo e tratamento com DBU (base de Lewis), resultando na (-
eliminacdo e concomitante formagao dos compostos 32a-m, com rendimentos de 58%
a 93% (Tabela 1.2).

Tabela 1.2 - y—alquiIidenofuran-2(5H)-onas sintetizadas.

Br
% TBDMSOTf, DIPEA, DCM R3
2) DBU, refluxo

3la-d

R4
Re 32a-m
Composto Ri1 R2 Rs R4 Rs Rs Rendimento (%)
32a H H H O-CH2-O H 78
32b H H OCHs H H OCHs 70
32c H H Cl H F H 58
32d H H Cl H H H 60
32e H H H Cl H H 62
32f H H H H Cl H 73
32¢g OCHs H H Br OCHs H 93
32h OCHs H Cl H F H 61
32i OCHs H OCHs H H OCHs 88
32j OCHs H Br H H H 64
32k OCHs Cl H Br OCHs H 90
32l OCHs Cl OCHs3 H H OCHs 79
32m OCH3 Br OCHs3 H H OCH3 72




Todas as j-alquilidenofuran-2(5H)-onas sintetizadas foram caracterizadas por
espectroscopia no IV, RMN de 'H e de 3C, experimentos bidimensionais (HSQC e
NOESY) e espectrometria de massas. Os espectros obtidos apresentaram grande
semelhanca, sendo que as Unicas variacdes observadas referem-se aos substituintes
presentes nos anéis aroméaticos provenientes do acido bordnico, inicialmente utilizado
na reacao de Suzuki, e do aldeido aromatico utilizado nas reacdes de alquilidenacao.
Portanto, a discusséo feita a seguir € baseada nos dados do composto 32h, mas pode
ser estendida aos demais compostos sintetizados.

O espectro no IV de 32h (Figura 1.7) apresentou uma banda de absorcéo
intensa em 1769 cm referente ao estiramento do grupo carbonila de lactona a,B-
insaturada (BARBOSA, 2007).

90

Transmitancia (%)

9651

-
N
@
5

69.1
Lvel

yeL

T T T T T T T T
2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 1.7 - Espectro no infravermelho do composto 32h.

No espectro de massas de 32h (Figura 1.8) foi observado o pico referente ao
ion molecular em m/z = 408 e os sinais em m/z =410 e 412 referentes aos ions [M+2]",

e [M+4]*, o que esta de acordo com a presenca de um atomo de bromo e um de cloro
na mesma molécula.
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Figura 1.8 - Espectro de massas por impacto de elétrons (70 eV) do composto 32h.

A presenca do atomo de flior na estrutura leva ao desdobramento dos sinais
no espectro de RMN devido ao acoplamento entre atomos de hidrogénio e fluor,
obedecendo a mesma regra de multiplicidade de acoplamento entre hidrogénios
(Figura 1.9). O acoplamento entre hidrogénio e flior se da concomitantemente aos ja
esperados acoplamentos entre hidrogénios aroméaticos e, em geral, apresentam
constantes de acoplamento (J) maiores do que aquelas observadas no acoplamento

entre hidrogénios (PRETSCH et al., 1989; SILVERSTEIN et al., 2000).

Ha J(Hz) F J(H2)

= orto 6-10 = orto 6-10
| meta 1-3 | meta 4-8

N para 0-1 X para 0-3
Hb H

Figura 1.9 - Valores para constantes de acoplamento entre hidrogénios e hidrogénio e fluor.

Assim, no espectro do composto 32h (Figura 1.10) destaca-se um dupleto
duplo integrado para um atomo de hidrogénio em 6 = 8,26 (Je5* = 8,9 Hz; Js'F = 6,2
Hz) referente ao H-6". Os demais sinais referentes aos hidrogénios provenientes do
aldeido aromatico H-3” e H-5” se sobrepuseram juntamente com os sinais de H-5’ e
H-3' do anel aromatico proveniente do acido fenilborénico utilizado, levando a
formacdao de um multipleto em 6 = 7,01-7,16 que impediu a visualizagdo dos
desdobramentos dos sinais referentes aos acoplamentos entre atomos de hidrogénio-
hidrogénio e hidrogénio-flior. O Hidrogénio H-6’ foi observado como um dupleto duplo

integrado para um atomo de hidrogénio em 6 = 7,30 (Je,5 = 7,5 Hz; Jo.# = 1,6 HZz).
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Figura 1.10 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCIz) do composto 32h.
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A presenca do atomo de flior na molécula gerou o desdobramento de alguns
sinais no espectro de RMN de 3C de 32h (Figura 1.12). Os valores caracteristicos das
constantes de acoplamento entre os atomos de carbono e flior em um anel aromatico
podem ser observados na Figura 1.11 (PRETSCH et al., 1989).

F
1 J(Hz)
2 1-2451
2-21,0
3 3-78
4 4-3.2
Figura 1.11 - Valores para constantes de acoplamento entre carbono e fltor.

Assim, os sinais de carbono do anel aromatico proveniente do aldeido foram
identificados devido aos dupletos formados a partir do acoplamento dos mesmos com
o F ligado na posicéo para do mesmo anel aromatico. O sinal do carbono C-4” apareceu
como dupleto em 6 = 162,3 (Jc-Fr = 255,0 Hz), C-2” em 6 = 135,5 (dupleto, Jcr = 10,2
Hz), C-6” em 6 = 133,2 (dupleto, Jcr = 8,8 Hz), C-1” em 6 = 127,1 (dupleto, JcF = 3,7
Hz), C-3” em 6 = 117,2 (dupleto, Jcr = 25,0 Hz), e C-5”" em & = 114,9 (dupleto, Jc-F =
21,3 Hz). O sinal em &6 = 107,7 foi atribuido ao carbono 6. Os sinais referentes aos
carbonos do anel lactdnico e do grupo aril ligado ao carbono C-4 apresentaram
deslocamentos quimicos proximos aos sinais de carbono da 3-bromo-4-(2-
metoxifenil)furan-2(5H)-ona 31b. O mapa de contornos HSQC (Figura 1.13 e Figura
1.14) foi analisado para atribuicdo de todos os sinais referentes ao composto 32h.

O Experimento bidimensional de NOESY foi utilizado para definir a
estereoquimica da ligacédo dupla C(5)=C(6), o que permitiu observar a interacao entre
o hidrogénio H-6 (6 = 6,39) e o hidrogénio aromético H-6’ (6 = 7,30), mostrando que
ambos estdo proximos no espaco (Figura 1.15), o que seria possivel apenas para a
configuragéo Z. O mesmo tipo de experimento foi feito para os demais compostos que
também apresentaram configuragdo Z, comprovando a estereosseletividade da
reacdo. Com esses resultados é possivel confirmar que a reagcédo de acoplamento de
Suzuki-Miyaura, realizada anteriormente entre a 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona e os
acidos boronicos, aconteceu em C-4. Caso o acoplamento tivesse ocorrido em C-3,
ndo haveria a interagdo do sinal do hidrogénio aromatico H-6' com H-6, devido a

distancia espacial que esses hidrogénios apresentariam nessa situagao.
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TEIXEIRA et al. (2008b) propuseram um mecanismo para a reacao de
alquilidenacéo empregada (Esquema 1.7), em que, inicialmente, ocorre um ataque do
par de elétrons do oxigénio da carbonila da 3,4-diclorofuran-2(5H)-ona ao TBDMSOTHT,
com eliminacao do triflato. Em seguida, a DIPEA captura um dos hidrogénios acido H-
5 do intermediario anterior, levando a formacdo in situ do éter de silila, que na proxima
etapa ataca a carbonila do aldeido, resultando na formacdo dos intermediarios
alddlicos correspondentes, nao isolados. Essa etapa ocorre via regeneracao do acido
de Lewis TBDMSOTf, ja que o silicio sofre ataque nucleofilico do ion triflato
(CLAYDEN et al., 2001).
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Esquema 1.7 - Proposta para o mecanismo da reacao de alquilidenacgao utilizada na
sintese das (2)-5-alquilideno-4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas.

Na eliminacédo do grupo tert-butildimetilsililoxila, a base DBU captura o segundo
hidrogénio acido H-5 do anel lactdnico com formacdo estereoseletiva da dupla
exociclica. Esta estereoseletividade pode ser explicada pela presenca de um grupo

57



aromatico na posicao B do anel lacténico, como também pela formacéo de ligacdes
de hidrogénio nao classica entre os hidrogénios na posi¢ao orto do anel benzilidénico
e 0 oxigénio do nucleo j-lactbnico, fatos esses que aumentam a estabilidade da
configuracdo Z em relacéo a E (BOUKOUVALAS et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2008).

3.5 Sintese das j-hidroxipirrol-2(5 H)-onas

Para o preparo das j-hidroxipirrol-2(5H)-onas a partir das y-alquilidenofuran-
2(5H)-onas foi utilizada a reacé@o de converséo lactona-lactama, também conhecida
como reacdo de lactamizagdo (GOH et al., 2007). Para isso, as j-alquilidenofuran-
2(5H)-onas 32a-m foram tratadas com excesso de isobutilamina em diclorometano a
0 °C, obtendo-se os produtos de interesse 33a-m com rendimentos que variaram de
81% a 97% (Tabela 1.3).

Tabela 1.3 - »~hidroxipirrol-2(5H)-onas sintetizadas

)\/NHZ

DCM, 0 C, 3h
33a-m
Composto Ri1 R2 Rs R4 Rs Rs Rendimento (%)
33a H H H O-CH,-O H 85
33b H H OCHs3; H H OCHs 97
33c H H Cl H F H 91
33d H H Cl H H H 83
33e H H H Cl H H 87
33f H H H H Cl H 91
33g OCHs H H Br OCHs3 H 89
33h OCHs H Cl H F H 81
33i OCHs H OCHs H H OCHs 95
33 OCHs H Br H H H 91
33k OCHs Cl H Br OCHs3 H 87
33l OCHs Cl OCHs H H OCHs 80
33m OCHs Br OCHs H H OCHs 90
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Todos os produtos obtidos foram caracterizados por espectroscopia ho 1V,
RMN de 'H e de 3C, experimento bidimensional HSQC e espectrometria de massas.
A discussao feita a seqguir € baseada nos dados da j-hidroxipirrol-2(5H)-ona 33h, mas
pode ser estendida as demais j-hidroxipirrol-2(5H)-onas sintetizadas.

O espectro no IV de 33h (Figura 1.16) apresentou uma banda de intensidade
média alargada em 3460-3143 cm™ referente ao estiramento da hidroxila. Também foi

possivel observar uma banda intensa referente ao estiramento da carbonila em 1688
cmL,
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Figura 1.16 - Espectro no IV do composto 33h.

No espectro de massas de 33h (Figura 1.17), embora néo tenha sido possivel
observar o pico do ion molecular, foram observados picos em m/z = 463 referente ao

ion [M-H20]* e m/z = 338 referente a perda do fragmento benzil ligado ao anel
lactamico.
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Figura 1.17 - Espectro de massas por impacto de elétrons (70 eV) do composto 33h.

Pelo espectro de RMN de 'H de 33h (Figura 1.18) foi possivel confirmar a
estrutura do produto desejado. O simpleto em 6= 5,70 é referente ao hidrogénio da
hidroxila. Para os hidrogénios geminais H-6 foram observados dois dupletos, sendo
um em ¢ = 3,29 (Jsa6b = 15,6 Hz) e outro em ¢ = 3,35 (Jeb,6a = 15,6 Hz), devido a
presenca do centro de quiralidade no carbono C-5.

Os sinais referentes aos hidrogénios do grupo alquil da isobutilamina utilizada
na reacdo de lactamizacdo foram identificados no espectro do produto. Os dois
hidrogénios H-7 também apresentaram diferentes deslocamentos quimicos devido a
presenca do centro de quiralidade na molécula. Além do acoplamento geminal entre
os hidrogénios H-7a com H-7b, foi possivel observar o acoplamento desses
hidrogénios com H-8. Portanto para H-7a foi observado um dupleto duplo em 6= 3,09
(J7a,70 = 14,0 Hz, J7as = 7,1 Hz) e para H-7b outro dupleto duplo em &= 3,38 (J7b,7a =
14,0 Hz, J7b,s = 7,9 Hz). O multipleto em ¢ = 2,10-2,24 foi atribuido ao H-8, e os dois
dupletos em 6= 0,89 e 0,90 foram atribuidos a H-9 (J9,s = 6,6 Hz) e H-10 (J108= 6,6
Hz) respectivamente. Os baixos valores de deslocamento quimico observados para
esses hidrogénios podem ser resultado do efeito de blindagem gerado pela

anisotropia produzida pelos elétrons m do anel benzenico.
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Figura 1.18 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, (CDz3)2CO) do composto 33h.
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No espectro de RMN de 3C de 33h (Figura 1.19) foram observados dois sinais
proximos em ¢ = 20,0 e 20,2 atribuidos a C-9 e C-10. O sinal em 6= 36,5 é referente
a C-6 e foi distinguido do sinal em 6 = 47,5 referente a C-7 pela analise do mapa de
contornos HSQC (Figura 1.20 e Figura 1.21), onde é possivel observar a correlacao
entre os atomos H-7a e H-7b com C-7. O mesmo foi feito para C-8 em ¢ = 27,8. Da
mesma forma, as atribuicbes dos atomos de carbono dos anéis aromaticos foram

auxiliadas pela anélise do mapa de contornos HSQC.
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Figura 1.20 - Mapa de contornos HSQC do composto 33h.
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Figura 1.21 - Mapa de contornos HSQC (expandido) do composto 33h.
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As j-alquilidenofuran-2(5H)-onas podem reagir por uma reagao de adicdo 1,2
ou 1,4, sendo que o uso de nucledfilos fortes favorecem a adicéo 1,2. Além disso, a
temperatura da reacédo é mantida a 0 "C para controlar a regioespecificidade da reagao
no atomo de carbono da carbonila (C-2), uma vez que temperaturas mais baixas
permitem o controle cinético o que favorece a ocorréncia da adigéo simples.

