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RESUMO

MAIRINK, Simone Zinato, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2018. Sintese de alcaloides tropanicos inseticidas e cadiolideos
antimicrobianos. Orientador: Luiz Claudio de Almeida Barbosa.
Coorientadores: Eduardo Vinicius Vieira Varejdo e Célia Regina Alvares Maltha.

Os alcaloides tropanicos estao entre as drogas mais antigas da medicina, com
varias aplicagdes farmacéuticas. Outra grande relevancia dos alcaloides esta
associada com uma importante classe de metabolitos secundarios envolvidos na
defesa de plantas, bloqueando os receptores de acetilcolina nos insetos. O
objetivo do presente trabalho foi sintetizar uma série de derivados de alcaloides
tropanicos contendo o grupo carbamato em sua estrutura, e avaliar os efeitos de
tais moléculas hibridas contra as larvas de Ascia monuste, que predam plantas
da familia Brassicaceae. Os compostos mais ativos foram selecionados e seus
efeitos foram avaliados em favor do predador de A. monuste, a formiga
Solenopsis saevissima e a abelha polinizadora Tetragonisca angustula. A
sintese dos alcaloides tropanicos com um grupo carbamato foi realizada a partir
de cetonas comercialmente disponiveis. Os resultados dos bioensaios
mostraram que os compostos 6a, 10a e 14a apresentaram maiores atividades
contra larvas de A. monuste, com DLgo de 2,06, 21,72 e 4,90 pg de substancia
por mg de inseto e TLso de 7, 15 e 5 horas, respectivamente. Estes compostos
foram também testados quanto a sua seletividade em favor de S. saevissima e
T. angustula. O composto 6a, que mostrou a maior atividade contra A. monuste,
mostrou também uma menor toxicidade contra S. saevissima. Desta forma, os
derivados de alcaloides tropanicos com um grupo carbamato mostraram
potencial para o desenvolvimento de novos inseticidas contra A. monuste. Além
dos alcaloides tropanicos, muitos outros compostos sao encontrados e isolados
da natureza, como €& o caso dos rubrolideos e os cadiolideos, isolados de
organismos marinhos. Estes compostos, pertencentes a familia dos
butenolideos, apresentam diversas atividades biolégicas como antimicrobiana,
anti-inflamatéria, antioxidante, dentre outras. Estudos mostram que o numero de
biotipos de microrganismos resistentes esta aumentando e a busca por novas

substancias com novos mecanismos de agao ou que causem uma menor
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pressao seletiva torna-se uma necessidade. Neste contexto, os cadiolideos
merecem destaque, pois apresentam potente atividade antibacteriana e baixa
citotoxicidade. Nesse sentido, no presente trabalho, também foram sintetizados
analogos aos cadiolideos, utilizando como etapa chave uma reagao de
cicloadigao/cicloreversdao de Diels-Alder. Os compostos sintetizados foram
submetidos a ensaios biolégicos para avaliar suas propriedades inibitorias contra
o crescimento de microrganismos e inibicdo de crescimento de biofilme
bacteriano. Os resultados dos bioensaios sobre o crescimento microbiano de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Bacillus
cereus e Candida albicans mostraram que os compostos avaliados sdo mais
ativos para as bactérias Gram-positivas do que para as bactérias Gram-
negativas e apresentam baixa atividade para o fungo C. albicans. Os compostos
mais ativos e promissores antibacterianos foram 79c, 81a, 81b e 82d, que
apresentaram melhor inibicdo para S. aureus. Os resultados indicaram também
que os efeitos dos compostos sobre os microrganismos podem ser modulados
pela alteracdo dos grupos substituintes, bem como suas posi¢des, nas trés
unidades aromaticas estruturais dos cadiolideos. Ja no bioensaio de biofilme
bacteriano, os compostos testados mostraram-se capazes de modular a
formacao de biofilmes em uma variedade de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (Acinetobacter baumannii, E. coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e S. aureus) com pouca ou
nenhuma inibicdo do crescimento plancténico para a maioria dos compostos
testados. Os resultados mostraram que esses compostos sdao também mais
ativos contra bactérias Gram-positivas, E. faecalis e S. aureus, sendo 82d o
composto mais ativo, apresentando ICso de 0,5 e 0,3 ng mL™", respectivamente.
Assim, o0s analogos aos cadiolideos mostraram potencial para o
desenvolvimento de novos agentes anti-infecciosos, para atenuar a viruléncia

expressa por agentes patogénicos oportunistas.
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ABSTRACT

MAIRINK, Simone Zinato, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2018. Synthesis of insecticidal tropane alkaloids and antimicrobial
cadiolides. Advisor: Luiz Claudio de Almeida Barbosa. Co-advisers: Eduardo
Vinicius Vieira Varejdo and Célia Regina Alvares Maltha.

Tropane alkaloids are among the oldest drugs in medicine, with wide
pharmaceutical applications. Another great relevance of alkaloid is associated
with an important class of secondary metabolites involved in plant defense,
blocking acetylcholine receptors in insects. The objective of the present work was
to synthesize a series of tropane alkaloid derivatives bearing a carbamate group,
and to evaluate the effects of such hybrid molecules against larvae of the relevant
agricultural insect pest Ascia monuste, which predates plants of the Brassicaceae
family. The most active compounds were selected and their effects on the A.
monuste predator, the ant Solenopsis saevissima and the pollinating bee
Tetragonisca angustula were valuated. The synthesis of tropane alkaloids
bearing a carbamate group was accomplished starting from commercially
available ketones. Results from bioassays showed that compounds 6a, 10a, and
14a presented higher activities against second-instar larvae of A. monuste, with
LDgo of 2.06, 21.72 and 4.90 ug of substance per mg of insect, and LTso of 7.0,
15.0 and 5.0 hours, respectively. These compounds were also tested for their
selectivity in favor of S. saevissima and T. angustula. Compound 6a, which
showed the highest activity against A. monuste, also showed lower toxicity
against S. saevissima. Thus, the tropane alkaloids derivatives bearing a
carbamate group show potential for the development of novel insecticides against
A. monuste. In addition to tropic alkaloids, many other compounds are found and
isolated from nature, such as rubrolides and cadiolides, isolated from marine
organisms. These compounds, belong to the family of butenolides, present
diverse biological activity as antimicrobial, anti-inflammatory, antioxidant, among
others. Studies show that the number of biotypes of resistant microorganisms is
increasing and the search for new substances with new mechanisms of action or
that cause less selective pressure becomes a necessity. In this context, the

cadiolides deserve attention, as they present potent antibacterial activity and low
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cytotoxicity. In this sense, in the present work, were also synthesized analogues
to the cadiolides using as a key step a Diels—Alder cycloaddition—cycloreversion
reaction. The synthesized compounds were submitted to biological assays to
evaluate their inhibitory properties against growth of microorganisms and
inhibition of bacterial biofilm growth. The results of the bioassays on the microbial
growth of Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Bacillus cereus and Candida albicans showed that the compounds evaluated are
more active for Gram-positive bacteria than for Gram-negative and have low
activity for the fungus C. albicans. The most active and promising antibacterial
compounds were 79c, 81a, 81b and 82d, which showed better inhibition for S.
aureus. The results also indicated that the effects of the compounds on the
microorganisms can be modulated by the alteration of the substituent groups,
and their positions, in the three structural aromatic units of the cadiolides. In the
bacterial biofilm bioassay, the tested compounds could modulate the formation
of biofiims in a variety of Gram-positive and Gram-negative bacteria
(Acinetobacter baumannii, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa and S. aureus) with little or no inhibition of planktonic
growth for most of the compounds tested. The results showed that these
compounds are also more active against Gram-positive bacteria, E. faecalis and
S. aureus, with 82d being the most active compound, presenting 1Cso of 0.5 and
0.3 ng mL, respectively. Thus, analogues to the cadiolides have shown potential
for the development of novel anti-infective agents to attenuate the virulence

expressed by opportunistic pathogens.
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CAPITULO 1

SINTESE E AVALIAGAO DA ATIVIDADE INSETICIDA DE ALCALOIDES
TROPANICOS



1.1. INTRODUGAO

Desde os tempos mais remotos, a humanidade se depara com
dificuldades na producdo e no armazenamento de alimentos para a sua
subsisténcia. A redugdo da produtividade de plantas cultivadas ocorre
normalmente pela agao de pragas, doengas e competicdo com plantas daninhas.
Com o passar do tempo, estes problemas adquiriram dimensdes devastadoras,
comprometendo as lavouras e tornando necessaria a utilizagdo de tecnologias
para evitar os prejuizos a agricultura (Barbosa et al., 2004).

As técnicas de manejo de pragas evoluiram vigorosamente durante o
século XX, sobretudo nos ultimos 60 anos. Antes da década de 1950, apenas
alguns produtos quimicos sintéticos, incluindo sais de chumbo, cobre e arsénio,
eram utilizados na protecdo das lavouras (Wheeler, 2002). Porém, com o
surgimento de novas substancias organicas, a utilizacao de defensivos agricolas
para controle de pragas passou a ser a técnica mais comumente utilizada, por
ser um controle quimico rapido, eficiente e de custo atrativo. Embora alguns
problemas ambientais e também a saude dos seres vivos estejam atrelados ao
uso destes compostos quimicos, estes sdo responsaveis por um aumento
significativo na produtividade mundial de alimentos (Barbosa et al., 2004). Neste
sentido, € necessaria a busca por produtos eficazes em pequenas doses e
seguros para o homem e o ambiente, que sejam mais seletivos e com diferentes

modos de agéo.

1.1.1. Sintese de alcaloides tropanicos

Atualmente, medicamentos contendo alcaloides tropanicos s&o utilizados
para diminuir colicas renais, espasmos brénquicos, espasmos do trato
gastrintestinal e, também, como anestésicos locais e antidotos em
envenenamentos por inseticidas das classes dos organofosforados e dos
carbamatos (Martinez et al., 2009).

Em 1831, K. Mein foi o primeiro a isolar a atropina (mistura racémica da
hiosciamina). Em 1833, P. L. Geiger isolou a hiosciamina e F. Gaedcke, em
1855, foi o primeiro a isolar a cocaina. Albert Ladenburg isolou em 1881 a

escopolamina e descobriu também o processo de esterificagdo da porcéo
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tropanica (Humphrey e O’Hagan, 2001). Na Figura 1 encontram-se as estruturas

quimicas dos primeiros alcaloides tropanicos isolados.
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Atropina Cocaina Escopolamina

Figura 1 — Primeiros alcaloides tropéanicos isolados.

Richard Martin Willstatter, em 1903, elucidou as estruturas dos alcaloides
tropanicos e da cocaina. A sintese da tropinona foi um marco notavel na histéria

da quimica organica (Esquema 1) (Humphrey e O’Hagan, 2001).
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Esquema 1 — Sintese da tropinona por Willstatter (Humphrey e O’Hagan, 2001).

Em 1917, R. Robinson também sintetizou a tropinona por meio de uma
elegante sintese biomimética do sistema de anéis tropanicos (Esquema 2). A
tropinona € um alvo sintético pivotal para a obtengdo de numerosos alcaloides
tropanicos como, por exemplo, da cocaina, um dos alcaloides com esqueleto
tropanico mais conhecidos, tanto pelo seu efeito anestésico como pelo seu uso
ilicito (Martinez et al., 2009).
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Esquema 2 — Sintese da tropinona por Robinson (Martinez et al., 2009).

Os alcaloides tropanicos sdo de grande importancia comercial devido ao
fato de seus derivados estarem entre os produtos farmacéuticos mais
comercializados mundialmente. Nas industrias farmacéuticas s&o fabricadas
mais de 20 substancias ativas com o nucleo tropanico em suas estruturas, sendo
aplicados como midriaticos, antieméticos, antiespasmodicos, anestésicos e

broncodilatadores (Grynkiewicz e Gadzikowska, 2002) (Figura 2).
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Figura 2 — Alcaloides tropanicos e suas principais aplicacdes farmacoldgicas.
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Alcaloides constituem uma importante classe de metabdlitos secundarios
envolvidos na defesa das plantas, particularmente contra insetos herbivoros. De
modo mais especifico, muitas plantas desenvolveram substancias que sao
verdadeiros inseticidas naturais (Howe e Jander, 2008). Essa capacidade natural
das plantas foi bastante explorada na agricultura antes da Segunda Guerra
Mundial, quando entao foram, gradualmente, substituidas por produtos sintéticos
(Dayan et al., 2009).

A cocaina, escopolamina e atropina sao exemplos de alcaloides
tropanicos que exibem atividade inseticida (Nathanson et al., 1993; Schule,
1996; Shields et al., 2008) (Figura 1). Estas substancias agem como inibidora da
acetilcolinesterase, o que leva o inseto a morte por convulsdo (Dayan et al.,
2009; Mithofer e Boland, 2012). E interessante notar que, com excecdo dos
rotenoides que atuam na respiracao, todos os outros compostos naturais com
acao inseticida tém seu efeito no sistema nervoso ou no sistema enddcrino,
ambos ausentes em plantas. Tal estratégia permite as plantas acumularem
grandes quantidades desses metabdlitos sem que elas proprias sejam
prejudicadas (Rattan, 2010).

1.1.2. Sintese de novos agroquimicos

Os defensivos agricolas, conhecidos como agroquimicos, tém sido
aplicados em grande escala no mundo inteiro, principalmente no Brasil, onde a
agricultura desempenha um papel econémico fundamental para o pais. Essas
substancias aumentam a produtividade agricola, porém podem ser altamente
prejudiciais a saude dos seres vivos (Barbosa et al., 2003). Procurando obter
produtos eficazes em pequenas doses e seguros para 0 homem e o0 ambiente,
estudos sao realizados para obtengdo de novos compostos com atividades
agroquimicas.

Uma das etapas iniciais na descoberta de novos farmacos e agroquimicos
€ a identificacdo de compostos protétipos que apresentem atividade bioldgica
desejavel. A descoberta de novas moléculas e a possibilidade de realizar triagem
simultanea de elevado numero de compostos em curto intervalo de tempo esta
aumentando a quantidade de moléculas potencialmente ativas (Filho e Yunes,
1998).



Uma vez obtido o composto biologicamente ativo, iniciam-se os estudos
envolvendo modificacdo molecular, que se constitui, certamente, no método
mais usado e recompensador para aperfeicoar essa atividade. Diferentes
transformagdes quimicas podem ser realizadas em uma molécula, dependendo
da natureza de seus grupos funcionais (Barbosa, 2011; Carruthers e Coldham,
2004).

A busca por produtos naturais que possam ser usados como pesticidas
naturais ou como modelos para o desenvolvimento de novas moléculas
sintéticas tem sido considerada como uma estratégia promissora (Cantrell et al.,
2012; Isman, 2015; Farooq et al., 2011, Sparks, 2013). Nesse sentido, produtos
naturais tém sido utilizados como modelo para o desenvolvimento de novos
compostos sintéticos como potenciais herbicidas (Barbosa et al., 2003; Teixeira
et al., 2010) ou inseticidas (Paula et al., 2000; Paula et al., 2008).

Através da reacgao de cicloadigao (4+3) entre uma cetona dibromada e um
composto derivado do pirrol (Esquema 3) € obtida uma substancia com
esqueleto de alcaloide tropanico (substancia nitrogenada) e um grupo carbamato
em sua estrutura (Demuner et al., 1997). Em func&o das inumeras atividades
biolégicas ja conhecidas dos alcaloides, é esperado que tais substancias
também apresentem atividade agroquimica, devido ao esqueleto tropanico e a

presenca do grupo carbamato.
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Esquema 3 — Cicloadicao (4+3) entre a,a-dibromocetona e N-carboximetilpirrol
(Demuner et al., 1997).

Os carbamatos sdo usados, principalmente na agricultura, como
inseticidas (Zhang et al., 2012), fungicidas (Veerappan et al., 2012), herbicidas
(Ozcana et al., 2008), ou nematicidas (Rosa et al., 2003). Esses compostos
quimicos sao parte do grande grupo de defensivos agricolas sintéticos que tém
sido desenvolvidos, produzidos e usados em grande escala. Compostos como

carbaril, metomil, carbofuran e metiocarbe (Figura 3) s&o alguns dos inseticidas
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contendo carbamatos comercialmente registrados e amplamente utilizados
(Nithyakalyani et al., 2016; Baek et al., 2016; Mayakaduwa et al., 2016; Inam e
Bilgin, 2013).
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Figura 3 — Inseticidas comerciais contendo o grupo carbamato.

Assim como os alcaloides tropanicos, os carbamatos atuam como
inibidores da enzima acetilcolinesterase, que catalisa a hidrélise da acetilcolina
(Martin, et al.,, 2013). Os carbamatos usados como inseticidas comerciais
apresentam elevada toxicidade para os seres humanos e o meio ambiente, desta
forma, é desejavel a descoberta de novos inseticidas com acéo seletiva, capazes
de controlar pragas alvo, mas com a menor toxicidade possivel contra espécies

nao-alvo, incluindo inimigos naturais (Fernandes et al., 2010; Martin et al., 2013).
1.1.3. Pragas Agricolas

Atualmente estdo catalogadas inumeras espécies de insetos
considerados pragas para o ser humano, pois atacam as lavouras ou acarretam
doengas ao homem. Os danos causados pelos insetos as plantas sao variados
e podem ser observados em todos os 6rgaos vegetais (EMBRAPA, 2013). Um
inseto s6 pode ser considerado praga quando atinge um determinado indice de
dano econémico para a cultura plantada. Dependendo da espécie, do tamanho
populacional da praga, da fase de desenvolvimento, estrutura vegetal atacada e
da duragéo do ataque, pode haver maior ou menor prejuizo, em quantidade e
em qualidade.

Entre os principais grupos de pragas agricolas encontram-se as lagartas,
dentre as quais se inclui a Ascia monuste orseis (Godart) (Lepidoptera: Pieridae)
(Figura 4). Esta praga é nativa da Regido Neotropical, cuja espécie ocorre do sul

dos Estados Unidos até o sul da América do Sul, atacando plantas da familia
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Brassicaceae como brdcolis, couve-flor, couve, mostarda, canola, agrido,
rabanete e rucula (Liu, 2005). As lagartas de A. monuste podem ocasionar
perdas de até 100% na producao das culturas devido a desfolha que € causada

nas plantagdes (Picango et al., 2010).

Figura 4 — Lagartas da espécie Ascia monuste orseis (Godart) (Lepidoptera:

Pieridae).

Os insetos-praga constituem um dos grandes problemas enfrentados pelo
homem, tanto no ambiente urbano como no ambiente rural. O uso de inseticidas
sintéticos é a principal ferramenta utilizada no controle destes organismos
(Matthews, 2008). O controle de A. monuste orseis é executado, principalmente
pela aplicagao periodica de inseticidas como carbaril, malationa, deltametrina,
paratiom metilico, permetrina e triclorfom (Figura 5), registrados para uso em seu

controle em brassicas (Crespo et al., 2002).
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Figura 5 — Inseticidas utilizados para o controle de Ascia monuste.



Entre os inimigos naturais de A. monuste esta a formiga Solenopsis
saevissima (Smith) (Hymenoptera: Formicidae) (Figura 6), que preda larvas e
pupas desta praga (Ramos et al., 2012). Outro importante grupo de insetos
benéficos associados aos ecossistemas sao as abelhas (Hymenoptera: Apidae).
As abelhas sao importantes polinizadoras das plantas. A polinizagao realizada
por abelhas é extremamente importante em culturas agricolas e elas séo
responsaveis por 90% do sucesso reprodutivo das plantas floriferas (Shipp,
1994).

Figura 6 — Formiga da espécie Solenopsis saevissima (Smith) (Hymenoptera:
Formicidae) (esquerda) e abelha da espécie Tetragonisca angustula (Latreille)

(Meliponinae) (direita).

Atualmente é registrado declinio das populagdes de abelhas em diversas
regides do planeta (Bernal et al., 2010; Neumann e Carreck, 2010). Uma
hipétese para o desaparecimento de populagcbes de abelhas € o uso dos
inseticidas neonicotinoides (Goulson, 2013). Entre as espécies de abelhas esta
a Tetragonisca angustula (Latreille) (Meliponinae) (Figura 6), conhecida
popularmente como jatai, sendo uma das espécies de abelhas sem ferrdo mais
importantes na regido Neotropical (Moure, 1961).

Neste contexto, € importante a descoberta de novas moléculas
inseticidas, ja que, devido a selecao de populacdes de insetos resistentes aos
inseticidas, os produtos existentes no mercado tornam-se ineficientes no
controle das pragas (Whalon et al., 2008). Também ¢ importante que os novos
inseticidas tenham baixa toxicidade ao homem e baixo impacto sobre

organismos nao-alvos como os inimigos naturais (Gradish et al., 2011).



1.2. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

A necessidade de substancias de amplo espectro de acao para o controle
de insetos-praga, juntamente com a resisténcia observada em algumas dessas
espécies, tem aumentado os esforcos dos quimicos orgéanicos sintéticos e
demais pesquisadores, na busca por produtos eficazes em pequenas doses e
seguros para o homem e o meio ambiente.

Considerando as atividades farmacoldgicas e inseticidas dos alcaloides
tropanicos e as atividades agroquimicas dos carbamatos, vislumbrou-se nesse
trabalho a sintese de alcaloides tropanicos pela reagao de cicloadigao (4+3)
entre a,a-dibromocetonas e N-carboximetilpirrol. A partir desses intermediarios,
derivados de alcaloide tropanico seriam obtidos por meio de transformacdes
quimicas, com intuito de se obter compostos com potenciais atividades
inseticidas. Estes seriam avaliados contra larvas de Ascia monuste, sendo que
a seletividade destas substancias em favor do predador Solenopsis saevissima

e do polinizador Tetragonisca angustula também seriam estudada.
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1.3. MATERIAL E METODOS

1.3.1. Técnicas experimentais

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

As anadlises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram
realizadas empregando-se placas cromatograficas de silica-gel impregnadas
sobre aluminio (Polygram-UVz2s4 0,20 mm Macherey — Nagel).

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

As separacbes cromatograficas em coluna foram feitas utilizando-se
silica-gel 60 (70-230 mesh ou 230-400 mesh) como fase estacionaria. As
temperaturas de fusdo foram determinadas em aparelho MQAPF-302 e nao

foram corrigidas.

1.3.2. Técnicas espectroscopicas

Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos em espectrémetro
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 cloroformio deuterado
(CDCiIs) ou acetona deuterada [(CD3)2CO] como solventes e os espectros foram
referenciados pelo sinal do padrao de referéncia interna tetrametilsilano (TMS)
(6=10,00). As constantes de acoplamento escalar (J) foram expressas em Hertz
(Hz).

Os espectros de massas foram obtidos em equipamento SHIMADZU
GCMS-QP5050A utilizando método por impacto de elétrons (70 eV).
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1.3.3. Purificagao e secagem de solventes

1.3.3.1. Secagem de acetonitrila

Em um béquer de 500 mL, 300 mL de acetonitrila foram misturados com
aproximadamente 10 g de silica gel. A seguir, a mistura foi filtrada e a acetonitrila
recolhida em um baldo de 500 mL, onde posteriormente foram adicionados
aproximadamente 3 g de hidreto de calcio. O sistema foi refluxado por trés horas.
Em seguida, a acetonitrila anidra foi destilada e armazenada sobre peneira
molecular 4 A em um frasco de vidro Ambar vedado, sob atmosfera de nitrogénio

(Perrin e Armarego, 1994).

1.3.3.2. Secagem do tolueno

Em um béquer de 500 mL foram adicionados 300 mL de tolueno com 5 g
de sulfato de magnésio. Em seguida, a mistura foi filtrada e o tolueno recolhido
em um baldo de 500 mL, onde posteriormente foram adicionados 3 g de hidreto
de calcio. O sistema foi refluxado por cinco horas. Em seguida, o tolueno foi
destilado e armazenado sobre peneira molecular 4 A em um frasco de vidro

ambar, sob atmosfera de nitrogénio (Perrin e Armarego, 1994).

1.3.3.3. Secagem do etanol

A um balédo de 500 mL foram adicionados 300 mL de etanol 95% (v/v) e
80 g de oxido de calcio. O sistema foi refluxado durante 6 horas. Em seguida, o
etanol absoluto foi destilado e devidamente armazenado sobre peneira
molecular 4 A em um frasco de vidro &mbar devidamente vedado, sob atmosfera

de nitrogénio (Perrin e Armarego, 1994).

1.3.4. Procedimentos sintéticos

1.3.4.1. (*)-2¢,4a-dietil-3-oxa-8-azabiciclo[3.2.1]oct-6-en-8-carboxilato de
metila (6a) e (*)-24,45-dietil-3-oxa-8-azabiciclo[3.2.1]oct-6-en-8-carboxilato
de metila (6b)

Em um bal&o bitubulado de fundo redondo, sob atmosfera de nitrogénio,
foi adicionado iodeto de sodio (28,8 g, 192 mol), cobre metalico (8,13 g, 128 mol),
acetonitrila anidra (200 mL) e N-carboximetilpirrol (4) (4,00 g, 32,0 mol). A essa
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mistura, sob agitagdo magnética e a 0 °C, foi adicionado lentamente, por um
periodo de trinta minutos, 3,5-dibromoeptan-4-ona (2b) (17,4 g, 64,0 mol)
solubilizada em 100 mL de acetonitrila anidra. A mistura resultante foi agitada a
50 °C durante 24 horas. Apos esse tempo, a mistura foi transferida para um
erlenmeyer contendo diclorometano (150 mL) e agua gelada (300 mL). A solugao
foi filtrada a vacuo sob celite e extraida com diclorometano (2 x 75 mL). A fase
organica foi adicionada solugéo de NH4OH 28% (100 mL) e filtrada novamente a
vacuo sob celite. Em seguida, a fase orgénica foi lavada com solugdo de NH4OH
28% até que esta nao apresentasse coloragdo azul. Posteriormente, a fase
organica foi lavada com solugao saturada de NaCl (100 mL), secada com sulfato
de magnésio e concentrada em evaporador rotatério sob pressao reduzida,
resultando em oleo laranja como material bruto da reacdo. Esse O6leo foi
submetido a purificagdo por coluna cromatografica de silica gel (hexano:éter
dietilico; 2:1 v/v).

O produto 6a foi obtido como um 6leo amarelo em

OCH,4

Oﬁg/ 10 41% de rendimento (3,11 g, 13,1 mmol). CCD: 0,36
; (hexano:éter dietilico, 2:1 v/v). IV (v lem-): 2965, 2936,
2874, 2597, 2362, 2225, 2187, 1943, 1691, 1448, 1395,
1296, 1199, 1112, 962, 848, 781, 763, 540. RMN de 'H
(300 MHz, CDCl3) & 0,85-1,15 (m, 10H, CHs e CHa),
2,30-2,45-2,70 (m, 2H, 2 e 4), 3,75 (s, 3H, OCHs), 4,68-4,84 (m, 2H, 1 e 5), 6,14-
6,24 (m, 2H, 6 e 7). RMN de '3C (75 MHz, CDCl3) & 11,9 (12 e 14), 19,5 (11 e
13), 52,6 (10), 56,1 (4), 56,7 (2), 59,6 (1 e 5), 133,2 (6), 133,5 (7), 152,9 (9),
208,3 (3). EM, m/z (%): 237 ([M*], C13H1sNOs, 37), 238 ([M+1], 6), 209 (8), 208
(61), 204 (20), 194 (6), 190 (6), 178 (12), 176 (5), 167 (30), 166 (100), 161 (5),
153 (5), 152 (58), 138 (48), 134 (11), 132 (9), 125 (14), 120 (6), 108 (9), 107 (9),
106 (10), 97 (9), 94 (21), 93 (16), 92 (5), 91 (7), 81 (11), 80 (34), 79 (18), 78 (9),
77 (15), 71 (5), 70 (6), 69 (33), 68 (6), 67 (16), 66 (7), 65 (11), 59 (24), 57 (6), 55
(30).
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O produto 6b foi obtido como um éleo amarelo
claro em 8% de rendimento (0,600 g, 2,56 mmol). CCD:
0,22 (hexano:éter dietilico, 2:1 v/v). IV (v lem™): 2965,
2934, 2876, 1696, 1644, 1454, 1403, 1302, 1190, 1107,
981, 928, 780, 715, 464. RMN de 'H (300 MHz, CDCls)
6. 0,99-1,03 (m, 6H, CH3), 1,55-1,68 (m, 4H, CH2), 2,13-2,20 (m, 2H, 2 e 4), 3,74
(s, 3H, OCHs), 4,76-4,95 (m, 21H, 1 e 5), 6,17-6,27 (m, 2H, 6 e 7). RMN de 3C
(75 MHz, CDCIs) 6: 12,2 (12 e 14), 24,8 (11 e 13), 52,7 (10), 57,7 (4), 57,8 (2),
58,7 (5), 58,8 (1), 134,1 (7), 134,9 (6), 155,2 (9), 212,1 (3). EM, m/z (%): 237
([M*], C13H19NOs, 15), 238 ([M+1], 2), 219 (5), 209 (7), 208 (52), 204 (17), 194
(6), 190 (5), 178 (10), 176 (5), 167 (22), 166 (100), 161 (5), 152 (41), 139 (6), 138
(50), 135 (5), 134 (13), 132 (9), 125 (15), 120 (9), 115 (6), 108 (10), 107 (12), 106
(13), 97 (7), 94 (25), 93 (16), 92 (5), 91 (7), 81 (8), 80 (21), 79 (13), 78 (6), 77 (7),
69 (27), 67 (11) 65 (6), 59 (18), 57 (7), 55 (23).

1.3.4.2. (¥)-3,4,7-trimetilhexaidro-2H-2,5-metanofuro[3,2-b]pirrol-6-ol (8)

1°CH3 Em um baldo bitubulado de fundo redondo sob

4 ,l, a3 atmosfera de nitrogénio, uma solucao de 2a,4a-dimetil-

5 Y 6,7-epoxi-3-oxa-8-azabiciclo[3.2.1]octan-8-carboxilato

HO L 80 * | de metila (7) (0,20 g, 0,89 mmol) em tolueno anidro (8
1 mL) foi arrefecida para -78 °C e a esta, uma solugéo de

1 mol/L de DIBAL-H em tolueno (8,8 mL, 8,8 mmol) foi adicionada. A mistura foi
agitada a mesma temperatura durante 2 horas e a temperatura ambiente durante
22 horas. Apos esse tempo, foi adicionado agua (3 mL) e o sistema foi agitado
durante 2 horas. O gel resultante foi extraido varias vezes com acetato de etila
(8 x 30 mL) e as fases orgéanicas combinadas foram secadas com sulfato de
magneésio e concentradas, resultando em 6leo amarelo. Esse 6leo foi submetido
a purificagao por coluna cromatografica de silica gel (éter dietilico:NH4OH, 95:5
v/v) para se obter 8 (83 mg, 0,45 mmol, 51%) como um 6leo amarelo palido, que
solidifica em temperaturas proximas de -4 °C. CCD: 0,39 (éter dietilico:NH4OH,
95:5 vIv). IV (v Iem™): 3426, 2955, 2917, 2849, 2360, 2159, 2038, 2016, 1967,
1734, 1461, 1376, 1261, 1119, 1003, 902, 720. RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &
0,80 (d, J11,4 = 6,9 Hz, 3H, CHs), 0,95 (d, J102 = 7,4 Hz, 3H, CH3), 2,00 (dq, J2,10

14



=6,9Hz e J21 = 3,0 Hz, 1H, 7), 2,39 (q, Ja.11 = 7,4 Hz, 1H, 8), 2,55 (s, 3H, NCHs),
2,73-2,79 (m, 1H, 5), 3,25 (d, Jss = 3,6 Hz, 1H, 3a5), 3,56 (s, 1H, 2), 3,99 (s, 1H,
6), 4,32-4,37 (m, 1H, 6a). RMN de '3C (75 MHz, CDCls) &: 14,6 (8), 15,5 (9), 31,6
(7), 34,2 (8), 34,3 (10), 66,3 (3a), 68,5 (5), 71,6 (6), 82,8 (6a), 83,5 (2). EM, m/z
(%): 183 ([M*], C10H17NOg, 27), 184 (IM+1], 3), 153 (10), 126 (16), 125 (11), 124
(67), 122 (16), 110 (13), 109(6), 107 (21), 100 (5), 98 (6), 97 (11), 96 (13), 95
(14), 94 (11), 84 (15), 83 (7), 82 (8), 72 (13), 71 (13), 70 (11), 69 (6), 68 (11), 58
(11), 57 (13), 56 (17), 55 (29), 54 (6), 53 (14), 51 (7).