Devido aos muitos sitios reativos potenciais nas moléculas das
alquilidenofuran-2(5H)-onas a temperatura da reagéo foi mantida a 0 °C para controlar
a regioespecificidade da reacdo no atomo de carbono da carbonila (C-2).

O mecanismo da reacao de lactamizacéo (Esquema 1.8) se inicia com o ataque
da amina a carbonila da lactona, levando a abertura do anel e formacédo da amida
como o intermediario A. O equilibrio ceto-endlico permite a formacgéo do isbmero mais
estavel na forma ceto B, que entdo ciclizara para formacédo do anel lactamico. Na
etapa de ciclizacdo, o ataque nucleofilico da amina a carbonila pr6-quiral ocorre tanto
pela face Si como pela face Re da carbonila, obtendo-se uma mistura de

enantiomeros.

Esquema 1.8 - Mecanismo de formagé&o das j-hidroxipirrol-2(5H)-onas.

66



3.6 Sintese das jalquilidenopirrol-2(5 H)-onas

Para obtencéo das j-alquilidenopirrol-2(5H)-onas foi utilizada a metodologia

desenvolvida por GOH et al. (2007), pela qual a desidratacao das y~hidroxipirrol-2(5H)-

onas com acido p-toluenossulfonico (PTSA) em quantidade catalitica levou a

formacao das j-alquilidenopirrol-2(5H)-onas nas configuragbes Z e E 34a-m (Tabela

1.4).

Tabela 1.4 - y~alquilidenopirrol-2(5H)-onas sintetizadas.

Rs
N~ O p-TSOH - = >N O
Ra K( CHCly, refluxo, 2h R4Q K(
R R7
Rs Rs
Re 33a-m Re (E) e (Z) 34 a-m
Compostos  R: R2 Rs R4 Rs Rs Rendimento Proporgéo Z:E
total (%)
34*a H H H O-CH»-O H 81 1:0,26
34*b H H OCHs3 H H OCHzs 94 1.0,85
34*c H H Cl H F H 83 1:0,87
34*d H H Cl H H H 88 1:0,64
34*e H H H Cl H H 80 1:0,72
34*f H H H H Cl H 83 1.0,68
34*g OCHs H H Br OCHs H 91 1:1,94
34*h OCH3s H Cl H F H 77 1:0,30
34 OCHs H OCHs3 H H OCHzs 89 1.0,85
34% OCHs H Br H H H 79 1:0,23
34*k OCHs Cl H Br OCHs3 H 82 1:1,09
34| OCHs Cl OCHs3 H H OCHs3 84 1:0,72
34*m OCHs Br OCHs3 H H OCHs3 91 1.0,9

* Mistura entre os isbmeros (E) e (Z)-j-alquilidenopirrol-2(5H)-onas

As mistura dos isébmeros (E) e (Z)-alquilidenopirrol-2(5H)-onas, foram

submetidas a cromatografia em coluna de silica-gel, no entanto, apenas os isbmeros

Z puderam ser isolados na forma pura. A dificuldade de purificacéo do isbmero E pode
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ser explicada pela isomerizacdo desses compostos em meio acido. Para confirmar
esta hipétese, foram realizados experimentos RMN de 'H imediatamente apds a
sintese dos compostos 34h, o que mostrou uma proporcéo entre os isbmeros E/Z igual
a 1:0,51 (Figura 1.22). A mistura foi entdo deixada em solucédo de cloroférmio por 4
dias, uma nova andlise por RMN de *H mostrou que a propor¢do entre os isdbmeros
E/Z subiu para 1:0,80 (Figura 1.23). O experimento foi realizado novamente apos 8
dias em que a mistura de isbmeros estava em contato com cloroférmio, e dessa vez
a proporgdo subiu para 1:1,57 (Figura 1.24), provando assim que 0S compostos
sofrem isomerizacéo a favor do isbmero Z na presenca de cloroférmio.

Para confirmar a isomerizacdo em silica-gel, a mistura de isbmeros quantificada
inicialmente foi deixada sob agitacéo por 4 dias na presenca de silica-gel e da mistura
eluente que foi utilizada na primeira tentativa de separacdo dos compostos,
hexano/diclorometano 1:6 (v/v). O resultado da analise por RMN de *H mostrou que a
proporcao inicial que era de 1:0,51 (Figura 1.22) subiu para 1:0,99 (Figura 1.25),
provando que os compostos sofrem isomerizacdo a favor do isdmero Z na presenca
de silica-gel e hexano/diclorometano 1:6 (v/v).

Uma série de 20 j-alquilidenopirrol-2(5H)-onas sintetizada por Gupton et al.
(2010) demostraram o mesmo comportamento observado no presente estudo, 0s
compostos variaram a propor¢ao dos isdmeros Z/E em valores iniciais de 3:2 para até
14:1 em favor do isbmero Z apds uma noite sob agitacdo em cloroférmio. Gupton et
al. (2010) constataram ainda que a velocidade da isomerizacdo pode estar
relacionada com a natureza estérica dos substituintes do anel benzilideno.

As estruturas dos compostos (Z)34a-m foram elucidadas mediante analises
espectroscopicas no IV, RMN de 'H e 13C, experimentos bidimensionais (NOESY e
HSQC) e espectrometria de massas, cujos resultados confirmaram as estruturas
propostas. Como exemplo, sera feita uma discussdo dos dados espectroscopicos

obtidos para o composto (Z2)34h.
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Figura 1.22 - RMN de *H (300 MHz, CDCls) da mistura dos isdmeros (E) e (Z) 34h obtido imediatamente apés a sintese.
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Figura 1.23 - RMN de *H (300 MHz, CDCIz) da mistura dos isdbmeros (E) e (Z) 34h obtido apés 4 dias em cloroférmio.
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Figura 1.24 - RMN de *H (300 MHz, CDCIz) da mistura dos isdbmeros (E) e (Z) 34h obtido apés 8 dias em cloroférmio.
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Figura 1.25 - RMN de *H (300 MHz, CDCls) da mistura dos isdbmeros (E) e (Z) 34h obtido apés 5 dias em silica e hexano/diclorometano 1:6 (V/v).
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A confirmacdo inicial da estrutura se deu pela analise de seu espectro no IV
(Figura 1.26), no qual é possivel observar uma banda intensa referente ao estiramento
da carbonila em 1696 cm™.
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Figura 1.26 - Espectro no IV do composto (Z)34h.

No espectro de massas do (Z2)34h (Figura 1.27) € possivel observar o sinal do
ion molecular em m/z = 463 e o pico base em m/z = 41 proveniente da fragmentacao
do grupo isopropil. O fragmento que corresponde ao sinal em m/z = 384 é referente a

perda de um radical bromo Br: pelo ion molecular.

Intensidade Relativa (%)

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
m/z

Figura 1.27 - Espectro de massas por impacto de elétrons (70 eV) do composto (Z)34h.
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No espectro de RMN de 'H de (Z)34h, apresentado na Figura 1.28, é possivel
observar dois dupletos duplos proximos, um em = 3,35 referente a H-7a (J7a,7b = 14,2
Hz, J7as= 7,4 Hz) e outro em 6= 3,42 referente a H-7b (J7b,7a= 14,2 Hz, J7b,8= 7,4 HZz).
Também foi possivel observar um multipleto para H-8 em 6= 1,38-1,52 e um dupleto
integrado para seis hidrogénios referente a H-9 e H-10 em 6= 0,58 (Jo,s = Ji08 = 6,7
Hz). Em relacdo aos hidrogénios ligados aos anéis aromaticos, foi possivel observar
que a presenca do atomo de flior no anel benzilidenico também gerou o
desdobramento de sinais devido ao acoplamento entre hidrogénio e flior, como o
dupleto duplo referente ao H-3” em 6= 7,16 (J3'F = 8,4, J35» = 2,5, H-3”). No entanto,
alguns sinais se sobrepuseram formando multipletos que impediram a visualizac&o
dos desdobramentos dos sinais devido ao acoplamento entre &tomos de hidrogénio-
hidrogénio e hidrogénio-flior, em ¢ = 7,24-7,29 para H-6” e H-6’ e em 6= 6,97-7,09
H-5, H-3’ e H-5".

Para quantificar a mistura dos isémeros (Z) e (E)-j-alquilidenopirrol-2(5H)-onas
foi obtido um espectro de 'H (Figura 1.29), e as proporcdes entre os isdmeros Z e E
em cada mistura foram determinadas pela razdo entre os valores das integracées dos
sinais de um mesmo hidrogénio para os dois isbmeros. No caso da mistura de 34h,
foi utilizado o sinal referente ao H-6, que ocorre em 6= 5,95 para o isbmero Z e em ¢
= 6,40 para o isdmero E. Provavelmente, o maior valor de deslocamento quimico
apresentado por H-6 do isdmero E é resultante da proximidade desse hidrogénio em
relacdo atomo de nitrogénio nesses isbmeros. As analises mostraram que, para 0s
isémeros (E) e (Z) 34h a proporcao foi de 1:0,59. Na maioria dos casos, 0S
rendimentos foram superiores para as (Z)-j-alquilidenopirrol-2(5H)-onas, semelhante
ao que foi descrito na literatura para algumas j-alquilideno-j)-lactonas, para as quais
0s isdmeros Z se mostraram mais estaveis devido a presencga de um grupo aromatico
na posicao B do anel lactdnico, como também pela formacéo de ligacbes de hidrogénio
nao classica entre os hidrogénios na posicao orto do anel benzilidénico e o oxigénio
do ndcleo ylacténico (LEE e BROWN, 1998; BROWN e WONG, 2004; TEIXEIRA et
al., 2007; WANG et al., 2012).
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No espectro de RMN de *3C (Figura 1.30) de (Z)34h é possivel observar o sinal
referente a carbonila em ¢ = 166,8. O sinal referente & metoxila foi observado em ¢ =
55,6. Como j& se esperava, o sinal do carbono C-7 (6= 49,2) € mais desblindado que
C-8 (0= 27,7) pela maior proximidade entre C-7 e o nitrogénio. Para os carbonos C-9
e C-10 foram observados dois sinais diferentes (0 = 19,5 e 6 = 19,6), provavelmente
devido a rigidez da molécula que ndo permite a livre rotagdo do grupo isobutil. As
atribuicbes dos sinais referentes aos carbonos aroméaticos s6 puderam ser
confirmadas pela analise do mapa de contornos HSQC (Figura 1.31 e Figura 1.32).

Para confirmar a estereoquimica da dupla ligacdo exociclica das
alquilidenopirrol-2(5H)-onas, foram realizados experimentos de NOESY para todos os
isbmeros purificados. No caso do isdmero (Z)34h, € possivel observar a interacédo
entre H-6 (6 = 5,94) e o hidrogénio aromatico H-6’, evidenciando que esses

hidrogénios estao proximos no espaco, o que confirma a configuracao Z (Figura 1.33).
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Figura 1.31 - Mapa de contornos HSQC (expandido) do composto (Z)34h.
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4 Conclusoes

Neste trabalho foram descritas as etapas envolvidas na preparagdo das -
alquilidenofuran-2(5H)-onas analogas aos metabolitos secundarios conhecidos como
rubrolideos, bem como a conversao desses compostos nas yhidroxipirrol-2(5H)-onas
e y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas correspondentes.

Um total de cinquenta e duas moléculas (cinquenta e uma inéditas) foram
sintetizadas, sendo treze (Z)-y-alquilidenofuran-2(5H)-onas, treze j-hidroxipirrol-
2(5H)-onas, treze (Z)-j-alquilidenopirrol-2(5H)-onas e treze (E)-y-alquilidenopirrol-
2(5H)-onas.

Todos os compostos foram caracterizados por espectroscopia no 1V, RMN de
'H e 3C e por espectrometria de massas. Técnicas bidimensionais HSQC e NOESY
possibilitaram a atribuicdo de todos os sinais dos espectros de RMN de 'He 3C e a
elucidacdo da configuracdo da ligacdo dupla exociclica das yalquilidenofuran-2(5H)-
onas e yalquilidenopirrol-2(5H)-onas.

Destaca-se ainda que as reacdes de acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura
foram altamente regiosseletivas. As reacdes de alquilidenacdo e as reacdo de
desidratacédo das j-hidroxipirrol-2(5H)-onas foram estereosseletivas, resultando, na

maioria dos casos na formacéo preferencial do isbmero Z.
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CAPITULO 2

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E ANTIBIOFILME
DOS ANALOGOS AOS RUBROLIDEOS E SUAS LACTAMAS
DERIVADAS
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1 Introducéo

1.1 Antibi6ticos

Antibidticos s@o compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o
crescimento ou causar a morte de bactérias. Podem ser classificados como
bactericidas, quando causam a morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando
promovem a inibigdo do crescimento microbiano (WALSH, 2003).

Em 1910, Ehrlich desenvolveu o primeiro antibidtico de origem sintética,
salvarsan (36), usado contra sifilis (Figura 3.1). Poucos progressos foram conseguidos
nos 20 anos seguintes para o desenvolvimento de antibioticos, até a introducédo da
proflavina (37) (Figura 3.1), em 1934, agente amplamente utilizado na Segunda
Guerra Mundial, principalmente contra infecgdes de feridas profundas. Entretanto,
este composto era muito toxico para ser usado em infeccfes bacterianas sistémicas
(PATRICK, 1995).

HoN NHz

X
HO As=As OH 7
HyN N NH,
Salvarsan 36 Proflavina 37

Figura 3.1 - Primeiros antibiéticos sintéticos salvarsan e proflavina.

O grande marco no tratamento das infec¢des bacterianas ocorreu com a descoberta
da penicilina 38, em 1928 (FLEMING, 1929; NICOLAOU e MONTAGNON, 2008).
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Figura 3.2 - Estrutura da penicilina
A demonstragdo de que fungos produziam substancias capazes de controlar a
proliferacdo bacteriana motivou uma nova frente de pesquisas na busca de

antibioticos: a prospeccdo em culturas de microrganismos, especialmente fungos e

actinobactérias. Apds o processo de industrializacdo da penicilina, especialmente em
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consequéncia da Segunda Guerra Mundial, foi observado um rapido crescimento na
descoberta e desenvolvimento de novos antibiéticos (PROJAN e SHLAES, 2004).

Entre os anos 1940-1960 varios antibiéticos foram descobertos através de
triagens de produtos naturais microbianos, sendo a maioria deles eficazes para o
tratamento de bactérias Gram-positivas: B-lactamicos, aminoglicosideos, tetraciclinas,
cloranfenicois, macrolideos, glicopeptideos entre outros. Neste periodo, apenas trés
derivados sintéticos foram introduzidos no mercado: isoniazida (39), trimetropim (40)
e metronidazol (41) (FERNANDES, 2006).

H

N \
NH2 H3CO /N\”/NHZ 03N N)\CH3
AN x> N
| H3CO H
b

Figura 3.3 - Estrutura dos antibidticos sintéticos isoniazida, trimetropim e metronidazol

Entre os anos 1960-1980 foram introduzidos no mercado antibidticos
semissintéticos eficazes para o tratamento de patdégenos Gram-positivos e Gram-
negativos, analogos aos antibiéticos naturais ja existentes (FERNANDES, 2006;
GUIMARAES et al., 2010).

Entre os anos 1980-2000 houve uma reducdo dramética na identificacao de
novos protétipos de antibidticos, ao mesmo tempo em que ocorreu um aumento na
incidéncia de resisténcia bacteriana. Este periodo é marcado pela modificacdo do
mercado de antibidticos pela introducéo da classe das fluoroquinolonas sintéticas na
metade dos anos 1980. Alguns antibiéticos baseados em protétipos naturais, como
imipenem 43 (derivado S-lactamico) e analogos da eritromicina 43 (derivado macrolideo)
também foram introduzidos neste periodo (PAYNE et al., 2007; GUIMARAES et al., 2010).

OCHs

CH3
5 OH
CH3

43

Figura 3.4 - Estrutura dos antibiéticos imipenem (derivado S-lactamico) e eritromicina
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A partir de 2000, poucos antibioticos foram introduzidos para a terapéutica
antimicrobiana. Os programas de descoberta de antibioticos de fontes naturais foram
retomados em algumas industrias farmacéuticas, levando a aprovacao do
lipodepsipeptideo natural daptomicina (44) em 2003 (Figura 3.5) (FERNANDES, 2006;
GUIMARAES et al., 2010). O derivado semissintético glicopeptidico dalbavancina (45)
foi aprovado em 2014 e mais recentemente foi descrita a atividade da teixobactina
(46) em laboratério (Figura 3.5). Esse composto foi capaz de causar a morte de um
grande numero de bactérias patogénicas, inclusive as bactérias super-resistentes
SARM (Staphylococcus aureus resistente a meticilina) e ERV (Enterococcus

resistentes a vancomicina) (LING et al., 2015).
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Figura 3.5 - Estrutura dos compostos daptomicina (44), dalbavancina (45) e teixobactina (46).

O desenvolvimento de resisténcia limita o tempo de vida Gtil dos antibidticos
e resulta na necessidade de uma constante introducdo de novos compostos
(SPELLBERG e SHLAES, 2014; BUSH et al., 2011). No entanto, a descoberta de
medicamentos antimicrobianos € singularmente dificil (PAYNE et al.,, 2007),
principalmente devido a baixa penetracdo dos compostos nas células bacterianas.
Produtos naturais evoluiram para romper as barreiras de penetracdo das bactérias
alvo e a maioria dos antibiéticos introduzidos na clinica foram descobertos por triagem
de microrganismos (PAYNE et al., 2007).

1.2 Biofilmes bacterianos

A resisténcia bacteriana € um dos principais desafios na descoberta de drogas
hoje, como cada vez mais os patdégenos desenvolvem estratégias para escapar das
respostas imunes e terapias (BOUCHER et al., 2009; THOMANN et al., 2016).

O biofilme bacteriano pode ser descrito como uma populacédo bacteriana
vivendo em uma estrutura organizada, complexa e dinamica, associada a uma
superficie em presenca de umidade. Essa populacdo bacteriana é encapsulada em
uma matriz de substancias exopoliméricas, polissacarideos, proteinas e, em alguns
casos, DNA extracelular, que se revelaram importantes para ocultar o patdgeno dos

mecanismos de defesa do hospedeiro e dos antibioticos, sdo capazes ainda de
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conferir estabilidade, permitir a estruturacdo e protecdo das células bacterianas
envolvidas contra raios UV, exposicéo a acidos, alvejantes, desidratacéo e salinidade
(DAVIES, 2003; HALL-STOODLEY et al., 2004; ALHEDE et al., 2014; ROMERO et
al., 2011; THOMANN et al., 2016).

De uma forma geral, o ciclo de vida de um biofilme pode ser dividido em cinco
estagios diferentes (Figura 3.6) (MUSK e HERGENROTHER, 2006; MONTERO et al.,
2016).

Figura 3.6 - Ciclo de vida do biofiime. 1) Fixacdo; 2) Secrecdo de substancias e adesao
irreversivel, 3) Crescimento; 4) Maturacdo; 5) Dispersdo (MUSK e
HERGENROTHER, 2006).

O primeiro estagio consiste na fixacdo reversivel de bactérias planctdnicas a
uma superficie. Os inibidores do biofiime que atuam nessa etapa previnem a
aderéncia da bactéria a superficie (RICHARDS e MELANDER, 2009).

No proximo estagio a fixacdo das bactérias a superficie torna-se irreversivel.
Inicia-se a secrecao da matriz extracelular que vai estruturar o biofilme (RICHARDS
e MELANDER, 2009; MONTERO, et al., 2016).

Depois da fixacéo irreversivel e do agrupamento de microcol6nias inicia-se a
etapa de maturacdo da comunidade bacteriana, que coincide com a secrecéo
continuada de substancias exopoliméricas e no recrutamento de bactérias
planctdnicas para integrarem o biofilme maduro e com a diferenciacdo metabdlica
das bactérias aderidas (MUSK e HERGENROTHER, 2006).

Na proxima fase, o biofilme assume uma forma tridimensional. Essa estrutura

é resultado da organizacdo otimizada de células a fim de facilitar ao méximo a
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difusdo de nutrientes e permitir o estabelecimento de uma comunidade microbiana.
(MUSK e HERGENROTHER, 2006).

No ultimo estéagio ocorre a dispersao do biofilme. Bactérias que compdem a
periferia do biofilme, ou ainda individuos localizados no interior do mesmo, tém sua
diferenciacdo ao estado flagelar e desligam-se da matriz do biofilme quer
individualmente, passando novamente ao estado planctdnico, quer sob a forma de
agregados, de forma a colonizar um novo ambiente.

O mecanismo de controle da expressdo génica que permite as populacdes
bacterianas monitorar o tamanho da comunidade em que vivem é denominado
“‘Quorum sensing” (QS), regulado por meio da concentracdo de moléculas
sinalizadoras denominadas autoindutores (Als), que séo produzidas e liberadas por
cada membro da populacdo e acumulam a medida que o tamanho dessa populacao
aumenta. Quando as moléculas autoindutoras atingem uma concentracao limite, 0s
genes controlados pelo QS sao ativados ou desativados simultaneamente em todos
0s membros da comunidade (KELLER e SURETTE, 2006; MONTERO et al., 2016).

Embora o modelo geral de formacéao de biofilme dé um bom esboco geral que
seja aplicavel a muitas bactérias formadoras de biofilme, a maioria dos
microrganismos produzem fatores de biofilme altamente especificos.

Tanto S. aureus quanto S. epidermidis produzem poli-B-(1,6)-N-acetil-d-
glucosamina (PNAG), um exopolissacarideo de superficie que é referido como
adesina intracelular polissacaridica (PIA). PIA/PNAG é um homopolimero linear de
N-acetilglucosamina com desacetilacdo parcial. Este polissacarideo contribui para o
acumulo de células no biofilme e evasao da resposta imune dos patdégenos (VUONG
et al., 2004; KROPEC et al., 2005; MACK et al., 1996; CRAMTON et al., 1999).

Um grande numero de proteinas também contribui para a formacéo da matriz
de biofilme estafilocécica, como a proteina associada a acumulagédo Aap (CONRADY
et al., 2008). A presenca de DNA extracelular e de pequenas moléculas
intracelulares liberadas esta associada a estrutura, fixacdo e a estabilidade dos
biofilmes (BAYLES, 2007; THOMAS et al., 2009; KIRKPATRICK e VIOLLIER, 2010).

Em resposta ao aumento da densidade populacional, S. aureus é capaz de
reconhecer uma molécula sinal (PIA) envolvida no mecanismo de quorum sensing.
Essa molécula foi primeiramente descrita como um regulador pleiotrépico de

exotoxinas estafilococicas, proteases e proteinas de superficie (LINDSAY e
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FOSTER, 1999; VUONG et al., 2000). Com o aumento do numero de células, o
sistema de sinalizacdo agr ativa a transcricdo de genes envolvidos na producao de
toxinas e, ao mesmo tempo, diminui a expressdo de genes de proteinas de
superficie, inibindo a formacdo de biofilmes ou liberando as células j& aderidas
(IWATSUKI et al., 2006).

O sistema agr controla a producdo de enzimas que degradam a matriz do
biofilme. O proteoma extracelular de agr inclui proteases mdultiplas e pequenas
toxinas formadoras de poros chamadas modulinas solaveis em fenol (PSMs).
Embora o fenétipo das estirpes mutantes agr em biofilmes possa variar dependendo
da variacdo genética e das condicBes de ensaio, a ativacdo do sistema agr esta
2011). O sistema agr € mais ativo em células de S. aureus e S. epidermidis que
foram liberadas do biofilme, fornecendo mais evidéncias de que a inducdo de agr
resulta na desmontagem do biofilme (YARWOOD et al., 2004; WANG et al., 2011).

As bactérias envolvidas no biofilme podem ser de 10 a 1.000 vezes mais
resistentes a agentes antimicrobianos do que a mesma bactéria no estado livre
(EVANS e HOLMES, 1987; DAVIES, 2003; RASMUSSEN e GIVSKOV, 2006).

O Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos estima que 80% de todas
as infeccbes ocorrendo no corpo humano estéo relacionadas a biofilmes (DAVIES,
2003; YAKANDAWALA et al., 2006). Exemplos comuns de patologias relacionadas
aos biofilmes microbianos incluem: infeccbes em cateteres e implantes, carie
dentéria, doenca gengival, infeccdo cronica de feridas, além de contaminacfes de
instrumentos médicos, etc (HALL-STOODLEY et al., 2004; STEWART e FRANKLIN,
2008; DAS et al., 2016).

A descoberta e o desenvolvimento de compostos que possam inibir o QS e,
consequentemente, o biofilme, podem fornecer um tratamento para infecgOes
microbianas com grande potencial ndo apenas para restaurar a eficacia dos
antibiéticos, mas também para permitir que o sistema imunoldégico humano elimine
a infeccao. Diferente dos antibidticos, os inibidores do QS ndo matam os patdégenos,
assim, a perturbacdo do QS € uma nova abordagem, que demonstrou diminuir a
patogenicidade in vivo com um baixo potencial de pressdo de selecdo e,

consequentemente, menor probabilidade de desenvolvimento de resisténcia pelas
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bactérias (GERDT e BLACKWELL, 2014; PAN e REN, 2009; HENTZER e GIVSKOV,
2003).

Devido ao pequeno numero de moléculas conhecidas que inibem a formagéo
de biofilmes bacterianos, varios trabalhos tém buscado novos compostos com
atividade antibiofilme (WORTHINGTON et al., 2012).

No trabalho de SAMBANTHAMOORTHY et al. (2011), aproximadamente
66.000 compostos, incluindo produtos naturais e sintéticos, foram avaliados quanto
a capacidade de inibir o biofilme de diferentes espécies de bactérias, o que levou a
descoberta do benzimidazol 47 (Figura 3.7) denominado de ABC-1.

Esse composto foi capaz de prevenir a formacédo do biofilme bacteriano de
varias bactérias patogénicas, sem afetar o crescimento das mesmas. O valor de ICso
(concentracdo necessaria para inibir a formacdo do biofiime em 50%) desse
composto para Pseudomonas aeruginosa foi 45,9 nM.

As furanonas halogenadas naturais também se destacam quanto a inibicao
do biofilme. Os fimbrolideos 48-51 (Figura 3.7), foram isolados da alga vermelha
Delisea pulchra e apresentaram atividade inibitoria contra a formacéo de biofilme em
Escherichia coli e Bacillus subtilis (GIVSKOV et al., 1996; REN et al., 2001; REN et
al., 2002). Atividade semelhante foi encontrada para a furanona sintética 52, que é
capaz de inibir a formacéo de biofilme da E. coli em 80% na concentracédo de 141
UM (HAN et al., 2008).

/
N
Lo
MeO N\
47

Figura 3.7 - Estruturas do benzimidazol ABC-1 (47) furanonas halogenadas isoladas
de Delisea pulchra (48-51) e furanona sintética (52).