1.3.4.3. (¥)-2a,4 a-dimetil-6,7-epoxi-3-hidroxi-8-azabiciclo[3.2.1]octan-8-

carboxilato de metila (9)

o OCHj; Em um baldo bitubulado de fundo redondo, sob
8N9 150 \ agitacdo magnética, atmosfera de nitrogénio e

| 2 312 temperatura ambiente, NaBHs4 (189 mg, 5,00 mmol) foi
O— A adicionado a uma solugao de 2 o4 a-dietil-6,7-epdxi-3-oxa-

8-azabiciclo[3.2.1]octan-8-carboxilato de metila (7) (225

mg, 1,00 mmol) em etanol (10 mL). A mistura resultante foi colocada sob refluxo
durante 1 hora. Apds arrefecimento, a reacao foi interrompida pela adicdo de
agua gelada (20 mL). A mistura foi extraida com diclorometano (3 x 20 mL) e a
fase organica foi lavada com solugao saturada de NaCl (1 x 20 mL), secada com
sulfato de magnésio e concentrada, resultando em um 6leo amarelo. Esse 6leo
foi purificado por coluna cromatografia de silica gel (éter dietilico:NH4OH, 95:5
v/v) para dar 9 (166 mg, 0,730 mmol, 73%) como um solido amarelo palido. Ts:
125,6-126,4 °C. CCD: 0,39 (éter dietilico:NH4OH, 95:5 v/v). IV (v lcm™): 3466,
2960, 2926, 2902, 2880, 2558, 2361, 2250, 2195, 2157, 1975, 1677, 1450, 1395,
1352, 1277, 1250, 1191, 1123, 986, 888, 849, 771, 548. RMN de 'H (300 MHz,
CDClIs) 6: 1,07(d, J12.4 = 2,3 Hz, 3H, CHs), 1,09 (d, J112 = 2,3 Hz, 3H, CH3), 1,94-
2,08 (m, 2H, 2 e 4), 3,41-3,46 (m, 2H, 6 e 7), 3,57 (s, 3H, OCH3), 3,66-3,73 (m,
1H, 3), 3,95 (d, Jon,3 = 5,5 Hz, 1H, OH), 4,01(d, J54 = 2,9 Hz, 1H, 5), 4,07(d, J12
= 2,9 Hz, 3H, 1). RMN de 3C (75 MHz, CDCls) & 12,8 (11), 12,8 (12), 38,3 (2),
38,7 (4), 51,4 (7), 51,5 (10), 51,8 (6), 57,7 (1), 58,3 (5), 69,9 (3), 156,5 (9). EM,
m/z (%): 227 ((M*], C11H17NO4, 26), 228 ([M+1], 3), 169 (14), 168 (100), 166 (7),
158 (7), 154 (8), 153 (6), 152 (26), 141 (7), 140 (7), 137 (8), 136 (16), 130 (7),
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128 (6), 124 (8), 123 (5), 122 (6), 118 (9), 117 (6), 116 (10), 115 (9), 112 (5), 111
(27), 110 (9), 109 (15), 108 (16), 107 (5), 100 (8), 97 (5), 96 (13), 95 (29), 94 (12),
93 (16), 91 (5), 86 (7), 85 (6), 84 (15), 83 (23), 82 (26), 81 (14) 80 (7), 79 (10), 77
(8), 76 (9), 71 (11), 70 (17), 69 (20), 68 (15), 67 (21), 65 (7), 59 (24), 58 (7), 57
(14), 56 (19), 55 (33), 54 (8), 53 (13).

1.3.4.4. (1)-2a,4a-dietil-3-hidroxi-8-azabiciclo[3.2.1]oct-6-en-8-carboxilato
de metila (10b)

oCH, Em um baléo bitubulado de fundo redondo, sob

(@]
\[9/ a agitacdo magnética, atmosfera de nitrogénio e
8
temperatura ambiente, NaBH4 (189 mg, 5,00 mmol) foi

adicionado a uma solucdo de 2a,4a-dietil-3-oxa-8-

azabiciclo[3.2.1]oct-6-en-8-carboxilato de metila (6a)

(237 mg, 1,00 mmol) em etanol (10 mL). A mistura
resultante foi colocada sob refluxo durante 1 hora. Apds arrefecimento, a reacao
foi interrompida pela adi¢do de agua gelada (20 mL). A mistura foi extraida com
diclorometano (3 x 20 mL) e a fase organica foi lavada com solug¢ao saturada de
NaCl (1 x 20 mL), secada com sulfato de magnésio e concentrado, resultando
em um 6leo amarelo. Esse 6leo foi purificado por coluna cromatografia de silica
gel (hexano:éter dietilico, 1:2 v/v) para dar 10b (213 mg, 0,900 mmol, 90%) como
um 6leo amarelo palido. CCD: 0,31 (hexano:éter dietilico, 1:2 v/v). IV (v lcm™):
3445, 2960, 2875, 1678, 1455, 1395, 1301, 1189, 1114, 1056, 970, 853, 764,
682, 547. RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) & 0,98 (t, Ji2,11 = J14,13 = 7,2 Hz, 6H,
CHs), 1,17-1,28 (m, 1H, OH), 1,35-1,62 (m, 4H, CH2), 1,73-2,01 (m, 2H, 2 e 4),
3,71 (s, 3H, OCHz3), 3,79-3,93 (m, 1H, 3), 4,33-4,52 (m, 2H, 1 e 5), 6,30-6,49 (m,
2H, 6 e 7). RMN de 3C (75 MHz, CDCls) & 11,6 (12 e 14), 21,8 (11 e 13), 44,5
(2), 45,4 (4), 52,3 (1), 52,3 (5), 60,9 (10), 69,2 (3), 135,8 (6), 136,2 (7), 152,8 (9).
EM, m/z (%): 239 ([M*], C13H21NOs3, 4), 240 ([M+1], 1), 192 (22), 180 (5), 167
(15), 166 (19), 164 (13), 152 (47), 151 (18), 142 (25), 139 (12), 138 (100), 134
(6), 127 (6), 126 (65), 125 (20), 123 (14), 120 (7), 117 (6), 114 (8), 110 (29), 109
(9), 108 (11),107 (10), 106 (8), 99 (5), 96 (6), 95 (7), 94 (29), 93 (15), 91 (6), 85
(6), 82 (18), 81 (15), 80 (25), 79 (10), 78 (5), 77 (7), 71 (9), 68 (6), 67 (22), 65 (7),
59 (21), 57 (17), 55 (27).
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1.3.4.5. (%)-2a,40-dietil-3-oxa-8-azabiciclo[3.2.1]Joctan-8-carboxilato de
metila (12b)

Em um baldo de fundo redondo bitubulado (25

OCH,

(@)

\[9/10 mL), sob atmosfera saturada de hidrogénio foi
’ adicionado 6a (237 mg, 1,00 mmol), Pd/C a 10% (30 mg)
e acetato de etila (3 mL). A mistura reacional

permaneceu a temperatura ambiente e agitacdo

magnética por 2 horas. Apds esse tempo, a reacgéao foi
finalizada e o catalisador foi removido por filtracdo sob celite e o solvente foi
removido em um evaporador rotatério sob pressao reduzida, resultando no
composto 12b, como 6leo amarelo claro em 95% de rendimento (227 mg, 0,950
mmol). CCD: 0,31 (hexano:éter dietilico, 2:1 v/v). IV (v lem1): 2961, 2877, 1698,
1641, 1445, 1380, 1318, 1210, 1110, 972, 879, 770, 539. RMN de 'H (300 MHz,
CDClIs) &: 0,92 (t, J12,11 = J14,13 = 7,3 Hz, 6H, CH3), 1,01-1,20 (m, 4H, CH2), 1,45-
1,58 (m, 2H, 6b e 7b), 1,76-1,91 (m, 2H, 6a e 7a), 2,30-2,54 (m, 2H, 2 e 4), 3,76
(s, 3H, OCH3), 4,24-4,55 (m, 2H, 1 e 5). RMN de '3C (75 MHz, CDCl3) & 11,8
(12e 14), 18,6 (11 e 13), 24,0 (6), 24,9 (7), 52,6 (4), 52,7 (2), 56,7 (5), 57,3 (10),
57,6 (1), 154,1 (9), 209,7 (3). EM, m/z (%): 239 ([M*], C13H21NOs, 1,0), 240
(IM+1], 0,2), 127 (9), 126 (100), 114 (26), 94 (6), 82 (5), 71 (7), 67 (7), 55 (7).

1.3.4.6. (*)-2a,4a-dietil-3-hidroxi-8-azabiciclo[3.2.1]octan-8-carboxilato de
metila (13b)
OYOCHs Em um baldo bitubulado de fundo redondo, sob
9
8

10

14| agitacdo magnética, atmosfera de nitrogénio e
N

temperatura ambiente, NaBH4 (189 mg, 5,00 mmol) foi

adicionado a uma solugcdo de 2a,4a-dietil-3-oxa-8-

azabiciclo[3.2.1]Joctan-8-carboxilato de metila (12b)

Hb 12

(239 mg, 1,00 mmol) em etanol (10 mL). A mistura resultante foi colocada sob
refluxo durante 1 hora. Apds arrefecimento, a reagao foi interrompida pela adicao
de agua gelada (20 mL). A mistura foi extraida com diclorometano (3 x 20 mL) e
a fase organica foi lavada com solugao saturada de NaCl (1 x 20 mL), secada
com sulfato de magnésio e concentrada, resultando em um 6leo amarelo. Esse

oleo foi purificado por coluna cromatografia de silica gel (hexano:éter dietilico,
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1:2 v/v) para dar 13b (149 mg, 0,620 mmol, 62%) como um sélido amarelo palido.
T« 80,6-81,4 °C. CCD: 0,41 (hexano:éter dietilico, 1:2 v/v). IV (v lcm™'): 3466,
2958, 2874, 1671, 1455, 1401, 1324, 1219, 1111, 1012, 956, 896, 766, 573, 540.
RMN de 'H (300 MHz, CDCl5) ¢&: 0,96 (t, 6H, J12,11 = J1a,13 = 7,3 Hz, CHz3), 1,24
(s, 1H, OH), 1,32-1,80 (m, 8H, CH2, 2, 4, 6a e 7a), 1,95-2,10 (m, 2H, 6b e 7b),
3,67 (s, 3H, OCH3), 3,82-4,15 (m, 3H, 1, 3 e 5). RMN de '3C (75 MHz, CDCl5) &
11,4 (12 e 14), 21,2 (11 e 13), 24,0 (6), 24,8 (7), 45,7 (2), 46,5 (4), 52,1 (1), 52,2
(5), 56,3 (10), 68,4 (3), 153,9 (9). EM, m/z (%): 241 ([M*], C13H23NO3, 2), 242
([M+1], 1), 182 (13), 145 (7), 144 (100), 140 (8), 128 (24), 127 (15), 126 (47), 125
(21), 112 (45), 101 (13), 100 (9), 94 (9), 93 (5), 82 (9), 81 (6), 80 (5), 79 (7), 76
(13), 69 (9), 68 (14), 69 (10), 59 (10), 57 (6), 56 (5), 55 (12).

1.3.4.7. (*)-3-acetil-2a,4a-dietil-8-azabiciclo[3.2.1]octan-8-carboxilato de

metila (14b)

Em um baldo de fundo redondo bitubulado (25
mL), foi adicionado 13b (241 mg, 1,00 mmol) em
diclorometano (10 mL), anidrido acético (1,10 g, 10,6
mmol) e 0,4 mL de solugdo de BF3.MeOH 14% m/v. A
mistura permaneceu sob agitacdo e temperatura

ambiente por 19 horas, sendo monitora por CCD. Apos

a conclusdo da reagao, uma solucdo de bicarbonato
de sédio a 10% (20 mL) foi adicionado. A mistura foi transferida para um funil de
separacgao e extraida com diclorometano (2 x 20 mL), a fase organica foi secada
com sulfato de magnésio e concentrada em evaporador rotatério.

Apoés purificagdo por coluna cromatografica de silica gel (hexano:éter
etilico, 1:1 v/v), foi obtido o produto 14b como um sodlido branco em 88% de
rendimento (249 mg, 0,880 mmol). Ts: 71,8-72,6 °C. CCD: 0,38 (hexano:éter
dietilico, 1:1 v/v). IV (v Ilem™1): 2960, 2878, 1736, 1697, 1338, 1395, 1312, 1232,
1174, 1106, 1017, 961, 869, 805, 766, 619, 538. RMN de 'H (300 MHz, CDCls)
0: 0,90 (t, 6H, J12,11= J1a,13 = 7,4 Hz, CH3s), 1,12-1,31 (m, 4H, CHz), 1,65-1,92 (m,
4H, 2, 4, 6a e 7a), 1,94-2,05 (m, 6b e 7b), 2,05 (s, 3H, C(O)CHs), 3,68 (s, 3H,
OCHjs), 3,98-4,19 (m, 2H, 1 e 5), 5,36-5,23 (m, 1H, 3). RMN de '*C (75 MHz,
CDCl3) &: 11,3 (12 e 14), 20,8 (16), 21,1 (11 e 13), 23,7 (6), 24,5 (7), 45,1 (2),
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45,9 (4), 52,3 (1 e 5), 55,7 (10), 71,2 (3), 153,8 (9), 170,6 (15). EM, m/z (%): 283
(IM*], C13H2aNO3, 1,2), 284 ([M+1], 0,4), 225 (5), 224 (31), 223 (10), 196 (5), 194
(7), 168 (B), 166 (6), 149 (B), 128 (13), 127 (20), 126 (100), 125 (75), 107 (8), 95
(6), 94 (6), 93 (8), 88 (6), 82 (8), 81 (15), 79(7), 76 (5), 69 (6), 68 (7), 67 (10), 59
(7), 55 (12).

1.3.5. Bioensaios

Os alcaloides 5a, 5b, 7, 10a, 11, 12a, 13a, 14a e 15 sintetizados em
Mairink (2013) e 6a, 6b, 8, 9, 10b, 12b, 13b e 14b sintetizados neste trabalho
foram testados quanto as suas atividades inseticidas contra larvas de segundo
instar de Ascia monuste. Esta populacao foi coletada em um campo comercial
de repolho do municipio de Vigosa (20°44'52.5"S, 42°50'29.8"W, Minas Gerais,
Brasil) e foi criada em laborat6rio por pelo menos cinco geragdes antes do inicio
do experimento. Além disso, a seletividade dos compostos foi avaliada por testes
em adultos de Solenopsis saevissima, um inimigo natural de A. monuste e de
Tetragonisca angustula, um polinizador importante em ecossistemas agricolas.
Adultos das espécies nao-alvo foram coletados em torno do campus da
Universidade Federal de Vigosa. Em todos os ensaios, malationa (Malathion 500
EC — Cheminova, Sdo Paulo, Brasil) foi utilizada como controle positivo. A
malationa € um inseticida de contato e de ingestdo amplamente utilizado e esta
registrado para o controle de A. monuste em culturas de Brassicaceae.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés
repeticoes. Cada unidade experimental foi constituida por uma placa de Petri de
vidro (9,5 X 2,0 cm) contendo dez insetos. O peso médio de cada espécie de
insetos foi obtido medindo-se, em uma balanga analitica, a massa de dez grupos,
contendo dez insetos cada. Em todos os casos, as placas de Petri foram
colocadas numa sala climatizada a temperatura de 27 £ 2 °C, umidade relativa
do ar 75 £ 5% e fotofase de 12 horas.

Os bioensaios foram realizados por aplicagao topica com auxilio de uma
microseringa de 10 uL (Hamilton modelo 701N). Utilizou-se aplicagdo de 0,5 uL
de uma solucao do composto teste, em acetona, para cada inseto. Também, 0,5

uL de acetona foram aplicadas como controle negativo.
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Apos a aplicagédo, os insetos foram mantidos em placas de Petri
individuais e A. monuste orseis, S. saevissima e T. angustula foram alimentados
da seguinte forma: discos de couve para A. monuste e algoddo umedecido e um
recipiente plastico (1,5 cm de diametro x 1 cm de altura) com candi (85% de

acucar e 15% de mel) para S. saevissima e T. angustula.

1.3.5.1. Toxicidade dos alcaloides sobre A. monuste

Trés bioensaios foram realizados: inicialmente foram selecionados os
alcaloides tropénicos com atividade inseticida contra A. monuste. No segundo
bioensaio foram determinadas as curvas de dose-mortalidade destes alcaloides
selecionados e no terceiro bioensaio foram estimadas as curvas tempo-

mortalidade dos alcaloides selecionados no primeiro bioensaio.

1.3.5.1.1. Selecgao dos alcaloides com atividade inseticida sobre A. monuste

A dose utilizada foi de 10 ug de substancia por miligrama de massa
corporal do inseto. Neste bioensaio, trés repeticoes foram feitas para cada
tratamento. Os tratamentos foram feitos com os dezessete alcaloides (5a, 5b,
6a, 6b, 7, 8, 9, 10a, 10b, 11, 12a, 12b, 13a, 13b, 14a, 14b e 15), malationa
(inseticida usado como padrao de eficiéncia, controle positivo) e o controle
negativo (acetona).

A avaliacdo de mortalidade foi realizada 48 horas apds a aplicagao dos
tratamentos. Foram considerados mortos os insetos que se apresentaram
imoéveis ao estimulo de um pincel. Os dados de mortalidade foram analisados
utilizando o teste de Scott-Knott, a um nivel de 0,05 de probabilidade. Foram
selecionadas para os proximos bioensaios os alcaloides que causaram

mortalidades a A. monuste = 80%.

1.3.5.1.2. Determinagao da curva dose-mortalidade dos alcaloides com alta
atividade inseticida sobre A. monuste

O delineamento experimental, unidade experimental, a conduta e as
avaliagdes foram semelhantes aos do bioensaio anterior, porém utilizando-se
seis repeticoes. Os tratamentos utilizados neste bioensaio foram: os trés

alcaloides (6a, 10a e 14a) selecionados com atividade inseticida sobre A.
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monuste, malationa e o controle negativo (acetona). A mortalidade dos insetos
foi determinada 48 horas apods a aplicacado dos tratamentos.

Os dados de mortalidade foram corrigidos em relagdo a mortalidade do
controle usando-se a formula de Abbott (1925). As mortalidades corrigidas foram
submetidas a analise de Probit (Finney, 1971) usando o procedimento PROC
PROBIT do SAS (SAS, 2013). Foram aceitas curvas que apresentaram
probabilidade maior que 0,05 pelo teste y? (Young e Young, 1998). A partir
destas curvas foi determinada, para cada composto, as doses letais para 50 e
90% (DLso e DLgo) da populagao de A. monuste e os intervalos de confianga para

estas doses a 95% de probabilidade.

1.3.5.1.3. Determinagdao da curva de sobrevivéncia dos alcaloides mais
téxicos sobre A. monuste

Os tratamentos utilizados para a determinagao da curva de sobrevivéncia
foram concentragdes correspondentes a dose letal para 90% da populacédo de
A. monuste (DLgo) dos alcaloides selecionados (6a, 10a e 14a) e o controle
(acetona). Em cada tratamento foram usados 60 insetos e a mortalidade dos
insetos foi monitorada durante o periodo de 0 a 48 horas.

Os dados de mortalidade de A. monuste em fungdo do tempo apds a
aplicacdo dos tratamentos foram submetidos a analise de sobrevivéncia, pelo
método do produto-limite de Kaplan—Meier (SAS, 2013). Por meio dessas
curvas, foram estimados os tempos letais para 50% da populagao (TLso). Os TLso
das substancias foram considerados diferentes quando suas médias nao se

inseriram no intervalo de confianga a 95% de probabilidade da outra substancia.

1.3.5.2. Seletividade dos alcaloides em favor da formiga predadora S.
saevissima e da abelha polinizadora T. angustula

Os tratamentos foram a DLgo dos alcaloides selecionados (6a, 10a e 14a)
e o controle (acetona). Antes da aplicagdo dos tratamentos, os insetos adultos
de T. angustula foram mantidos sob refrigeragao (-4 °C) durante um minuto, para
anestesia-los e facilitar a aplicacdo topica. A mortalidade dos insetos foi
determinada 48 horas apoés a aplicagao dos tratamentos. Para cada tratamento
foram utilizadas seis repeticdes e a mortalidade de S. saevissima e T. angustula

foram comparados com a mortalidade de A. monuste pelo teste t em P < 0,05.

21



1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
1.4.1. Sintese

A estratégia utilizada para a preparacao dos alcaloides tropanicos com o

grupo carbamato em sua estrutura esta representada no Esquema 3.

@)

Yocm

Br Br
o 5a: R = CHj (51%
1a: R = CHy 2a: R = CH; (99%) RN aw)
1b: R = CH,CH3 2b: R = CH,CH3 (97%) c . 2 ’
I +
O OCHj O OCHs
Y YRR

N

|
N N
3 4 (98%)
5b: R = CH3 (12%)
6b: R = CH,CH; (8%)
Esquema 3 - Rota sintética de obtengao dos alcaloides tropanicos. Reagentes
e condigdes: (a) Brz, HBr 48% v/v, 25 °C, 1,5 h; (b) NaH, cloroformato de metila,

THF, 50 °C, 24 h; (c) Cu, Nal, CHsCN, 50 °C, 24 h.

O primeiro passo consistiu na sintese da a,a-dibromocetona e do N-
carboximetilpirrol. As dibromocetonas foram obtidas pela halogenagcdo de
compostos carbonilicos, utilizando bromo elementar em meio acido, para dar 2a
e 2b em 99% e 97% de rendimento, respectivamente. A sintese de N-
carboximetilpirrol envolveu a reagao entre o anion pirrol e cloroformato de metila,
obtendo 4 em 98% de rendimento. O segundo passo consistiu-se na reagao de
cicloadicdo (4+3) entre 2 e 4, na presenca de iodeto de sodio, cobre metalico e
acetonitrila anidra para gerar os alcaloides tropanicos 5a, 5b, 6a e 6b, em
rendimentos de 51%, 12%, 41% e 8%, respectivamente.

Os derivados de carbamatos biciclicos foram sintetizados conforme
descrito no Esquema 4, a partir de transformacgdes quimicas de 5a e 6a, que séo

os cicloadutos obtidos em maior rendimento.
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Esquema 4 - Rota sintética dos derivados de carbamatos biciclicos. Reagentes
e condigdes: (a) m-CPBA, DCM, 25 °C, 14 h; refluxo, 7 h; (b) DIBAL-H (10 equiv.),
tolueno, -78 °C, 2 h; 25 °C, 22 h; (c) NaBHz4, etanol, refluxo, 1 h; (d) Hz, cat. Pd/C,
acetato de etila, 25 °C, 2h; (e) anidrido acético, BF3.MeOH, DCM, 25 °C, 19 h; (f)
i) BHs, THF, 0 °C, 30 min; 25 °C, 3 h; ii) H202, NaOH, etanol, refluxo, 1 h.
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1.4.1.1. (*)-2a,4a-dietil-3-oxa-8-azabiciclo[3.2.1]oct-6-en-8-carboxilato de
metila (6a) e (*)-24,45-dietil-3-oxa-8-azabiciclo[3.2.1]oct-6-en-8-carboxilato
de metila (6b)

Os cicloadutos 6a e 6b foram obtidos pela reagao de cicloadigdo (4+3)
entre 3,5-dibromoeptan-4-ona (2b) e N-carboximetilpirrol (4), na presenga de
iodeto de sodio, cobre metalico e acetonitrila anidra (Esquema 5). Apds
purificagado por coluna cromatografica, obteve-se como produto um éleo amarelo
em 41% de rendimento identificado como 6a e um 6leo amarelo claro em 8% de

rendimento identificado como 6b.

OCH3 OCH3

O OCH3

(0]

W Nal, Cu, CH3CN
+
; / 50 °C, 24 h
Br Br
2b 6a (41%) b (8%)

Esquema 5 - Reagéao de cicloadigao (4+3) entre 3,5-dibromoeptan-4-ona (2b) e

o N-carboximetilpirrol (4), utilizando Nal e cobre, em acetonitrila

No Esquema 6 é mostrado a formagao do cation oxialilico. A reacéo se
inicia pelo deslocamento do brometo pelo iodeto. A proxima etapa envolve a
remogao redutiva de um atomo de iodo pelo iodeto, formando iodo molecular, o
qual é capturado pelo cobre. Subsequentemente, ocorre a eliminacdo de um ion

iodeto, resultando na formagéao do cation oxialilico (Demuner et al., 1997).

2 Cu

2 Cul4\<
0 2 Nal 2 NaBr o~
277 7R

Br Br

Esquema 6 — Mecanismo para formagao do cation oxialilico.

A cicloadig&o entre o cation oxialilico na conformagdo em W e o furano
resulta num cicloaduto que podera ter estereoquimica aa ou g (Esquema 7). A

razédo entre as quantidades formadas dos estereoisémeros aa ou Sf é reflexo
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da contribuicdo de cada estado de transicdo (compacto ou estendido) para o

mecanismo da cicloadicdo (Demuner et al., 1997).

0] OCH3 OYOCHs
Oy 0%Hs _:::‘“ |
\ £ NN
ﬂ "compacto” (2a,40)
(tipo barco)

"estendido” (284P)
(tipo cadeira)

Esquema 7 — Mecanismo para formacgao dos cicloadutos 6a e 6b.

No estado de transicdo estendido, a conformacgao inicial contendo um
barco de seis membros é termodinamicamente desfavoravel e ocorre uma
inversao no anel para uma conformagao mais estavel (RAWSON et al., 1979). O
isolamento dos cicloadutos estereoisomeéricos 6a e 6b em rendimentos de 41%
e 8%, respectivamente, comprova a menor estabilizacdo do estado de transicéo
estendido, que leva o produto com as etilas em posi¢cao ff (6b) apresentar um
menor rendimento (MONTANA et al., 1997).

A confirmacdo das estruturas de 6a e 6b foram feitas pela analise dos
espectros no IV, RMN de 'H e de '3C e EM. No espectro no IV de 6a (Figura 7)
€ observado uma banda de absorgdo intensa em 1692 cm™, referente ao
estiramento da carbonila da cetona e da carbonila do carbamato, e outras trés
bandas fortes em 1448, 1395, e 1297 cm™, referentes ao estiramento das
ligagdes C=C e C-N (carbamato) (BARBOSA, 2007).
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Figura 7 — Espectro no infravermelho (ATR/FTIR) do composto 6a.

A estereoquimica relativa dos isdmeros 6a e 6b foram determinadas por
analogia aos espectros de RMN de 'H e "3C dos compostos 5a e 5b elucidados
por Mairink (2013).

Devido a simetria apresentada pelos cicloadultos 6a e 6b, esperava-se
equivaléncia para ambos os grupos ligados ao nitrogénio, em fungao da rotagao
livre ao redor da ligagdo C—N com o grupo carbonila do carbamato. Entretanto,
a velocidade de rotagédo ao redor dessa ligagéo é diminuida pela interagao de
ressonancia entre o par isolado de elétrons no nitrogénio e o grupo carbonila. A
deslocalizagado da ressonancia exige que a molécula adote uma geometria plana,
conforme apresentado na Figura 8, o que interfere na rotagédo livre. Se a
velocidade da rotacao livre é diminuida a ponto de levar mais tempo do que a
transicdo RMN, no espectrémetro RMN é observado dois grupos diferentes, um
no mesmo lado do grupo carbonila, e o outro no lado oposto, do mesmo lado que
o grupo metoxila do carbamato. Assim, os grupos estdo em ambientes quimicos
magneticamente diferentes e tém deslocamentos quimicos levemente
diferentes, como apresentado pelos hidrogénios H1 e H5 e os hidrogénios H2 e
H4 no espectro de RMN de 'H de 6a (Figura 8) (PAVIA, et al., 2010).
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Figura 8 — Contribuintes de ressonéncia do composto 6a.

No espectro de RMN de "H de 6a (Figura 9), observa-se um multipleto em

0 0,85-1,15 integrado para 10 hidrogénios, referente as duas etilas na posi¢ao 2

e 4. Dois sinais alargados em ¢ 2,30-2,45 e ¢ 2,45-2,70, definidos como

multipletos, referente aos hidrogénios H4 e H2, respectivamente. Um simpleto

em ¢ 3,75 é referente ao sinal da metoxila do carbamato e, dois multipletos &

4,68-4,76 e 6 4,76-4,84 sao referentes aos hidrogénios H5 e H1. Os sinais dos

hidrogénios H6 e H7 encontram-se numa regidao do espectro mais desblindado

por serem hidrogénios ligados a carbono sp?, sendo representados como um

multipleto em 66,14-6,24.
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Figura 9 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) do composto 6a.
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No espectro de RMN de '*C de 6a (Figura 10), o sinal em 6 11,9 refere-se
aos dois atomos de carbono C12 e C14 e o sinal em § 19,5 refere-se aos dois
atomos de carbono metilénicos (C11 e C13). O sinal do carbono do grupo
metoxila do carbamato é observado em 6 52,6, o sinal em 6 56,1 é referente ao
carbono C4 e o sinal em 656,7, refere-se ao carbono C2. Os sinais dos carbonos
C1 e C5 sao observados em 6 59,6, sendo mais desblindados por estarem
ligados ao atomo de nitrogénio. Os sinais para os carbonos sp? C6 e C7,
apresentam-se em 6 133,2 e 6 133,5, e os sinais das carbonilas, do carbamato

e da cetona, apresentam deslocamentos em 6152,9 e 6208,3, respectivamente.
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Figura 10 — Espectro de RMN de '3C (75 MHz, CDCI3) do composto 6a.

No espectro de RMN de 'H de 6b (Figura 11), observa-se um multipleto
em 6 0,99-1,03 integrado para 6 hidrogénios e outro multipleto em 6 1,55-1,68
integrado para 4 hidrogénios. Esses sinais sé&o referentes as duas etilas na
posicao 2 e 4. Dois sinais alargados em ¢ 2,13-2,20 refere-se aos hidrogénios
H4 e H2. O simpleto em 6 3,75 refere-se ao sinal da metoxila do carbamato e o
multipleto em 64,76-4,95 aos hidrogénios H5 e H1. Os sinais dos hidrogénios de

carbono sp?, H6 e H7, sdo mostrados como um multipleto em §6,17-6,27.
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No espectro de RMN de '3C de 6b, os sinais em §12,2 e §24,8, referem-
se aos carbonos das metilas e dos metilenos, respectivamente, e o sinal da
metoxila do carbamato € observado em 6 52,7. O sinal em 6 57,7 é referente ao
carbono C4 e o sinal em 6 57,8, refere-se ao carbono C2. Ja os sinais para os
carbonos C1 e C5, por estarem ligados ao atomo de nitrogénio apresentam-se
numa regido mais desblindada, 6 58,7 (C5) e 6 58,8 (C1). Os sinais para os
carbonos sp?, C6 e C7, apresentam-se em &5 134,9 e 6 134,1, respectivamente,
e 0s sinais para as carbonilas apresentam deslocamentos em 6 155,2 (C9) e 6
212,1 (C3).
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Figura 11 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3z) do composto 6b.

No espectro de massas de 6a (Figura 12), foram observados os picos
referentes ao ion molecular em m/z = 237, o pico base em m/z = 166, atribuido
a um cation alilico e, portanto, altamente estavel e o pico m/z = 138 intenso
(48%), também atribuido a um cation alilico. Fragmentagbes similares sao
apresentadas para o cicloaduto 6b. As propostas mecanistica para as
fragmentagdes dos ions anteriormente citados, assim como a proposta para a
formacéao de outros fragmentos razoavelmente estaveis em m/z=208 e 178, séo

apresentados no Esquema 8.
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1.4.1.2. (¥)-3,4,7-trimetilhexaidro-2H-2,5-metanofuro[3,2-b]pirrol-6-ol (8)

No Esquema 9 é apresentado a reducgao de 7. O interesse em realizar a
reducgao de 7 utilizando hidreto de diisobutilaluminio (DIBAL-H) é a obtencao de
um composto analogo a escopolina (Figura 13), conforme metodologia descrita

por Mann e Barbosa (1992).

o) OCHjs cle3
Y N
N
ﬁ DIBAL-H. tolueno ﬁ\
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7 8, 51%

Esquema 9 — Reducao de 7 com DIBAL-H.
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Figura 13 — Estrutura da Escopolina.

A escopolina, isolada a partir de Datura spp., € um alcaloide tropanico
triciclico que ocorre em pequenas quantidades na natureza, formado a partir da
escopolamina (hioscina), um forte sedativo (Esquema 10). Estudos
farmacoldgicos de derivados de escopolina indicaram atividade analgésica,
atividade anestésica superficial e antiespasmaodico, antissecretoria, anti-

Parkinson e efeitos tranquilizante (enjoo em viagem) (PASCUAL et al., 2004).
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Esquema 10 — Rota biossintética para escopolina.

Na Figura 14 é apresentado o espectro no infravermelho de 8, onde pode-
se observar uma banda larga, caracteristica de estiramento de OH de alcoois,
em 3454 cm™'. Quatro bandas fortes sdo observadas em 2955, 2927, 2873 e
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2850 cm™', referentes aos estiramentos simétricos e assimétricos de Csp3-H e
duas bandas fortes em 1453 e 1401 cm™, referentes as deformagdes angulares
da ligagcdo de Csp3-H. As bandas referentes ao estiramento simétricos e
assimétricos de C-O-C encontram-se em 1067 e 997 cm™' (BARBOSA, 2007).
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Figura 14 — Espectro no infravermelho (ATR/FTIR) do composto 8.

A massa molecular de 8 foi confirmada no espectro de massas (Figura
15), que apresenta o pico do ion molecular [M*] em m/z = 183. O pico em m/z =
154 foi atribuido ao fragmento oriundo da perda do grupo -NCH3s [M — NCH3s].

No espectro de RMN de "H (Figura 16), é possivel observar dois dupleto
em 60,80 (J114 = 6,9 Hz) e 60,95 (J10,2 = 7,4 Hz), referente as duas metilas nas
posigcoes 8 e 9, respectivamente. Um duplo quarteto em 62,00 (J78 = 6,9 € J7;5
= 3,0 Hz) integrado para um hidrogénio, referente ao hidrogénio H7 e um quarteto
em 6 2,39 (J39 = 7,4 Hz), também integrado para um hidrogénio, referente ao
hidrogénio H3. O sinal referente a metila, NCHs, encontrar-se em 6 2,55 como
um simpleto. Um multipleto em 62,73-2,79, integrado para um hidrogénio, refere-
se ao hidrogénio H5 e um dupleto em 6 3,25 (J3a,6a = 3,6 Hz) é referente ao H3a.
Os simpletos em ¢ 3,56 e 3,99 correspondem aos hidrogénios H2 e HG6,

respectivamente e o multipleto 64,32-4,37, integrado para um hidrogénio, refere-
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se ao hidrogénio H6a. Através da interpretacdo do mapa de contornos COSY

(Figura 17) e NOESY (Figura 18) as atribuigbes foram realizadas com seguranga.
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Figura 15 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do composto 8.
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Figura 16 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3z) do composto 8.
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Figura 17 — Mapa de contornos COSY do composto 8.
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Figura 18 — Mapa de contornos NOESY do composto 8.
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No mapa de contornos COSY é possivel observar que nao existe
acoplamento entre H7 e H2, H2 e H3 e entre H3 e H3a, apesar da proximidade
desses hidrogénios. Isso pode ser explicado pelos angulos diedros entre H-7, C-
7, C-2, H-2 (o = 64,14°), H-2, C-2, C-3, H-3 (a. = 68,12°) e H-3, C-3, C-3a, H-3a
(oo =85,50°), na qual possuem um acoplamento (3J) pequeno ou préximo de zero,
como pode ser observando pela curva de Karplus (Figura 19), justificando o n&o
aparecimento de tais acoplamentos vicinais. Pode-se também observar o
acoplamento a longa distancia para sistema saturado (geometria em W), onde
observa-se pelo mapa de contornos COSY o acoplamento entre H2 e H3a, H2 e
H5 e entre H6a e H5.

No espectro de RMN de '3C de 8 (Figura 20), os sinaisem 614,6 e 15,5,
referem-se aos dois atomos de carbono da metila C8 e C9, respectivamente. O
sinal em 6 31,6 é referente ao carbono C7 e em 34,2, refere-se ao carbono C3.
O sinal da metila NCH3 é observado em 6 34,3 e os sinais para os carbonos C3a
e C5 sao observados em 6 66,3 e 6 68,5, respectivamente. O sinal do carbono
hidroxilado é observado em 6 71,6 e os sinais para os carbonos C6a e C2 sao
observados em 82,8 e 83,5, sendo mais desblindados por estarem proximos ao
atomo eletronegativo, o oxigénio. Foram observados sinais muito proximos, o
que podia tornar a atribuicdo um pouco imprecisa. Dessa forma, os sinais a
esses pares foram atribuidos de forma segura com a interpretagdo do mapa de

contornos HSQC dessa molécula, como é mostrado na Figura 21.

0 20 40 60 80 100 120 14‘[) 160 180

Figura 19 — Curva de Karplus. Relagdo entre angulo diedro e constante de

acoplamento para prétons vicinais.
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Figura 20 — Espectro de RMN de '*C (75 MHz, CDCI3) do composto 8.
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Figura 21 — Mapa de contornos HSQC do composto 8.
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1.4.1.3. (*)-2x,4 a-dimetil-6,7-epoxi-3-hidroxi-8-azabiciclo[3.2.1]octan-8-

carboxilato de metila (9)

Outro derivado do alcaloide tropanico é formado a partir da reducéo de 7
com NaBHg4, formando um alcool pela redugao da carbonila da cetona na posicao
3, conforme apresentado no Esquema 11. Esperava-se que ao reduzir a
carbonila utilizando um redutor mais brando que DIBAL-H, houvesse o
fechamento do anel e o produto da reacéo tivesse um grupo carbamato e uma
estrutura carbénica similar a escopolina (Figura 13), porém o que foi observado
foi a formagdo de um produto com estrutura carbdnica similar a escopina

(Esquema 10).

OYOCHB
N N
NaBH,, EtOH
—_—
O— o refluxo, 1 h O0—
OH

7 9, 73%
Esquema 11 — Reducgao de 7 com NaBHa.

No espectro no IV de 9 (Figura 22) foi observado uma banda de absorgao
intensa e larga em 3467 cm™, referente ao estiramento de OH do alcool. A banda
referente ao estiramento carbonila do carbamato é observada em 1677 cm™, e
outras duas bandas fortes em 1450 e 1395 cm™', referem-se ao estiramento das
ligacdo C-N (carbamato). As bandas referentes ao estiramento do anel do
epoxido (C-O-C) encontram-se em 1277 e 849 cm™' (BARBOSA, 2007).

A massa molecular de 9 foi confirmada no espectro de massas (Figura
23), que apresenta o pico do ion molecular [M*] em m/z = 227. O pico em m/z =
168 foi atribuido ao fragmento oriundo da perda do grupo ligado ao nitrogénio [M
— C(O)OCHg].
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Figura 22 — Espectro no infravermelho (ATR/FTIR) do composto 9.
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Figura 23 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do composto 9

E observado no espectro RMN de 'H dois dupleto em & 1,07 (Ji24 = 2,3
Hz) e 6 1,09 (J112 = 2,3 Hz) referente aos hidrogénios metilicos H13 e H11,
respectivamente. Um multipleto em 6 1,94-2,08, integrado para dois hidrogénios,

é referente aos hidrogénios H2 e H4 e o multipleto em ¢ 3,41-3,46, integrado
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também para dois hidrogénios, refere-se aos hidrogénios H6 e H7. Um simpleto
em o6 3,57, refere-se a metoxila do carbamato e em 6 3,66-3,73, multipleto
integrado para um hidrogénio, refere-se ao hidrogénio H3. Um dupleto alargado
em 63,95 (Jon,3 = 5,5 Hz), refere-se ao OH e dois dupletos em 64,01 (Js54 = 2,9
Hz) e 64,07 (J12 = 2,9 Hz) referente aos hidrogénios H5 e H1, respectivamente.
Através da interpretacdo do mapa de contornos COSY (Figura 25) as atribuigbes

foram realizadas com seguranca.

OCHs

CH3s

s LT

T T T T T T T T T
4.1 4.0 3.70 3.45 3.40 2.08 2.00 1.10 1.05
ppm ppm ppm ppm ppm

M—M@L o S |

R0~ < bt < ~ <
[SESES) -~ ) o o ©

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 3.0 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 1.0
ppm

Figura 24 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 9.

A orientacdo da hidroxila do carbono C3 é endo em relagado ao esqueleto
tropanico, sendo identificada pela interagdo no espago entre os hidrogénios H2,
H3 e H4 observado no mapa de contornos NOESY (Figura 26). Tal interacao
espacial somente é possivel quando os respectivos hidrogénios encontram-se

do mesmo lado, confirmando assim a configuragdo endo da hidroxila.
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No espectro de RMN de '3C de 9 (Figura 27), os sinais em 512,82 e &
12,84, refere-se dois atomos de carbono metilicos C11 e C13. Os sinais em &
38,32 e 638,65, sao referentes aos carbonos C2 e C4, respectivamente. O sinal
do carbono C7 é observado em ¢ 51,39, o sinal referente a metoxila do
carbamato € observado em 6 51,47 e sinal para o carbono C6 em 6 51,83. Os
sinais para os carbonos observados em 657,73 (C1) e 658,28 (C5) referem-se
aos carbonos do esqueleto tropanico mais préximos do atomo de nitrogénio. O
sinal do carbono C3 é observado com ¢ 69,90, sendo mais desblindados por
estar ligado a hidroxila do alcool. O sinal para a carbonila do carbamato é
observado em 6 156,54 (C9). Ainda assim, foram observados sinais muito
préximos, o que poderia tornar a atribuigdo um pouco imprecisa. Dessa forma,
0s sinais a esses pares foram atribuidos de forma segura com a interpretacao
do mapa de contornos HSQC para essa molécula, como € mostrado na Figura
28.
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Figura 27 — Espectro de RMN de '3C (75 MHz, CDCI3) do composto 9.
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Figura 28 — Mapa de contornos HSQC do composto 9.

1.4.1.4. (})-2a,4a-dietil-3-hidroxi-8-azabiciclo[3.2.1]oct-6-en-8-carboxilato
de metila (10b)

A reducéo da carbonila da cetona de 6a com NaBH4, formando um alcool,

€ apresentado no Esquema 12.

OYOCHs OY

N N
Rt NaBH, EtOH _ ﬁa
refluxo, 1 h
— Et ©O Et OH

6a

10b, 90%

OCHj

Esquema 12 — Reducgao de 6a com NaBHa.

Apoés purificagdo por coluna cromatografica de silica gel (hexano:éter
dietilico, 1:2 v/v), o alcool resultante da redugao de 6a foi obtido na forma de 6leo
amarelo em 90% de rendimento.

No espectro no IV de 10b (Figura 29) é observado uma banda de

absorgdo intensa e larga em 3445 cm™', referente ao estiramento de OH do

42



alcool. A banda referente ao estiramento da carbonila do carbamato é
apresentada em 1678 cm’, e outras duas bandas fortes em 1455 e 1395 cm™,

referem-se ao estiramento das ligagdes C=C e C-N (carbamato).
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Figura 29 — Espectro no infravermelho (ATR/FTIR) do composto 10b.
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Figura 30 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do composto 10b.
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A massa molecular de 10b foi confirmada no espectro de massas (Figura
30), que apresenta o pico do ion molecular [M*] em m/z = 239. O pico em m/z =
166 e pico base em m/z = 138 sao atribuidos a cations alilicos, conforme
demostrado na proposta mecanistica das fragmentagdes de 6a (Esquema 8,
pagina 32).

No espectro de RMN de "H (Figura 31) é observado um tripleto em 50,98
(J12,11 = J1a13 = 7,2 Hz), referente aos hidrogénios metilicos H12 e H14 e um
multipleto em 61,35-1,62 referente aos hidrogénios metilénicos H11 e H13. O
multipleto em 6 1,17-1,28 refere-se a hidroxila da posi¢cao 3 e o multipleto em &
1,73-2,01 aos hidrogénios H2 e H4. O sinal para a metoxila do carbamato é
observado em 63,71, como um simpleto e o multipleto em 63,79-3,93, integrado
para um hidrogénio, refere-se ao hidrogénio H3. O multipleto em ¢ 4,33-4,52
corresponde aos sinais dos hidrogénios H1 e H5 e os sinais para os carbonos

sp?, apresentam deslocamentos em 6 6,30-6,49 (H6 e H7).
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Figura 31 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDClz) do composto 10b.

A orientacdo da hidroxila do carbono 3 € endo em relagdo ao esqueleto
tropanico, sendo confirmado pelo acoplamento entre os hidrogénios H2, H3 e H4
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observado no mapa de contorno NOESY (Figura 32), ambos hidrogénios estao

exo em relacéo ao esqueleto tropanico.
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Figura 32 — Mapa de contornos NOESY do composto 10b.

No espectro de RMN de 3C de 10b (Figura 33), o sinal em 511,62 refere-
se os carbonos metilicos e em 621,77 aos carbonos metilénicos das posi¢des 2
e 4. Os sinais em 6 44,46 e 6 45,41, séo referentes aos carbonos C2 e C4,
respectivamente. Os sinais observados em 652,26 (C1) e 652,34 (C5) referem-
se aos carbonos do esqueleto tropanico mais proximos do atomo de nitrogénio
e o sinal para a metoxila do carbamato é observado em 660,90. O sinal para o
carbono C3 é observado com 669,15, sendo mais desblindados por estar ligado
a hidroxila do alcool. Os sinais para os carbonos sp? apresentam deslocamentos
em 6 135,76 (C6) e 6 136,17 (C7) e o sinal para a carbonila do carbamato é
observado em 6152,77.
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Figura 33 — Espectro de RMN de '3C (75 MHz, CDCI3) do composto 10b.

1.4.1.5. (%)-2a,40-dietil-3-oxa-8-azabiciclo[3.2.1]Joctan-8-carboxilato  de

metila (12b)

A partir da hidrogenagao de 6a, apresentado no Esquema 13, foi obtido
outro derivado tropanico. Tal modificagcao foi planejada com intuito de avaliar a

influéncia da ligagao dupla na possivel atividade inseticida.

N H,, cat. Pd/C, N
Et —— Et
Acetato de etila
= Et ©O 25 °C, 2h Et O

6a 12b, 95%

OCH; OCHj

Esquema 13 — Hidrogenacao de 6a.

A reacao de hidrogenacao foi eficiente, resultando na obtengao do produto
12b como um 6leo amarelo claro em 95% de rendimento.

A confirmacéo da estrutura de 12b foi feita através da analise dos espectros
no IV, EM, RMN de 'H e de "C. No espectro no IV de 12b (Figura 34) foi
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observado uma banda de absorgcdo intensa em 1698 cm, referente ao
estiramento da carbonila da cetona e da carbonila do carbamato, e outras trés
bandas fortes em 1445, 1380 e 1318 cm™', referentes ao estiramento da ligagéo

C-N (carbamato).
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Figura 34 — Espectro no infravermelho (ATR/FTIR) do composto 12b.

No espectro de RMN de 'H (Figura 35), é possivel observar um tripleto
em 60,92 (J12,11 = J14,13 = 7,3 Hz), referente aos hidrogénios metilicos H12 e H14
e um multipleto em 6 1,01-1,20, referentes hidrogénios metilénicos H11 e H13,
respectivamente. Os multipletos em 6 1,45-1,58 e 6 1,76-1,91, cada sinal
integrado para dois hidrogénios, referem-se aos hidrogénios H6 e H7. Os sinais
alargados em 62,30-2,54 s&o referentes aos hidrogénios H2 e H4 e um simpleto
com ¢ 3,76, refere-se a metoxila do carbamato. Os sinais alargados em ¢ 4,24-
4,55, referem-se aos hidrogénios H1 e H5. As atribuigdes foram realizadas com
seguranga atraveés da interpretacdo do mapa de contornos COSY (Figura 36).

Os sinais no espectro de RMN de 'H encontram-se alargados devido a
rotacao livre que existe na ligagao entre o nitrogénio e a carbonila do carbamato,
que leva os sinais de H1, H2, H4 e H5 serem uma média de todos os conférmeros

existentes desse composto, e por isso se apresentam alargados.
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Figura 35 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3z) do composto 12b.
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Figura 36 — Mapa de contornos COSY do composto 12b.
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No espectro de RMN de '3C de 12b (Figura 37), o sinal em 511,81 e 0
sinal 618,64, referem-se aos carbonos metilicos (C12 e C14) e metilénicos (C11
e C13), respectivamente. O sinal em 624,01 é referente ao carbono C6 e em ¢
24,85, refere-se ao C7. O sinal em ¢ 52,61, refere-se ao carbono C4 e em ¢
52,69, refere-se ao C2. O sinal para a metoxila do carbamato é observado em &
57,30 e os sinais para os carbonos C5 e C1 sdo observados em ¢ 56,66 e &
57,61, respectivamente. Os sinais para as carbonilas, do carbamato e da cetona,

sao observados com deslocamentos em 6 154,05 (9) e 6209,67 (3).
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Figura 37 — Espectro de RMN de '3C (75 MHz, CDCI3) do composto 12b.

A massa molecular de 12b foi confirmada no espectro de massas (Figura
38), que apresenta o pico do ion molecular em m/z = 239. O pico base em m/z =
126 foi atribuido ao cation conforme mostrado na proposta mecanistica no
Esquema 14.
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Figura 38 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do composto 12b.

1.4.1.6. (*)-2a,40-dietil-3-hidréxi-8-azabiciclo[3.2.1]octan-8-carboxilato de
metila (13b)

O composto reduzido 13b foi obtido pela redugdo de 12b utilizando

NaBH4, conforme descrito no Esquema 15.
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Esquema 15 — Reducao de 12b com NaBHa4.

O composto reduzido 13b foi obtido na forma de um sdlido amarelo em
62% de rendimento, apds purificagdo por coluna cromatografica de silica gel
(hexano: éter dietilico; 1:2 v/v).

A confirmacdo da estrutura de 13b foi feita através da analise dos
espectros no IV, EM, RMN de 'H e de "3C. No espectro no IV de 13b (Figura 39)
foi observado uma banda larga em 3472 cm’, referente ao estiramento do OH
de alcool. A banda referente ao estiramento da carbonila do carbamato é
observada em 1671 cm', e outras duas bandas fortes em 1455 e 1401 cm",
referem-se ao estiramento da ligacdo C-N (carbamato).

A massa molecular de 13b foi confirmada no espectro de massas (Figura
40), que apresenta o pico do ion molecular [M*] em m/z = 241. O pico em m/z =
182 foi atribuido ao fragmento oriundo da perda do grupo ligado ao nitrogénio [M
- C(O)OCHz].
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Figura 39 — Espectro no infravermelho (ATR/FTIR) do composto 13b.
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Figura 40 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do composto 13b.
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No espectro de RMN de 'H (Figura 41), é possivel observar um tripleto
integrado para seis hidrogénios em 60,96 (J12,11 = J14,13 = 7,3 HZz), referente aos
hidrogénios metilicos H12 e H14. Um simpleto largo em 6 1,24, refere-se ao OH
e um multipleto em 61,32-1,80, refere-se aos hidrogénios metilénicos H11 e H13,
dos hidrogénios da posicédo exo, H6a e H7a e os hidrogénios H2 e H4. Um
multipleto em 6 1,95-2,10, integrado para dois hidrogénios, representa o sinal
para o hidrogénio H6b e o H7b. Um simpleto, integrado para trés hidrogénios,
em ¢ 3,67, refere-se a metoxila do carbamato. Em ¢ 3,82-4,15, é observado um
multipleto, integrado para trés hidrogénios, representando os sinais dos
hidrogénios H1, H3 e H5, apresentando deslocamento alto devido a proximidade
com o nitrogénio (H1 e H5) e o oxigénio (H3). As atribuicbes foram realizadas
com seguranga através da interpretacdo dos mapas de contornos COSY e
NOESY (Figura 42 e 43).
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Figura 41 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) do composto 13b.
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Figura 43 — Mapa de contornos NOESY do composto 13b.
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No espectro de RMN de '3C de 13b (Figura 44), o sinal em 511,36, refere-
se aos dois atomos de carbonos metilicos C12 e C14 e o pico em 621,24, refere-
se aos dois atomos de carbono dos metilenos C11 e C13. Os carbonos
metilénicos C6 e C7 sao observados em ¢ 24,02 e 6 24,80, respectivamente. O
sinal em 6 45,65 é referente ao carbono C2 e em 6 46,52 ao carbono C4. Os
carbonos que apresentam deslocamento igual a ¢ 52,10 (1) e 6 52,17 (5)
referem-se aos carbonos do esqueleto tropanico mais proximos do atomo de
nitrogénio e o sinal referente a metoxila do carbamato é observado em ¢ 56,25.
O sinal do carbono C3 é observado com 668,35, sendo mais desblindados por
ser o carbono hidroxilado. A carbonila do carbamato apresenta deslocamentos
em 6 153,89.
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Figura 44 — Espectro de RMN de '*C (75 MHz, CDCI3) do composto 13b.

1.4.1.7. (*)-3-acetil-2a,4a-dietil-8-azabiciclo[3.2.1]octan-8-carboxilato de

metila (14b)

Outro derivado tropanico foi obtido a partir da acetilagdo do composto

reduzido 13b, conforme apresentado no Esquema 16. O interesse em realizar a
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acetilagao é o fato de muitos compostos que apresentam atividades bioldgicas
possuem o grupo éster em sua estrutura, sendo a cocaina um exemplo
(COWLING e MANN, 1978).
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g oo Y

N o N
Et CHsCOCCHy | Et
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Et oH 25°C, 19 h Et o\”/

13b 14b, 88%

OCHs

Esquema 16 — Acetilagdo de 13b.

Apos purificagdo por coluna cromatografica de silica gel resultou-se no
composto 14b como um sdlido branco em 88% de rendimento.

O espectro no IV de 14b (Figura 45) apresentou duas bandas de absorgao
intensa na regido de carbonilas, uma banda em 1736 cm, referente ao
estiramento da carbonila do éster e outra banda em 1697 cm™, referente ao
estiramento da carbonila do carbamato (BARBOSA, 2007).

Pelo espectro de massas a massa molecular de 14b foi confirmada
(Figura 46), apresentando o pico do ion molecular [M*] em m/z = 283. O pico em
m/z = 224 foi atribuido ao fragmento oriundo da perda do grupo ligado ao
nitrogénio [M - C(O)OCHs] ou podendo ser também, atribuido ao fragmento pela
perda do grupo éster [M - OC(O)CHg].
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Figura 46 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do composto 14b.
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No espectro de RMN de 'H (Figura 47), é possivel observar um tripleto
em 60,90 (J12,11 = J14,13 = 7,4 HZz), referente aos hidrogénios metilicos H12 e H14
e um multipleto em 61,12-1,31, referente aos hidrogénios metilénicos H11 e H13.
Os sinais para os hidrogénios metilénicos H6 e H7 sdo apresentados como dois
multipletos, os com deslocamento igual a 6 1,65-1,92, referem-se aos
hidrogénios da posicédo exo (H6a e H7a) e em ¢ 1,94-2,05 é referente aos
hidrogénios endo (H6b e H7b). Os sinais referentes aos hidrogénios H2 e H4 se
sobrepbem com os sinais dos hidrogénios H6a e H7a e ndo sdo observados no
espectro do RMN de 'H. O grupo metila C16 foi identificado pela presenga do
simpleto em 6 2,05 e o simpleto em 6 3,68 é referente ao sinal da metoxila do
carbamato. Dois sinais alargados com deslocamentos iguais a ¢ 3,98-4,19,
referem-se aos hidrogénios H5 e H1, apresentando um maior valor de
deslocamento por estarem proximos do elemento eletronegativo, nitrogénio. O

multipleto em 6 5,36-5,23 refere-se ao hidrogénio H3.
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Figura 47 — Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDClz) do composto 14b.
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No espectro de RMN de 3C de 14b (Figura 48), os sinais em 511,34, &
20,83 e 6 21,05, referem-se aos carbonos metilicos C12 e C14, a metoxila do
éster (C16) e os carbonos metilénicos C11 e C13. Os sinais com deslocamento
em 6 23,71 e 6 24,49, correspondem aos carbonos metilénicos C6 e C7,
respectivamente. O sinal em 6 45,07 refere-se ao carbono C4, em 6 45,92,
refere-se ao carbono C2 e os sinais para os carbonos C5 e C1, préximos ao
nitrogénio, s&o observados em 6 52,30. O sinal para a metoxila do carbamato é
observado em § 55,67, ja o sinal em 671,24 é referente ao carbono C3, sendo
desblindado por ser o carbono ligado diretamente ao oxigénio do éster. Os sinais
para as carbonilas, do carbamato e do éster, apresentam deslocamentos em &

153,78 (C9) e 5 170,56 (C15).
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Figura 48 — Espectro de RMN de "3C (75 MHz, CDCI3) do composto 14b.
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1.4.2. Bioensaios
1.4.2.1. Toxicidade dos alcaloides sobre A. monuste
Os compostos submetidos ao bioensaio para avaliar a toxicidade dos

alcaloides sobre A. monuste foram alcaloides 5a, 5b, 6a, 6b, 7, 8, 9, 10a, 10b,
11, 12a, 12b, 13a, 13b, 14a, 14b e 15, conforme representados na Figura 49.

OCH3 OCH3 OCH3 OCH3 OCH3
OCH3 OCH3 OCH3 OCH3
1"
OCH3 OCH3 OCH3 OCH3
R ﬁ / E \ 2 Et oH
OCH3 OCH3 OCH3

Figura 49 — Estrutura dos compostos submetidos ao bioensaio para avaliar a

toxicidade dos alcaloides sobre A. monuste.

Inicialmente, foram selecionados os alcaloides tropanicos com atividade
inseticida contra A. monuste. Houve diferenga significativa na mortalidade das
larvas de A. monuste em funcgao dos tratamentos (F1s; 28 = 162,20; P<0,001). De
acordo com a mortalidade causada as larvas de A. monuste (dose de 10 ug de
substancia por mg de inseto) as substancias estudadas podem ser divididas em
cinco grupos. No primeiro e segundo grupo estdo a malationa e os alcaloides 6a,

10a e 14a que foram as substancias que causaram as maiores mortalidades
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(86,7 a 100%) as larvas de A. monuste. No terceiro e quarto grupo estdo os
alcaloides 6b, 8, 11, 12b 13a e 14b que causaram mortalidades intermediarias
(23,3 a 56,7%) as larvas de A. monuste. Ja no quinto grupo estao os alcaloides
5a, 5b, 7, 9, 10b, 12a e 13b que foram as substancias que causaram as menores
(0 a 10%) mortalidades as larvas de A. monuste, sendo que estas mortalidades

foram semelhantes a ocorrida no controle (Figura 50).
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Figura 50 — Mortalidade (média + erro padrao) de larvas de Ascia monuste em
fungéo da aplicacéo da dose de 10 ug/mg de inseto de dezessete substancias, do
controle (acetona) e da malationa (controle positivo). Histogramas seguidos pela

mesma letra possuem médias que ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento
de Scott-Knott a P<0,05.

De acordo com as recomendagbdes da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria para testes de eficacia em produtos de controle de pragas (ANVISA,
2004), somente substancias que apresentem mortalidade de insetos em 90+10%
sao selecionados como potenciais inseticidas. Assim, os altos valores de
mortalidade observados para os compostos 6a (100%), 10a (90,0%) e 14a

(86,7%) os tornam candidatos para o desenvolvimento futuro de novos
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agroquimicos para o controle da praga A. monuste. Portanto, os alcaloides 6a,
10a e 14a foram selecionados para serem submetidos aos ensaios posteriores.

A partir dos dados obtidos, uma analise preliminar da estrutura-
bioatividade revelou que a estereoquimica dos substituintes em posicéo alfa a
carbonila, sao relevantes para a atividade, uma vez que o isémero 6a foi ativo e
o isbmero 6b apresentou uma baixa atividade. A mesma tendéncia foi observada
para os compostos 5a/5b, embora ambos tenham apresentado pouca atividade.
Por outro lado, o tamanho dos grupos alfa a carbonila (metila versus etila) tem
uma influéncia dramatica na atividade, uma vez que o isbmero 6a foi 0 composto
mais ativo.

A reducédo da carbonila causou um grande efeito de diminuicdo na
toxicidade do inseto, uma vez que o composto 10a foi 27 vezes mais ativo em
relagdo ao composto 5a. Por outro lado, o alcool 10b apresentou-se 100 vezes
menos ativo do que a cetona de partida correspondente (6a). A reducdo da
ligacao dupla de 10a, produzindo 13a, provocou uma diminuigao da atividade em
1,6 vezes, enquanto que a reducgdo da ligagdo dupla de 10b, produzindo 13b,
nao influenciou a atividade (Figura 50).

A remogéo da ligagao dupla do composto 6a reduziu consideravelmente
a atividade, uma vez que 12b foi 3,3 vezes menos ativo do que 6a. O efeito da
acetilacdo na atividade inseticida foi negativo no caso de 10a (11 foi 3,0 vezes
menos ativo do que 10a) e positivo nos casos de 13a (14a foi 1,5 vezes mais
ativo do que 13a) e 13b (14b foi 28,7 vezes mais ativo do que 13b). A remocéao
da ligacao dupla a partir de 5a (producao de 12a) e introdugao de um grupo OH
na posicao 6 (composto 15) ndo alterou a atividade. Em geral, os epoxidos nao
sao ativos. De fato, o composto 9, o epdxido correspondente de 10a, foi 9,2
vezes menos ativo. O mesmo efeito foi observado na epoxidacao de 5a.

O analogo da escopolamina, composto 8, sem o grupo carbamato, possui
uma atividade inseticida baixa. Conforme observado, a associagdo dos grupos
tropanico e carbamato parece ter um efeito positivo na atividade inseticida. O
nivel de toxicidade dos compostos € muito sensivel as funcionalidades presentes
no esqueleto tropanico, embora n&o tenha sido observada correlagcdo com as
suas polaridades. O logP foi calculado para todos os compostos e variou entre
0,18 a 2,08. Para os dois compostos mais ativos, os compostos 6a e 10a logP

sdo 2,08 e 1,26, respectivamente. Enquanto que para o composto 14a, este valor
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€ 1,98. Apesar desta falta de correlacao, sabe-se que o nivel de toxicidade de
um inseticida depende de fatores como a taxa de penetragdo no exoesqueleto
do inseto, decomposicao e excre¢ao, que sao influenciados pelas propriedades
fisico-quimicas do inseticida, incluindo a lipofilicidade (Wright e Verkerk, 1995;
Rao et al., 2015; Gerolt, 1983).