96



Visto que algumas furanonas halogenadas naturais e sintéticas sdo capazes
de inibir a formacao de biofilme bacteriano de diversos microrganismos patogénicos e
considerando a similaridade estrutural entre essas lactonas halogenadas e os
rubrolideos, avaliou-se o potencial de inibicdo do crescimento bacteriano e da
formacéao de biofilme das 4-aril-5-benzilideno-3-bromofuran-2(5H)-onas analogas aos
rubrolideos (32a-m) e de seus derivados j-hidroxi-j~lactamas (33a-m) e yalquilideno-

y-lactamas (34a-m), sintetizados nesse estudo.
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2 Material e Métodos

2.1 Procedimentos sintéticos

Os compostos 32a-m, 33a-m e 34a-m (Tabela 3.1) foram preparados,
conforme detalhado no capitulo 1, e submetidos a ensaios para avalicdo do potencial
de inibicdo do crescimento bacteriano e da formacéao de biofilme no Centro de Ensino
e Pesquisa em Implantes Dentarios da Universidade Federal de Santa Catarina pela
professora colaboradora Andrea de Lima Pimenta.

Tabela 3.1- Estrutura dos compostos 32a-m, 33a-m e 34a-m.

¥-Alquilideno-y - ¥ -Hidroxi-y - ¥ -Alquilideno-y -

Ry Rz Re  Ra R 6 lactonas lactamas lactamas (Z:E)
H H H 0O-CH,-O H 32a 33a 34*a (1:0,26)
H H OCH; H H OCH; 32b 33b 34*b (1:0,85)
H H Cl H F H 32c 33c 34*c (1.0,87)
H H Cl H H H 32d 33d 34*d (1:0,64)
H H H Cl H H 32e 33e 34*e (1.0,72)
H H H H Cl H 32f 33f 34*f (1:0,68)
OCH; H H Br OCH; H 32g 33g 34*q (1:1,94)
OCH; H cl H F H 32h 33h 34*h (1:0,30)
OCH;, H OCH; H H OCH; 32i 33i 34%i (1:0,85)
OCH, H Br H H H 32 33 34%j (1:0,23)
OCH, ClI H Br OCH; H 32k 33k 34*k (1:1,09)
OCH; ClI OCH; H H OCH; 32l 33| 34*| (1:0,72)
OCH; Br OCH; H H OCH; 32m 33m 34*m (1:0,9)

* Mistura entre os isébmeros (E) e (Z)-y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas
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2.2 Preparo de solucdes utilizadas no ensaio biolégico

As solucbes aquosas de DMSO e sacarose foram preparadas em agua
destilada e autoclavadas a 120 T por 20 minutos antes de serem adici onadas ao
meio de cultura. Os compostos a serem testados foram solubilizados em DMSO 100%
e posteriormente diluidos em meio Tryptic Soy Broth (TSB) na concentracao inicial de
87,5 pug mL?, utilizada para realizacdo dos testes de inibicdo do crescimento
bacteriano e inibicdo da formagéao de biofilme. A concentragédo de DMSO em todos 0s

ensaios foi mantida constante a 3,5% (v/v).

2.3 Material biolégico e meio de cultura

As linhagens bacterianas foram cultivadas em TSB (Tryptic Soy Broth,
Acumedia) e, durante os ensaios, quando necessario, foi acrescentado ao meio
sacarose (4% m/v) e DMSO (3,5% v/v). Resultados prévios mostraram que nessa
concentragcdo o DMSO néo interfere no crescimento bacteriano e na formacéo do
biofilme (PIMENTA et al., 2003).

As bactérias utilizadas nesse estudo foram a Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e a Staphylococcus epidermidis (ATCC 35547).

2.4 Ensaios de inibicdo do crescimento bacteriano e da formacao de biofilme

As cepas-teste foram cultivadas por 24 h em meio TSB a 37 € sem a gitacao
e apos as primeiras 8 h de incubagéo foram plagueadas em meio agar-sangue para
verificacdo da pureza. As culturas puras foram diluidas a 108 UFC mL?* e 100 pL
destas suspensdes foram depositadas nos po¢os das microplacas de poliestireno. Em
seguida foram adicionados ao primeiro poco de cada série 100 pL de solucdo de cada
composto a ser testado, resultando em uma concentracéo inicial de 87,5 ug mL?, e
realizadas diluicdes sucessivas, em razao de 2 para o preparo das solugdes a 43,8,
21,9, 10,9, 5,5, 2,73, 1,37, 0,68, 0,34 e 0,17 ug mL* destes compostos (32a-m, 33a-
m, (Z)34a-m e 34a-m). O experimento controle foi realizado da mesma forma, mas
sem a presenca de algum composto. As microplacas foram entdo incubadas em

camara umida a 37 €T pelo tempo necessario a formacdo do biofilme de cada
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linhagem. Ao final da incubacdo, o crescimento bacteriano foi quantificado por
densidade Optica através da absorbancia a 630 nm usando um leitor de microplacas
para avaliar os efeitos dos compostos testados sobre o crescimento bacteriano
(PIMENTA et al., 2003; PEREIRA et al., 2014a, 2014b).

Apos avaliacdo da inibicdo do crescimento bacteriano, as suspensdes
bacterianas presentes nos pocos das microplacas de poliestireno foram descartadas
e 0s pocos foram repetidamente lavados com agua destilada a fim de eliminar as
bactérias ndo aderidas. Em seguida, as bactérias aderidas (biofilme) foram coradas
com 120 pL de uma solucéo de cristal violeta 0,1% (m/v). ApGs lavagens sucessivas
com agua para retirada do excesso de corante, solubilizou-se o cristal violeta fixado
nas bactérias com uma solugdo 1% (m/v) de dodecil sulfato de sodio (SDS) para
permitir a quantificagéo da coloragédo pelo leitor de microplacas a 595 nm. Cada ensaio
foi realizado em triplicata. Os resultados obtidos foram calculados em relacdo ao
tratamento controle no programa Oringin® 8.0 e os valores de ICso (concentracéo
necessaria para inibir 50% do crescimento bacteriano) foram determinados (PIMENTA
et al., 2003; PEREIRA et al., 2014a, 2014b).
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3 Resultados e Discussao

3.1 Efeito dos compostos sobre o crescimento planctonico

O efeito dos compostos 32a-m, 33a-m, (Z)34a-m e das misturas de isdmeros (Z)
e (E) 34a-m (Tabela 3.1), sobre o crescimento de S. aureus e S. epidermidis foi
avaliado. Essa analise € importante também para estabelecer se eventuais efeitos na
formacdo do biofilme ocorreram especificamente devido a inibicdo da aderéncia
bacteriana ou se poderia ser atribuido a um efeito dos compostos sobre a sua
viabilidade. Para isso, 0 crescimento bacteriano foi quantificado na presenca de cada
composto nas concentracdes de 87,5, 43,8, 21,8, 10,9, 5,5, 2,7, 1,4, 0,68, 0,34 e 0,17
ug mL! pela medida da densidade éptica por absorbancia a 630 nm usando um leitor
de microplacas (PIMENTA et al., 2003; PEREIRA et al., 2014a, 2014b). Os valores de
porcentagem de inibicdo do crescimento planctbnico para S. aureus e S. epidermidis
s&o apresentados nas Tabelas A 1 e A 2 (APENDICE).

Os resultados obtidos mostram que, de uma forma geral, os compostos
demonstraram eficiéncia na inibicAdo do crescimento bacteriano. Na maior
concentracdo testada (87,5 pg mL?') todos os compostos inibiram o crescimento
bacteriano de S. aureus, apresentado valores de porcentagem de inibicdo que
variaram de 35,4% a 92,6%. Na concentracdo de 43,8 ug mL* as porcentagens de
inibicdo foram baixas, no entanto, apenas 33h e 33k ndo causaram inibicdo do
crescimento bacteriano.

Os compostos também demonstraram a capacidade de inibir o crescimento
plancténico de S. epidermidis. Na concentracédo de 87,5 ug mL, todos 0os compostos
testados inibiram o crescimento bacteriano, apresentado valores de porcentagem de
inibicdo que variaram de 10,0% a 91,4%.

A avaliacdo da influéncia dos compostos sintetizados sobre o crescimento
plancténico dos microrganismos testados demostrou que 0os compostos sao capazes
de inibir o crescimento planctonico em varias concentragdes. Foram entéo calculados
os valores de ICso para 0os compostos testados sobre o crescimento bacteriano de S.
aureus e S. epidermidis.

Todos os valores de ICso calculados foram obtidos a partir de um desenho

experimental em triplicata, curvas sigmoidais dose-resposta log[composto] versus
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percentagem de inibicdo do crescimento foram inicialmente construidas para o calculo

dos valores de I1Cso, como ilustrado para o composto (Z)34b (Figura 3.8).
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[}}
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o 40 4
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2
£
0 T T y T y T y T y T y T y 1
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-20

log [concentracao]/(mg/mL)

Figura 3.8 - Curva sigmoidal correspondente a inibicdo do crescimento de S. aureus
pelo composto (Z)34b.

Entretanto, para alguns compostos, esses valores ndo puderam ser obtidos, ja
gque nao houve uma correlacdo direta entre a inibicdo do crescimento e as
concentracbes dos compostos testados, indicando que o efeito observado néo foi
dependente da dose utilizada. Além disso, em alguns casos o valor de ICso calculado
€ superior a maior concentracao testada. Os resultados obtidos s&o apresentados nas

Tabela 3.2 para S. aureus e Tabela 3.3 para S. epidermidis.
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Tabela 3.2 - Concentracdo dos compostos 32a-m, 33a-m, (Z) e (E) 34a-m e (Z)34a-m capazes de inibir em 50% (ICso0) 0 crescimento
bacteriano de S. aureus.

Composto g mllf:' %0 M) Composto g mll(_: iO(MM) Composto g mlf _Slo(yM) Composto g mll(_: .510(”M)
32a >87,5 33a = 34*a 46,4 + 16,2 (108,7) (Z2)34a 56+1,4(13,2)
32b 71,6 + 5,3 (185,0) 33b  78,5+4,0(170,6) 34*h  59,4:128(1344) (2)34b 1,8+0,8 (4,0)
32¢ 69,9 + 6,9 (184,0) 33c  80,0+115(176,6)  34%Cc 574+39(1321) (2)34c  34,0+4,2(78,2)
32d 69,0 + 4,4 (190,7) 33d >87,5 34%d 78,2+7,4(187,8) (2)34d  44,3+3,1(106,3)
32e 82,1 +8,1(227,2) 33e  80,3+144(1847)  34%e 57,6+38(1383) (Z)34e  580+509 (139,3)
32f 41,4 +3,4 (114,4) 33f 85,7 +8,4 (197,2) 34%f 41,4+55(993)  (2)34f 68,4 +7,2(164,1)
329 63,1 +4,1(135,3) 33g >87,5 34*g 491+3,9(941) (2)34g  53,8+9,9(103,1)
32h 60,7 + 5,2 (148,1) 33h >87,5 34*h 50,0 £+2,2 (107,6)  (2)34h  71,4+3,8 (153,7)
32i >87,5 33i 83,8 + 3,2 (171,0) 34% 67,0+6,2(1438) (2)34  60,0+5,0 (127,1)
32] >87,5 33] 78,6 + 6,6 (154,4) 34%  844+110(171,9) (2)34] 66,7 +7,5(135,8)
32k - 33k 80,4+7,1(140,2) 34*k 48,7+19(87,6) (2)34k  64,9+1,3(116,8)
32l - 33| 18,9 + 0,2 (36,0) 34%| 70,7+8,1(139,6)  (2)34l >87,5
32m 13,8 £2,5(27,8) 33m 55,9 + 6,8 (98,2) 34*m 45,8 +7,5(83,1) (2)34m 76,7 £ 6,6 (139,2)

* Mistura entre os isémeros (Z) e (E)-j-alquilideno-jylactamas
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Tabela 3.3 - Concentracéo dos compostos 32a-m, 33a-m, (Z) e (E) 34a-m capazes de inibir em 50% (ICso0) 0 crescimento bacteriano

de S. epidermidis.

Composto g mIIE: ‘io(pM) Composto g mlf _510(”M) Composto g mIIE: -510(”M)
32a 80,7 + 15,1 (217,4) 33a 55,0 + 8,6 (123,7) 34*a 21,4 +1,8 (50,1)
32b 63,3 + 3,8 (163,4) 33b 25,4 +6,5 (55,2) 34*b 6,0+1,1(13,6)
32c = 33c 86,4 £ 0,3 (190,8) 34*c 54,1 £ 4,7 (124,5)
32d 47,4 £ 4,3 (131,2) 33d 58,9+ 7,6 (135,5) 34*d 72,0+£7,6 (172,8)
32e 79,8 + 13,9 (220,6) 33e 68,5 + 3,4 (157,7) 34*e 80,5+ 10,8 (193,2)
32f 87,5 33f 79,1+ 12,5 (181,9) 34%f 79,3+ 0,6 (190,3)
32g 54,4 £2,9 (116,7) 33g = 34*g =
32h 69,9+ 11,0 (170,6) 33h 54,0+£1,3(111,9) 34*h 48,9 +1,9 (105,3)
32i 82,4 +7,2 (197,4) 33i >87,5 34% 81,2 +12,1 (172,0)
32j 87,5 + 4,4 (200,7) 33] 84,8 + 1,7 (166,6) 34%] 87,5
32k 64,9 £9,7 (129,7) 33k = 34*k 43,9 + 3,0 (79,0)
321 43,4 £ 6,0 (96,0) 33l >87,5 347 46,5 + 0,7 (91,8)
32m 76,3 + 3,0 (153,8) 33m 53,3+9,1(93,7) 34*m 32,1+5,9(58,2)

* Mistura entre os isdmeros (Z) e (E)-j-alquilideno-j-lactamas
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Os valores apresentados nas Tabela 3.2 e Tabela 3.3 indicam claramente que,
embora todos 0os compostos fossem ativos sobre o crescimento plancténico, a maior
parte deles apresentou baixa atividade contra a viabilidade bacteriana. Para S. aureus,
entre todos os 52 compostos, apenas (Z)34a e (Z2)34b inibiram fortemente o
crescimento bacteriano (ICso = 5,6 e 1,8 ug mL™%, respectivamente) com a maioria dos
compostos remanescentes apresentando ICso maior que 40 yg mLt e 32m e 33|
apresentando atividades moderadas (ICso = 13,8 e 18,9 ug mL™, respectivamente).