Com base nos resultados obtidos, os compostos mais ativos 6a, 10a e
14a foram selecionados para outros ensaios complementares. No segundo
bioensaio foram avaliadas diferentes concentracdes dos alcaloides selecionados
contra as larvas de A. monuste. Foram construidas curvas de dose-mortalidade
(Figura 51), permitindo calcular as correspondentes DLso € DLgo (Tabela 1) para
6a, 10a e 14a. Conforme indicado nos testes preliminares, o derivado 6a foi o
alcaloide tropanico-carbamato com a maior toxicidade, apresentando DLgo de
2,06 ng/mg de inseto. As DLgo para 10a e 14a foram 21,72 e 4,90 ng/mg de
inseto, respectivamente.

Mortalidade (%)

6a
Malationa

L B | T LI I R B N O T T [ T T T L

0.05 0.10 0.50 1.00 5.00 10.00 20.00
Dose (ug de composto / mg de inseto)

Figura 51 — Curvas dose-mortalidade para as substancias 6a, 10a e 14a para

larvas de segundo instar de Ascia monuste.
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Tabela 1 — Resultados da analise probit sobre a mortalidade de Ascia monuste

apo6s 48 h de exposigao aos compostos 6a, 10a e 14a e Malationa?.

Compostos Y b df P DLso (ng/mg) DLgo (ng/mg)
6a 498+411x 0,10 2 0,95 1,01(0,90-1,11) 2,06 (1,86 —2,34)
10a 403+168x 163 2 055 3,76(3,09-4,64) 21,72(15,33 - 34,92)
14a 411+3,14x 0,26 2 0,88 1,92(1,38-2,27) 4,90 (4,27 — 6,28)

Malationa 1,02+2,02x 254 2 0,28 0,32(0,24-0,42) 1,35 (0,92 — 2,43)

aY = Equagédo da curva; y? = Teste qui-quadrado; df = graus de liberdade; P = probabilidade; DL = dose
letal com 95% de limite de confiancga.

Pode-se observar que as curvas dose-mortalidade tiveram uma inclinagéao
mais elevada para os compostos 6a (4,11) e 14a (3,14) em comparagdo com o
composto 10a (1,68), indicando uma resposta mais homogénea da populagéo
de A. monuste exposta aos compostos 6a e 14a.

A Malationa, inseticida comercial utilizado como controle positivo, mostrou
uma DLso 1,5 vezes menor que a de 6a. No entanto, vale a pena mencionar que
a Malationa consiste numa formulagao comercial contendo aditivos que facilitam
a penetragdao do farmaco na cuticula do inseto. Por outro lado, todos os
compostos sintetizados e testados neste trabalho foram administrados utilizando
apenas acetona como solvente e sem qualquer aditivo, o que pode restringir a
sua penetragdo na cuticula e assim diminuir a sua toxicidade para o inseto.
Assim, podemos considerar que os hibridos de alcaloide tropanico-carbamato
podem constituir um modelo promissor para o desenvolvimento de novos
inseticidas.

Houve diferenca significativa na rapidez de agéo das larvas de A. monuste
pelos alcaloides 6a, 10a e 14a (teste de log-rank, y?= 6,621, graus de liberdade
= 2, P = 0,036). Ap6s 48 horas 100% das larvas de A. monuste no controle
permaneceram vivas enquanto que 88%, 75% e 83% das larvas tratadas com os
alcaloides 6a, 10a e 14a, respectivamente, morreram (Figura 52). Os tempos
letais dos alcaloides 6a e 14a para a metade da populacdo de larvas de A.
monuste (TLso) foram semelhantes, 7,0 e 5,0 horas, respectivamente. Ja para o
alcaloide 10a, a TLso foi significativamente maior (15,0 horas), implicado que as
substancias 6a e 14a apresentam uma maior toxicidade sobre as larvas de A.

monuste (Figura 53).
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Figura 52 — Curvas de sobrevivéncia de larvas de segundo instar de Ascia

monuste submetidas a DLgo das substancias 6a, 10a e 14a e ao controle. Apenas

acetona foi utilizada no controle.
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Figura 53 — Tempos letais de metade da populacdo (TLso) de larvas de Ascia
monuste em fungao da aplicagdo das DLgo dos alcaloides 6a, 10a e 14a. Os
segmentos de reta verticais indicam os intervalos de confianga das TLso a 95%

de probabilidade.
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1.4.2.2. Seletividade dos alcaloides em favor da formiga predadora S.

saevissima e da abelha polinizadora T. angustula

Os inimigos naturais desempenham um papel fundamental no controle
das pragas de insetos nos ecossistemas agricolas. Assim, é altamente desejavel
que novos inseticidas apresentem agao seletiva, capazes de controlar pragas
alvo, mas com a menor toxicidade possivel contra espécies ndo-alvo, incluindo
inimigos naturais (Fernandes et al., 2010; Martin et al., 2013).

Em fungéo disso, investigou-se a seletividade dos compostos 6a, 10a e
14a em favor da formiga predadora S. saevissima e da abelha polinizadora T.
angustula. Os resultados sao apresentados na Figura 54 e Figura 55. O
composto 6a causou 86,7% de mortalidade contra as larvas de A. monuste e
54,2% e 76,7% de mortalidade de S. saevissima e T. angustula,
respectivamente. O composto 10a causou 76% de mortalidade de A. monuste e
93,2 e 63,4% de mortalidade de S. saevissima e T. angustula, respectivamente.
As mortalidades produzidas pelo composto 10a em larvas de A. monuste e T.
angustula nao diferiram estatisticamente. O composto 14a causou 84,4% de
mortalidade das larvas de A. monuste e 83% e 100% de mortalidade de S.
saevissima e T. angustula, respectivamente. Por conseguinte, apenas o
composto 6a mostra seletividade em favor da formiga S. saevissima e nenhum
dos compostos testados mostrou seletividade em favor do polinizador T.
angustula.

A seletividade dos inseticidas em relagao ao seu inimigo natural pode ser
fisioldgica ou ecologica (Wright e Verkerk, 1995). Se o inseticida for mais toxico
para a praga do que para um organismo nao-alvo, ele é considerado
fisiologicamente seletivo, ja a seletividade ecologica € caracterizada por
minimizar o contato entre o pesticida e os organismos nao-alvo. Apenas o
composto 6a foi fisiologicamente seletivo a favor do predador S. saevissima e
nao seletivo ao polinizador T. angustula. Ja os compostos 10a e 14a nao foram
seletivos, nem para o predador S. saevissima e nem para o polinizador T.

angustula.
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Figura 54 — Comparacédo das mortalidades (média + erro padrdo) causadas
pelas substancias 6a, 10a e 14a as larvas de Ascia monuste e a formiga
Solenopsis saevissima. * A mortalidade causada pelo tratamento foi maior para
aquele histograma pelo teste t a P<0,05. A dose usada dos carbamatos foi a DLgo

para as larvas de A. monuste. Apenas acetona foi utilizada no controle.
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Figura 55 — Comparacado das mortalidades (média + erro padrdo) causadas
pelas substancias 6a, 10a e 14a as larvas de Ascia monuste e a abelha
Tetragonisca angustula. * A mortalidade causada pelo tratamento foi maior para
aquele histograma pelo teste t a P<0,05. A dose usada dos carbamatos foi a DLgo
para as larvas de A. monuste. Apenas acetona foi utilizada no controle.
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1.5. CONCLUSOES

Este trabalho contribuiu para a obtencao de dezessete novos alcaloides
tropanicos, sendo quatro obtidos pela reagao de cicloadigao (4+3) e os demais
pela modificacdo quimica dos cicloadutos 5a e 6a obtidos em maiores
rendimentos.

As transformacgdes transcorreram eficientemente com rendimentos de até
97%, como foi 0 caso da reagéo de hidrogenacéo. Pequenas modificagdes foram
obtidas na estrutura do alcaloide tropanico com o grupo carbamato, a fim de
determinar a influéncia destas na atividade inseticida desses compostos.

Os resultados dos bioensaios mostraram que os compostos 6a, 10a, e
14a apresentaram atividades elevadas contra larvas de segundo instar de A.
monuste, com DLgo de 2,06, 21,72, e 4,90 ug de substancia por mg de inseto, e
TLso de 7,0, 15,0 e 5,0 horas, respectivamente. Estes compostos mais ativos
também foram testados quanto a sua toxicidade contra S. saevissima, inimigo
natural de A. monuste, e contra T. angustula, um polinizador importante em
sistemas agricolas. O composto 6a foi fisiologicamente seletivo em favor do
predador S. saevissima, mas nenhum dos compostos testados foi seletivo ao
polinizador T. angustula. Assim, no caso de desenvolvimento adicional de tal
composto, se ndo for encontrada seletividade em relacdo ao polinizador, a
aplicagado em areas agricolas s6 devera ocorrer durante o periodo sem atividade
de tais insetos.

Em resumo, os resultados demonstram que os alcaloides tropanicos
possuindo um grupo carbamato na estrutura s&o promissores para 0

desenvolvimento de novos inseticidas.
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CAPITULO 2

SINTESE E AVALIAGAO DAS ATIVIDADES ANTIMICROBIANAS DE
ANALOGOS AOS CADIOLIDEOS
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2.1. INTRODUGAO

Atualmente, 74% das substancias utilizadas na medicina sdo produtos
naturais ou preparadas empregando essas substancias como modelo (Cragg e
Newman, 2013; Bauer e Bronstrup, 2014). Dentre as diversas classes de
produtos naturais encontram-se os butenolideos. Na Figura 1 sao apresentados
alguns compostos contendo um anel butenolideo, que foram isolados de
organismos marinhos e apresentam atividade biologica. Os compostos 1 e 2
foram isolados do fungo endofitico marinho Paecilomyces variotti € possuem
potente atividade antioxidante, sendo que 2 apresenta menor valor de ICso que
o controle positivo hidroxitolueno butilado (BHT) (11,6 e 117,7 uM,
respectivamente) (Zhang et al., 2015). Os compostos 3, 4 e 5 também foram
isolados de um fungo marinho da espécie Aspergillus terreus. Estes compostos
apresentam atividade expressiva contra o virus H1IN1 com valores de ICso de
29,2, 56,9 e 32,3 uM, respectivamente (Gao et al., 2013).

=

HO

Figura 1 — Butenolideos isolados de organismos marinhos.

Na Figura 2 s&o apresentados outros exemplos de butenolideos
comumente isolados de fontes marinhas, encontrados principalmente em

ascidias, conhecidos como rubrolideos. Estes compostos possuem diversas
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atividades bioldgicas, tais como, antimicrobiana (Miao e Andersen, 1991;
Sikorska et al., 2012), citotdxica (Ortega et al., 2000; Bellina et al., 2001; Bellina
et al., 2002), anti-inflamatdria (Pearce et al., 2007), antioxidante, anti-influenza A
(H1N1) (Zhu et al., 2014) e inibidores das proteinas fosfatases (Miao e Andersen,

1991) e da aldose redutase humana (Manzanaro et al., 2006).

Rubrolideo A: R=Z=H; V=X=Y=W=Br Rubrolideo K: R=H; X=H; V=Y=Br; Z=ClI
Rubrolideo B: R=H;V=X=Y=W=Br; Z=Cl Rubrolideo L: R=H; Y=H; V=X=Br; Z=Cl
Rubrolideo C: R=W=Y=H; V=X=Br Rubrolideo M: R=H; V=Br; Y=X=H; Z=ClI
Rubrolideo D: R=Z=V=X=H; W=Y=Br Rubrolideo N: R=Z=W=H; V=Z=Br; Y=CI
Rubrolideo E: R=Z=V=X=Y=W=H Rubrolideo O: R=X=H; Y=W=V=Br; X=ClI
Rubrolideo F: R=Me; Z=V=X=Y=W=H Rubrolideo P: R=Me; Z=X=V=H; Y=W=Br
Rubrolideo I: R=H; V=X=Y=Br; Z=Cl Rubrolideo Q: R=Me; Z=X=V=Y=H; W=Br
Rubrolideo J: R=H; Z=H; V=X=Y=Br

HO Br HQO

)
R
HO_/—
o° O
Br O
Br
HO

Rubrolideo G: R=H
Rubrolideo H: R=CI Rubrolideo R Rubrolideo S

Figura 2 — Rubrolideos isolados de organismos marinhos.

Os cadiolideos sao outra classe de butenolideos, também provenientes
de ascidias marinhas. Assim como os rubrolideos, os cadiolideos também
possuem a unidade 4-aril-5-arilmetilenofuran-2(5H)-ona. Na Figura 3 sé&o

apresentadas as estruturas dos cadiolideos A-l.

79



Cadiolideo A: R=X=Z=H; Y=Br Cadiolideo G: R=Y=H; X=Br Cadiolideo |
Cadiolideo B: R=H; X=Y=Z=Br Cadiolideo H: R=Me; X=H; Y=Br

Cadiolideo C: R=X=Y=H; Z=Br

Cadiolideo D: R=X=H; Y=Z=Br

Cadiolideo E: R=Y=H; X=Z=Br

Cadiolideo F: R=Me; X=Y=H; Z=Br

Figura 3 — Cadiolideos isolados de organismos marinhos.

Os cadiolideos A e B foram os primeiros a serem isolados, juntamente
com o rubrolideo A. Estes compostos foram encontrados em ascidias do género
Botryllus, coletadas em Barrang Caddi na Indonésia (Smith et al., 1998). Os
cadiolideos B-I foram isolados de ascidias Pseudodistoma antinboja (cadiolideos
C-F) (Wang et al., 2012) e do género Synoicum (cadiolideos B, E, G-I) (Won et
al., 2012; Smitha et al., 2014). O cadiolideo F foi obtido como uma mistura de
isbmeros Z/E com predominio da forma Z.

Os cadiolideos B-F apresentam atividade expressiva contra cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM), com faixas de
concentragdo inibitéria minima de 0,5-1, 0,13-0,5, 0,25-1, 0,5-2 e 1-2 pg mL™,
respectivamente. Estes valores foram comparaveis ou melhores que os
medicamentos comercializados, como a vancomicina (0,5-1 ug mL"), linezolida
(2-4 ug mL™"), daptomicina (<32 ug mL™") e platensimicina (8 ng mL") (Wang et
al., 2012). SARM é uma séria ameagca para a saude humana, ndo somente para
pacientes hospitalizados, mas também para individuos saudaveis, podendo levar
a morte (Hede, 2014).

Além da atividade antibacteriana, outra recente publicagao revela que o
cadiolideo E inibe fortemente a enzima isocitrato liase de Candida albicans, com
ICs0 de 7,62 uM, sugerindo que o mesmo possui atividade antifungica (Ahn et
al., 2013). O antifungico utilizado como controle positivo, 3-nitropropinato, inibe
a mesma enzima com ICso de 13,91 uM. Os cadiolideos H e | também

apresentaram atividade inibitéria com ICs0 de 17,16 e 10,36 uM,
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respectivamente. Também foi reportado que o cadiolideo B inibe, na
concentragédo de 1 ug mL™", o virus Japanese encephalitis (Smitha et al., 2014).

Todos os estudos realizados até o momento envolvem a avaliacdo da
citotoxicidade dos cadiolideos e os resultados mostraram que tais compostos
ndao apresentam atividade citotoxica (Won et al., 2012; Wang et al., 2012,
Boulangé et al., 2015).

2.1.1. Sintese de cadiolideos naturais e analogos

A primeira sintese de um cadiolideo foi reportada em 2005 por
Boukouvalas e Pouliot. Neste trabalho, o cadiolideo B (12) foi sintetizado a partir
da lactona 4-bromofuran-2(5H)-ona (6), em 6 etapas e 42% de rendimento global

(Esquema 1).

Esquema 1- Reagentes e condigdes: (a) 2,6-luditina, n-Bu2BOT+, p-anisaldeido,
THF, -78 a -20 °C, 45 min, 64%; (b) acido p-metoxifenilbordnico, AsPhs, Ag20,
PdCIl2(PhCN)2, THF, H20, 23 °C, 20 h, 86%; (c) DMP, CH2Clz2, 23 °C, 15 h, 89%;
(d) TBDMSOTHf, p-anisaldeido, i-Pr2NEt, CH2Cl2, 23 °C, 1 h; DBU, 23 °C, 2 h,
94%; (e) BBrs, CH2Cl2, -78 °C a 23 °C, 20 h, 93%; (f) Brz, KBr, dioxano, H20, 23
°C, 1 h, 98% (Boukouvalas e Pouliot, 2005).

A primeira reagao constituiu na formagao do 2-furanolato de dibutilboro a

partir de 6, seguido por reag&o aldolica com p-anisaldeido (64% de rendimento)
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MeO

(Esquema 1). Na etapa seguinte, foi feita a inser¢ao do grupo aril na posigcao 4
do anel butenolideo, utilizando a reagao de acoplamento cruzado de Suzuki (86%
de rendimento). Em seguida, a cetolactona 9 foi obtida apds reagéo de oxidagao,
utilizando periodinana de Dess-Martin (DMP), com 89% de rendimento. A
introducao do grupo arilmetileno na posi¢ao 5 do anel butenolideo foi realizada
com 94% de rendimento, sendo realizada uma reacdo alddlica com p-
anisaldeido, TBDMSOTf e i-ProNEt seguida por reagcdo de p-eliminagao na
presenca de DBU. As etapas seguintes para formacdo do cadiolideo B
consistiram na remoc¢ao dos grupos metila com BBr3 (93% de rendimento) e
bromagao com Br2/KBr (98%).

A sintese do cadiolideo B e analogos foi reportada pelo grupo de pesquisa
de Franck e Leleu (Peixoto et al., 2013) em apenas 3 etapas, com 48% de
rendimento global a partir do composto 13 (Esquema 2). Entretanto, vale
ressaltar que 13 foi obtido apds 4 etapas partindo do acido p-metoxibenzéico
com 76% de rendimento, o que daria um total de 7 etapas com 36% de
rendimento global. Apesar disso, estes autores reportaram a construgdo do

esqueleto dos cadiolideos utilizando uma nova metodologia.

Esquema 2 — Reagentes e condi¢des: (a) EtsN, tolueno, 300 W, 150 °C, 5 min,
77%; (b) BBr3, CH2Cl2, -78 °C a 20 °C, 20 h, 94%; (c) Brz, KBr, H20, dioxano,
t.a., 24 h, 67%. (Peixoto et al., 2013).

Inicialmente foi feita uma reagdo multicomponente em microondas (300
W), utilizando os reagentes 13-15, trietilamina e tolueno. O butenolideo 16 foi
obtido com 77% de rendimento. As etapas seguintes para obtengcdo do
cadiolideo B foram a reagao de desmetilagdo com BBr3 (94% de rendimento) e

a bromacgéo com Br2/KBr (67% de rendimento) (Esquema 2).
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No trabalho Peixoto et al. (2013) também foram sintetizados os analogos
17-23 (Figura 4), utilizando reagdo multicomponente similar a apresentada no

Esquema 2.

17: R'=R"=H (61%)

18: R'=H; R"=NO, (55%)

R" 19: R'=Me; R"=H (45%)
20: R'=H; R"=N(Me), (4%)

22 (25%)

MeO
Figura 4 — Analogos de cadiolideos obtidos por reagcdo multicomponente
(Peixoto et al., 2013).

Utilizando da mesma estratégia da reagcdo multicomponente, o grupo de
pesquisa de Franck e Leleu reportou, recentemente, a sintese dos cadiolideos A
(35), B (36) e C (31) e de 27 analogos, representados da Figura 5 (Boulangé et
al., 2015).
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24: R,=R,=R;=R,=Rs=H (72%) 32: Ry=R4=Br; R,=R,=H (39%)  37: R4=R,=R3=R,=H (37%)
25: R1=R,=R3=R,=H; Rs=Br (39%) 33: R;=R3=R,=Br; Ry=H (21%)  38: R;=R;=H; R,=R,=Br (30%)
26: R;=R,=R,=H; R3=Rs=Br (38%) 34: R;=R,=H; Ry=R,=Br (19%)  39: R;=R,=R3=Br; R,=H (13%)
27: Ry=H; Ry=R,=R3=Rs=Br (38%) 35: R;=R,=Br; Rz=R,=H (18%)

28:

36: R{=R,=R4=R,=Br (48%)

29: R,=R,=R,=Br; R;=Rs=H (44%
30: R1=R2=R4=R5=Br; R3=H (61%

)
)
)
R1=R4=Br; Ry=R3=Rs=H (37%)
)
)
31: R4=Ry=R3=R,=Br; Rs=H (47%)

Figura 5 — Analogos de
(Boulangé et al., 2015).

cadiolideos obtidos por reagdo multicomponente

As atividades antibacterianas dos compostos 24-39, bem como dos
respectivos precursores metoxilados, foram avaliadas contra cepas de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. Os compostos metoxilados foram inativos nas
concentragbes testadas (125 pg mL™'), enquanto os compostos hidroxilados
apresentaram atividade moderada ou significativa. A presenga de atomos de
bromo e a posigao dos mesmos influenciaram na atividade e, a presenga do anel
furanico mostrou um aumento significativo na atividade antibacteriana (Boulangé
et al., 2015).

Os compostos mais ativos foram 29, 32 e 38, com MIC de 1,95 ng mL-"
contra Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Salmonella typhi e Escherichia coli 405, enquanto o antibiético padrao
tetraciclina apresenta MIC de 3,90, 0,24, 048, 7,81 e 7,81 ug mL",
respectivamente. Dentre os cadiolideos naturais, o cadiolideo C foi 0 mais ativo,
com MIC de 3,90 ug mL-"para as bactérias mencionadas (Boulangé et al., 2015).

Recentemente, Boukouvalas e Thibault descreveram a sintese total dos
cadiolideos A, B e D utilizando uma metodologia diferente das descritas
anteriormente (Boukouvalas e Thibault, 2015). Nesta, destacam-se duas etapas:
a primeira envolve uma reacao “one-pot” de cicloadi¢gao/cicloreversao de Diels-

Alder, utilizando o cetoalquino 40 e o oxazol 41, seguida por reagao de hidrolise
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para gerar o butenolideo precursor 44 (Esquema 3). A segunda envolve a reagao

de condensacdo de Knoevenagel para obtencdo dos cadiolideos A, B e D

(Esquema 4).
OMe
T
q ) s
I N L )-ove
41 7\
PhEt o~ OEt
150 °C, 15 h 43
OMe B
40 aq. HBr, THF
25°C, 8h

44 (70%)

Esquema 3- Sintese do butenolideo 44 por cicloadi¢cao/cicloreversao de Diels-
Alder (Boukouvalas e Thibault, 2015).

Na primeira etapa, o cetoalquino 40, obtido pela reacao de acoplamento
de Sonogashira entre cloreto de 4-metoxibenzoila e 1-etinil-4-metoxibenzeno,
reage com o oxazol 41, levando a formacao do intermediario 42 (composto néao
isolado). Logo em seguida, ocorre a reagao de cicloreversdo com perda de
acetonitrila, formando o composto 43, que foi obtido e submetido diretamente a
hidrélise utilizando acido bromidrico. A lactona 44 foi obtida em 70% de
rendimento e seu isbmero 45 em 2% de rendimento (Esquema 3). Foram
realizadas as reagoes de desmetilagdo e bromacéao de 44, obtendo 46 com 84%
de rendimento. Finalmente, a reagdo de condensagao de Knoevenagel permitiu
a obtengcao dos cadiolideos A, B e D com rendimentos de 80%, 65% e 73%,

respectivamente (Esquema 4).
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OMe
BBrj; Bry/KBr

44 46 (84%)

MeOH/piperidina |HO CHO
t.a., 15-28 h

Cadiolideo A: Ry=R,=H (80%)
Cadiolideo B: R{=R,=Br (65%)
Cadiolideo D: R=Br; Ry=H (73%)

Esquema 4- Sintese dos cadiolideos A, B e D (Boukouvalas e Thibault, 2015).
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2.2. JUSTIFICATIVA

O cenario atual € marcado pelo aumento do numero de biotipos de
microrganismos resistentes e pela redugao nas pesquisas e desenvolvimento de
novos farmacos, o que é preocupante, principalmente com relacao as infecgdes
causadas por bactérias (Hede, 2014; May, 2014). Sendo assim, a busca por
novas substancias, com novos mecanismos de acdo ou que causem uma menor
pressao seletiva torna-se uma necessidade. Neste contexto, os cadiolideos
merecem destaque, pois apresentam potente atividade antibacteriana e baixa
citotoxicidade.

Para a sintese dos cadiolideos, algumas estratégias vém sendo
desenvolvidas, como, por exemplo a estratégia reportada por Boukouvalas e
Thibault (2015), que utiliza como etapa chave uma reacdo de
cicloadicao/cicloreversao de Diels-Alder.

Com o intuito de se obter analogos aos cadiolideos variando os
substituintes nos anéis A, B e C, conforme mostrado na Figura 6, e avaliar a
atividade antibacteriana desses compostos sintetizados, foi escolhida a
metodologia proposta por Boukouvalas e Thibault (2015). Tal metodologia, além
de apresentar um bom rendimento global (38 a 47% a partir do cetoalquino 40),

foi pouco explorada para a sintese de analogos.

Rz\———

47

Figura 6 — Estrutura genérica dos cadiolideos.

Empregando a metodologia escolhida, os analogos aos cadiolideos
seriam obtidos conforme proposta retrossintética apresentada no Esquema 5.
Estes analogos correspondentes a estrutura 47 seriam obtidos pela reacéo de
alquilidenacao entre a lactona 48 e aldeidos com diferentes substituintes. As

lactonas, correspondente a estrutura 48, seriam obtidas pela reacdo de
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cicloadigao/cicloreversao de Diels-Alder, utilizando a inona 50 e 5-etoxi-4-
metiloxazol, seguida por reagéo de hidrolise de 49. As inonas 50 seriam obtidas
pela reacéo de acoplamento de Sonogashira entre etinilbenzeno 51 e cloreto de

acidos 52 com diferentes substituicdes nos anéis aromaticos.

— ]\ okt

51
Esquema 5 — Analise retrossintética para obtencdo dos analogos aos

cadiolideos.

As substituicbes observadas nos anéis aromaticos dos cadiolideos
naturais (Cadiolideos A-l) sdo: metoxila, hidroxila e bromo. Em fung&o disso, os
substituintes aromaticos escolhidos para os analogos sintetizados seriam estes
mesmos grupos. Obtidos os analogos aos cadiolideos, estes seriam submetidos
a ensaios biolégicos para avaliar suas propriedades inibitérias contra o
crescimento de microrganismos e inibicado de crescimento de biofilme bacteriano,
sendo também avaliado como o padrdo de substituicdo dos anéis aromaticos

interfeririam nas atividades bioldgicas.
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2.3. MATERIAIS E METODOS

2.3.1. Técnicas experimentais

Para a cromatografia em camada delgada (CCD), foram usadas placas
Polygram-UV2s4, Macherey - Nagel (0,20 mm, 20 x 20 cm). Apds eluigao e apos
visualizagdo em camara de luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e
365 nm, as placas de CCD foram reveladas com solugdo de permanganato de
potassio, vanilina ou acido fosfomolibdico.

As separagdes foram realizadas utilizando-se silica gel 60 (70-230 mesh)
ou silica gel 60 (230-400 mesh), como fases estacionarias.

As temperaturas de fusdo (ndo corrigidas) foram determinadas em
aparelho MQAPF-301.

2.3.2. Técnicas espectroscopicas

Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos empregando-se a
técnica reflectancia total atenuada (ATR) em equipamento Varian 660-IR com
acessorio GladiATR.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em
aparelho Varian Mercury 300 (300 MHz). Utilizou-se agua deuterada, cloroférmio
deuterado, dimetilsulfoxido deuterado ou acetona deuterada como solvente. Os
espectros foram referenciados pelo sinal do tetrametilsilano (TMS) (6= 0,00). As
constantes de acoplamento escalar (J) foram expressas em Hertz (Hz).

Os espectros de massas foram obtidos em um equipamento Shimadzu
GC/MS-QP5050A.

2.3.3. Purificagao e preparo de reagentes e solventes

2.3.3.1. Secagem do metanol (MeOH)

A um baldo de 500 mL foram adicionados 2,5 g de magnésio, 0,25 g de
iodo molecular e 50 mL de metanol. O sistema foi refluxado durante uma hora.
Apos esse tempo, 250 mL de metanol foi adicionado ao baldo, onde foi mantido

sob refluxo por mais 2 horas. Posteriormente, o metanol anidro foi destilado e
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devidamente armazenado sobre peneira molecular 4 A em um frasco de vidro
ambar devidamente vedado, sob atmosfera de nitrogénio (Perrin e Armarego,
1994).

2.3.3.2. Secagem do etanol (EtOH)

A um baldo de 500 mL foram adicionados 300 mL de etanol 95% e 80 g
de 6xido de calcio. O sistema foi refluxado durante 6 horas. Em seguida, o etanol
absoluto foi destilado e devidamente armazenado sobre peneira molecular 4 A
em um frasco de vidro ambar devidamente vedado, sob atmosfera de nitrogénio

(Perrin e Armarego, 1994).

2.3.3.3. Purificagao do tetraidrofurano (THF)

A um baldo de 500 mL foram adicionados 300 mL de THF e 12 g de hidreto
de calcio. O sistema foi refluxado durante 20 horas. Em seguida, o THF foi
destilado e transferido para outro baldao de 500 mL, contendo sddio metalico. O
sistema foi refluxado durante uma hora. A seguir, benzofenona foi adicionada ao
baldo contendo o THF, deixando o sistema sob refluxo até que a mistura
reacional adquirisse a coloragao azul. Apés a mudancga na coloragao, THF anidro
foi destilado e armazenado sobre peneira molecular 4 A em um frasco de vidro

ambar vedado, sob atmosfera de nitrogénio (Perrin e Armarego, 1994).

2.3.3.4. Secagem do diclorometano (DCM)

A um balado de 500 mL foram adicionados 300 mL de diclorometano e 3 g
de hidreto de caélcio. O sistema foi refluxado durante trés horas. Em seguida, o
diclorometano anidro foi destilado e armazenado sobre peneira molecular 4 A
em um frasco de vidro ambar vedado, sob atmosfera de nitrogénio (Perrin e
Armarego, 1994).

2.3.3.5. Purificagao da N,N-diisopropiletilamina (DIPEA)

A um baldo de 500 mL foram adicionados 300 mL de N,N-
diisopropiletilamina sobre lentilhas de hidroxido de potassio. A mistura foi
refluxada por duas horas. Apds este periodo, a N,N-diisopropiletiamina foi

destilada e armazenada sobre lentilhas de hidroxido de potassio (Perrin e
Armarego, 1994).
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2.3.3.6. Secagem do cloroférmio

A um baldo de 500 mL foram adicionados 300 mL de cloroférmio e 3 g de
carbonato de potassio previamente seco em mufla por 5 horas a 300 °C. O
sistema foi deixado sob refluxo durante cinco horas. Em seguida, o cloroférmio
anidro foi destilado e armazenado sobre peneira molecular 4 A em um frasco de

vidro ambar vedado, sob atmosfera de nitrogénio (Perrin e Armarego, 1994).

2.3.4. Procedimentos sintéticos

2.3.4.1. 2-bromo-4-(2,2-dibromovinil)-1-metoxibenzeno (59)

Em um baldo bitubulado (25 mL), sob atmosfera de

Br
6
Moo ; . /=28 nitrogénio e agitagdo magnética foi adicionado PPhs (2,44
e
— v g, 9,30 mmol), CBrs (1,54 g, 4,65 mmol) e diclorometano
Br

anidro (5 mL). O sistema reacional foi resfriado a 0 °C e
uma solucédo de 3-bromo-4-metoxibenzaldeido (0,500 g, 2,33 mmol) em
diclorometano anidro (5 mL) foi adicionada lentamente. A mistura foi aquecida
até temperatura ambiente, permanecendo sob agitagcdo por 4 horas. A
purificacdo foi realizada por filtragdo da mistura reacional através de uma
camada de silica gel (CH2Cl2). A evaporagéao do solvente forneceu 59 como um
sélido amarelo claro em 94% de rendimento (804 mg, 2,19 mmol) em estado
puro analiticamente, confirmado por CCD e pelas técnicas espectroscopicas. T
51,1-51,9 °C. CCD: 0,58 (hexano: éter dietilico, 1:1 v/v). IV (v /lem1): 3011,
2936, 2836, 2019, 1592, 1491, 1254, 1050, 1013, 882, 800, 710, 601, 435. RMN
de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,91 (s, 3H, OMe), 6,88 (d, Js6 = 8,6 Hz, 1H, 5), 7,35
(s, 1H, 1), 7,48 (dd, Js5 = 8,6 Hz e Js 3 = 2,1 Hz, 1H, 6), 7,77 (d, J36 = 2,1 Hz,
1H, 3). RMN de 3C (75 MHz, CDCIs) &: 56,3 (OMe), 89,0 (2'), 111,4 (6), 111,5
(2), 128,8 (5), 129,1 (4), 133,2 (3), 134,9 (1), 155,8 (1). EM, m/z (%): 368 ([M*],
CoH7Br30, 32), 370 ([M+2], 97), 372 ([M+4], 100), 374 ([M+6], 30), 359 (14), 357
(50), 355 (48), 353 (16), 329 (9), 327 (9), 276 (6), 250 (6), 248 (11), 246 (6), 212
(15), 210 (16), 197 (17), 195 (17), 169 (24), 167 (24), 116 (12), 101 (6), 100 (5),
99 (5), 98 (5), 88 (29), 87 (13), 86 (6), 75 (7), 74 (9), 63 (14), 62 (28), 61 (12), 53
(5), 51 (8), 50 (21).
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2.3.4.2. 1-etinil-4-metoxibenzeno (61)

— Em um baldo bitubulado (25 mL) foi adicionado 2-

MeO = | bromo-4-(2,2-dibromovinil)-1-metoxibenzeno (59) (0,20 g,

0,54 mmol) solubilizado em éter dietilico anidro (10 mL). O

sistema foi resfriado a -78 °C e n-BuLi (1,6 M em hexano, 1 mL, 1,6 mmol) diluido
em éter dietilico anidro (2 mL) foi adicionado lentamente. Apds agitagao durante
1 hora a -78 °C, a mistura foi aquecida até a temperatura ambiente e a agitagéo
mantida por mais 1 hora. A mistura reacional foi vertida em agua destilada e
extraida com éter dietilico (3 x 10 mL). A fase organica foi secada com MgSO4
anidro. Na remocao do solvente, um d6leo castanho foi obtido e submetido a
purificagao por coluna cromatografica de silica gel (hexano:éter dietilico; 4:1 v/v),
o composto 61 foi obtido como um liquido amarelo claro em 14% de rendimento
(10 mg, 0,076 mmol). CCD: 0,33 (hexano). IV (- /em™): 3284, 2956, 2925, 2838,
1605, 1505, 1463, 1290, 1246, 1170, 1029, 831, 640, 537. EM, m/z (%): 132
([M*], CoHsO, 98), 133 ([M+1], 9), 117 (40), 102 (9), 90 (8), 89 (100), 75 (13), 74
(13), 63 (53), 62 (33), 61 (10), 51 (20), 50 (19).

2.3.4.3. Bromoacetona (62)
0 Em um baldo bitubulado de fundo redondo (100 mL),
)K/Br contendo acetona (34,1 g, 587 mmol) e HBr 48% (8 mL), sob

321

agitacdo magnética e a 0 °C, foi adicionado bromo (9,33 g, 3 mL,
58,7 mmol) com auxilio de um funil de adigédo, por um periodo de 30 minutos. A
reacao foi mantida sob agitagdo magnética e temperatura ambiente por uma
hora. Em seguida, o excesso de HBr foi removido pela passagem de nitrogénio
gasoso na mistura reacional. Na etapa seguinte, foram adicionados 20 mL de
agua destilada no meio reacional e feita a extragao com diclorometano (3 x 60
mL). A fase organica foi lavada com solugao saturada de NaHCO3 (1 x 30 mL) e
NaCl (1 x 30 mL). A fase orgéanica foi secada com sulfato de magnésio anidro e
concentrada sob pressdo reduzida a temperatura de 40 °C, produzindo um
liquido amarelo claro lacrimejante que se tornou castanho escuro (14,4 g, 105
mmol, 89%), identificado como o produto 62. O produto resultante da
monobromacéo foi utilizado sem qualquer tipo de purificagdo adicional. CCD:
0,61 (hexano: éter dietilico, 1:1 v/v). RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,36 (s,
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3H, 3), 3,88 (s, 2H, 1). RMN de '3C (75 MHz, CDCls) & 27,1 (3), 34,8 (1), 199,8
(2).

2.3.4.4. Dimetil-2-oxopropilfosfonato (63)

Em um baldo bitubulado (50 mL), foi adicionado

O O

)J\/'F!\_OMG bromoacetona (62) (6,8 g, 50 mmol) a uma suspensao de Kl
2

2~ 1 OMe | (8,3 g, 50 mmol) em acetona (10 mL) e MeCN (12,5 mL) sob

agitacdo. A agitagcdo foi continuada durante 1 h a temperatura ambiente.

Trimetilfosfito (5,9 ml, 50 mmol) foi adicionado lentamente. Apds 12 horas a
temperatura ambiente, a mistura foi aquecida a 50 °C por um periodo de 1 hora,
para assegurar a conversao completa. A filtragdo através de uma camada de
celite e a evaporacao dos dissolventes sob pressao reduzida forneceu o produto
em bruto. A purificagdo por coluna cromatografica de silica gel (acetato de etila:
metanol, 97:3 v/v) proporcionou o fosfonato 63 (5,2 g, 31 mmol, 63%) como um
liquido amarelo. CCD: 0,33 (acetato de etila: metanol, 97:3 v/v). RMN de 'H (300
MHz, CDClIs) &: 2,30 (s, 3H, 3), 3,08 (d, J1.p = 22,8 Hz, 2H, 1), 3,77 (d, Jome,p =
11,2 Hz, 6H, OMe). RMN de '3C (75 MHz, CDCls) &: 31,4 (s, 3), 42,2 (d, Jip =
127,9 Hz, 1), 53,0 (d, Jomep = 6,4 Hz, OMe), 199,6 (s, 2). EM, m/z (%):166 ([M*],
CsH1104P, 12), 167 ([M+1], 2), 151 (27), 124 (90), 119 (16), 109 (84), 95 (8), 94
(100), 79 (53), 63 (8), 62 (7), 59 (6).

2.3.4.5. Azida de p-acetamidobenzenossulfonila (64)

Em um baldo de 50 mL, sob agitagdo magnética,
WN“ 2 foi adicionado cloreto de 4-acetamidobenzenosulfonila

o 130 n.| (1,50 g, 6,42 mmol) e diclorometano (12 mL). A essa
6 2'N3

suspensao foi adicionado brometo de tetrabutilaménio
(10,0 mg, 0,03 mmol), seguido por uma solugdo de NaNs (630 mg, 9,63 mmol)
em H20 (30 mL). A agitagdo foi mantida a temperatura ambiente por 12 horas,
sendo formadas duas fases limpidas. A fase orgéanica foi lavada com H20 (2 x 5
mL), secada com MgSOs e o solvente removido sob presséao reduzida. Um sélido
branco, identificado como 64 (1,38 g, 5,71 mmol, 89%) foi utilizado diretamente
sem qualquer purificagdo adicional. CCD: 0,48 (acetato de etila). RMN de 'H
(300 MHz, CDCl3) &: 2,24 (s, 3H, CHs), 7,78 (d, J23 = Js5 = 8,9 Hz, 2H, 2 e 6),
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7,83 (s, TH, NH), 7,89 (d, Js2 = Jse = 8,9 Hz, 2H, 3 e 5). RMN de 13C (75 MHz,
CDCls) & 24,8 (CHa), 119,5 (2 e 6), 129,0 (3 e 5), 132,6 (1), 144,0 (4), 168,9
(C(0O)).

2.3.4.6. Dimetil-1-diazo-2-oxopropilfosfonato (65)

Em um baldo bitubulado (25 mL), sob agitagao

11
)H(P\C‘)?AMG magnética, foi adicionado uma solugdo de dimetil-2-
3 e

N oxopropilfosfonato (63) (500 mg, 3,01 mmol) em tolueno anidro

(3 mL). O sistema foi resfriado a 0 °C e NaH (132 mg de 60% em 6leo mineral;
3,30 mmol) foi adicionado em porgdes. Apds a evolugao de gas ter cessado, uma
solucado de azida de p-acetamidobenzenossulfonila (64) (795 mg, 3,30 mmol) em
THF anidro (2 mL) foi adicionada gota a gota. A suspenséo leitosa, que antes
era altamente viscosa e de dificil agitagao, foi convertida em uma solugéao de
coloragao amarelo-marrom menos viscosa. Apés 16 h, a mistura foi diluida com
éter de petroleo, filtrada através de uma camada de celite e lavada com Et20. O
filtrado foi concentrado sob presséao reduzida, fornecendo um residuo viscoso de
coloragao marrom. A purificagdo por coluna cromatografica de silica gel (acetato
de etila: éter de petrdleo, 3:1 v/v) proporcionou 65 (260 mg, 1,35 mmol, 45%)
como um liquido amarelo. CCD: 0,20 (acetato de etila: éter de petrdleo, 3:1 v/v).
RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) &: 2,26 (s, 3H, 3), 3,84 (d, Jomep = 11,9 Hz, 6H,
OMe). RMN de '3C (75 MHz, CDCI5) &: 27,1 (3), 53,6 (d, Jome,pr = 5,5 Hz, OMe),
112,9 (1), 189,9 (d, J2p = 13,0 Hz, 2). EM, m/z (%): 164 ([M-N2], 4), 138 (19), 137
(22), 136 (4), 127 (78), 110 (100), 109 (78), 108 (6), 106 (9), 105 (26), 95 (32),
93 (7), 80 (23), 79 (81), 78 (5), 77 (4), 65 (9), 63 (5), 62 (4), 56 (42), 55 (19).

2.3.4.7. 2-bromo-4-etinil-1-metoxibenzeno (60)

Bry 2. Em um baldo bitubulado (25 mL) adicionou-se 3-
D/ bromo-4-metoxibenzaldeido (876 mg, 4,07 mmol) e K2COs3
.

MeO
7

i anidro (1,12 g, 8,10 mmol). Sob atmosfera de nitrogénio e

agitacao magnética foi adicionado MeOH anidro (10 mL) seguido do reagente de
Bestmann-Ohira (65) (938 mg, 4,88 mmol) e a agitagdo foi continuada por 8
horas. A mistura reacional foi diluida em Et2O (50 mL), lavada como solu¢ao

aquosa de NaHCOs3 5% m/v (60 mL) e secada com MgSOs4. O solvente foi
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removido sob pressao reduzida, fornecendo um residuo viscoso de coloragao
laranja. A purificagcdo por coluna cromatografica de silica gel (hexano:éter
dietilico, 1:1 v/v) proporcionou o alquino 60 (789 mg, 3,76 mmol, 93%) como um
solido amarelo palha. Ts: 91,4-92,0 °C. CCD: 0,53 (hexano:éter dietilico, 1:1 v/v).
IV (v lem™1): 3302, 3266, 3007, 2942, 2640, 2538, 2028, 1887, 1782, 1593, 1491,
1465, 1284, 1251, 1194, 1142, 1052, 1015, 892, 818, 667, 662, 584, 491. RMN
de 'H (300 MHz, CDCIs) 8: 3,02 (s, 1H, 2), 3,90 (s, 3H, 7°), 6,83 (d, J5.& = 8,5 Hz,
1H,5’), 7,41 (dd, Jo5 = 8,5 Hz e Jo2 = 2,0 Hz, 1H, 6°), 7,68 (d, J2s = 2,0 Hz, 1H,
2’). RMN de "3C (75 MHz, CDCls) §: 56,3 (7°), 76,9 (2), 82,06 (1), 111,3 (3'), 111,4
(5),115,6(1°),132,6 (6°), 136,8 (2'), 156,4 (4’). EM, m/z (%): 210 ([M*], CoH7BrO,
100), 211 ([M+1], 13), 212 ([M+2], 95), 213 ([M+3], 10), 197 (44), 195 (51), 169
(44), 167 (41), 116 (27), 101 (26), 100 (9), 99 (11), 98 (19), 88 (63), 87 (36), 86
(17), 75 (25), 74 (26), 63 (24), 62 (97), 61 (51), 53 (18), 51 (3), 50 (63).

2.3.4.8. Acido 3,5-dibromo-4-hidroxibenzéico (66)

Em um baldo de 25 mL, uma solugao de Br2 (0,420 mL,
8,20 mmol) em HOAc (2 mL) foi adicionada lentamente a 0 °C

em uma solugéo de acido 4-hidréxibenzodico (500 mg, 3,62

mmol), HOAc (2 mL) e H2SO4 (2 mL), permanecendo por 8

horas sob agitagdo magnética. Apds esse tempo, a mistura reacional foi filtrada
e lavada com agua destilada. O sdlido filtrado foi solubilizado em acetona,
secado com MgSO4 e o solvente removido sob pressao reduzida. Um sélido
branco, identificado como 66 (851 mg, 2,90 mmol, 80%) foi utilizado diretamente
sem qualquer purificacdo adicional. Ts 160,7-161,3 °C. CCD: 0,38
(hexano:acetona, 1:1 v/v). IV (v lem™): 3449, 3252, 3074, 2790, 2516, 1677,
1581, 1375, 1294, 1129, 898, 767, 666, 516. RMN de 'H (300 MHz, Acetona-ds)
5: 8,13 (s, 2H, 2’ e 6’'). RMN de '3C (75 MHz, Acetona-de) &: 110,2 (3’ e 5'), 124,7
(1),133,8 (2’ e 6’), 154,6 (4’), 164,1 (1). EM, m/z (%): 294 ([M*], C7H4Br203, 50),
296 ([M+2], 100), 297 ([M+3], 8), 298 ([M+4], 48), 281 (36), 280 (5), 279 (76), 276
(37), 253 (5), 251 (9), 248 (5), 171 (5), 170 (10), 169 (5), 143 (8), 141 (7), 134
(5), 133 (5), 91 (13), 90 (16), 80 (5), 79 (14), 74 (6), 64 (5), 63 (47), 62 (67), 61
(42), 59 (7), 53 (32), 52 (8), 51 (26) 50 (11).
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2.3.4.9. Acido 3,5-dibromo-4-metoxibenzéico (67)

A um baldo bitubulado (500 mL), acoplado a um

condensador e sob atmosfera de nitrogénio, foi adicionado

66 (10,3 g, 35,8 mmol), carbonato de potassio anidro (19,8

g, 143 mmol), iodeto de metila (20,0 mL, 358 mmol) e

acetona anidra (300 mL). A mistura foi entdo colocada sob refluxo e agitagcao
magnética por 6 horas. Apds esse periodo, o excesso de acetona foi removido
em um evaporador rotatério. A mistura concentrada foi transferida para um funil
de separagao com acetato de etila e lavada com solugao saturada de cloreto de
amonio (2 x 100 mL). A fase aquosa foi extraida com acetato de etila (2 x 50 mL).
As fases organicas foram combinadas e o solvente foi removido sob pressao
reduzida. O sélido branco resultante foi transferido para um tudo selado e
solubilizado em metanol (75mL). Adicionou-se uma solu¢do de 3 mol/L de LiOH
(83 mL) e a mistura foi agitada a 80 °C por 2 horas. Apds esse periodo o meio
reacional foi diluido em &gua destilada (150 mL), acidificado para pH
aproximadamente 3,5, utilizando solugao de 2 mol/L de HCI. Apds acidificacao,
a mistura reacional foi extraida com acetato de etila (3 x 100 mL). A fase organica
foi lavada com agua (1 x 100 mL), solugcdo saturada de NaCl (1 x 100 mL) e
secada com MgSOa4. O solvente foi removido sob presséo reduzida e o acido
carboxilico 67 (789 mg, 3,76 mmol) foi obtido em estado puro analiticamente,
confirmado por TLC e pelas técnicas espectroscopicas, em 100% de rendimento
como um soélido branco (11,1 g, 35,8 mmol). Tf: 168,4-169,3 °C. CCD: 0,25
(hexano:éter dietilico, 2:1 v/v). IV (v lem™'): 3072, 2953, 2850, 2639, 2531, 1789,
1687, 1544, 1399, 1256, 1140, 1065, 977, 896, 736, 649, 511. RMN de 'H (300
MHz, DMSO) &: 3,84 (s, 3H, 7’), 8,08 (s, 2H, 2’ e 6’). RMN de '3C (75 MHz,
DMSO) ¢&: 60,7 (7°), 120,6 (3’ e 5°), 130,4 (1°), 134,5 (2’ e 6’), 158,8 (4°), 167,5
(1). EM, m/z (%): 308 ([M*™], CsHeBr20s, 26), 310 ([M+2], 77), 311 ([M+3], 21),
312 ([M+4], 21), 297 (11), 296 (5), 295 (31), 293 (21), 267 (6), 241 (11), 239 (24),
237 (13), 216 (6), 214 (6), 199 (12), 197 (12), 188 (5), 186 (5), 155 (5), 145 (7),
143 (21), 141 (15), 130 (5), 119 (7), 92 (8), 90 (10), 81 (5), 79 (18), 78 (8), 77
(14), 76 (10), 75 (38), 74 (56), 73 (17), 65 (8), 64 (9), 63 (46), 62 (100), 61 (57),
60 (8), 53 (38), 51 (5), 51 (38), 50 (33).
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2.3.4.10. Sintese dos cloretos de acidos 68a-c

68a

68b

68c

Em um  tubo
selado de 10 mL, uma
solucdo de acido 4-

metoxibenzodico, acido

3,5-dibromo-4-

hidroxibenzoéico ou acido 3,5-dibromo-4-metoxibenzdico (10,3 mmol) em SOCI2
(5,00 mL) foi colocado sob refluxo por um periodo de 6 horas. O excesso de
SOCI: foi removido sob presséao reduzida, sendo obtido um sélido branco como
produto. O composto 68a foi obtido em rendimento quantitativo (1,76 g, 10,3
mmol), 68b em 94 % de rendimento (3,04 g, 9,65 mmol) e 68c também foi obtido
em rendimento quantitativo (3,38 g, 10,3 mmol). Devido a sua grande reatividade
nao foi possivel a obtengdo das analises de IV, RMN e MS para os cloretos de
acidos obtidos e todos foram utilizados diretamente sem qualquer purificacéo

adicional.

2.3.4.11. Sintese de 3-(3-bromo-4-metoxifenil)-1-fenilprop-2-in-1-ona (69a)
pelo acoplamento de Sonogashira

Em um baldo bitubulado de fundo redondo (25 mL), sob atmosfera de
nitrogénio e temperatura ambiente, uma mistura de Pd(PPh3s)2Cl2 (19,0 mg,
0,0280 mmol), Cul (11,0 mg, 0,0560 mmol) e THF anidro (5 mL) foi mantida sob
agitacdo magnética por um periodo de 30 minutos. Em seguida, EtsN (240 pL,
1,70 mmol), cloreto de 4-metoxibenzoila 68a (427 mg, 2,50 mmol) e 2-bromo-4-
etinil-1-metoxibenzeno (60) (347 mg, 1,70 mmol) foram adicionados e a agitagao
foi mantida por mais 3 horas. Os solventes foram evaporados e o produto bruto
da reacéo foi purificado em cromatografia de coluna de silica gel empregando-
se a mistura de solvente hexano:éter dietilico (1:1 v/v) para obtencédo de 69a em
78% de rendimento (458 mg, 1,33 mmol) e 8% de rendimento do produto de
homoacoplamento 70 (57,0 mg, 0,140 mmol).

Os compostos 69b-d foram preparados utilizando o procedimento
experimental similar ao descrito para a sintese do composto 69a. As quantidades
necessarias de alquino e cloreto de acido e os rendimentos obtidos de cada

reacao sao apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Dados referentes ao preparo dos compostos 69a-d.

Alquino
(mg; mmol)

Cloreto de acido
(mg; mmol)

Produto de
acoplamento

(Rend.; mg; mmol)

Produto de
homoacoplamento
(Rend.; mg; mmol)

MeO

it

60
(347;1,70)

MeO

v

60
(347; 1,70)

it

MeO

60
(347: 1,70)

MeO

it

60
(347;1,70)

(0]
@ °
MeO

68a
(427; 2,50)

[0}
Br. al
HO
Br
68b
(786; 2,50)

(0]
Br
Cl
MQOQ*
Br

68c
(821; 2,50)

(0]

©)%l

68d
(352; 2,50)

69a

(85%:; 727; 1,45)

Br.
o
o=

69d
(97%; 518; 1,65)

wood e e (oo
70
(8%; 57,0; 0,140)

D N o S
70
(46%; 328; 0,780)

g oy S
70
(5% 38,0: 0,0900)

2.3.4.11.1. Dados referentes ao composto 3-(3-bromo-4-metoxifenil)-1-(4-

metoxifenil)prop-2-in-1-ona (69a)

O composto 69a foi obtido como um

solido amarelo claro em 78% de rendimento

apos purificagdo por coluna cromatografia de
silica gel. Ts: 136,8-137,2 °C. CCD: R¢= 0,25
(hexano:éter dietilico, 1:1 v/v). IV (v /lecm):
3070, 2962, 2840,2194, 2027, 1629, 1592, 1493, 1439, 1287, 1251, 1160,1017,
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843, 806, 683, 597, 525. RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 3,89 (s, 3H, 7”), 3,94
(s, 3H, 7’), 6,91 (d, Js's = 8,6 Hz, 1H, 5), 6,98 (d, J» 2 = Jss* = 8,9 Hz, 2H, 3" e
5”), 7,61 (dd, Jo.5 = 8,6 Hz e Jo.2 = 2,0 Hz, 1H, 6'), 7,85 (d, J2.6 = 2,0 Hz, 1H, 2)),
8,16 (d, J23 = Jo's* = 8,9 Hz, 2H, 2” e 6”). RMN de 3C (75 MHz, CDCls) &: 55,6
(7), 56,4 (7), 87,1 (2), 91,2 (1), 111,7 (5"), 11,8 (3'), 113,6 (1"), 113,9 (3" € 5”),
130,2 (17), 131,9 (2" € 6”), 134,0 (6), 137,6 (2), 157,9 (&), 164,5 (4”), 176,4 (3).
EM, m/z (%): 344 ([M*], C17H13BrOs, 70), 345 ([M+1], 10), 346 ([M+2], 66), 347
(IM+3], 11), 319 (11), 318 (63), 316 (64), 304 (14), 303 (90), 302 (15), 301 (93),
275 (15), 273 (15), 258 (10), 239 (32), 237 (34), 224 (11), 222 (21), 207 (13), 196
(7), 179 (13), 164 (18), 163 (29), 159 (32), 158 (29), 151 (35), 150 (27), 143 (20),
137 (12), 136 (10), 135 (47), 134 (10), 115 (13), 111 (12), 107 (21), 106 (13), 100
(15), 99 (14), 98 (14), 97 (10), 92 (57), 88 (14), 87 (60), 86 (20), 82 (11), 81 (22),
78 (10), 77 (100), 76 (25), 75 (37), 74 (28), 64 (58), 63 (76), 62 (32), 61 (15), 53
(20), 51 (28), 50 (35).

2.3.4.11.2. Dados referentes ao composto 3-(3-bromo-4-methoxifenil)-1-

(3,5-dibromo-4-metoxifenil)prop-2-in-1-ona (69c)

O composto 69c foi obtido como um sélido
branco em 85% de rendimento apds purificacédo
por coluna cromatografia de silica gel. Ts: 167,1-
167,7 °C. CCD: 0,25 (hexano:diclorometano, 1:1
viv). IV (v lem™): 3074, 2947, 2843, 2556, 2178,
1977, 1690, 1632, 1589, 1493, 1377, 1260, 1184, 1049, 977, 880, 815, 732, 688,
580, 512. RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) &: 3,96 (s, 7TH, 7 e 7”), 6,94 (d, Js5 =
8,5Hz, 1H, 5’), 7,64 (dd, Jo5 =8,5Hz e Jo 2 = 1,8 Hz, 1H, 6°), 7,87 (d, J2s = 1,8
Hz, 1H, 2’), 8,30 (s, 2H, 2” e 6”). RMN de '3*C (75 MHz, CDCIs) &: 56,5 (7’), 60,9
(7”), 86,4 (2), 93,6 (1), 111,8 (5°), 112,0 (3’), 112,7 (1’), 118,7 (3" € 5”), 133,8 (2”
e 6”), 134,4 (6), 134,8 (1”), 137,9 (2’), 158,4 (4’), 158,8 (4”), 174,1 (3). EM, m/z
(%): 500 ([M*], C17H11Brs03, 35), 501 ([M+1], 14), 502 ([M+2], 100), 503 ([M+3],
25), 504 ([M+4], 100), 505 ([M+5], 20), 506 ([M+6], 34), 478 (12), 477 (6), 476
(32),475(7),474 (32), 472 (11), 463 (21), 462 (11), 461 (63), 460 (13), 459 (65),
458 (7), 457 (21), 423 (6), 418 (5), 416 (5), 465 (9), 271 (5), 240 (8), 239 (75),
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238 (14), 237 (82), 230 (7), 228 (7), 224 (13), 222 (13), 194 (5), 149 (5), 143 (14),
115 (12), 114 (5), 87 (17), 75 (7), 74 (9), 62 (6).

2.3.4.11.3. Dados referentes ao composto 3-(3-bromo-4-methoxifenil)-1-
fenilprop-2-in-1-ona (69d)

O composto 69d foi obtido como um sdélido

amarelo claro em 97% de rendimento apods
purificagdo por coluna cromatografia de silica gel.
Ts: 129,7-130,1°C. CCD: 0,38 (hexano:éter
dietilico, 1:1 v/v). IV (v lcm™): 3098, 2923, 2847,
2665, 2192, 2034, 1631, 1592, 1494, 1442, 1291, 1253, 1204, 1051, 1017, 877,
818, 690, 611, 583. RMN de 'H (300 MHz, CDCls) ¢&: 3,95 (s, 3H, 7°), 6,92 (d,
Jse' = 8,6 Hz, 1H, 5°), 7,52 (t, J3»2» = J3 4> = U5 4> = 576> = 7,6 Hz, 2H, 3" e §7),
7,58-7,67 (m, 2H, 6’ e 4”), 7,88 (d, J2,¢ = 2,0 Hz, 1H, 2’), 8,20 (d, J2" 3" = Js",5" =
7,5Hz, 2H, 2” e 6”). RMN de 3C (75 MHz, CDCls) &: 56,4 (7’), 87,2 (2), 92,0 (1),
111,7 (5), 111,8 (3’), 13,3 (1°), 128,6 (3" € 5), 129,5 (2" € 6”), 134,1 (6’), 134,2
(47, 136,8 (17), 137,8 (2’), 158,1 (4’), 177,8 (3). EM, m/z (%): 314 ([M*],
C16H11BrOz2, 100), 315 ([M+1], 20), 316 ([M+2], 92), 317 ([M+3], 15), 289 (7), 288
(44), 286 (46), 273 (63), 272 (11), 271 (64), 245 (20), 243 (20), 239 (60), 237
(62), 235 (13), 224 (12), 222 (13), 201 (15), 196 (10), 192 (16), 176 (20), 164
(30), 163 (45), 143 (22), 115 (10), 105 (18), 100 (14), 99 (10), 98 (15), 88 (14),
87 (53), 86 (15), 76 (84), 76 (10), 75 (15), 74 (24), 63 (13), 62 (13), 61 (11), 51
(93), 50 (52).

23.411.4. Dados referentes ao composto 1,4-bis(3-bromo-4-
metoxifenil)buta-1,3-diino (70)

O composto 70 foi obtido como um

Br Br

5 @ sélido castanho apds purificagdo por
Meo-¥/ N — — 4 OMe

oL e e 8 /5 7 | coluna cromatografia de silica gel. Ts

142,5-143,1 °C. CCD: 0,38 (hexano:éter

dietilico, 1:1 v/v). IV (v~ Ilem™): 3063, 2926, 2844, 2143, 2024, 1716, 1591, 1491,

1389, 1284, 1257, 1183, 1050, 1101, 896, 813, 719, 583, 493. RMN de "H (300
MHz, CDCls) &: 3,91 (s, 6H, 7' e 7), 6,84 (d, Js'6 = Jss* = 8,5 Hz, 2H, 5’ e 57),

=

100



7,44 (dd, Jo5 = Jov5" = 8,5 e Jo3 = Jo'3» = 2,0 Hz, 2H, 6’ € 6”), 7,70 (d, J3 e =
J3'e» = 2,0 Hz, 2H, 2’ e 2”). RMN de '3C (75 MHz, CDCls) &: 56,3 (7' e 7”), 73,6
(2e€3),80,1(1e4),1115(3e3”),1116 (5 e5”),1152(1"e 17),113,1 (6’ e
6”),137,0 (2° e 2”), 157,8 (4’ e 4”). EM, m/z (%) 418 ([M*], C1sH12Br202, 47), 419
([M+1], 5), 420 ([M+2], 100), 421 ([M+3], 19), 422 ([M+4], 49), 423 ([M+5], 9), 408
(5), 407 (26), 406 (9), 405 (52), 403 (26), 377 (9), 375 (5), 364 (5), 362 (10), 360
(5), 311 (10), 309 (10), 215 (8), 211 (5), 210 (8), 189 (10), 188 (10), 187 (28), 186
(7), 175 (6), 174 (34), 167 (6), 148 (8), 136 (5), 135 (6), 134 (5), 124 (7), 123 (8),
122 (12), 111 (6), 110 (10), 98 (11), 93 (6), 74 (11), 53 (7), 50 (9).