De modo semelhante, para S. epidermidis a maioria dos compostos
apresentaram pouco efeito sobre o crescimento plancténico, com a maior parte deles
apresentando ICso maior que 40 yg mL*. A mistura de isbmeros E e Z 34b foi a Gnica
a exibir elevada atividade sobre a viabilidade bacteriana (ICso 6,0 ug mL™?), enquanto
a mistura 34a inibiu o crescimento plancténico moderadamente (ICso 21,4 ug mL1).
Para os compostos (Z)34a-m, nao foi possivel calcular os valores de ICso, uma vez
gue todos os compostos causaram menos de 50% de inibicAo do crescimento
planctdnico mesmo na maior concentragdo testada.

Todos esses resultados estdo de acordo com os relatos anteriores, que
demonstraram o baixo efeito inibitério dos analogos rubrolideos e suas lactamas
derivadas sobre o crescimento plancténico bacteriano (PEREIRA et al. 2014a, 2014b).
Apesar desta tendéncia geral, a comparacéao entre os valores de ICso obtidos para os
compostos 32-34 e os valores relatados por Sikorska et al. (2012) (Tabela 3.4) deixa
claro que varios dos compostos sintéticos aqui descritos sdo mais eficientes contra as

mesmas espécies de bactérias do que varios rubrolideos naturais.

Tabela 3.4 - Atividade dos rubrolideos naturais sobre a inibicdo do crescimento bacteriano.

Rubrolideo S. aureus S. epidermidis

ICs0 (LM) ICs0 (UM)
Rubrolideo E (5) 105 21
Rubrolideo F (6) 1006 79
3”-bromorubrolideo F (18) 256 98
3’-bromorubrolideo E (19) 82 38
3’-bromorubrolideo F (20) 360 42
3',3”-dibromorubrolideo E (21) 89 28
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Para S. aureus, os rubrolideos naturais apresentaram valores de ICso que
variaram de 82 a 1006 uM, sendo que pelo menos 5 compostos sintéticos foram mais
ativos do que o 3’-bromorubrolideo E (19), que foi o composto natural mais eficiente
(82 uM) na inibicao do crescimento de S. aureus, destacando-se os compostos (Z)34a
e (Z2)34b com valores de ICso iguais a 13,2 e 4,0 uM, respectivamente. Quando os
compostos sdo comparados para S. epidermidis o melhor valor de 1Cso obtido aqui foi
13,6 uM, referente a mistura de isbmero E e Z 34b, enquanto o valor relatado para o
composto natural mais ativo foi de 21 yM para o rubrolideo E (21).

3.2 Inibicdo da formacéao do biofilme bacteriano

Baseado no fato de que a maioria dos compostos apresentaram pouco efeito
no crescimento plancténico de S. aureus e S. epidermidis, realizaram-se ensaios para
avaliacao da inibicdo de biofilme para as j-alquilideno-j-lactonas (32a-m), ~hidroxi-y-
lactamas (33a-m), (Z)-y-alquilideno-j-lactamas ((Z)34a-m) e para as misturas entre 0s
isébmeros (Z) e (E)-j-alquilideno-y-lactamas (34a-m).

Os valores de porcentagem de inibicdo da formacdo de biofilme nas
concentracbes 87,5, 43,8, 21,8, 10,9, 5,5, 2,7, 1,4, 0,68, 0,34 e 0,17 pug mL* para
todos os compostos testados sdo apresentados nas Tabelas A 3 e A 4 (APENDICE).

Os resultados mostraram que, para ambas as bactérias testadas, o efeito
observado na inibicdo do biofilme n&ao foi dependente da concentracdo, impedindo
assim calculos dos valores de ICso para a maioria dos compostos.

Como a atividade desses compostos nado foi estudada completamente,
considerando seus efeitos sobre as bactérias em estudo, ndo foi demonstrado se,
além de afetar a formacéo do biofilme, eles também interferem em outros caminhos
metabdlicos. Entdo, tem-se a hipotese de que a falta de correlacdo direta dose
resposta da inibicdo do biofilme obtida para varios compostos pode ser devido a
diferentes atividades desses compostos sobre esses microrganismos e que poderiam
indiretamente afetar a formacdo desses biofilmes. Tal comportamento também foi
observado em um estudo anterior (PEREIRA et al. 2014a) o que levou para fins
comparativos, a apresentar o efeito de inibicao de biofilme de todos os compostos na

concentracéo de 44 ug mL* (Figura 3.9 e Figura 3.10).
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Os dados apresentados nas Figura 3.9 e Figura 3.10 indicam que varios
compostos foram ativos sobre a formacédo de biofilme de S. aureus a 44,0 yg mL™,
mas, exceto para os compostos (Z)34a-m, na maioria dos casos o efeito de inibicdo
foi inferior a 50%. O ICso calculado para os compostos (Z)34a-m esta apresentado na
Tabela 3.5. Quando testado contra S. epidermidis, nenhum dos compostos foi capaz
de inibir efetivamente a formacao de biofilme. Por outro lado, € interessante notar que
alguns compostos, em vez de inibir, induziram a formacao de biofilmes, especialmente
os da série (Z)34a-m, onde o composto (Z)34l levou a um aumento de 109% na
formacéo de biofilme, seguido por (Z)34a e (Z)34m que induz a formacéao de biofilme

em 85% e 76%, respectivamente.

Tabela 3.5 - Valores de ICso para a inibicdo da formacéo de biofilme de S. aureus
(ATCC 25923) apresentados pelos compostos (Z)34a-h.

Composto ICso (ug ML)
(2)34a 6,3+0,7
(2)34b 57,7+5,1
(2)34c 33+14
(2)34d 12,8 + 0,04
(2)34e 0,9+0,5
(2)34f 13+14
(2)34g 10,5 + 0,9
(2)34h 17,2+1,1
(2)34i -
(2)34j >87,5
(2)34k 22,4+0,8
(2)34 10,0 +2,3
(2)34m 292 +1,7

Vale ressaltar que, em relacdo a inibicdo do biofiime de S. aureus, sete
compostos apresentaram ICso menor que 15 pg mL?, indicando uma atividade
significativa sobre a formacéao de biofilmes. Os dois compostos mais ativos, (Z)34e e
(2)34f, tém um atomo de cloro nas posi¢cdes meta e para, respectivamente. O anélogo

(2)34d que possui um cloro na posicao orto foi menos ativo, entretanto, a inclusao de
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um atomo de fldor na posicdo para do composto (Z)34c levou a uma melhoria na
atividade para um valor de ICso menor que 5 ug mL™.

No trabalho de Pereira et al. (2014a), nenhum dos isémeros Z estava entre 0s
compostos mais ativos sobre os biofilmes de S. aureus e S. epidermidis, sendo que
0s trés compostos mais ativos (Figura 1.6, Cap. 1) correspondiam a duas p-hidroxi-y-
lactamas (2c, 2f) e uma E-alquilideno-)-lactamas (4a). O composto mais potente
contra S. aureus foi uma j-hidroxi-y-lactama que apresentou ICso de 3,7 ug mL? (2f),
guatro vezes menos potente que o composto (Z)34e apresentado aqui. O mais potente

sobre S. epidermidis foi uma E-alquilideno-j<lactama com ICso = 12,2 ug mL? (4a).
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4 Conclusoes

Os resultados aqui relatados para ensaios de inibicdo do crescimento
bacteriano de S. aureus e S. epidermidis pelos analogos dos rubrolideos yalquilideno-
»lactonas e seus derivados j-hidroxi-y-lactamas e j-alquilideno-j-lactamas
representam um avanco adicional nesta area, uma vez que foram descritos novos
compostos que sao mais ativos do que os da mesma classe anteriormente relatados,
sendo que alguns compostos demostraram ser mais eficientes do que rubrolideos
naturais.

Demonstrou-se ainda que a substituicdo no anel de benzilideno pode afetar a
poténcia da atividade dos compostos e que a substituicdo no anel p-fenil ndo € um
requisito para a atividade. Também, contrariamente aos relatos anteriores, verificou-
se que o isébmero Z, mais estavel, € mais ativo do que a mistura de isémeros E-Z sobre
a inibicdo do biofilme. No presente caso, nao foi possivel obter amostras puras de
isbmeros E para a avaliacdo biologica devido a dificuldades no processo de
isolamento e também devido a sua isomerizacdo espontanea a forma Z. Porém,
considerando as atividades biologicas observadas para as misturas isoméricas 34a-
m, espera-se que o0s isbmeros E sejam menos ativos em comparagdo com 0S
isdbmeros Z correspondentes.

Trés dos compostos mais ativos aqui avaliados apresentaram valores de 1Cso
inferiores a 3 micromolar, estando entre 0s compostos mais ativos até agora relatados
contra os microrganismos estudados. Outras modificacfes estruturais podem ainda

conduzir a producao de compostos mais potentes.
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CAPITULO 3

ESTUDO DA CITOTOXICIDADE DOS ANALOGOS AOS
RUBROLIDEOS E SUAS LACTAMAS DERIVADAS SOBRE
LINHAGENS CELULARES DE CANCER HUMANO
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1 Introducéo

A transformacédo de uma unica célula em um fenétipo tumorigénico € definida
como céancer, no qual o equilibrio entre a proliferacdo celular e a morte celular é
interrompido. Como resultado, ocorre crescimento celular descontrolado, levando a
invasdo e a metastase (SEELIGER et al., 2007).

O céancer é a principal causa de morte na sociedade moderna. No Brasil,
estimativas para o ano de 2016 (Instituto Nacional do Cancer — INCA, 2016) apontam
para o surgimento de 295.200 novos casos de cancer para 0 sexo masculino e
300.870 novos casos para o sexo feminino. Espera-se que o cancer de pele nao-
melanoma (175.760 casos) seja 0 mais incidente na populacéo brasileira, seguido de
tumores de prostata (61.200), mama feminina (57.960), célon e reto (34.280), traqueia,
brénquio e pulmao (28.220), estbmago (20.520) e colo do utero (16.340) (Tabela 4.1).

ocalizacao Frimaria 2808 alizacao rramana

Prostata 61.200 28,6% Homens Mulheres  Mama femining 57.960 281%

Traquesa, Brongquio e Puimédo 17.330 8.1% &y Colon e Reto 17.620 8.6%
Colon & Relo 16.660 7.8% o Coio do utero 16.340 7.9%

Estmago 12920  6.0% B Traqueia, Bronquio e Puimdo  10.890 5.3%

Cawndade Oral 11.140 5.2% yiex Estémago 7.600 3.7%

Esdfago 7.950 3.7% sl Corpo do Gtero 6.950 34%

Bexiga 7200  3.4% $ 0 Ovirio 6.150 3.0%

Laringe 6.360 3.0% Vel Glanduta Treoide 5.870 2.9%

Leucemias 5540 206% i Linfoma ndo Hodgkin 5.030 24%

Sisterna Nervoso Central 5,440 2.5% it Sistema Nervoso Gentral 4.830 2.3%

Tabela 4.1 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes na
populacdo brasileira, estimados para 2016 por sexo (exceto pele néo
melanoma) (INCA 2016).

A quimioterapia corresponde a uma das formas de tratamento disponiveis para
se combater o cancer. Nesse sentido, farmacos séo utilizados com o objetivo primario
de destruir as células neoplasicas (células cancerigenas), preservando-se as células
normais. O cancer esta relacionado a um processo rapido e incontrolavel de divisao e
crescimento autbnomo das células do organismo. Varios agentes antineoplasicos
foram descobertos, como a cisplatina (comercialmente Platinil® ou Platinol®), a
doxorrubicina (e seus congéneres), a procarbazina (Natulanar®), a mitoxantrona
(Novantrone®), o mitotano (Lysodren®) e o taxol®. A busca por compostos cada vez

mais eficientes no combate ao cancer é uma area de intensa pesquisa.

118



Apesar dos enormes esforcos dedicados ao desenvolvimento de novos
medicamentos para o tratamento do cancer, ainda ha uma necessidade urgente de
encontrar melhores tratamentos devido ao rapido desenvolvimento de resisténcia a
farmacos quimioterapéuticos. Além disso, a elevada toxicidade, normalmente
associada a algumas drogas e os seus efeitos secundarios indesejaveis aumentam a
procura por novos compostos quimioterapicos. Sendo assim, Sao nhecessarios
farmacos antitumorais ativos contra tumores ndo trataveis, com menos efeitos
secundérios e/ou com maior eficiéncia terapéutica (DEMAIN e VAISHNAYV, 2011).

Os produtos de origens naturais sdo utilizados como prototipos quimicos
importantes para a descoberta de novas moléculas ativas, sendo que o0 uso de
metabdlitos secundarios de plantas e microrganismos tem sido a fonte mais promissora
para o desenvolvimento de novas drogas, especialmente no campo anticancerigeno
(DEMAIN e VAISHNAYV, 2011; JUNIOR et al., 2012; ACOSTA et al., 2016).

Os rubrolideos pertencem a classe das jalquilideno-j)<lactonas e sao
encontrados como metabolitos secundarios de ascidias marinhas. Esses compostos
e seus analogos sintéticos apresentam uma grande variedade de atividades
bioldgicas, incluindo antibibtica, anti-inflamatoria, citotéxica, (MIAO e ANDERSEN
1991; ORTEGA et al., 2000; PEARCE et al., 2007; WANG et al., 2012; SIKORSKA, et
al., 2012; PEREIRA, et al., 2016) inibidora da formacédo de biofilme bacteriano,
(PEREIRA et al., 2014a; PEREIRA et al., 2014b) fitotoxica e inibidora da fotossintese
(BARBOSA et al., 2012; PEREIRA et al., 2015).

Os rubrolideos A (1), B (2), C (3), (Figura 1.1) 1(9), J (10), K(11), L(12), M (13) e
N(14) (Figura 1.2) isolados da ascidia Synoicum blochmanni por Ortega et al. (2000)
foram avaliados quanto a atividade citotoxica sobre as linhagens de células leucémicas
(P-388), células de carcinoma pulmonar (A-549), carcinoma de colon (HT-29) e
melanoma (MEL-28). Os rubrolideos K (11) I (9) L (12) e M (13) (Figura 1.2)
demonstraram atividade com valores de ICso menores que 5 pg mL* para pelo menos
uma das linhagens celulares avaliadas. Os dois compostos que se destacaram foram o
rubrolideo M (13), que apresentou ICso = 1,2 ug mL™? para as quatro linhagens testadas
e o rubrolideo K (11), com ICso = 1,2 ug mL* para carcinoma de col6n (HT-29).

Recentemente, Pereira et al. (2016) submeteram 46 compostos entre analogos
aos rubrolideos e seus derivados lactamicos a ensaios para avaliacdo da atividade

citotoxica sobre quatro linhagens de células tumorais, as leucémicas (HL-60), células
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de carcinoma de célon (HCT-116), glioblastoma (SF-295) e carcinoma de ovario
(OVCAR-8). Dos 46 compostos, 7 apresentaram reducao da viabilidade celular maior
que 80% na concentracdo de 25 pg mL?. Esses sete compostos foram entéo
submetidos a novos testes para avaliar a concentragcdo do composto capaz de reduzir
em 50% a viabilidade das células testadas (ICso). Os compostos 53 e 54 (Figura 4.1)
se destacaram com valores de ICso = 3,00 uM e 3,58 uM, respectivamente sobre a
linhagem celular HL-60.

cl Cl

10a

Br 53

Figura 4.1 - Andlogos dos rubrolideos 53 e 54 que apresentaram atividade citotdxica.

Outras classes de produtos naturais contendo um heterociclo de cinco
membros, tais como j-hidroxi-y<lactamas e yalquilideno- <lactamas também tém recebido
atencdo por parte da comunidade quimica, devido as suas propriedades biolégicas,
incluindo as atividades citotoxicas. As miceliotermofilinas A (55), C (56) e E (57) (Figura
4.2), isoladas a partir do fungo terméfilo Myceliophthora thermophila, demostraram
citotoxicidade nas concentracdes de 0,2-1,3 ug mL? sobre as linhagens de células
tumorais de hepatoblastoma (HepG2), carcinoma hepatocelular (Hep3B), carcinoma de
pulméao (A-549) e adenocarcinoma da mama (MCF-7) (YANG et al., 2007).

55 Miceliotermofilina A: R =H
56 Miceliotermofilina C: R = CHsz

57 Miceliotermofilina E

Figura 4.2 - Estruturas das miceliotermofilinas A (55), C (56) e E (57) isoladas a partir
do fungo termofilo Myceliophthora thermophila.
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Dadas as atividades citotoxicas apresentadas por rubrolideos, analogos e
derivados lactamicos, foram avaliadas as atividades citotoxicas dos novos compostos

sintetizados no presente estudo (32a-m, 33a-m, 34a-m e (Z)34a-m).
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2 Material e Métodos

2.1 Procedimentos sintéticos

Os compostos 32a-m, 33a-m e 34a-m, utilizados na avaliagdo da atividade
citotoxica, foram preparados conforme detalhado no capitulo 1. Uma vez que nao foi
possivel isolar o isbmero E, os ensaios foram realizados com o isbmero Z na forma pura

e também com a mistura dos isbmeros Z e E.

2.2 Ensaio bioldgico para avaliagcdo da atividade citotoxica

Os ensaios biologicos para avaliagdo da atividade citotdéxica foram realizados
no do Laboratério de Oncologia Experimental da Universidade Federal do Cearé pelos
professores colaboradores Claudia do O Pessoa e Francisco Washington Araujo
Barros Nepomuceno.

Os 52 compostos foram avaliados em concentracdo Unica (10 pM) sobre
linhagens celulares SF-295 (glioblastoma), HCT-116 (carcinoma de colon) e PC-3
(adenocarcinoma de prostata) que foram cultivadas em frascos plasticos para cultura
(Corning, 25 cm?, volume de 500 mL para células aderidas, e 75 cm?, volume de 250
mL para células em suspensédo), utilizando-se o meio de cultura RPMI 1640
complementado com 10% de soro fetal bovino, solu¢do 2 mmol L de glutamina, 100
ug mL! de estreptomicina e 100 U mL* de penicilina. As células foram incubadas em
estufa a 37 T com atmosfera de 5% de CO 2, seguido da observacdo do crescimento
celular com o auxilio de microscopio de inverséo a cada 24 horas. Quando necessario,
as células foram replicadas em meio de cultura novo, em uma concentracéo de 0,5-
1,0 x 10° células mL™.

As células em suspensdo ou monocamadas foram distribuidas em multiplacas
de 96 cavidades, numa densidade de 0,3 x 10° células (para as células suspensas) e
0,7 x 10° células (para as células aderidas). Os compostos dissolvidos em DMSO (5%)
foram incubados por 72 horas, juntamente com a suspensdo de células. O
crescimento das células tumorais foi quantificado com base na habilidade das células
vivas de converter o corante brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2H-

tetrazélio (MTT) (Figura 4.3), de coloracdo amarelada, na substancia formazan de
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coloracdo azul pela atividade da enzima succinil-desidrogenase presente na
mitocondria da célula viavel (MOSMAN, 1983).

N~ Succinil-desidrogenase
ot S
=N
N"®

N 7N I
BrO js/{i NADH  NAD" ©)\N’N\(/%
S

Figura 4.3 - Converséao do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2H-tretrazoélio
(MTT) para o produto de cor azul formazan, pela atividade da enzima
succinil-desidrogenase.

Apos o periodo de incubacéo, as placas foram centrifugadas (1.500 rpm por 15
minutos) e o sobrenadante, descartado. Cada cavidade recebeu 200 pL da solucéo de
MMT (0,5 mg mL* de MTT) e foi reincubada durante trés horas, em estufaa 37 T e a
5% de CO2. Apos esse periodo, as placas foram novamente centrifugadas (3.000 rpm,
10 minutos), sendo o sobrenadante desprezado. O precipitado resultante foi
ressuspendido em 150 yL de DMSO. Para quantificacdo do sal reduzido nas células
vivas, as absorbancias foram medidas com o auxilio do espectrofotdmetro de placa, no
comprimento de onda de 550 nm. As absorbancias obtidas foram utilizadas para
calcular o RVC % pelo programa GraphPad Prism verséo 5.0. Cada amostra foi testada
em triplicata a partir de dois experimentos independentes (PEREIRA et al., 2016).

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotéxico das
amostras testadas, a partir do percentual de reducéo da viabilidade celular (RVC %)
determinado:

a) Amostra sem atividade (SA, percentual de reducéo da viabilidade celular menor

que 1%);

b) Amostra com pouca atividade (PA, percentual de reducao da viabilidade celular

variando de 1 a 50%));

c) Amostra com atividade moderada (MO, percentual de reducao da viabilidade

celular variando de 50 a 75%));

d) Amostra com muita atividade (MA, percentual de reducéo da viabilidade celular

variando de 75 a 100%).
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3 Resultados e Discussao

De uma forma geral, as 4-aril-5-benzilideno-3-bromofuran-2(5H)-onas 32a-m
apresentaram pouca atividade (Figura 4.4) na reducao da viabilidade celular. Os
percentuais de reducgao variaram de 4,5% a 37,7% para todas as linhagens testadas,
exceto para 32k, que apresentou atividade moderada de 50,4% sobre a linhagem de

HCT-116 (carcinoma de célon).

Figura 4.4 - Citotoxicidade das 4-aril-5-benzilideno-3-bromofuran-2(5H)-onas 32a-m
em linhagens celulares de cancer humano.
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As »hidroxi-j)-lactamas 33a-m apresentaram pouca atividade ou foram inativas
sobre a reducao da viabilidade celular na concentracdo avaliada (Figura 4.5). Os
percentuais de reducado variaram de 2,2% a 42,8%, exceto para 0os compostos 33b,
33c e 33) que foram inativos sobre a linhagem HCT-116 (carcinoma de colon). De
uma forma geral, os compostos foram mais ativos sobre a linhagem de células PC-3
(adenocarcinoma de prostata), sendo que 33f, 33h, 33j e 33k apresentaram
percentuais de reducao da viabilidade celular maiores que 40% para essa linhagem.

Para a linhagem PC-3, as jhidroxi-j)-lactamas foram mais ativas do que as
lactonas precursoras, onde somente o composto 32k foi mais ativo que o composto

33k. O contrario foi observado para a linhagem HCT-116, em que as lactonas
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precursoras foram mais ativas, sendo que somente 0s compostos 32a e 32¢g
apresentaram valores de redugéo da viabilidade celular menores que as j-hidroxi-y-

lactamas 33a e 33g.

Figura 4.5 - Citotoxicidade das y~hidroxi-jy<lactamas 33a-m em linhagens celulares de
cancer humano.
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Da mesma forma, as (Z)-j-alquilideno-)-lactamas (Z)34a-m apresentaram
pouca atividade ou foram inativas (Figura 4.6). Os percentuais de reducédo da
viabilidade celular variaram de 2,0% a 39,4% e os compostos (Z)34c e (Z2)34f nao
demonstraram nenhuma atividade sobre as linhagens SF-295 (glioblastoma) e HCT-
116 (carcinoma de célon), respectivamente. De uma forma geral, as (Z)-yalquilideno-
»lactamas também foram mais ativas sobre a linhagem de células PC-3
(adenocarcinoma de prostata).

Quando comparadas as lactonas precursoras, as (Z)-j-alquilideno-j-lactamas
demostram maior atividade sobre a linhagem PC-3, apenas as lactonas (Z2)32b, (2)32f
e (2)32k foram mais ativas que as lactamas derivadas. Para as linhagens SF-295 e
HCT-116, as lactonas precursoras demostram maior atividade que as (Z2)-y
alquilideno-j-lactamas. Quando comparadas as j-hidroxi-y-lactamas, as (Z2)-y

alquilideno-j-lactamas sao menos ativas sobre as linhagens SF-295 e PC-3.

125



m SF-295 HCT-116 mPC-3

Figura 4.6 - Citotoxicidade das (Z) j~alquilideno-j-lactamas (Z)34a-m em linhagens
30
=
«

celulares de cancer humano.
20
U | I ii II
0

\4 o ;\‘(‘ "b\

\
-1000000@000@"@0&

60

50

40

o

+HE—

Reducéo da viabilidade celular (%)

'-5’)

Composto

SA = sem atividade; PA = pouca atividade.

As misturas de isbmeros (Z) jyalquilideno-ylactamas e (E) j-alquilideno-y-
lactamas 34a-m demostraram pouca atividade (Figura 4.7), com percentuais de
reducéo da viabilidade celular variando de 4,85% a 49,90% para todas linhagens
testadas. A maioria dos compostos demonstraram maior atividade sobre a linhagem
PC-3 (adenocarcinoma de prostata), sendo que 34a, 34c e 34f mostraram percentuais
de reducao da viabilidade celular maior que 40% para essa linhagem. As misturas 34f
e 34k ainda apresentaram percentuais de reducéo da viabilidade celular maior que
40% para HCT-116 (carcinoma de c6lon) e SF-295 (glioblastoma).

De uma forma geral, nas mesmas concentragdes, as misturas dos os isdbmeros
Z e E apresentaram maior atividade que as lactonas precursoras, sendo que para a
linhagem PC-3 todas as j-alquilideno-j-lactamas foram mais ativas que as lactonas.
As (Z/E) palquilideno-)<lactamas, quando comparadas as j~hidroxi-y-lactamas
precursoras, demostraram maior atividade sobre as linhagens SF-295 e HCT-116.

As misturas entre os isbmeros Z e E, na maioria dos casos, demonstraram
ainda maior atividade que os isdbmeros Z isolados, como pode ser observado para a
linhagem PC-3. Enquanto a mistura de isbmeros Z e E 34c apresentou uma reducao
de viabilidade celular de 49,9% o isdbmero (Z)34c apresentou uma reducédo de 19,0%.

Para a linhagem SF-295, um exemplo da maior atividade da mistura de isdbmeros pode
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ser demostrado por 34j que apresentou uma reducao de 26,2%, enquanto (Z)34j
apresentou reducdo de viabilidade celular de 1,4%. E finalmente, para a linhagem
HCT-116, enquanto a mistura 34f apresentou uma reducao de 47,2% o composto
(Z2)34f ndo apresentou nenhuma atividade. Apenas os compostos (Z)34h, (Z)34l e
(2)34m apresentaram maiores valores de reducdo de viabilidade celular do que a
mistura correspondente entre os isbmeros E e Z em pelo menos uma linhagem
testada. Esses resultados sugerem que o isbmero E seja mais ativo sobre a reducgao
de viabilidade celular das linhagens testadas do que o isdmero Z.

Figura 4.7 - Citotoxicidade das misturas (Z/E) j-alquilideno-y~lactamas 34a-m em
linhagens celulares de cancer humano.
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O Instituto Nacional do Cancer dos EUA considera que substancias puras com
ICs0 < 4 ug mL1, em ensaios com linhagens de células, sdo considerados promissores
para o desenvolvimento de drogas anticancer (HALL et al., 1999). Os compostos aqui
avaliados apresentaram pouca atividade ou foram inativos na concentragao de 10 pM,
0 que inviabilizou a avalicdo dos valores de ICso para estes compostos, sendo que o
composto que apresentou maior atividade foi o composto 32k, com reducgao de 50,4%
da viabilidade celular na concentracdo de 10 uM (5 pg mL1) sobre a linhagem HCT-

116 (carcinoma de célon).
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4 Conclusoes

Todas as amostras testadas apresentaram pouca atividade citotoxica ou foram
inativas contra as linhagens celulares de cancer humano empregadas nos ensaios
biolégicos. O composto 32k foi 0 Unico que apresentou atividade moderada, com
reducdo de 50,4% da viabilidade celular na concentracédo de 10 uM (5 pg mL?) sobre
a linhagem HCT-116 (carcinoma de cdlon).