2.3.4.12. 1-(2,2-dibromovinil)-4-metoxibenzeno (71)

T Em um bal&o bitubulado (25 mL), sob atmosfera de

. pa e Br| nitrogénio e agitagdo magnética foi adicionado PPhs (2,44
M o—< >—/
2 1 g, 9,30 mmol), CBrs (1,54 g, 4,65 mmol) e diclorometano

3 o

anidro (5 mL). O sistema reacional foi resfriado a 0 °C e
uma solugdo de 4-metoxibenzaldeido (318 mg, 2,33 mmol) em diclorometano
anidro (5 mL) foi adicionada lentamente. A mistura foi aquecida até a temperatura
ambiente, permanecendo sob agitacao por 4 horas. A purificagao foi conseguida
por filtragcdo da mistura reacional através de uma camada de silica gel (CH2Cly).
A evaporacgao do solvente forneceu 71 como um solido marrom claro em 100%
de rendimento (680 mg, 2,33 mmol) em estado puro analiticamente, confirmado
por TLC e pelas técnicas espectroscopicas. Ts: 34,8-35,2°C. CCD: 0,70 (hexano:
éter dietilico, 1:1 v/v). IV (v lem™): 3004, 2954, 2929, 2554, 2053, 1890, 1640,
1560, 1459, 1305, 1245, 1176,1113, 1029, 867, 801, 731, 578, 522, 440. RMN
de 'H (300 MHz, CDCIs) &: 3,82 (s, 3H, 7’), 6,89 (d, J32 = Js.6 = 8,8 Hz, 2H, 3" e
5), 7,41 (s, 1H, 1°), 7,51 (d, J23 = Jo5 = 8,8 Hz, 2H, 2’ € 6’). RMN de 3C (75
MHz, CDCIs) 6: 55,3 (7°), 87,3 (2), 113,8 (3’ e 5°), 127,8 (1"), 129,9 (2’ € 6’), 136,3
(1), 159,6 (4). EM, m/z (%): 290 ([M*], CoHsBr20, 11), 292 ([M+2], 23), 294
([M+4], 12), 279 (7), 277 (12), 132 (23), 117 (19), 106 (7), 104 (9), 101 (7), 98
(12), 90 (7), 89 (100), 88 (13), 87 (19), 86 (13), 85 (7), 81 (22), 78 (22), 75 (17),
74 (34), 64 (9), 63 (87), 62 (66), 61 (32), 53 (10), 51 (23), 50 (48).
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2.3.4.13. 1,3-bis(4-metoxifenil)prop-2-in-1-ol (72)

Em baldo de 50 mL, sob agitagdo magnética e

atmosfera de nitrogénio, foi adicionado N,N-
diisopropilamina (0,780 mL; 5,52 mmol) e THF

anidro (4 mL). A solucao foi resfriada a -5 °C e

MeO
e

adicionado n-BuLi (3,94 mL; 1,40 mol/L; 5,52 mmol). Apdés 1 h de agitagao, a
mistura resultante foi transferida, gota-a-gota e com o auxilio de uma seringa
para uma solugao a-78 °C de 71 (500 mg; 1,72 mmol) em THF (2 mL). O sistema
reacional foi agitado a -78 °C por 1 h. Uma solugdo de p-metoxibenzaldeido
(0,240 g; 1,76 mmol) em THF (3 mL) foi adiciona e 0 meio reacional foi aquecido
até 25 °C. O término da reagao foi acompanhado por CCD (3 h). Ao material
resultante foi adicionado uma solugao saturada de NH4Cl (20 mL) e foi extraida
com AcOEt (4 x 25 mL). A agua residual foi removida com MgSO4 e o solvente
removido em um evaporador rotatorio. Apdés cromatografia de coluna de silica
gel eluida com hexano/AcOEt (5:3 v/v) foi obtido o composto 72 como um dleo
amarelo em 86% de rendimento. CCD: 0,25 (hexano: acetato de etila, 5:3 v/v).
IV (v lem™): 3391, 3002, 2934, 2836, 2224, 2047, 1891, 1605, 1506, 1461, 1289,
1241, 1170, 1108, 1127, 959, 829, 800, 764, 687, 591, 564, 534. RMN de 'H
(300 MHz, CDCIs) &: 3,80 (s, 3H, 7°), 3,81 (s, 3H, 77), 5,62 (s, 1H, 3), 6,84 (d, J3 2
=Jse =8,8Hz 2H,3 e¥b), 6,92 (d, 32 = Js6 = 8,7 Hz, 2H, 3" e §”), 7,40 (d,
J23=Jo5=8,8Hz 2H,2 e6’),7,53 (d, J2r3» = Jov5» = 8,7 Hz, 2H, 2" e 6”). RMN
de 13C (75 MHz, CDCIls) & 55,3 (7’), 55,3 (7”), 64,7 (3), 86,4 (2), 87,6 (1), 113,9
(3e5”),114,0 (3’ e 5), 114,6 (1’), 128,2 (2” e 6”), 133,2 (2’ e 6’), 133,2 (17),
159,3 (4°), 159,8 (4”). EM, m/z (%): 268 ([M*], C17H1603, 100), 269 ([M+1], 19),
267 (28), 253 (37), 251 (27), 237 (42), 225 (38), 165 (52), 160 (42), 159 (39), 152
(21), 135 (59), 132 (54), 108 (44), 92 (28), 89 (39), 77 (59), 64 (25), 63 (43), 51
(23).

2.3.414. 3-(3-bromo-4-methoxifenil)-1-(3,5-dibromo-4-metoxifenil)prop-2-

in-1-ona (69e)

Em um baldo bitubulado (25 mL) foi adicionado
MnO:2 (0,418 g; 4,32 mmol), 72 (0,145; 0,540

mmol) e diclorometano anidro (2 mL). A mistura

foi mantida sob agitagdo magnética por 17 h.
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Apoés este periodo, a mistura reacional foi filtrada sob celite e o solvente foi
removido no evaporador rotatorio. O composto 69e foi obtido como um sdlido
marrom claro em 100% de rendimento e em estado analiticamente puro,
confirmado por TLC e pelas técnicas espectroscoépicas. Ts: 72,7-73,6 °C. CCD:
0,56 (hexano: acetato de etila, 1:1 v/v). IV (v /em1): 3197, 2933,2840, 2188,
2041, 1629, 1593, 1506, 1459, 1251, 1157, 1110, 1019, 830, 754, 684, 595, 507.
RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) & 3,84 (s, 3H, 7°), 3,88 (s, 3H, 7”), 6,92 (d, J3 2 =
Jse = 8,4 Hz, 2H, 3’ e §'), 6,97 (d, J3 2> = J5»6» = 8,5 Hz, 2H, 3" e 57), 7,62 (d,
Jo3=Js5=8,4Hz 2H,2 e6’), 8,18 (d, J2»3» = Je5» = 8,5 Hz, 2H, 2” € 6”). RMN
de 3C (75 MHz, CDCIs) ¢&: 55,5 (7’), 55,6 (7”), 86,8 (2), 93,5 (1), 112,1 (1), 113,8
(3e5”),114,4 (3 e 5), 130,4 (17), 131,9 (2" e 6”), 135,0 (2’ € €'), 161,5 (4)),
164,3 (4”), 176,8 (3). EM, m/z (%): 266 ([M*], C17H140s3, 79), 267 ([M+1], 14),
239 (12), 238 (71), 224 (16), 223 (100), 195 (28), 180 (12), 163 (7), 160 (7), 159
(71), 152 (29), 151 (10), 144 (18), 135 (20), 131 (6), 126 (7), 119 (35), 116 (23),
107 (7), 92 (24), 88 (21), 87 (8), 77 (43), 76 (11), 75 (13), 74 (11), 64 (24), 63
(36), 62 (23), 51 (15), 50 (14).

2.3.4.15. Cloridrato de 2-aminopropanoato de etila (73)

3

Em um balado bitubulado (250 mL) sob atmosfera de
0 @ JYO\/Z
"

Cl H3N™, nitrogénio e temperatura ambiente foi adicionado uma

0

solugdo de L-alanina (20,0 g, 225 mmol) em etanol
absoluto (150 mL). O sistema foi resfriado a 0 °C e SOCIz (22,8 mL, 315 mmol)
foi adicionado lentamente. A mistura foi submetida a refluxo durante 3 horas. O
etanol e o excesso de SOCIz foram entao removidos sob presséo reduzida em
um evaporador rotatério e 73 foi obtido como um déleo viscoso amarelo palha
(35,5 g) com um rendimento quantitativo e utilizado sem qualquer tipo de
purificagédo adicional. RMN de 'H (300 MHz, D20) &:1,17 (t, J2,1 = 7,2 Hz, 3H,
2’), 1,44 (d, J32=7,3 Hz, 3H, 3), 4,06 (q, J23 =7,3 Hz, 1H, 2), 4,18 (q, J12 =7,2
Hz, 2H, 1’). RMN de '3C (75 MHz, D;0) &: 13,1 (2), 15,0 (3), 48,8 (2), 63,4 (1),
170,7 (1).
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2.3.4.16. N-formil-2-aminopropanoato de etila (74)

3 Em um baldo bitubulado (100 mL), sob atmosfera de

0
HJ@LN
H

Jzﬁ(o\/z. nitrogénio e agitagdo magnética, foi adicionado cloridrato
"

o de 2-aminopropanoato de etila (73) (8,63 g, 56,2 mmol) e

ortoformiato de ftrietila (28,0 mL, 169 mmol). O sistema foi submetido a refluxo
durante 2 horas. O etanol produzido como subproduto da reagao e o excesso de
ortoformiato de trietila foram entdo removidos sob pressido reduzida em um
evaporador rotatério, obtendo um residuo viscoso de coloracdo marrom. Apos
cromatografia de coluna de silica gel eluida com hexano/éter dietilico (1:2 v/v)
foi obtido o composto 74 como um dleo laranja em 93% de rendimento (7,58 g,
52,3 mmol). CCD: 0,10 (hexano: éter dietilico, 1:1 v/v). RMN de 'H (300 MHz,
CDCls) 61,27 (t, J2,r+ = 7,1 Hz, 3H, 2°), 1,42 (d, J32 = 7,2 Hz, 3H, 3), 4,20 (q, J12
=7,1Hz, 2H, 1’), 4,48-4,78 (m, 1H, 2), 6.43 (s, 1H, NH), 8,17 (s, 1H, 3’). RMN de
13C (75 MHz, CDCls) 5§ 14,1 (2'), 18,5 (3), 46,9 (2), 61,7 (1°), 160,6 (3’), 172,6 (1).

2.3.4.17. 5-etoxi-4-metiloxazol (75)
3, 4/% Uma suspensao de P20s (20,0 g), celite (6,00 g) e MgO

N
2<o\ 50/1\ (6,00 g) foi vigorosamente agitada até se tornar homogénea,
2.

;

em um baldo bitubulado de fundo redondo (500 mL), com 150

mL de CHCIs anidro sob atmosfera de nitrogénio e a temperatura ambiente. Uma
solugcado de N-formil-2-aminopropanoato de etila (74) (4,00 g, 27,6 mmol) em 50
mL de CHCIs foi adicionada gota a gota e a agitagéo foi continuada durante 30
minutos. A mistura foi submetida a refluxo durante 20 h. A mistura reacional foi
resfriada e uma solugdo saturada (300 mL) de NaHCOs; foi adicionada
lentamente e os solidos foram removidos por filtracédo. O filtrado foi extraido com
cloroférmio, a fase organica foi lavada com agua, e secada com MgSO4 anidro.
Na remogdo do solvente, um o6leo laranja escuro foi obtido e submetido a
purificagcado por coluna cromatografica de silica gel (hexano:éter dietilico; 1:1 v/v),
obtendo-se 75 como um liquido amarelo volatil em 25% de rendimento (876 mg,
6,89 mmol). CCD: 0,38 (hexano: éter dietilico, 1:1 v/v). IV (v lem™): 3124, 2930,
2871, 2030, 1669, 1512, 1334, 1220, 1125, 1018, 930, 737, 652, 493. RMN de
H (300 MHz, CDCls) &: 1,33 (t, J2,1 = 7,1 Hz, 3H, 2°), 2,02 (s, 3H, 3'), 4,13 (q,
Jrz=7,1Hz, 2H, 1), 7,36 (s, 1H, 2). RMN de '*C (75 MHz, CDCl) &: 9,9 (3'), 14,9
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(2)), 70,1 (1), 112,2 (4), 142,1 (2), 154,2 (5). EM, m/z (%): 127 (IM*], CsHoNO2, 9),
128 (IM+1], 1), 99 (15), 71 (35), 49 (9), 43 (15), 42 (100), 41 (13), 40 (11).

2.3.4.18. Sintese de 3-benzoil-4-(3-bromo-4-metoxifenil)furan-2(5H)-ona (79a)

Sob atmosfera de nitrogénio e temperatura ambiente foi adicionado em
um tubo selado (13 x 100 mm) 3-(3-bromo-4-methoxifenil)-1-fenilprop-2-in-1-ona
(69a) (276 mg, 0,800 mmol), 5-etoxi-4-metiloxazol (75) (558 mg, 4,40 mmol) e
xileno (4 mL). O tubo foi coberto com papel aluminio e o sistema foi agitado
magneticamente e aquecido num banho de dleo a temperatura de 145-150 °C
durante 24 horas. Apos resfriamento, os produtos volateis foram evaporados sob
vacuo a 60 °C. O material bruto foi dissolvido em THF (10 mL) e uma solugéo
aquosa 48% de HBr (45,0 uL, 0,400 mmol) foi adicionada lentamente e o sistema
foi mantido sob agitacao magnética e temperatura ambiente por 8 horas. Apds
este periodo, a mistura reacional foi vertida em um funil de separagédo, uma
solugéo saturada de NaCl (20 mL) foi adicionada e foi extraido com acetato de
etila (2 x 30 mL). A fase orgénica foi secada com MgSO4 e concentrada em
evaporador rotatério sob presséo reduzida obtendo um o6leo marrom escuro
como material bruto da reagéo.

O material residual foi submetido a purificagdo por coluna cromatografica
de silica gel (hexano:acetato de etila; 1:1 v/v), obtendo-se como produto um
sélido amarelo claro em 79% de rendimento (254 mg, 0,630 mmol), identificado
como o produto 79a.

Os compostos 79b-d foram preparados utilizando o procedimento
experimental similar ao descrito para a sintese do composto 79a. A Tabela 2
apresenta as quantidades necessarias de cetoalquino e oxazol e os rendimentos

obtidos de cada reacgao.
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Tabela 2 — Dados referentes ao preparo das furanonas 79a-d.

Cetoalquino

(mg; mmol)

Oxazol 75

(mg; mmol)

Regioisémero principal

(Rendimento; mg; mmol)

69a
(276; 0,800)

69c

69d

69e
(202; 0,800)

(558; 4,40)

79d
(81%; 210; 0,650)
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2.3.4.18.1. Dados referentes ao composto 4-(3-bromo-4-metoxifenil)-3-(4-

metoxibenzoil)furan-2(5H)-ona (79a)

O composto 79a foi obtido como um sdélido
amarelo em 79% de rendimento apoés purificagao
por coluna cromatografia de silica gel. Ts: 155,8-
156,7 °C. CCD: 0,34 (hexano: acetato de etila, 1:1
! viv). IV (v lem™): 3484, 3057, 2932, 2843, 2574,

2029, 1744, 1650, 1592, 1499, 1422, 1332, 1247, 1164, 1015, 890, 844, 733,
680, 609, 576, 435. RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 3,84 (s, 3H, 7”), 3,86 (s,
3H, 7’), 5,27 (s, 2H, 5), 6,81 (d, Js.6 = 8,7 Hz, 1H, 5'), 6,90 (d, J» 2 = Js's* = 8,7
Hz, 2H, 3" € 5”), 7,35 (dd, Jo's = 8,7 Hz e Js.2 = 1,9 Hz, 1H, 6'), 7,56 (d, J2. =
1,9 Hz, 1H, 2)), 7,87 (d, J2"3" = Jo»5* = 8,7 Hz, 2H, 2” € 6”). RMN de *3C (75 MHz,
CDCls) & 55,6 (7”), 56,4 (7’), 70,4 (5), 112,1 (5'), 112,5 (3'), 114,3 (3" € 5”), 122,7
(1'), 124,7 (4), 128,6 (1), 129,1 (8"), 132,1 (2" e 6”), 132,4 (2'), 158,5 (3 e 4),
164,8 (4”), 171,0 (2), 189,8 (6). EM, m/z (%): 402 ([M*], C19H1sBr20s, 7), 404
(IM+2], 4), 148 (19), 147 (5), 136 (8), 135 (100), 133 (5), 107 (18), 101 (5), 92
(28), 90 (5), 87 (5), 79 (5), 78 (6), 77 (65), 76 (9), 75 (9), 74 (7), 64 (21), 63 (22),
62 (7), 53 (9), 51 (17), 50 (8).

2.3.4.18.2. Dados referentes ao composto 4-(3-bromo-4-metoxifenil)-3-(3,5-
dibromo-4-metoxibenzoil)furan-2(5H)-ona (79b)

O composto 79b foi obtido como um

sélido amarelo em 61% de rendimento apds
purificagdo por coluna cromatografia de silica
gel. Ty 173,4-173,9 °C. CCD: 0,33 (hexano:

1 acetato de etila, 2:1 v/iv). IV (v lem™): 3457,
3082, 2918, 2849, 2361, 2030, 1740, 1663, 1585, 1502, 1440, 1334, 1259, 1158,
1039, 958, 874,826, 733, 659, 579, 514. RMN de 'H (300 MHz, CDClIs) &: 3,92
(s, 3H, 7°), 3,94 (s, 3H, 7”), 5,32 (s, 2H, 5), 6,88 (d, J5'6» = 8,7 Hz, 1H, 5’), 7,38
(dd Jo5 = 8,7 Hz e Jo 2 = 2,1 Hz, 1H, 6°), 7,60 (d, J2¢ = 2,1 Hz, 1H, 2°), 8,02 (s,
2H, 2” e 6”). RMN de 3C (75 MHz, CDCIs) &: 56,5 (7’), 60,9 (7”), 70,6 (5), 112,2
(5), 112,8 (3°), 119,0 (3” € 57), 122,3 (1"), 123,3 (4), 129,1 (6’), 132,6 (2’), 133,6
(17), 133,9 (2” € 67), 159,1 (4°), 159,2 (4”), 161,0 (3), 170,4 (2), 188,1 (6). EM,
m/z (%): 558 ([M*], C19H13BrsOs, 35), 559 ([M+1], 30), 560 ([M+2], 100), 561
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(IM+3], 43), 562 ([M+4], 96), 563 ([M+5], 28), 564 ([M+6], 33), 565 ([M+7], 8), 533
(14), 532 (10), 531 (28), 529 (25), 503 (10), 483 (23), 482 (10), 481 (46), 479
(25), 453 (11), 384 (15), 382 (15), 358 (11), 356 (11), 297 (11), 296 (27), 294
(53), 293 (30), 292 (89), 290 (47), 239 (19), 237 (19), 215 (13), 213 (26), 211
(15), 201 (12), 200 (24), 148 (60), 105 (10), 77 (17), 75 (16), 74 (9), 62 (9).

2.3.418.3. Dados referentes ao composto 3-benzoil-4-(3-bromo-4-
metoxifenil)furan-2(5H)-ona (79c)

O composto 79c¢ foi obtido como um sdlido

amarelo claro em 51% de rendimento apds purificacéo
por coluna cromatografia de silica gel. Ts: 151,4-152,0
°C. CCD: 0,20 (hexano: acetato de etila, 2:1 v/v). IV (
v lem): 2970, 2840, 2361, 2026, 1749, 1655, 1594,
1495, 1436, 1333, 1264, 1185, 1040, 1011, 889, 820, 770, 678, 616, 533, 430.
RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,87 (s, 3H, 7°), 5,29 (s, 2H, 5), 6,81 (d, Js6 =
8,7Hz,1H,5’), 7,35 (dd, Js 5 =8,7THz e Js 2 = 2,2 Hz, 1H, 6°), 7,45 (t, J3" 2> = J37 4~
=Js 4 = Jsre = 7,6 Hz, 2H, 3” e 5”), 7,53-7,65 (m, 2H, 2’ e 4”), 7,84-7,97 (m,
2H, 2” e 6”). RMN de '3C (75 MHz, CDCls) &: 56,5 (7°), 70,4 (5), 112,1 (5), 112,6
(3), 122,6 (1'), 124,5 (4), 129,0 (3" e 5”), 129,1 (6’), 129,5 (2" € 67), 132,5 (2)),
134,7 (47), 135,5 (1”), 158,7 (4’), 159,4 (3), 170,8 (2), 191,5 (6). EM, m/z (%):
372 ([M*], C18H13BrO4, 13), 373 ([M+1], 7), 374 ([M+2], 13), 293 (7), 148 (18),
105 (49), 101 (7), 89 (6), 87 (9), 78 (13), 77 (100), 76 (5), 76 (8), 74 (7), 63 (9),
62 (5), 51 (54), 50 (18).

2.3.418.4. Dados referentes ao composto 3-(4-metoxibenzoil)-4-(4-
metoxifenil)-furan-2(5H)-ona (79d)

O composto 79d foi obtido como um
sélido marrom em 81% de rendimento apds
purificacdo por coluna cromatografia de silica
gel. Ts: 165,8-166,6 °C. CCD: 0,25 (hexano:
acetato de etila, 1:1 v/v). IV (v /lecm™): 3015,
2930, 2838, 2045, 1732, 1654, 1594, 1517, 1420, 1307, 1248, 1160, 1056, 1022,
919, 878, 829, 793, 725, 649, 556, 474. RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &: 3,78
(s, 3H, 7), 3,83 (s, 3H, 7), 5,29 (s, 2H, 5), 6,83 (d, J3 2 = Js¢ = 8,7 Hz, 2H, 3’ e
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5), 6,90 (d, J3'2" = Js»e» = 8,7 Hz, 2H, 3" € 5”), 7,34 (d, J2.3 = Jo.5 = 8,7 Hz, 2H,
2" e6'),7,90 (d, J23» = Jo 5 = 8,7 Hz, 2H, 2” e 6”). RMN de *3C (75 MHz, CDCls)
8 55,5 (7), 55,6 (7”), 70,4 (5), 114,2 (3" € 5”), 114,7 (3 e 5), 121,5 (1), 123.4
(4), 128.7 (17), 129.7 (2’ e 6), 132.1 (2" e 6”), 159.9 (3), 162,5 (4'), 164,7 (4"),
171,4 (2), 190,3 (6). EM, m/z (%): 324 (IM*], C1oH160s, 22), 325 ([M+1], 5), 323
(23), 293 (17), 251 (6), 239 (6), 238 (7), 159 (10), 149 (13), 136 (9), 135 (100),
133 (25), 121 (24), 107 (21), 102 (6), 92 (32), 89 (8), 88 (8), 78 (9), 77 (69), 76
(12), 75 (6), 64 (34), 63 (23), 53 (7), 51 (12), 50 (10).

2.3.4.18.5. Dados referentes ao composto 4-benzoil-3-(3-bromo-4-
metoxifenil)furan-2(5H)-ona (80c)

OMe O composto 80c foi obtido como um solido
7

amarelo em 6% de rendimento apos purificagéo por
coluna cromatografia de silica gel. Ts: 201,7-202,3 °C.
CCD: 0,39 (hexano: acetato de etila, 2:1 v/v). IV (v
! lem™): 3067, 2923, 2849, 2022, 1754, 1649, 1596,

1493, 1452, 1373, 1262, 1185, 1106, 1012, 973, 829, 724, 615, 577, 440. RMN
de "H (300 MHz, CDCls) & 3,82 (s, 3H, 7), 5,15 (s, 2H, 5), 6,72 (d, Js.6 = 8,6 Hz,
1H, 5'), 7,44-7,32 (m, 3H, 6, 3" e 5”), 7,50-7,57 (m, 1H, 4’), 7,68 (d, Jz.s = 2,1
Hz, 1H, 2'), 7,71-7,81 (m, 2H, 2” € 6”). RMN de *3C (75 MHz, CDCls) & 56,2 (7"),
70,2 (5), 111,4 (5'), 111,7 (3"), 122,0 (1), 129,0 (3" € 57), 129,3 (2" € 6”), 129,4
(3), 129,7 (8'), 134,0 (2)), 134,2 (17), 134,7 (4”), 152,5 (4), 156,9 (4’), 171,5 (2),
191,9 (6). EM, m/z (%): 372 ([M*], C1sH13BrOa, 7), 374 ([M+2], 8), 132 (5), 105
(100), 101 (10), 89 (5), 88 (5), 78 (10), 77 (79), 75 (9), 74 (5), 63 (5), 51 (41), 50
(12).

234.19. Sintese da (2)-5-(4-metoxibenzilideno)-3-benzoil-4-(3-bromo-4-
metoxifenil)furan-2(5H)-ona (81a) pela reagao de condensacao de Knoevenagel

A um baldo bitubulado de fundo redondo (25 mL), sob atmosfera de
nitrogénio, agitacdo magnética e temperatura ambiente, foi adicionado a lactona
79¢ (50,0 mg, 0,134 mmol) em metanol anidro (3 mL) e piperidina (0,660 puL,

0,670 mmol). Apds 30 minutos, foi adicionado 2,5-dimetoxibenzaldeido (27,4 mg,
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0,201 mmol) em metanol anidro e a reacao permaneceu por 10 horas sob
agitagao.

A fase organica resultante foi lavada com solugéo aquosa de HCI 1M (5
mL) e solugéo saturada de NaCl (5 mL). Em seguida, a mesma foi secada com
MgSO4 anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida para obtencao do
material bruto da reag¢ao, que foi purificado por cromatografia de coluna de silica
gel, obtendo 81a como um soélido amarelo em 30% de rendimento (19,8 mg,
0,0400 mmol).

23.420. Sintese de (2)-5-(4-metoxibenzilideno)-3-benzoil-4-(3-bromo-4-
metoxifenil)furan-2(5H)-ona (81a) pela reagao de adi¢ao alddlica, seguida por
reacao de f-eliminagao

A um balao bitubulado de fundo redondo (25 mL), sob atmosfera de
nitrogénio, foi adicionado a lactona 79¢ (50,0 mg, 0,134 mmol), 4-
metoxibenzaldeido (21,8 mg, 0,160 mmol), TBDMSOTf (40,0 uL, 0,175 mmol),
DIPEA (48,0 uL, 0,269 mmol) e diclorometano anidro (5 mL). A mistura resultante
foi mantida sob agitacdo magnética e temperatura ambiente por um periodo de
1 hora. Decorrido esse periodo, a mistura reacional foi refluxada a 40 °C e
posteriormente foi adicionado DBU (40,0 uL, 0,269 mmol) mantendo-se o refluxo
por 2 horas.

A mistura reacional foi transferida para um funil de separacéo
empregando-se 10 mL de diclorometano. A fase orgéanica resultante foi lavada
com solugdo aquosa de HCI 1M (5 mL) e solugéo saturada de NaCl (5 mL). Em
seguida, a mesma foi secada com MgSO4 anidro, filtrada e concentrada sob
pressao reduzida para obtengao do material bruto da reagao, que foi purificado
por cromatografia de coluna de silica gel empregando-se a mistura de solvente
hexano:éter dietilico (1:1 v/v) para obtengédo de 81a em 79% de rendimento (52,0
mg, 0,106 mmol).

Os compostos 81b-k foram preparados utilizando-se procedimento
experimental similar ao descrito para a sintese do composto 81a. A Tabela 3
apresenta as quantidades necessarias de lactona e aldeido e os rendimentos

obtidos de cada reacgao.
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Tabela 3 — Dados referentes ao preparo dos analogos aos cadiolideos 81a-k.

Lactona Aldeido Analogo aos cadiolideos
(mg; mmol) (mg; mmol) (Rendimento; mg; mmol)
MeO
o]
Br O ? /@)J\
W !
0" © MeO
79c
(50,0; 0,134) (21,8; 0,160)
MeO
o) o
Br O O Brj@)}\
— H
0”0 MeO
79c 81b
(50,0; 0,134) (34,4; 0,160) (55%; 42,0; 0,0740)
MeO
Br O O O
MeQO O _ ; o
Br O Q O Br H
— MeO
0”0 Br
79c
(50,0; 0,134) (47,0; 0,160)
MeO
0

MeO
e \dLH
OMe
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Tabela 3 — Continuacgao...

Lactona Aldeido Analogo aos cadiolideos
(mg; mmol) (mg; mmol) (Rendimento; mg; mmol)
MeO
B 0
f O O OMe
MeQ = 0" ~0
o]
Br O Q O onte /©)LH O
0”0 MeO MeO
79a 81e
(50,0; 0,124) (20,4; 0,150) (73%; 47,2; 0,0910)
MeO
o
Br O Q O OMe Brj@)LH
0" © MeO MeO
79a 81f
(50,0; 0,124) (32,3; 0,150) (76%; 56,6; 0,0940)
MeO, O
B
Br O 3 O OMe r H
- MeO
0"~ © Br
79a 81g
(50,0; 0,124) (44,1; 0,150) (55%; 46,2; 0,0680)
MeO
Br 0]
0 3o
MeO —
0 =
Br O ] O OMe MeO : %LH MeO o e
0”0 OMe OMe
79a 81h
(50,0; 0,124) (24,9; 0,150) (83%; 56,7; 0,103)
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Tabela 3 — Continuacgao...

Lactona Aldeido Analogo aos cadiolideos
(mg; mmol) (mg; mmol) (Rendimento; mg; mmol)
MeO
WX
O OMe
o) om0
o ¥
MeO MeO
81i
(50,0; 0,154) (24,5; 0,180) (89%; 60,6; 0,137)
o
MeO
(50,0; 0,0890) (23,7; 0,110)
o)
Br H
MeO
Br MeO
81k
(50,0; 0,0890) (32,3; 0,110) (48%; 35,8; 0,0430)
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2.3.4.20.1. Dados referentes ao composto (2)-3-benzoil-4-(3-bromo-4-

metoxifenil)-5-(4-metoxibenzilideno)-furan-2(5H)-ona (81a)

O composto 81a foi obtido como um sdélido amarelo em
79% de rendimento apds purificagdo por coluna
cromatografia. Ty 161,3-162,0 °C. CCD: 0,22 (hexano:
éter dietilico, 1:1 v/v). IV (v lem1): 3057, 2925, 2843,
2162, 2033, 1750, 1661, 1597, 1495, 1449, 1346, 1255,
1172, 1054, 974, 848, 735, 667, 614, 557. RMN de 'H
(300 MHz, CDCIs) ¢: 3,86 (s, 3H,7), 3,90 (s, 3H, 7°), 6,21
(s, 1H, 7), 6,89 (d, Js e = 8,5 Hz, 1H, 5'), 6,94 (d, J3» 2> = J5»6~ = 8,8 Hz, 2H, 3"
eb”), 7,32-7,43 (m, 3H, 6’, 3" e 5”), 7,53 (t, Jav 3 = Jar5» = 7,4 Hz, 1H, 4”), 7,62
(d, J2¢ = 2,0 Hz, 1H, 2'), 7,77-7,85 (m, 4H, 2", 67, 2" e 6™’). RMN de 13C (75
MHz, CDCIs) &: 55,4 (7°”), 56,4 (7°), 111,8 (5"), 112,1 (3"), 114,6 (3" e 5™), 117,7
(7), 122,4 (1), 122,7 (5), 125,5 (1””), 128,5 (3” e 5”), 129,5 (2” € 6”), 130,0 (6’),
133,3 (27 e6), 133,9 (47), 134,0 (2), 136,2 (1), 145,5 (4), 156,4 (3), 157,5 (4'),
161,3 (4), 166,3 (2), 189,5 (6). EM, m/z (%): 490 ([M*], C26H19BrOs, 67), 491
([IM+1], 20), 492 ([M+2], 65), 493 ([M+3], 19), 411 (7), 383 (7), 381 (5), 331 (11),
329 (11), 148 (28), 135 (5), 121 (17), 120 (21), 106 (8), 105 (100), 91 (11), 77
(49), 51 (7).

2.3.4.20.2. Dados referentes ao composto (2)-3-benzoil-5-(3-bromo-4-

metoxi-benzilideno)-4-(3-bromo-4-metoxifenil)furan-2(5H)-ona (81b)

O composto 81b foi obtido como um sdlido amarelo em
55% de rendimento apds purificagdo por coluna
cromatografia de silica gel. Ts: 170,4-170,9 °C. CCD: 0,19
(hexano: éter dietilico, 1:1 v/v). IV (v lem™): 3059, 2928,
2843, 2565, 2032, 1754, 1659, 1595, 1495, 1449, 1370,
1263, 1165, 1053, 1015, 977, 860, 736, 681, 576, 440.
RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,90 (s, 3H, 7’), 3,95 (s,
3H, 7), 6,12 (s, 1H, 7), 6,89 (d, J5e = 8,6 Hz, 1H, 5°), 6,94 (d, J576~ = 8,7 Hz,
1H,5"), 7,31-7,45 (m, 3H, 6, 3" € 57), 7,54 (t, Ja» 3" = Ja5» = 7,3 Hz, 1H, 4”), 7,61
(d, J2e =19 Hz, 1H, 2’), 7,72-7,90 (m, 3H, 2”,6” € 6), 7,99 (d, J2» 6" = 1,9 Hz,
1H, 2””). RMN de '3C (75 MHz, CDCIs) &: 56,4 (7’), 56,4 (7""), 111,8 (5"), 112,0
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(5”), 112,2 (3)), 112,3 (3"), 115,8 (7), 122,2 (1), 123,6 (5), 126,7 (1”), 128,6 (3”
e 57), 129,5 (2 e 6”), 130,0 (6'), 132,0 (6™), 133,8 (2'), 134,1 (4”), 135,9 (2",
136,00 (17), 146,2 (4), 156,1 (3), 157,3 (4”"), 157,7 (4’), 165,9 (2), 189,3 (6). EM,
m/z (%): 568 ([M*], CasH1sBr20s, 16), 569 ([M+1], 5), 570 ((M+2], 31), 571 (M+3],
9), 572 ([M+4], 17), 573 ([M+5], 5), 228 (13), 226 (13), 213 (6), 201 (16), 199 (16),
119 (9), 106 (8), 105 (100), 77 (33).