E importante ressaltar que as amostras 33f, 33h, 33j, 33k, 34a, 34c, 34f e 34k
destacaram-se por apresentar reducao da viabilidade celular maior que 40% sobre
pelo menos uma linhagem testada.

De uma forma geral, os compostos avaliados foram mais ativos sobre a
linhagem PC-3 do que sobre as linhagens HCT-116 e SF-295.

Nao foi possivel fazer qualquer correlagdo entre a estrutura das moléculas
sintetizadas e suas atividades citotoxicas, uma vez que 0S compostos apresentaram
pouca atividade de uma forma geral.

Foi possivel observar que, de uma forma geral, as misturas entre os isdmeros
E e Z foram mais ativas do que os isbmeros Z na forma pura, sugerindo que o isdmero
E possa ser mais ativo.

Também foi observado que a transformacéo das jy-alquilideno-jlactonas nas
respectivas j-hidroxi-j)<lactamas e j-alquilideno-y-lactamas € importante, ja que pelo
menos uma dessas lactamas demostrou maior atividade que a lactona precursora. E
evidente também que entre as lactamas, as y-alquilideno-ylactamas sdo mais ativas
gue as outras, ha maioria dos casos, 0 que sugere a importancia da presenca da
ligacdo dupla exociclica na estrutura dessas moléculas para a melhoria de suas

atividades bioldgicas.

128



5 Referéncias bibliogréaficas

ACOSTA, J. A. M.; MUDDALA, R.; BARBOSA, L. C. A.; BOUKOUVALAS, J. Total
synthesis of the antitumor antibiotic basidalin. J. Org. Chem ., v. 81, p. 6883-6886,
2016.

BARBOSA, L. C. A.; MALTHA, C. R. A.; LAGE, M. R.; BARCELOS, R. C.; DONA, A.;
CARNEIRO, J. W. M.; FORLANI, G. Synthesis of rubrolides analogues as new
inhibitors of the photosynthetic electron transport chain. J. Agric. Food Chem. , v. 60,
p. 10555-10563, 2012.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Atencdo a Saude. Instituto Nacional de
Cancer. Coordenacédo de prevencao e vigilancia. Estimativa 2016: Incidéncia de
cancer no Brasil. Rio de Janeiro: INCA, 2016. 126p.

DEMAIN, A. L.; VAISHNAYV, P. Natural products for cancer chemotherapy. Microb .
Biotechnol ., v. 4, p. 687-699, 2011.

HALL, I. H.; PEATY, N. J.; HENRY, J. R.; EASMON, J.; HEINISCH, G.; PURSTINGER,
G. Investigations on the mechanism of action of the novel antitumor agents 2-
benzothiazolyl, 2-benzoxazolyl, and 2-benzimidazolyl hydrazones derived from 2-
acetylpyridine. Arch. Pharm. Pharm. Med. Chem . v. 332, p. 115-123, 1999.

JUNIOR, M. L. C. F.; SILVA, R. B.; MOTHES, B.; HENRIQUES, A. T.; MOREIRA, J.
C. F. Current status on natural products with antitumor activity from Brazilian marine
sponges. Curr. Pharm. Biotechnol ., v. 13, p. 235-244, 2012.

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

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

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

PEARCE, A. N.; CHIA, E. W.; BERRIDGE, M. V.; MAAS, E. W.; PAGE, M. J.; WEBB,
V. L.; HARPER, J. L.; COPP, B. R. E/Z-Rubrolide O, an anti-inflammatory halogenated
furanone from the New Zealand ascidian Synoicum n. sp. J. Nat. Prod ., v. 70, p. 111-
113, 2007.

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

PEREIRA, U. A.; BARBOSA, L. C. A.; MALTHA, C. R. A.; DEMUNER, A. J.; MASOOD,
M. A.; PIMENTA, A. L. jAlkylidene-)lactones and isobutylpyrrol-2(5H)-ones

129



analogues to rubrolides as inhibitors of biofilm formation by Gram-positive and Gram-
negative bacteria. Bioorg. Med. Chem. Lett ., v. 24, p. 1052-1056, 2014b.

PEREIRA, U. A.; BARBOSA, L. C. A.; DEMUNER, A. J.; SILVA, A. A.; BERTAZZINI,
M.; FORLANI, G. Rubrolides as model for the development of new lactones and their
aza analogs as potential photosynthesis inhibitors. Chem. Biodiversity , v. 12, p. 987-
1006, 2015.

PEREIRA, U. A.; MOREIRA, T. A.; BARBOSA, L. C. A.; MALTHA, C. R. A.; BOMFIM,
l. S.; MARANHAO, S. S.; MORAES, M. O.; PESSOA, C. BARROS-NEPOMUCENO,
F. W. A. Rubrolide analogues and their derived lactams as potential anticancer
agentes. Med. Chem. Commun ., v. 7, p. 345-352, 2016.

SEELIGER, H.; GUBA, M.; KLEESPIES, A. JAUCH, K.-W.; BRUNS, C. J. Role of
MTOR in solid tumor systems: a therapeutical target against primary tumor growth,
metastases, and angiogenesis. Cancer Metastasis Rev ., v. 26, p. 611-621, 2007.

SIKORSKA, J.; PARKER-NANCE, S.; DAVIES-COLEMAN, M. T.; VINING, O. B,
SIKORA, A. E.; MCPHAIL, K. L. Antimicrobial rubrolides from a South African species
of Synoicum tunicate. J. Nat. Prod. , v. 75, p. 1824-1827, 2012.

WANG, W.; KIM, H.; NAM, S.-J.; RHO B. J.; KANG, H. Antibacterial butenolides from
the Korean tunicate Pseudodistoma antinboja. J. Nat. Prod., v. 75, p. 2049-2054,
2012.

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

130



CONCLUSOES GERAIS

Para o cumprimento dos objetivos propostos neste estudo, foram sintetizados
52 novos compostos, entre eles treze analogos aos rubrolideos e suas respectivas
lactonas derivadas, todos devidamente caracterizados. Os compostos foram
sintetizados apresentando rendimentos elevados. Devido a isomerizacdo observada,
as lactamas na configuragao E n&o puderam ser purificadas.

Alguns dos compostos sintetizados foram mais ativos sobre o crescimento
planctdnico bacteriano de Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis do
gue os rubrolideos naturais descritos na literatura. Alguns compostos também foram
capazes de inibir a formacéo do biofilme bacteriano de S. aureus em concentracdes
até quatro vezes mais baixas do que os analogos semelhantes descritos na literatura,
sendo identificadas influéncias da estrutura sobre a atividade desses compostos.

A avaliacdo da citotoxicidade sobre linhagens celulares de cancer humano SF-
295 (glioblastoma), HCT-116 (carcinoma de co6lon) e PC-3 (adenocarcinoma de
prostata) mostrou que na concentracao de 10 uM os compostos apresentaram baixa
atividade, o que inviabilizou a avaliacdo das correlacbes entre a estrutura das
moléculas sintetizadas e suas atividades citotoxicas. No entanto, foi observado que a
conversdo dos analogos aos rubrolideos nas respectivas lactamas derivadas €
importante, j& que pelo menos uma dessas lactamas demostrou maior atividade que
a lactona precursora.

Portanto, conforme os resultados apresentados neste estudo, existem
evidéncias de que alguns analogos aos rubrolideos e lactamas sdo compostos
promissores para a inibicdo do biofilme e citotoxicidade sobre células tumorais,
servindo de referéncia para trabalhos futuros que tentem identificar outros compostos

ativos dentro deste grupo.
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Tabela A 1 - Efeito dos compostos 32a-m, 33a-m, 34a-m e (Z)34a-m nas concentracdes
de 87,5, 43,8, 21,8, 10,9, 5,5, 2,7, 1,4, 0,68, 0,34 e 0,17 ug mL* sobre o
crescimento plancténico de S. aureus

Efeito sobre o crescimento planctbnico (%)**

Concentracdo ( pg mL 1)

Composto

87,50 43,75 21,88 10,94 547 2,73 137 0,68 0,34 0,17
32a 487 191 135 7,3 -16 -03 -28 -34 44 -43
32b 57,7 338 31,3 292 259 204 207 202 151 164
32¢ 66,8 30,0 241 206 220 206 18,8 20,8 146 136
32d 66,6 31,0 237 236 179 17,3 161 21,0 158 17,9
32e 58,6 32,8 337 285 321 270 335 395 302 360
32f 71,1 488 430 393 344 331 37,6 386 357 246
32g 59,0 422 354 348 420 341 344 326 322 248
32h 57,9 415 380 41,9 321 27,4 321 305 324 247
32i 56,7 354 387 437 405 40,5 262 336 366 198
32 447 343 328 345 306 252 302 257 276 313
32k 389 309 231 201 327 291 294 259 263 -10,0
32| 354 220 323 237 -16 62 51 -53 112 -472
32m 72,5 523 413 480 469 442 336 204 363 91
33a 442 42,9 492 423 344 343 360 371 331 247
33b 60,0 242 188 151 179 165 18,6 159 17,7 166
33c 604 21,1 159 168 158 163 16,0 14,1 148 122
33d 46 129 40 57 61 -10 15 43 -37 -90
33e 553 22,8 153 162 121 13,6 13,8 16,6 158 14,1
33f 57,7 231 242 334 309 325 307 336 348 233
33g 42,7 17,7 134 146 12,3 86 151 113 121 97
33h 414 -31,8 -251 -12,8 -187 -247 -564 -197 -540 -28,8
33i 542 199 181 224 168 13,0 10,8 80 152 155
33] 59,3 164 115 125 80 21 65 35 -64 -125
33k 556 -38 158 192 148 206 152 154 121 55
33l 57,3 527 495 51,2 380 345 302 27,6 212 202
33m 580 432 381 37,6 27,9 230 179 155 130 86
34*a 68,2 441 372 359 255 27,9 19,0 19,4 246 263
34*b 730 303 243 211 143 73 76 59 22 47

Continua...
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34%¢c 709 353 320 271 268 215 19,7 165 186 144
34+d 600 204 171 173 146 94 123 56 75 91
34%e 726 380 309 299 224 254 227 222 215 174
34*f 704 530 346 339 333 302 367 372 333 328
34*q 655 30,4 221 264 262 217 225 348 194 24,0
34*h 69,1 256 174 261 19,7 233 203 212 227 162
34% 585 368 29,9 235 145 209 181 1,3 145 88
34% 540 209 21,9 204 209 155 158 116 180 21,3
34%k 670 417 39,7 39,7 185 17,8 118 209 266 252
34%| 593 361 41,3 480 37,1 384 296 245 267 174
34*m 721 415 410 328 224 157 194 130 194 18,0
(2)34a 895 858 694 678 490 325 315 63 124 6,6
(2)34b 926 864 796 768 61,7 547 456 382 295 18,0
(2)34c 798 47,4 386 210 19,7 241 197 151 -55 -157
(2)34d 81,9 487 31,1 100 24 03 -53 -7,7 -108 -153
(2)34e 707 31,1 258 34 -101 -165 -135 -194 -243 -259
(2)34f 666 229 145 53 46 -32 -95 -106 -27.4 -149
(2)34g 71,4 332 244 144 11,7 24 -88 -45 -131 -134
(2)34h 606 30,8 172 102 103 20 09 49 02 -1,0
(2)34i 674 329 254 134 109 25 -08 -25 -104 -88
(2)34 581 362 175 90 61 44 -87 87 -95 -189
(2)34k 672 304 196 41 17 38 -35 54 -88 -65
(2)34 485 269 219 02 -76 -108 1,8 -115 -121 -105
(2)34m 61,7 176 188 151 75 46 07 63 -186 -62

* Mistura entre os isémeros (Z) e (E)-jalquilideno-jy-lactamas
** Valores positivos referem-se a inibicdo do crescimento plancténico
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Tabela A 2 - Efeito dos compostos 32a-m, 33a-m, 34a-m e (Z)34a-m nas concentracoes
de 87,5, 43,8, 21,8, 10,9, 5,5, 2,7, 1,4, 0,68, 0,34 e 0,17 ug mL™, sobre o
crescimento plancténico de S. epidermidis.

Efeito sobre o crescimento planctonico (%)**

Concentracéo ( ug mL™?)