2.3.4.20.3. Dados referentes ao composto (Z2)-3-benzoil-4-(3-bromo-4-
metoxifenil)-5-(3,5-dibromo-4-metoxibenzilideno)furan-2(5H)-ona (81c)

O composto 81c foi obtido como um sdlido
amarelo em 45% de rendimento apds purificagdo por
coluna cromatografia de silica gel. Ts: 191,8-192,4 °C.
CCD: 0,38 (hexano: acetato de etila, 2:1 v/v). IV (v lem-
1): 3518, 3060, 2928, 2844, 2551, 1976, 1762, 1652,
1595, 1494, 1367, 1260, 1218, 1162, 1052, 981, 861,
734, 666, 614, 462. RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &:
3,90 (s, 3H, 7°), 3,92 (s, 3H, 7"), 6,05 (s, 1H, 7), 6,89 (d, J5¢ = 8,5 Hz, 1H, 5'),
7,31-7,47 (m, 3H, 6’, 3" ¢ 5”), 7,51-7,66 (m, 2H, 2’ € 4”), 7,80 (d, J2"3' = Je" 5" =
7,4Hz, 2H, 2" e 6"), 7,97 (s, 2H, 2" e 6”"). RMN de '3C (75 MHz, CDCl5) &: 56,4
(7), 60,9 (7), 11,9 (5"), 112,3 (3’), 13,2 (7), 118,7 (3’ e 5™), 121,7 (1’), 124,8
(5), 128,7 (3" e 5”), 129,6 (2" e 6”), 130,0 (6’), 131,2 (1"”), 133,8 (2), 134,4 (4”),
134,8 (2’ e 6”), 135,7 (1), 147,8 (4), 155,2 (4’”), 155,6 (3), 157,8 (4’), 165,4 (2),
189,0 (6). EM, m/z (%): 646 ([M*], C26H17Br30Os, 6), 648 ([M+2], 17), 649 ([M+3],
5), 650 ([M+4], 17), 651 ([M+5], 5), 652 ([M+6], 6), 306 (7), 291 (6), 106 (8), 105
(100), 77 (32).

2.3.4.20.4. Dados referentes ao composto (Z2)-3-benzoil-4-(3-bromo-4-

metoxifenil)-5-(2,5-dimetoxibenzilideno)furan-2(5H)-
ona (81d)

O composto 81d foi obtido como um sdlido
vermelho em 82% de rendimento apos purificacdo por
coluna cromatografia de silica gel. Ts: 189,6-190,1 °C.
CCD: 0,19 (hexano: éter dietilico, 1:1 v/v). IV (v lecm™):
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3061, 2925, 2839, 2032, 1968, 1754, 1650, 1600, 1492, 1369, 1258, 1227, 1181,
1048, 961, 865, 812, 697, 616, 445. RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 3,79 (s,
3H, 7), 3,85 (s, 3H, 8™), 3,90 (s, 3H, 7°), 6,82 (s, 1H, 7), 6,82-6,91 (m, 2H, 5’ e
3"), 6,94 (dd, Ja 3 = 9,0 Hz e Jag = 3,0 Hz, 1H, 4”), 7,34-7,44 (m, 3H, 6, 3
e5"), 7,54 (t, Jrrz = Jas = 7,4 Hz, 1H, 47), 7,66 (d, Jz.s = 2,1 Hz, 1H, 2'), 7,81
(d, J23 = Jos = 7,2 Hz, 2H, 2" € 6”), 7,85 (d, Js~4» = 3,0 Hz, 1H, 6”),. RMN de
13C (75 MHz, CDCls) &: 56,0 (8”"), 56,3 (7"), 56,4 (7°), 111,4 (7), 111,8 (5), 111,8
(3”), 112,0 (3'), 115,8 (6”), 118,2 (4”"), 122,2 (1), 122,4 (1), 123,4 (5), 128,6
(3" € 5”), 129,6 (2” € 6”), 130,2 (6), 134,0 (4”), 134,1 (2), 136,1 (1”), 146,7 (4),
152,9 (5”), 153,7 (2), 156,3 (3), 157,6 (4'), 166,1 (2), 189,6 (6). EM, m/z (%):
520 ([M*], C27H21BrOs, 21), 521 ([M+1], 7), 522 ([M+2], 25), 523 ([M+3], 7), 178
(5), 163 (12), 151 (40), 138 (5), 121 (15), 106 (8), 105 (100), 91 (7), 77 (31).

2.3.4.20.5. Dados referentes ao composto (Z)-4-(3-bromo-4-metoxifenil)-3-

(4-metoxibenzoil)-5-(4-metoxibenzilideno)furan-2(5H)-ona (81e)

O composto 81e foi obtido como um sdlido
amarelo em 73% de rendimento apds purificagéo
por coluna cromatografia de silica gel. Ts: 177,4-
178,3 °C. CCD: 0,32 (hexano: acetato de etila, 3:1
viv). IV (v lem™): 3493, 3054, 2934, 2840, 2563,
2361, 2032, 1746, 1641, 1595, 1494, 1423, 1253,

MeO 1162, 1021, 974, 874, 734, 609, 555, 438. RMN de

H (300 MHz, CDCls) & 3,84 (s, 3H, 7”), 3,86 (s, 3H, 7”), 3,90 (s, 3H, 7°), 6,19
(s, 1H, 7), 6,83-6,96 (m, 5H, 5", 3", 5”, 3" € 5™), 7,36 (dd, Js's = 8,5 Hz & Js2 =
1,4 Hz, 1H, 8'), 7,63 (d, J2.s = 1,4 Hz, 1H, 2)), 7,81 (d, Jz3 = Jo'5 = Jo»3 = J 5
= 8,4 Hz, 4H, 2”, 6”, 2" e 6”). RMN de 3C (75 MHz, CDCls) & 55,4 (7"), 55,6
(77), 56,4 (7’), 111,8 (5'), 112,0 (3)), 113,9 (3" € 5), 114,5 (3" e 5"), 117,2 (7),
122,6 (1), 123,4 (5), 125,6 (1), 129,2 (1”), 130,0 (8'), 132,1 (2" e 6), 133,2
(2” e 6”), 133,8 (2'), 145,5 (4), 155,6 (3), 157,5 (4'), 161,2 (4", 164,3 (4”), 166,5
(2), 187,8 (6). EM, m/z (%): 520 ([M*], C2rH21BrOs, 48), 521 ([M+1], 15), 522
(IM+2], 47), 523 ([M+3], 13), 441 (8), 331 (5), 329 (6), 227 (11), 148 (28), 136
(10), 135 (100), 120 (16), 107 (17), 92 (13), 91 (8), 77 (26).
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2.3.4.20.6. Dados referentes ao composto (2)-5-(3-bromo-4-metoxi

benzilideno)-4-(3-bromo-4-metoxifenil)-3-(4-metoxibenzoil)furan-2(5H)-ona (81f)

O composto 81f foi obtido como um sélido
amarelo em 76% de rendimento apos purificacao por
coluna cromatografia de silica gel. Ts: 191,6-192,2 °C.
CCD: 0,35 (hexano: acetato de etila, 3:1 v/v). IV (v
lem™): 3505, 3057, 2929, 2842, 2566, 2030, 1748,
1646, 1592, 1493, 1459, 1360, 1255, 1162, 1052,
1015, 976, 863, 734, 673, 609, 576, 441. RMN de 'H
(300 MHz, CDCIs) ¢: 3,84 (s, 3H, 77), 3,90 (s, 3H, 7°), 3,95 (s, 3H, 7’), 6,10 (s,
1H, 7), 6,80-7,00 (m, 4H, 5’, 3", 5” e 5), 7,30-7,47 (m, 1H, 6), 7,55-7,70 (m, 1H,
2'), 7,75-7,87 (m, 3H, 2", 6" e 6'”), 7,94-8,04 (m, 1H, 2"’). RMN de 13C (75 MHz,
CDCls) &: 55,6 (7”), 56,4 (7 e 7’), 111,9 (5”), 111,9 (5'), 112,2 (3""), 112,2 (3),
114,0 (3” e 57), 115,2 (7), 122,3 (1’), 124,1 (4), 126,8 (1"’), 129,0 (1”), 130,0 (6),
131,9 (6”), 132,1 (2” e 6”), 133,7 (2), 135,9 (2’), 146,3 (4), 155,3 (3), 157,1
(4, 157,6 (4’), 164,4 (47), 166,2 (2), 187,6 (6). EM, m/z (%): 598 ([M*],
C27H20Br206, 12), 599 ([M+1], 4), 600 ([M+2], 24), 601 ([M+3], 7), 602 ([M+4], 13),
603 ([M+5], 4), 522 (3), 521 (4), 520 (3), 519 (3), 307 (3), 305 (3), 228 (8), 226
(8), 148 (4), 136 (8), 135 (100), 119 (6), 107 (13), 92 (6), 77 (14).

2.3.4.20.7. Dados referentes ao composto (Z)-4-(3-bromo-4-metoxifenil)-5-
(3,5-dibromo-4-metoxibenzilideno)-3-(4-metoxibenzoil)furan-2(5H)-ona (819)

O composto 81g foi obtido como um sélido

amarelo em 55% de rendimento apds purificagéo
por coluna cromatografia de silica gel. Ts: 103,6-
104,4 °C. CCD: 0,40 (hexano: acetato de etila, 3:1
viv). IV (v lem™): 3058, 2929, 2842, 2566, 2036,
1759, 1650, 1594, 1495, 1421, 1367, 1259, 1164,

MeO
- 1053, 980, 865, 733, 608, 524. RMN de 'H (300

MHz, CDCls) & 3,85 (s, 3H, 7”), 3,90 (s, 3H, 7°), 3,92 (s, 3H, 7"), 6,03 (s, 1H, 7),
6,83-6,95 (m, 3H, 5, 3" € 5”), 7,30-7,41 (m, 1H, 6'), 7,56-7,67 (m, 1H), 7,80 (d,
J 3 = Jos = 8,6 Hz, 2H, 2" € 6”), 7,96 (s, 2H, 2 e 6”). RMN de 3C (75 MHz,
CDCls) & 55,6 (7”), 56,4 (7’), 60,9 (7”), 111,9 (5'), 112,3 (3), 112,8 (7), 114,1
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(3" e5”), 118,7 (3 € 57), 121,8 (1), 125,4 (5), 128,8 (1'), 129,9 ('), 131,2 (1),
132,1 (2" €6”), 133,7 (2), 134,7 (2" € 6™), 147,8 (4), 154,8 (3), 155,1 (4", 157,8
(4'), 164,6 (47), 165,6 (2), 187,3 (6). EM, m/z (%): 676 ([M*], CarH19BrsOs, 5),
677 (IM+1], 2), 678 (IM+2], 15), 679 ([M+3], 5), 680 ([M+4], 15), 681 ([M+5], 5),
682 ([M+6], 5), 599 (4), 136 (9), 135 (100), 107(12), 92 (6), 77 (13).

2.3.4.20.8. Dados referentes ao composto (Z)-4-(3-bromo-4-metoxifenil)-5-
(2,5-dimetoxibenzilideno)-3-(4-metoxibenzoil)furan-2(5H)-ona (81h)
O composto 81h foi obtido como um sélido

laranja em 83% de rendimento apds purificagéo por
coluna cromatografia de silica gel. Ts: 177,3-177,9
°C. CCD: 0,38 (hexano: acetato de etila, 2:1 v/v). IV
(v lem™): 3496, 3071, 2938, 2839, 2035, 1752,
1646, 1596, 1492, 1421, 1259, 1228, 1164, 1019,
957, 868, 794, 714, 610, 521, 443. RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) &: 3,79 (s, 3H,
7"), 3,84 (s, 6H, 77 e 8”), 3,90 (s, 3H, 7°), 6,77-6,94 (m, 6H, 7, 5, 3", 5", 3" e
4), 7,39 (dd, Je5 =7,4Hze Jo 2 = 2,1 Hz,1H, 6'), 7,67 (d, J2 ¢ = 2,1 Hz,1H, 2’),
7,79-7,87 (m, 3H, 2”, 6” e 6™’). RMN de '3C (75 MHz, CDCI5) &: 55,6 (7”), 55,9
(8),56,2(7”), 56,3 (7°), 110,9 (7), 111,8 (3"”), 111,8 (5’), 112,0 (3’), 113,9 (3" e
5”), 115,8 (6), 117,9 (4), 122,2 (1’), 122,5 (1), 124,0 (5), 129,1 (1”’), 130,1
(6),132,1 (2" e6”), 134,0 (2'), 146,7 (4), 152,8 (2"), 153,7 (5'”), 155,4 (3), 157,5
(4'),164,4 (4”), 166,3 (2), 187,9 (6). EM, m/z (%):550 ([M*], C2sH23BrOz, 25), 551
([M+1], 8), 552 ([M+2], 25), 553 ([M+3], 7), 472 (5), 178 (6), 163 (12), 136 (10),
135 (100), 121 (5), 107 (14), 92 (7), 77 (15).

2.3.4.20.9. Dados referentes ao composto (Z)-3-(4-metoxibenzoil)-5-(4-

metoxibenzilideno)-4-(4-metoxifenil)furan-2(5H)-ona (81i)

O composto 81i foi obtido como um solido
amarelo em 89% de rendimento apds purificagdo por
coluna cromatografia de silica gel. Ts: 189,1-189,7 °C.
CCD: 0,25 (hexano: acetato de etila, 2:1 v/v). IV (v
lem™): 3486, 3053, 2929, 2849, 2560, 2361, 2039,
1747, 1651, 1594, 1507, 1374, 1251, 1164, 1114, 1025,
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970, 834, 734, 620, 529, 430. RMN de "H (300 MHz, CDCls) & 3,80 (s, 3H, 7’),
3,82 (s, 3H, 7”), 3,85 (s, 3H, 7”), 6,23 (s, 1H, 7), 6,79-6,98 (m, 6H, 3", 3", 3", 5,
5" e57),7,36 (d, Jo.5 = Jo.5 = 8,6 Hz, 2H, 2’ € 6'), 7,81 (d, J23° = Jov5 = Jo» 3~ =
Jov5» = 8,5 Hz, 4H, 27, 2", 8” € 6”"). RMN de 13C (75 MHz, CDCls) & 55,4 (7'),
55,4 (7”), 55,5 (7"”), 113,8 (3" e 57), 114,3 (3' e 5'), 114,5 (3" e 5™), 117,0 (7),
121,4 (1'), 122,7 (5), 125,7 (1”), 129,3 (1”), 130,8 (2’ € 6'), 132,1 (2” € 6”), 133,0
(2”7 e 6"), 145,8 (4), 157,0 (3), 161,0 (4”), 161,3 (4’), 164,2 (4”), 166,8 (2), 188,3
(6). EM, m/z (%): 442 ([M*], C27H2206, 57), 443 ([M+1], 17), 334 (5), 333 (5), 303
(7), 251 (15), 227 (B), 148 (26), 136 (9), 135 (100), 121 (9), 120 (11), 107 (16),
92 (9), 91 (6), 77 (20), 57 (6).

2.3.4.20.10. Dados referentes ao composto (£)-5-3-bromo-4-metoxibenzilideno)-4-
(3-bromo-4-metoxifenil)-3-(3,5-dibromo-4-metoxiben-zoil)furan-2(5H)-ona (81j)

O composto 81j foi obtido como um sdlido

amarelo em 53% de rendimento apds purificagao
por coluna cromatografia de silica gel. Ts: 163,1-
163,8 °C. CCD: 0,17 (hexano: diclorometano, 3:5
viv). IV (v lem): 3063, 2924, 2851, 2550, 2027,
1755, 1656, 1592, 1494, 1379, 1259, 1182, 1052,
983, 889,812, 735, 662, 576, 441. RMN de 'H (300
MHz, CDCIs) &: 3,89 (s, 3H, 77), 3,93 (s, 3H, 7°), 3,96 (s, 3H, 7"”), 6,17 (s, 1H, 7),
6,91-6,97 (m, 2H, 5 e 5™), 7,33 (dd, Jo,5 = 8,5 Hz e Jo2 = 1,7 Hz, 1H, 6’), 7,56
(d, J2e =1,8 Hz, 1H, 2’), 7,83-7,89 (m, 3H, 2”, 6” e 6"”), 7,98-8,02 (m, 1H, 2"").
RMN de 3C (75 MHz, CDCls) &: 56,5 (7 e 7"), 60,8 (7”), 111,9 (5'), 112,0 (5™),
112,4 (3’), 112,4 (3”’), 117,2 (7), 118,5 (3" € 5”), 121,7 (5), 121,9 (1°), 126,6 (1”"),
130,0 (6’), 132,3 (6™), 133,9 (1", 2" e 6”), 134,0 (2'), 136,2 (2’), 145,9 (4), 157,5
(3), 157,6 (4”), 157,8 (4’”), 158,5 (4’), 165,6 (2), 185,7 (6). EM, m/z (%): 754
([M*], C2rH18BrsOs, 15), 755 ([M+1], 5), 756 ([M+2], 55), 757 ([M+3], 16), 758
([M+4], 79), 759 ([M+5], 23), 760 ([M+6], 53), 761 ([M+7], 15), 762 ([M+8], 15),
679 (9), 677 (9), 465 (7), 463 (7), 461 (6), 411 (13), 410 (5), 409 (24), 407 (13),
394 (7), 295 (49), 294 (10), 293 (100), 292 (6), 291 (52), 265 (6), 252 (5), 250
(10), 248 (5), 239 (16), 237 (19), 235 (10), 233 (5), 229 (6), 228 (59), 227 (7),
226(60), 224 (6), 222 (6), 215 (29), 214 (5), 213 (47), 211 (20), 201 (8), 200 (11),
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199 (10), 198 (10), 163 (5), 156 (5), 155 (5), 120 (5), 119 (54), 103 (11), 90 (5),
89 (15), 97 (6), 77 (8), 76 (9), 75 (10), 63 (5), 57 (B).

2.3.4.20.11. Dados referentes ao composto (Z)-4-3-bromo-4-metoxifenil)-3-(3,5-
dibromo-4-metoxibenzoil)-5+3,5-dibromo-4-metoxibenzilideno)furan-2(5H)-ona (81k)

O composto 81k foi obtido como um sdlido

amarelo em 48% de rendimento apds
purificacdo por coluna cromatografia de silica
gel. Ts: 213,8-214,4 °C. CCD: 0,28 (hexano:
diclorometano, 3:5 v/v). IV (v /ecm™): 3069,
2926, 2853, 2536, 2162, 1969, 1765, 1668,1592,

MeO 1470, 1380, 1260, 1185, 1054, 983, 892,812,
734, 661, 613, 437. RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,90 (s, 3H, 7”), 3,93 (s,
6H,7e7”), 6,09 (s, 1H, 7), 6,94 (d, Js¢ = 8,5 Hz, 1H, 5°), 7,33 (dd, Je,5 = 8,5 e
Jo2 = 2,1 Hz, 1H, 6’), 7,57 (d, J2¢ = 2.1 Hz, 1H, 2), 7,88 (s, 2H, 2" € 6”), 7,97
(s, 2H, 2 e 6”’). RMN de '3C (75 MHz, CDCl5) &: 56,5 (7’), 60,8 (7”), 60,9 (7"),
112,0 (5), 112,6 (3’), 114,5(7), 118,6 (3" e 5”), 118,8 (3" e 5), 121,4 (1'), 123,2
(5), 130,0 (6’), 131,0 (17"), 133,7 (1), 133,9 (2'), 133,9 (2" € 6”), 134,9 (2" € 6",
147,5 (4), 155,5 (4””), 157,0 (3), 158,1 (4’), 158,7 (4”), 165,0 (2), 185,4 (6). EM,
m/z (%): 832 ([M*], C27H17BrsOs, 4), 834 ([M+2], 17), 835 ([M+3], 5), 836 ([M+4],
33), 837 ([M+5], 9), 838 ([M+6], 31), 839 ([M+7], 9), 840 ([M+8], 16), 841 ([M+9],
4), 757 (5), 504 (5), 502 (5), 489 (7), 487 (6), 308 (13), 306 (26), 304 (14), 295
(44), 294 (9), 293 (100), 292 (7), 291 (68), 289 (12), 265 (5), 250 (7), 239 (12),
127 (16), 235 (9), 233 (5), 222 (5), 199 (5), 197 (5), 103 (9), 87 (6).

234.21. Sintese de (2)-3-benzoil-4~(3-bromo-4-hidroxifenil)-5-(4-
hidroxibenzilideno)furan-2(5H)-ona (82a) pela reagao de desmetilagao com BBr3
A um baldo bitubulado de fundo redondo (25 mL), sob atmosfera de
nitrogénio e agitagcdo magnética, foi adicionado o composto 81a (50,0 mg, 0,101
mmol) e 3 mL de diclorometano anidro. A solugao foi resfriada a -78 °C e entao
foi adicionado uma solugéo de 1 mol/L de BBr3 em diclorometano (606 uL, 606
mmol). A mistura foi aquecida a 25 °C permanecendo sob agitagdo magnética

por 20 horas. A mistura reacional foi transferida para um funil de separacao
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empregando-se 10 mL de agua e foi extraido com acetato de etila (4 x 10 mL).
A fase organica resultante foi lavada com solugao saturada de NaCl (20 mL),
secada com MgSO4 anidro e concentrada sob presséo reduzida para obtencéo
do material bruto da reacao, que foi purificado por cromatografia de coluna de
silica gel empregando-se a mistura de solvente hexano:acetato de etila (1:2 v/v)
para obtencao de 82a em 86% de rendimento (40,5 mg, 0,0870 mmol).

Os compostos 82b-i foram preparados utilizando-se procedimento
experimental similar ao descrito para a sintese do composto 82a. A Tabela 4
apresenta as quantidades necessarias de cada analogo metoxilados e os

rendimentos obtidos de cada reacao.

Tabela 4 — Dados referentes ao preparo dos analogos aos cadiolideos 82a-i.

Analogo metoxilado Analogo hidroxilado

(mg; mmol) (Rendimento; mg; mmol)

HO

O

HO
82a
(86%; 40,5; 0,0870)

HO
(0]

o)
H Br
81b 82b
(50,0; 0,0880) (83%; 39,5; 0,0730)
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Tabela 4 — Continuacgao...

Analogo metoxilado Analogo hidroxilado

(mg; mmol) (Rendimento; mg; mmol)

MeO
30
¢}

(78%; 35,9; 0,0750)

HO
Lo

HO

82e
(64%; 29,4; 0,0610)

HO
o
(0]

~ 0
H Br
81f 82f
(50,0; 0,0830) (71%; 33,0; 0,0590)
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Tabela 4 — Continuacgao...

Analogo metoxilado

(mg; mmol)

Analogo hidroxilado

(Rendimento; mg; mmol)

MeO
)
O

e

Br
MeO
81g
(50,0; 0,0740)

MeO

82g’
(25%; 12,0; 0,0180)

(50,0; 0,0910)

MeO
WE
O

O

MeO

81k
(50,0; 0,113)

(78%: 35,0; 0,0710)

HO
(9 °
Lpor

O

HO
82i
(82%: 37,1; 0,0930)




2.3.4.21.1. Dados referentes ao composto (2)-3-benzoil-4-(3-bromo-4-
hidroxifenil)-5-(4-hidroxibenzilideno)-furan-2(5H)-ona (82a)

HO
Ee O

O composto 82a foi obtido como um sdlido

laranja em 86% de rendimento apds purificacdo por
coluna cromatografia de silica gel. Ts: 214,2-215,0 °C
(dec). CCD: 0,48 (hexano: acetato de etila, 1:2 v/v). IV
(v /em™): 3308, 3044, 2924, 2160, 1724, 1593, 1485,
1421, 1375, 1280, 1162, 1044, 977, 878, 768, 624,
541, 466. RMN de 'H (300 MHz, DMSO) &: 6,34 (s, 1H,
7), 6,87 (d, 32> = Js7 e = 8,6 Hz, 2H, 3" € 5), 6,95 (d, Js¢ = 8,4 Hz, 1H, 5),
7,25 (d, Jo5 =8,4Hz, 1H, 6°), 7,42 (t, J3 2 = J3 4> = 574> = U57 6> = 7,5 Hz, 2H, 3"
eb5”), 7,48 (m, 1H, 2'), 7,59 (t, Ja 3" = Jar 5 = 7,5 Hz, 1H, 47), 7,72-7,84 (m, 4H,
27,67,2"e6), 10,26 (s, 1H,7"”), 10,91 (s, 1H, 7°). RMN de '3C (75 MHz, DMSO)
6: 109,9 (5'), 116,6 (3" e 5™), 116,8 (3’), 118,1 (7), 121,2 (1’), 121,6 (5), 124,5
(1), 129,1 (3” e 5”), 129,8 (2” € 6”), 130,5 (6’), 133,9 (2" e 6™), 134,1 (4"),
134,5 (2'), 136,4 (1), 144,9 (4), 156,5 (3), 156,8 (4’), 160,1 (4””), 166,2 (2), 190,2
(6). EM, m/z (%): 462 ([M*], C24H15BrOs, 34), 463 ([M+1], 10), 464 ([M+2], 34),
303 (7), 301 (7), 134 (43), 121 (5), 106 (25), 105 (100), 78 (9), 77 (45), 51 (5).

2.3.4.21.2. Dados referentes ao composto (2)-3-benzoil-5-(3-bromo-4-
hidroxi-benzilideno)-4-(3-bromo-4-hidroxifenil)furan-2(5H)-ona (82b)

O composto 82b foi obtido como um sdlido

laranja em 83% de rendimento apods purificagdo por
coluna cromatografia de silica gel. Ts: 215,9-216,7 °C
(dec). CCD: 0,42 (hexano: acetato de etila, 1:1 viv). IV
(v Icm™): 3554, 3489, 3061, 2922, 2589, 2162, 1744,
1637, 1590, 1490, 1352, 1295, 1167, 1042, 974, 862,
769, 641, 554, 471. RMN de 'H (300 MHz, Acetona)
6:6,43 (s, 1H,7),7,05(d, Jse =8,4 Hz, 1H,5), 7,13 (d, Js76» = 8.5 Hz, 1H, 5™),
7,30-7,42 (m, 1H, 6’), 7,46 (t, J3»2» = J3»4" = J4» = U5 6> = 7,6 Hz, 2H, 3" e 57),
7,56-7,71 (m,2H,2 e 4”),7,78 = 7,87 (m, 1H, 6), 7,92 (d, J2 3" = Jo"5» = 7.6 Hz,
2H, 2” e 6”), 8,10-8,20 (m, 1H, 2"), 9,59 (s, 1H, 7”’). RMN de 3C (75 MHz,
Acetona) &: 109,8 (3’), 110,0 (3"), 115,0 (7), 116,5 (5°), 116,8 (5'”), 121,7 (1’),
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123,2 (5), 126,7 (1), 128,6 (3" e 57), 129,4 (2" e 6”), 130,2 (6), 132,0 (6™),
133,9 (2), 134,0 (4”), 135,8 (2”"), 136,4 (1”), 146,2 (4), 155,6 (3), 155,8 (4"),
156,0 (4'), 165,5 (2), 189,5 (6). EM, m/z (%): 540 ([M*], C24H14Br20s, 14), 541
(IM+1], 4), 542 (IM+2], 27), 543 ((M+3], 7), 544 ([M+4], 14), 464 (11), 462 (11),
214 (13), 212 (13), 134 (8), 106 (11), 105 (100), 77 (36).

2.3.4.21.3. Dados referentes ao composto (Z2)-3-benzoil-4-(3-bromo-4-
hidroxifenil)-5-(3,5-dibromo-4-hidroxibenzilideno)furan-2(5H)-ona (82c)

O composto 82c¢ foi obtido como um sdlido

marrom em 45% de rendimento apds purificagdo por
coluna cromatografia de silica gel. Ts: 204,6-205,7 °C.
CCD: 0,50 (hexano: acetato de etila, 1:1 v/v). IV (v
lem™): 3063, 2922, 2852, 2037, 1748, 1684, 1579,
1476, 1374, 1294, 1191, 1142, 1020, 970, 865, 826,
735, 655, 574. RMN de 'H (300 MHz, DMSO) &: 6,43
(s, 1H,7), 6,95 (d, Js¢ = 8,4 Hz, 1H, 5°), 7,21-7,27 (m, 1H, 6’), 7,38-7,53 (m, 3H,
2,3’eb5”), 761, Jorsz =Jdas=7,3Hz, 1H, 4”), 7,83 (d, J2» 3> = Js 5> = 7,6 Hz,
2H, 2" e 6”), 8,05 (s, 2H, 2" € 6”), 9,76 (s, 1H, 7’”), 10,95 (s, 1H, 7). RMN de
13C (75 MHz, DMSO) &: 110,0 (5'), 112,4 e 112,5 (3" e 5”), 114,2 (3"), 116,8 (7),
120,7 (1’), 122,9 (5), 127,8 (6°), 129,2 (3" e 5”), 129,8 (2" e 6”), 130,6 (1'”), 134,1
(27 e 67), 134,7 (4”), 135,1 (2), 136,1 (17), 146,7 (4), 152,5 (3), 156,4 (4"),
156,7 (4°), 165,8 (2), 190,0 (6). EM, m/z (%): 618 ([M*], C24H13Brs0s, 6), 620
([M+2], 16), 621 ([M+3], 5), 622 ([M+4], 16), 623 ([M+6], 4), 624 ([M+6], 6), 542
(5), 294 (5), 292 (9), 290 (5), 105 (100), 77 (39).

2.3.4.21.4. Dados referentes ao composto (Z2)-3-benzoil-4-(3-bromo-4-
hidroxifenil)-5-(2,5-dihidroxibenzilideno)furan-2(5H)-ona (82d)
O composto 82d foi obtido como um sdlido

vermelho em 78% de rendimento apds purificagéo por
coluna cromatografia de silica gel. Ts: 224,6-225,7 °C
(dec). CCD: 0,42 (hexano: acetato de etila, 2:1 v/iv). IV
(v lem™): 3308, 3077, 2160, 1979, 1719, 1596, 1553,
1496, 1354, 1290,1206, 999, 867, 771, 664, 588, 449.
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RMN de "H (300 MHz, Acetona) & 6,78-6,88 (m, 3H, 7, 3 e 4”), 7,06 (d, Js &
= 8,4 Hz, 1H, 5), 7,31-7,41 (m, 1H, 6'), 7,46 (t, Js2» = J34 = Jsa» = J5e> = 7,4
Hz, 2H, 3" € 5”), 7,61 (t, Ja3 = Jos = 7,4 Hz, 1H, 4”), 7,76-7,66 (m, 2H, 2’ e
6"), 7,93 (d, J»3 = Jos = 7,4 Hz, 2H, 2” € 6”), 8,21 (s, 1H, 8"), 8,63 (s, 1H,
7). RMN de 13C (75 MHz, Acetona) & 109,7 (3)), 110,7 (7), 116,0 (5), 116,4
(3”), 16,5 (4”"), 119,3 (6™), 120,5 (1°), 122,0 (1™, 123,1 (5), 128,6 (3" e 5"),
129,4 (2" € 6”), 130,2 (6’), 133,9 (4”), 134,1 (2'), 136,5 (1), 146,5 (4), 150,1 (5™),
150,7 (2"), 156,0 (3), 156,1 (4'), 165,8 (2), 189,6 (6). EM, m/z (%): 478 (IM*],
C24H15BrOs, 8), 480 ([M+2], 8), 436 (7), 434 (9), 400 (), 355 (5), 223 (5), 122 (6),
106 (8), 105 (100), 94 (7), 77 (35).