Composto

87,50 43,75 21,88 10,94 547 2,73 137 0,68 0,34 0,17
32a 53,9 30,8 21,8 22,7 51 26,9 21,7 -3,5 4,2 -15,6
32b 64,2 34,7 29,5 17,3 144 278 17,3 9,1 14,9 0,5
32c 46,3 26,4 30,0 36,1 -0,9 25,7 42,7 118 7,1 7,4
32d 51,8 21,7 -4,1 7,6 11,2 -3,3 -7,3 -183 -27,2 -31,0
32e 54,5 30,1 19,1 9,7 -98 -256 -38,1 -452 -346 -47,0
32f 47,4 -16,1  -23,2 -8,2 -31,3 -364 -40,3 -40,7 -59,9 -49,0
32g 60,5 -195 -331 -20,1 -19,6 -16,9 -12,1 -50,7 -32,1 -38,6
32h 64,3 26,0 16,8 30,0 0,3 -3,7 2,3 -6,3 -12,2 -23;3
32i 58,9 -5,9 -10,0 -19,1 -349 -26,1 -246 -319 -37,3 -30,8
32j 55,9 33,8 -12,8 -3,3 19,3 -28,7 -235 -324 -429 -46,8
32k 70,0 30,6 15,7 14,6 7,6 215 11,7 -2,9 -3,0 2,9
32 73,9 34,2 40,9 35,5 185 13,1 14,2 7,8 -2,9 3,1
32m 62,3 13,3 15,4 -16,6 -11,2 -17,0 -12,1 -234 12,7 -151
33a 71,7 25,5 31,5 33,0 156 15,9 13,7 -0,6 -5,5 -2,4
33b 59,2 -8,1 19,3 6,7 124 -375 -3,7 -8,6 5,2 24,7
33c 53,9 8,8 -12,7 19,8 54 -26,2 -7,0 2,3 16,3 19,2
33d 90,4 23,6 7,7 6,4 3,1 -3,7 -13,0 24 17,0 -26,7
33e 90,9 28,5 28,9 15,9 436 33,7 23,7 139 224 153
33f 56,2 12,8 -11,7 -174 -18,2 -169 -41,2 -33,3 10,9 -199
33g 45,7 -42,1 441 29,1 16,3 204 249 21,3 17,8 27,8
33h 61,2 44.8 41,1 36,3 46,6 189 469 355 36,7 27,3
33i 44,2 23,3 30,9 28,1 19,5 -5,0 13,5 54 -9,6 -0,3
33] 54,9 17,1 18,0 17,3 18,8 179 180 13,6 109 8,9
33k 35,5 35,4 15,4 -3,4 -2,9 2,0 -114 -45 -115 -153
33l 48,3 24,2 26,6 -128 288 32,1 78,2 156 236 64,8
33m 60,0 24,9 19,5 10,1 -8,0 3,0 85,3 -4,3 18,6 41,7
34*a 63,8 82,7 46,9 23,5 22,7 129 7,9 7,7 141 114
34*b 91,4 90,5 79,0 64,2 52,2 26,0 292 204 18,2 17,3
34*c 89,0 234 15,3 14,6 -6,8 -123 -114 -230 -21,8 -175
34*d 90,2 15,8 19,3 17,9 2,1 6,7 16,3 114 144 3,7
34*e 55,2 26,6 20,6 22,0 14,8 6,2 6,2 2,1 -4,2 -7,9
34*f 59,1 12,9 -5,0 -86 -273 -98 -12,7 -228 -24,1 -27,7

Continua...
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34%g 415 -133 -161 -92 -212 -73 197 118 187 245
34*h 60,8 30,1 185 17,8 21,0 134 245 266 115 17,9
34% 654 7.8 142 101 107 68 -23 86 -44 -14
34%] 437 -85 -100 -237 -356 -166 -26,1 -47,9 -413 -344
34%k 803 531 244 304 198 239 345 68 83 165
34%| 641 333 108 73 191 37 111 202 95 98
34*m 795 581 358 223 308 326 261 -197 21 152
(2)34a 407 338 285 322 333 343 330 297 353 306
(2)34b 499 343 204 303 239 394 308 386 368 388
(2)34c 422 -190 -31,7 -60 -17,7 -17 02 25 94 46
(2)34d 339 147 -123 51 10,0 269 288 212 -97 148
(2)34e 155 -285 -251 -185 -185 -17,4 -21,6 10,9 126 -2,1
(2)34f 203 184 92 113 180 132 167 199 146 19,9
(2)34g 200 -359 -257 -85 40 35 100 86 -368 -24,9
(2)34h 365 228 154 80 49 61 19 31 185 11,8
(2)34i 342 188 -08 199 214 -544 66 94 -111 -39
(2)34] 100 -72 -151 1,9 19 -204 -60 14 72 37
(2)34k 417 336 203 150 139 -61 345 -187 -129 -123
(2)34 243 233 158 36 21 -153 118 224 -75 183
(2)34m 499 274 336 239 -166 -329 -360 -62 -94 -143

* Mistura entre os isémeros (Z) e (E)-jalquilideno-jy-lactamas
** Valores positivos referem-se a inibicdo do crescimento plancténico
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Tabela A 3 - Efeito dos compostos 32a-m, 33a-m, 34a-m e (Z)34a-m sobre a formacéo
do biofilme bacteriano de S. aureus

Efeito sobre formacéo de biofilme (%)**

Concentracdo ( ug mL 1)

Composto
87,50 43,75 21,88 10,94 547 2,73 1,37 0,68 0,34 0,17
32a -143,9 -26,1 -254 10,4 -136 -144 -21,5 -11,2 -150 -16,8
32b -61,1 -24,1 -29,9 -8,5 -7,8 -10,3 -8,7 -104 -7,5 -30,9
32c -63,4 23,5 18,8 23,3 221 14,8 19,7 8,2 8,0 -3,2
32d -392 359 251 258 27,1 320 190 170 74 -64
32e 271 262 26,7 376 16,8 24 38 89 241 -227
32f 479 224 263 265 13,5 91 104 50 12,7 -45
32g -50,6 184 380 195 188 106 -35 -147 46 -108
32h -256 39,2 395 3.7 222 191 238 161 219 -25
32i 24,1 52,7 457 51,9 493 37,8 257 275 245 299
32j -19,9 29,8 38,2 28,6 29,1 28,14 233 189 10,0 6,9
32k -7,2 36,3 25,7 31,8 25,7 26,1 10,0 0,9 6,9 -7,8
32 13,0 33,4 48,7 33,9 22,6 19,0 184 8,3 145 -3,6
32m 17,3 410 40,0 27,0 282 199 248 160 13,2 -26,8
33a 32,3 47,5 37,0 28,8 31,1 3,8 -1,8 1,0 0,5 11,4
33b -63,1 29,9 21,8 -6,7 19,6 -05 -344 31 -5,9 1,3
33c -98,2 188 11,7 231 -12,8 -56,0 -189 -50 -17,8 -11,8
33d 14,4 38,3 40,4 45,6 38,7 32,7 382 319 26,0 24,0
33e -13,1 36,3 32,3 28,0 9,2 21 -13,0 -3,2 116 3,6
33f -28,1 338 429 27,7 28,1 154 164 94 -12 83
33¢g -68,0 22,6 38,3 27,1 29,3 20,2 20,3 12,2 13,7 19,0
33h -920 -18,1 17,6 17,0 16,5 -04 -6,0 3,7 0,3 -19,2
33i -45,8 -275 226 1572 -84 141 75 -11 42 10,6
33j -55,0 -355 -0,2 1,7 -33  -101 -20,7 -7,7 39 -27
33k -122,1  -58,6 -39,8 -447 -815 -60,0 -33,6 -49,3 -204 -31.8
33l -25,4 6,0 0,9 8,0 7,0 -152 -174 -36,6 -16,1 -13,8
33m 14,5 32,6 35,7 36,5 16,7 26,8 -6,8 0,7 -6,3 -6,6
34*a -81,9 275 224 302 24,3 91 16,7 134 183 14,1
34*b -235 373 353 328 252 215 138 43 234 223
34*c -127,1  -22,0 -15,7 -19,8 -6,4 576 -225 -19,6 -13,8 -10,2
34*d -171,2  -160 93  -27,7 -06 -168 -61 -04 18 -11.4
34*e -745 266 31,0 31,2 71 -104 20,1 195 12,7 101
34*f -69,7 31,2 23,9 18,7 15,7 7,8 -2,0 7,5 10,3 -1,9
34*g -12,8 -125 38,7 27,7 25,6 23,9 8,9 6,0 14,6 8,1
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34*h 1006 270 283 358 368 291 308 295 307 26,6
34%] 310 343 388 324 170 00 327 330 212 70
34%] 83 387 460 454 330 228 199 -66 -395 -7.1
34%k 200 358 41,2 435 40,3 34,7 120 172 101 -7,9
341 237 410 436 325 323 11,8 17,7 11,8 -44 -4,6
34*m 462 266 4,8 6,4 129 86 198 -211 -14 -37
(2)34a 56,4 584 583 -330,8 -1112 121 325 338 365 296
(2)34b 535 50,1 382 -2472 -864 88 202 212 112 133
(2)34c 584 609 541 628 50,8 500 448 261 464 410
(2)34d 532 51,4 499 499 465 409 372 302 256 27,9
(2)34e 612 658 67,3 563 524 577 516 556 362 266
(2)34f 645 661 630 719 539 570 544 378 297 208
(2)34g 623 517 632 47,7 375 21,1 200 231 135 17,9
(2)34h 545 506 475 568 399 442 334 301 184 48
(2)34i 377 429 370 290 376 86 196 -374 55 -298
(2)34j 19,7 -11,3 -47 -283 86 -492 60 -103 -363 -252
(2)34k 573 550 451 97 272 219 248 268 -130 18,9
(2)34 660 529 52,6 506 434 249 238 187 162 265
(2)34m 631 528 37,7 364 455 425 08 382 224 126

* Mistura entre os isémeros (Z) e (E)-jalquilideno-jy-lactamas

** Valores negativos referem-se a inducéo da formacéo de biofilme bacteriano

138



Tabela A 4 - Efeito dos compostos 32a-m, 33a-m, 34a-m e (Z)34a-m sobre a formacéo
do biofilme bacteriano de S. epidermidis

Efeito sobre a formacéo de biofilme (%)**

Concentracéo ( pg mL 1)

Composto
87,50 43,75 21,88 10,94 547 2,73 137 0,68 0,34 0,17
32a -21,7 -2,5 51 31 44 46 15 76 64 30
32b -21,3 -19.0 -29,2 -15,7 -2,0 -3,7 4,9 5,2 9,3 -8,3
32c -26,2 -3,5 -5,8 -8,3 7,5 15 0,3 4,8 -80 -6,8
32d -14,3 15,1 -24 120 188 75 57 -01 -62 41
32e 1,3 1,3 2,2 6,1 38 29 -04 91 61 42
32f -12,7 9,0 130 29 11 77 63 65 20 11
32g -2,2 2,0 146 6,7 91 47 53 02 -123 56
32h -50,4 -14,2 -7,5 -8,5 -3,6 96 -28 -6,7 -86 -4,6
32i -50,0 -31,0 -18,7 -3,2 2,3 -3,9 5,6 -0,7 -11,2 26
32j -295 -11,2 68 -173 72 90 -09 2,7 -149 -52
32k -38,3 -14,2 -8,2 -8,9 -0,5 4,2 -1,7 -83 -13 -37
32 -1175 -30,2 -394 -43,7 -20,7 -154 -100 -0,6 -152 -25
32m -45,8 -43,9 -48,3 -474 -339 -16,3 -22,0 -155 -145 -16/4
33a 933 -26,1 -520 -10,3 -379 -286 -344 -279 -14 7.3
33b -67,2 -1,2 1,2 -19 11 -282 29 36 1,7 -28
33c -56,6 -196 -26,1 -45 -22 52 -29 52 -148 -22
33d -116,8 -410 -62 -76 139 -31 -98 -164 -40 -1,7
33e -1105  -75 3,6 33 118 89 105 11,9 71 125
33f -56,7  -20,4 1,2 -104 51 -113 -68 31 -58 -285
339 -73,5 -15 4,1 -13,2 1,4 -5,9 -38 -25 -20,7 -16,6
33h -11,0 -8,0 -78 -234 0,0 -2,9 -7,7 3,0 9,1 2,9
33i -182 -160 -1,7 60 64 54 -33 1,7 -10 -44
33j 1,7 16,2 165 123 219 124 134 185 202 154
33k -1,4 16,7 11,7 199 212 196 22,1 188 85 115
33l -454  -121 92 -84 14 -112 -18 -10 38 35
33m -878 -280 44 86 -71 22 -02 34 18 -26
34*a -25,5 7,8 -16,2 -490 -283 -46 -41 -646 -73,9 -277
34*b -79,2 -36,3 -25,3 -18,3 -13,3 -125 -16,2 0,9 1,3 -6,9
34*c -545  -156 -124 -124 -115 -7,7 -47 -154 -97 -68
34*d -63,5 12,9 4.9 0,7 2,0 -44 133 -06 -28 -43
34*e -39,2 -166 -119 18 35 66 -41 124 7.2 1,6
34*f -10,0 13,6 9,7 13,0 12,7 8,3 8,5 10,1 1,0 -3,0
34*g -84,3 -27,4 -89 -108 -20 106 -21 4.9 3,3 2,8
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34*h -6,6 42  -11 -120 05 10 27 06 -40 -102
34% 69 -121 -206 -50,9 -14 84 -31 -169 -201 -2.2
34% -121,7 456 -350 -32,6 -123 -275 -28,8 -404 -295 -84
34%k 752 943 259 -181 -460 -583 -320 -48 -187 -4,8
34%| 121 1,7 65 37 18 90 69 154 56 41
34*m 62,0 -724 581 -748 -552 -532 120 94 -87 -151
(2)34a -125,7 -853 -37,7 -359 -199 -171 -53 04 1,8 -159
(2)34b 1781 -456 -477 32 34 61 -46 53 34 -25
(2)34c 66,6 -64,1 -240 -27 90 -77 -59 -70 -44 51
(2)34d 1503 69,9 -383 -97 92 67 21 02 -14 -22
(2)34e 936 -528 -181 -84 92 -41 75 29 24 06
(2)34f 1237 62,2 -292 -297 96 50 09 03 18 -07
(2)34g -118,7 -72,6 -22,7 -166 -66 -102 48 65 95 -06
(2)34h 1165 -32,7 -167 -64 -11 66 55 47 16 -38
(2)34i 515 -56,1 -289 -216 -143 -35 -39 86 -04 67
(2)34] 980 -153 242 102 -35 60 43 108 141 65
(2)34k -37,7 -548 -425 -202 -22 -85 -09 -78 57 76
(2)34 56,5 -108,6 -440 -12,3 -164 -160 -32 -47 23 -16
(2)34m 36,7 -759 522 -229 -158 32 55 52 -125 -56

* Mistura entre os isémeros (Z) e (E)-jalquilideno-jy-lactamas
** Valores negativos referem-se a inducdo da formacao de biofilme bacteriano.
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