2.3.4.21.5. Dados referentes ao composto (Z)-4-(3-bromo-4-hidroxifenil)-3-
(4-hidroxibenzoil)-5-(4-hidroxibenzilideno)furan-2(5H)-ona (82¢)

O composto 82e foi obtido como um sdélido

amarelo em 64% de rendimento apds purificagao
por coluna cromatografia de silica gel. Ts: 250,0-
251,0 °C (dec). CCD: 0,33 (hexano: acetato de
etila, 1:3 viv). IV (v lem™): 3300, 3068, 2922,
2852, 2162, 1975, 1731, 1636, 1600, 1563, 1512,
1372, 1281, 1168, 984, 878, 826, 655, 609, 646.
RMN de 'H (300 MHz, DMSO) &: 6,30 (s, 1H, 7),
6,76 (d, J3»2» = Js» 6> = 8,6 Hz, 2H, 3" € 5”), 6,86 (d, J3»2» = J576” = 8,5 Hz, 2H,
3”7eb5”), 6,97 (d, Jse =8,4 Hz, 1H, 5’), 7,24 (dd, Jo5 = 8,4 Hz e Jo,2 = 1,4 Hz,
1H, 6°), 7,48 (d, J2¢ = 1,4 Hz, 1H, 2°), 7,60-7,84 (m, 4H, 2”, 6", 2"” € 6'”), 10,22
(s, 1H, 77), 10,60 (s, 1H, 7"), 10,92 (s, 1H, 7’). RMN de '3C (75 MHz, DMSO) &:
110,0 (3’), 115,9(3” e 5”), 116,5 (3’ e 5™), 116,9 (7), 117,1 (5'), 121,3 (1), 122,6
(5),124,5 (1), 127,9 (1), 130,4 (6’), 132,7 (2’ € 6””), 133,6 (2" € 6”), 133,9 (2)),
144,9 (4), 155,2 (3), 156,5 (4’), 159,9 (4™"), 163,6 (4”), 166,4 (2), 188,1 (6). EM,
m/z (%): 478 ([M*], C24H1s5BrOs, 30), 479 ([M+1], 9), 480 ([M+2], 30), 481 ([M+3],
8), 400 (16), 360 (5), 358 (5), 223 (7), 199 (7), 134 (37), 122 (8), 121 (100), 106
(13), 93 (19), 65 (10).
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2.3.4.21.6. Dados referentes ao composto (Z)-5-(3-bromo-4-hidroxibenzilideno)-
4-(3-bromo-4-hidroxifenil)-3-(4-hidroxibenzoil)furan-2(5H)-ona (82f)

O composto 82f foi obtido como um sdlido

laranja em 71% de rendimento apos purificagao
por coluna cromatografia de silica gel. Ts: 151,8-
151,5 °C. CCD: 0,39 (hexano: acetato de etila, 2:1
viv). IV (v lem): 3195, 2921, 1977, 1728, 1636,
1565, 1493, 1367, 1287, 1160, 1043, 867, 818,
655, 609, 567, 424. RMN de 'H (300 MHz, DMSO)
0. 6,34 (s, 1H, 7), 6,76 (d, J3 2> = Js» 6" = 8,6 Hz,
2H,3”e5”),6,97 (d, J5.¢ = 8,4 Hz, 1H, 5'), 7,04 (d, J576” = 8,6 Hz, 1H, 5), 7,17-
7,30 (m, 1H, 6’), 7,43 -7,51 (m, 1H, 2°), 7,65-7,85 (m, 3H, 2", 6” € 6'"), 7,99-8,14
(m, 1H, 2", 10,62 (s, 1H, 7”), 10,93 (s, 1H, 7’), 11,04 (s, 1H, 7). RMN de "3C
(75 MHz, DMSO) &: 110,0 (3"), 110,3 (3"), 115,3 (7), 115,9(3” € 5”), 116,9 (5"),
117,2 (5°), 121,1 (1’), 123,3 (5), 126,1 (1), 127,8 (1”), 130,4 (6’), 132,4 (6”"),
132,7 (2" e 6”), 133,9 (2'), 136,0 (2'”), 145,8 (4), 155,0 (3), 156,2 (4’), 156,5 (4™"),
163,7 (4”), 166,2 (2), 188,0 (6). EM, m/z (%): 556 ([M*], C24H14Br20s, 9), 557
([M+1], 3), 558 ([M+2], 17), 559 ([M+3], 5), 560 ([M+4], 9), 480 (10), 479 (5), 478
(10), 437 (9), 214 (10), 212 (10), 134 (12), 122 (8), 121 (100), 113 (6), 105 (12),
93 (19), 82(7), 80 (7), 70 (7), 65 (11).

2.3.4.21.7. Dados referentes ao composto (Z)-4-(3-bromo-4-hidroxifenil)-5-(3,5-
dibromo-4-hidroxibenzilideno)-3-(4-hidroxibenzoil)furan-2(5H)-ona (82g)

O composto 82g foi obtido como um sélido

marrom em 41% de rendimento apéds purificagéo
por coluna cromatografia de silica gel. Ts: 158,5-
159,2 °C. CCD: 0,28 (hexano: acetato de etila,
1:3 viv). IV (v lem™): 3307, 2921, 2852, 2162,
1980, 1743, 1643, 1566, 1474, 1372, 1291, 1158,
983, 869, 808, 610, 424. RMN de 'H (300 MHz,
DMSO) é: 6,39 (s, 1H, 7), 6,77 (d, J372» = J57 6"
=8,5Hz,2H,3”e5"), 6,97 (d, Jss = 8,4 Hz, 1H, 5’), 7,18-7,31 (m, 1H, 6’), 7,41-
7,57 (m, 1H, 2’), 7,72 (d, J2»3» = Js» 5> = 8,5 Hz, 2H, 2" e 6”), 8,11 (s, 2H, 2 e
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6"), 10,64 (s, 1H, 7”), 10,95 (s, 1H, 7’). RMN de 13C (75 MHz, DMSO) & 110,1
(5"), 112,4 (7), 113,4 (3'), 116,0 (3" € 57), 116,9 (1), 120,9 (3" € 5"), 123,9 (5),
127,7 (8'), 127,9 (1"), 130,5 (1), 132,8 (2 e 6”), 134,0 (2'), 135,0 (2" e 6”),
146,7 (4), 152,4 (3), 154,8 (4”"), 156,6 (4’), 163,8 (4”), 166,0 (2), 187,9 (6). EM,
m/z (%): 634 (M*], CaaH13BraOs, 3), 636 ([M+2], 9), 638 ([M+4], 9), 640 ([M+6],
3), 560 (6), 558 (13), 556 (6), 214 (5), 212 (5), 122 (8), 121 (100), 105 (7), 93
(19), 82 (7), 80 (6), 65 (10).

2.3.4.21.8. Dados referentes ao composto (Z)-4-(3-bromo-4-hidroxifenil)-5-(3,5-
dibromo-4-hidroxibenzilideno)-3-(4-metoxibenzoil)furan-2(5H)-ona (82g’)

O composto 82g’ foi obtido como um sdlido
laranja em 25% de rendimento apés purificagéo
por coluna cromatografia de silica gel. Ts: 106,1-
106,8 °C. CCD: 0,36 (hexano: acetato de etila,
1:3 viv). IV (v lem™): 2921, 2851, 2163, 2035,
1750, 1648, 1596, 1477, 1362, 1295, 1254, 1162,
1021, 975, 868, 794, 699, 608, 520. RMN de 'H

(300 MHz, DMSO) &: 3,81 (s, 3H, 7”), 6,40 (s, 1H,
7), 6,97 (d, Js'e = J3 2 = Jse = 8,6 Hz, 3H, 5, 3” e 5”), 7,14-7,35 (m, 1H, &),
7,37-7,54 (m, 1H, 2'), 7,84 (d, J2'3 = Je"5" = 8,6 Hz, 2H, 2" € 6”), 8,12 (s, 2H, 2"
e 6”), 10,95 (s, 1H, 7). RMN de 3C (75 MHz, DMSO) &: 56,2 (7”), 110,1 (5),
112,4 (7), 113,6 (3'), 114,6 (3" € 5”), 116,9 (1”), 120,8 (3" € 5"), 123,7 (5), 127.,9
(1"), 129,0 (6’), 130,5 (1), 132,5 (2" € 6”), 134,0 (2'), 135,0 (2" e 6™), 146,8 (4),
152,4 (3), 155,3 (4™), 156,7 (4’), 164,6 (4”), 166,0 (2), 188,2 (6). EM, m/z (%):
648 ([M*], C2sH15BraOs, 4), 649 ([M+1], 2), 650 ([M+2], 12), 651 ([M+3], 4), 652
(IM+4], 12), 653 ([M+5], 4), 654 ([M+6], 4), 573 (5), 572 (13), 570 (7), 136 (9),
135 (100), 107 (15), 92 (9), 77 (17).
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2.3.4.21.9. Dados referentes ao composto (Z)-4-(3-bromo-4-hidroxifenil)-5-
(2,5-dihidroxibenzilideno)-3-(4-hidroxibenzoil)furan-2(5H)-ona (82h)

O composto 82h foi obtido como um sdlido
vermelho em 78% de rendimento apods
purificagcdo por coluna cromatografia de silica
gel. Ts 148,3-149,1 °C. CCD: 0,34 (hexano:
acetato de etila, 1:3 v/v). IV (v lem™): 3627,
3282, 3061, 2926, 2167, 2011, 1710, 1631, 1560,

+ *oH 1503, 1454, 1352, 1229, 1166,1069, 995, 873,

746, 647, 579, 435. RMN de 'H (300 MHz, Acetona) &: 6,74-6,93 (m, 5H, 7, 3”,
5" 3" e 4"), 7,08 (d, Js.s = 8.4 Hz, 1H, 5), 7,29-7,44 (m, 1H, 6), 7,70 (s, 2H, 2
e 6),7,85(d, Jra = Jos = 8,6 Hz, 2H, 2” € 6”), 8,21 (s, 1H, 8™), 8,60 (s, 1H,
8"), 9,51 (s, 1H, 7”). RMN de *3C (75 MHz, Acetona) & 109,7 (7), 109,9 (3"),
115,4 (3" e 5”), 116,0 (3), 116,4 (5), 116,5 (6”), 119,0 (4’"), 120,6 (1’), 122,1
(17), 124,0 (5), 128,6 (1), 130,1 ('), 132,3 (2" € 6”), 133,9 (2'), 146,6 (4), 149,9
(2™, 150,7 (5”"), 154,7 (3), 155,9 (4'), 162,9 (4”), 165,9 (2), 187,7 (6). EM, m/z
(%):494 ([M*], C2aH15BrO7, 2.09), 496 ([M+2], 2.06), 453 (5), 452 (19), 451 (8),
450 (19), 408 (7), 406 (7), 372 (14), 371 (7), 342 (5), 328 (5), 279 (8), 251 (6),
250 (8), 226 (5), 223 (6), 185 (5), 136 (6), 122 (11), 121 (100), 93 (24), 82 (9), 80
(9), 65 (17).

2.3.4.21.10. Dados referentes ao composto (Z)-3-(4-hidroxibenzoil)-5-(4-
hidroxibenzilideno)-4-(4-hidroxifenil)furan-2(5H)-ona (82i)

O composto 82i foi obtido como um sélido

amarelo em 82% de rendimento apds purificagao
por coluna cromatografia de silica gel. Ts: 245,8-
246,4 °C. CCD: 0,28 (hexano: acetato de etila, 1:3
viv). IV (v lem™): 3270, 2921, 2851, 2160, 2020,
1732, 1595, 1501, 1376, 1275, 1160, 990, 879, 836,
685, 626, 531, 495. RMN de 'H (300 MHz, DMSO)
6:6,32 (s, 1H, 7), 6,65-6,94 (m, 6H, 3, 3", 3”7, 5, 5”
eb5”), 7,22 (d, J23 =Js5 = 8,3 Hz, 2H, 2’ e 6'), 7,49-7,83 (m, 4H, 2", 2", 6” e
6"”), 10,05 (s, 1H, 7°), 10,18 (s, 1H, 7”), 10,57 (s, 1H, 7”’). RMN de 3C (75 MHz,
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DMSO) & 116,0 (3" € 5”), 16,2 (3’ e 5), 116,5 (3" € 5"), 117,0 (7), 119,9 ("),
121,8 (5), 124,5 (1), 127,9 (17), 131,3 (2" € 6”), 132,7 (2’ € ), 133,5 (2” € 6™),
145,1 (4), 156,4 (3), 159,8 (4'), 160,0 (4™), 163,5 (4”), 166,6 (2), 188,5 (6). EM,
m/z (%): 400 ([M*], C2aH1606, 84), 401 ([M+1], 25), 383 (7), 306 (5), 305 (5), 280
(6), 252 (5), 239 (7), 223 (16), 199 (7), 145 (5), 135 (6), 134 (42), 122 (9), 121
(100), 107 (7), 106 (13), 93 (21), 65 (12).

2.3.5. Bioensaios

Para avaliar a inibicdo do crescimento de microrganismos pelos
compostos sintetizados, foi utilizado o método da microdiluigdo em caldo, em
placa de poliestireno de 96 pogos, conforme proposto pelo documento M7-A9 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Os compostos 79a-d,
81a-k e 82a-j foram submetidos a ensaios para avaliar a inibigdo do crescimento
microbiano e os compostos 79a, 81a-d e 82a-d foram submetidos a ensaios para

avaliar a inibicao de biofilme.

2.3.5.1. Inibigao do crescimento microbiano

Os microrganismos utilizados nesse estudo foram Candida albicans
(ATCC18804), Staphylococcus aureus (ATCC29212), Bacillus cereus
(ATCC11778) Escherichia coli (ATCC25922) e Salmonella typhimurium
(ATCC14028), pertencentes a colecdo de cultura de microrganismos do
Laboratério de Biotecnologia e Bioensaios do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais.

Inicialmente, foi preparado um pré-inéculo, no qual os microrganismos
foram transferidos a partir do meio de cultura onde estavam conservados, para
tubos de ensaios contendo 3,0 mL de meio de cultura (BHI para bactérias e
Sabouraud para leveduras). Em seguida, os tubos foram incubados em estufa a
37 °C por 36 h. Com o auxilio de uma micropipeta, 500 uL deste pré-indculo
foram transferidos para tubos de ensaio contendo agua destilada estéril. Os
tubos foram homogeneizados e a concentragao ajustada a 600 nm (bactérias) e
530 nm (levedura), até atingir uma transmitancia entre 74-75% (bactérias) e 75-

76% (levedura), correspondente a escala 0,5 de McFarland de turbidez padrao
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(105 UFC mL™"), foi obtido assim, as suspengdes dos indculos utilizados no
bioensaio.

Para o preparo da solugao-trabalho os compostos 79a-d, 81a-k e 82a-j
foram previamente solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) na concentragao
de 12,5 mg mL™". A partir desta solugo, foi retida uma aliquota de 40 puL, a qual
foi adicionada a 960 uL do meio de cultura utilizado no bioensaio, obtendo-se a
solugdo de trabalho na concentragdo de 500 pg mL' de cada composto e com
porcentagem de 4% (v/v) de DMSO.

Os bioensaios foram realizados em placas de 96 micropogos, em
duplicata. No primeiro pogo foram adicionados 200 uL da solugao de trabalho na
concentragéo de 500 ng mL-'. Nos pogos seguintes, adicionou-se 100 uL de
meio de cultura por pog¢o, em seguida, foi realizada a microdiluigdo seriada (1:1)
da solucdo da amostra, de forma que as concentracdes variaram de 250 a 0,12
ug mL'. Em seguida, foram adicionados 100 pL do indéculo do microrganismo
padronizado em cada pogo.

Foram realizados quatro controles:

e Controle de crescimento do microrganismo, para verificar a viabilidade
celular;

e Controle positivo, substituindo a solugéo-trabalho por um antibiético
comercial;

e Controle de esterilidade do meio de cultura, contendo 100 yL de meio de
cultura e 100 uL de agua destilada estéril;

e Branco, que consiste na solucdo da amostra nas mesmas concentragdes
avaliadas, substituindo o indculo por agua destilada esteéril.

As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C e apds 24 h a
quantificagcao do crescimento microbiano foi avaliada medindo a absorvancia a
490 nm usando um dispositivo de leitor de placas de microtitulacdo. Os dados
foram transferidos para um programa de graficos (OriginPro8), as curvas dose-
resposta sigmoidal determinadas e os valores ICso calculados.

Os antibiéticos utilizados para o controle positivo dos ensaios foram:
ampicilina, para bactérias e miconazol, para levedura, cujas solugdes de trabalho
foram preparadas conforme descrito anteriormente para a os compostos

testados.
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2.3.5.2. Inibicao de biofilme bacteriano

As espécies bacterianas utilizadas nesse estudo foram Klebsiella
pneumoniae (ATCC13882), Escherichia coli (ATCC25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC27853), Staphylococcus aureus (ATCC33591), Enterococcus
faecalis (ATCC19433) e Acinetobacter baumannii (ATCC19606) pertencentes a
colegéo de cultura de microrganismos do Laboratério de Microbiologia Oral e de
Anaerdbios do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais.

O inéculo bacteriano foi preparado a partir do crescimento das amostras
em BHI incubadas a 37 °C, por aproximadamente 24 horas. A concentracao da
suspensao bacteriana foi padronizada, comparando a turbidez do inéculo com o
padrédo 0,5 da escala de MacFarland em espectrofotdmetro (625 nm). Essa
turvacado € semelhante a padronizada para o antibiograma e o resultado da
absorbancia deve estar entre 0,08 e 0,10, equivalente a 1,5 x108 UFC mL"".

A suspensao-padrao foi entdo homogeneizada em vortex, diluida 1:50 e
em seguida a 1:20 em caldo Mueller-Hinton para obtengéo do in6culo utilizado
no teste de 1 x 10% a 2 x 10° UFC mL-'. A suspenséo resultante foi diluida a
concentracdo 1:1 quando os pogos foram inoculados em microplaca de
poliestireno de 96 pogos, chegando-se a concentragéo final desejada de 0,5 x
10%a 1,0 x 105 UFC mL-" (CLSI, 2012).

Para o preparo da solugdo-trabalho os compostos 79a, 81a-d e 82a-d
foram previamente solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) na concentragéo
de 5,12 mg mL'. A partir desta solugao, retirou-se uma aliquota de 250 uL, a
qual foi adicionada a 4,75 mL do meio de cultura utilizado no bioensaio, obtendo-
se a solugdo de trabalho na concentragéo de 256 ng mL-' de cada composto e
com porcentagem de 5% (v/v) de DMSO.

Os bioensaios foram realizados em placas de microtitulacdo de 96 pocgos,
em triplicata. No primeiro pogo de cada série foram adicionados 200 uL da
solugdo de trabalho na concentragdo de 256 ug mL™'. Nos pogos seguintes,
foram adicionados 100 uL de meio de cultura por pogo, sendo realizada a
microdiluicdo seriada (1:1). As concentragbes variaram de 128 a 0,25 ug mL™".

Em cada série da microplaca de poliestireno (pogos horizontais) foram
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adicionados 100 puL de suspensao-padréo: série A - A. baumannii; série B - E.
coli; série C - E. faecalis; série D - K. pneumoniae; série E - P. aeruginosa; série
F - S. aureus. Nas duas ultimas séries (série G e H) de cada microplaca foi
adicionado apenas meio de cultura, sem suspensao bacteriana, sendo o controle
negativo de crescimento (CC(-)) para cada composto avaliado. O controle de
crescimento positivo (CC(+)), para verificar a viabilidade celular, foi realizado da
mesma forma, mas sem a presenca de composto, somente o caldo Mueller-
Hinton e suspencdo bacteriana. Como controle da toxicidade do solvente,
utilizou-se o meio de cultura e DMSO diluido no caldo Mueller-Hinton, a
concentracdo de DMSO avaliada foi igual a concentragao deste solvente em
cada uma das diluigdes (128 a 0,25 ug mL"). Como controle positivo, substituiu-
se a solucdo-trabalho por um antibiético comercial, a ampicilina. A disposicao

das solugdes na microplaca esta representada na Figura 6.
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Figura 6 — Disposicéo das solugdes na placa de Elisa.

As placas de microtitulagao foram incubadas durante 24 h a 37 °C numa

camara umidificada e o crescimento bacteriano foi quantificado por absorvancia
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a leitura de 625 nm usando um dispositivo leitor de placas de microtitulacéo, para
avaliar os efeitos sobre o crescimento bacteriano antes das quantificagbes do
biofiime. As suspensdes bacterianas foram entdo descartadas e, apds a
lavagem, os biofilmes remanescentes foram corados com uma solugao violeta
de cristal a 0,1% (m/v), lavados e solubilizados em dodecilsulfato de sédio a 1%
(m/v). A quantificacdo de biofilme foi avaliada medindo a absorvancia a 595 nm
usando um dispositivo de leitor de placas de microtitulagdo. Os dados foram
transferidos para um programa de graficos (OriginPro8), as curvas dose-

resposta sigmoidal determinadas e os valores ICso calculados.
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2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.4.1. Sintese

A estratégia utilizada para a obtengao dos analogos aos cadiolideos esta
representada no Esquema 6. O primeiro passo consistiu na obtencdo do
etinilbenzeno 53 e do cloreto de acido 54, seguida da reagédo de acoplamento de
Sonogashira para obtengdo das inonas com diferentes substituicbes nos anéis
aromaticos, representada pela estrutura 55. O segundo passo consistiu na
reacado de cicloadicao/cicloreversdo de Diels-Alder, utilizando a inona 55 e 5-
etoxi-4-metiloxazol, seguida por reagéo de hidrdlise para obtengao das lactonas,
representadas pela estrutura 56. Por ultimo, realizou-se a reacado de
alquilidenagéao entre a lactona 56 e diferentes aldeidos, obtendo-se os analogos
aos cadiolideos metoxilados 57, que foram submetidos a uma desmetilagédo com
BBrs, finalizando a rota sintética e obtendo os analogos aos cadiolideos
hidroxilados 58.

Cl

— +
R 2/_ /

57 R=

a8 koo o b1
Esquema 6 - Estratégia para obtencdo dos analogos aos cadiolideos.
Reagentes e condigdes: (a) Pd(PPhs)2Clz, Cul, EtsN, THF, 25 °C, 3 h; (b) 5-etoxi-
4-metiloxazol, xileno, 150 °C, 24 h, depois aq. HBr, THF, 25 °C, 8h; (c) aldeido,
TBDMSOTTf, DIPEA, CH2Clz2, 25 °C, 2 h; depois DBU, 40°C, 2 h; (d) BBr3, CH2Cl>,
-78 °C para 25°C, 20 h.
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2.4.1.1. Sintese de 1-etinil-4-metoxibenzeno

A primeira estratégia utilizada para a obtengédo do etinilbenzeno 60 foi
utilizando a reagao de Corey-Fuchs (Corey e Fuchs, 1972; Rosiak et al., 2006),

conforme apresentado no Esquema 7.

MeO
Br Br
o | Br
H PPhs, CBry n-BuLi 60 (0%)
CHCl;, Et,0,
MeO 0°Ca25°C MeO _78 °C 4 25°C
Br 4h Br 2h =
59 (94%) —
MeO
61 (14%)

Esquema 7 — Reagao de Corey-Fuchs.

A primeira etapa da reagao de Corey-Fuchs consistiu na reagao entre o
3-bromo-4-metoxibenzaldeido, trifenilfosfina e tetracloreto de carbono para
obtengdo do dibromovinilbenzeno 59 em 94% de rendimento. A obtencéo do
composto 59 foi confirmada pelo espectro de massas onde observa-se o pico do
ion molecular em m/z = 368 (Anexo 1 — Figura A4) e pelo espectro de RMN de
'H onde observa-se um simpleto em ¢ 7,35, correspondente ao hidrogénio
ligados ao Csp? do grupo dibromovinil (Anexo 1 — Figura A2).

A segunda etapa consistiu na desidro-halogenagao pelo tratamento com
n-BuLi do grupo vinila. Entretanto, essa reagao nao forneceu o produto desejado
60, e sim o produto 61 (Esquema 7). Este insucesso se deve principalmente pela
eliminacao do substituinte bromo na posicado meta do anel aromatico. De fato, a
formacao do alquino 61 foi observada em analise por CG-EM, na qual o espectro
de massas exibiu o pico do ion molecular em m/z 132 (Anexo 1 — Figura A5).

Com intencdo em obter o alquino 60, a metodologia utilizada como
segunda estratégia foi a proposta por Pietruszka e Witt (2006), onde inicialmente
€ preparado o reagente de Bestmann-Ohira (65) e depois adicionado ao aldeido,

obtendo como produto o alquino terminal. Essa alternativa permite a adicéo
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desse reagente ao aldeido sob condi¢cdes suaves, evitando o uso de uma base
forte em condigdes de baixa temperatura. O reagente de Bestmann-Ohira foi

preparado conforme descrito no Esquema 8.

0] O
O HBr,q (48%), 0 °C 0 I
)J\ aq (48%), N )J\/Br 1) KI, acetona, MeCN )J\/P\\OMe
Bry, 25 °C, 1 h 25 °C, 1h OMe
62 (89%) 2) P(MeQ)3, 25 °C, 12 h;
50 °C. 11 63 (63%)
1) tolueno,
NHAc NHAc 0°C, NaH
2) 64, THF,
CH,ClI,, TBABr 25°C, 16 h

NaNgj, 25 °C, 12 h
O O

SO,CI SO2N3 )J\[flg
64 0 \ ~OMe
(89%) OMe
Ny
65 (45%)

Esquema 8 — Sintese do reagente de Bestmann-Ohira (65)

O primeiro passo da sintese do reagente Bestmann-Ohira 65 foi o preparo
da bromocetona 62, por meio da monobromacdo da acetona, utilizando
Br2/HBr(aq). A bromoacetona foi obtida como um liquido lacrimejante em 89% de
rendimento, sendo utilizada sem qualquer tipo de purificacdo adicional na
proxima etapa. A estrutura da cetona 62 foi confirmada pela analise do espectro
de RMN de 'H, sendo observado um simpleto em & 2,36, integrado para 3
hidrogénios, correspondendo a metila e um simpleto em 62,88 correspondendo
ao metileno (Anexo 1 — Figura AB).

Para obtencdo de dimetil-2-oxopropilfosfonato 63, iodocetona foi
preparada in situ por meio da reagcao entre bromocetona e iodeto de potassio e
em seguida foi adicionado o trimetilfosfito. A estrutura do composto 63 foi
confirmada pela andlise do espectro de RMN de 'H, observado um simpleto em
02,30, integrado para 3 hidrogénios, correspondendo a metila, um dupleto em &
3,08, com valor de J = 22,8 Hz, correspondendo ao sinal dos hidrogénios
metilénicos acoplado com o fésforo e o sinal das metoxilas em ¢ 3,77, com
acoplamento Jowmep = 11,2 Hz (Anexo 1 — Figura A8) (Pietruszka e Witt, 2006).
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A sintese do reagente de Bestmann-Ohira, consistiu na reagao entre o
fosfonato 63 e a azida 64, obtida pela reagcdo entre cloreto de 4-
acetamidobenzenosulfonila e azida de sédio. O reagente de Bestmann-Ohira 65
foi obtido em 45% apds purificagdo por cromatografia de silica gel (acetato de
etila:éter de petréleo, 3:1 v/v). Sua estrutura foi confirmada pela analise do
espectro de RMN de 'H, sendo observado um simpleto em & 2,26
correspondendo a metila e um dupleto em 6 3,84, com Jomer = 55 Hz,
correspondente as metoxilas.

De posse do reagente de Bestmann-Ohira, o alquino 60 foi obtido a partir
de 3-bromo-4-metoxibenzaldeido em 93% de rendimento, conforme mostrado no
Esquema 9 (Roth et al., 2004).

0
Meo@—/{ K,COg, MeOH MeO@{
H O 0O o
y 3 .25°C.dn s/ 60(93%)
\ ~OMe
OMe

No
65

Esquema 10 — Sintese do alquino 60.

A obtenc&o do composto 60 foi confirmada pela analise dos espectros no
IV, RMN de 'H e '3C e massas (Anexo 1 — Figura 15-18). No espectro de
infravermelho foi observado o estiramento caracteristico da ligacdo Csp-H em
3266 cm™'. No espectro de RMN de 'H foi observado o simpleto referente ao
hidrogénio acetilénico em 6 3,02 e em 6 3,90 o simpleto referente a metoxila. Os
sinais dos hidrogénios aromaticos sdo observados como um dupleto em 6 6,83
(Jorto = 8,5 Hz), um duplo dupleto em 67,41(Jorto = 8,5 HZ € Jmeta = 2,0 HZ) € um
dupleto em 67,68 (Jmeta = 2,0 Hz). A massa molecular de 60 foi confirmada no
espectro de massas, que apresentou o pico do ion molecular em m/z 210 como
0 pico base e o pico em m/z 212, referente ao [M+2]*, confirma o padrao isotdpica

caracteristico de compostos contendo bromo.
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2.4.1.2. Sintese dos cloretos de acidos

Os cloretos de acido foram obtidos a partir da reacdo entre acidos
benzdicos e cloreto de tionila. Os acidos carboxilicos utilizados foram acido 4-
metoxibenzoico, acido 2,5-dibromo-4-hidroxibenzdico e acido 2,5-dibromo-4-
metdxibenzodico. Apenas o0 acido 4-metoxibenzdico estava disponivel no

laboratério, os demais foram sintetizados conforme descrito no Esquema 11.

O o)
0 Br 1) Mel, K,CO3, 5
/©)J\OH Br: :gAC OH  acetona, refluxo, 6h r OH
2S04, 2) LiOH, MeOH
HO ; ;
HO 25°C, 8 h H,0, refluxo, 2h MeO
Br Br
66 (80%) 67 (100%)

Esquema 11 — Sintese dos acidos carboxilicos bromados 66 e 67.

Para obtencao do acido dibromado 66 foi realizado a bromog¢ao com Br:
em meio acido, resultando no composto 66 em 80% de rendimento. A estrutura
do 4cido 66 foi confirmada pela analise do espectro de massas (Anexo 1 — Figura
A22), onde pico do ion molecular em m/z 294 ([M]*) e o pico em m/z 298 ([M+4]")
sdo observados com metade da intensidade do pico base em m/z 296,
correspondente ao sinal [M+2]*, sinais caracteristicos de compostos que
possuem dois atomos de bromo. No espectro de RMN de 'H (Anexo 1 — Figura
A20) foi apresentado apenas um simpleto em 6 8,13, correspondente ao sinal
dos hidrogénios aromaticos.

Ja para obtencéo do acido 67, realizou-se a metilagcdo de 66 com iodeto
de metila, seguido de hidrdlise do éster, obtendo o acido 67 em rendimento
quantitativo (100%) (Esquema 11). A estrutura de 67 foi confirmada pela analise
do espectro de RMN de "H (Anexo 1 — Figura A23), que exibiu um simpleto em
o 8,08 correspondente ao sinal dos hidrogénios aromaticos e um simpleto
correspondente a metoxila em 6 3,84.

Todos os cloretos de acido utilizados no acoplamento de Sonogashira
foram obtidos conforme descrito no Esquema 12, com excecao do cloreto de

benzoila 68d, ja disponivel no laboratorio.
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Esquema 12 — Sintese dos cloretos de acido 68a-c.

Os rendimentos para os cloretos de acidos 68a e 68c foram quantitativos
(100%) e para 68b foi de 94%. Os cloretos foram utilizados sem qualquer tipo de
purificagdo, uma vez que sdo compostos muito reativos e a purificacdo poderia

ocasionar sua degradacéo.

2.4.1.3. Sintese de inonas

Para a sintese das inonas foram utilizadas duas metodologias diferentes.
A primeira estratégia de escolha foi o acoplamento cruzado de Sonogashira
catalisado por paladio entre um acetileno terminal e um cloreto de acido e a
segunda estratégia utilizada foi a reagéo entre um acetileto de litio e um aldeido,
seguido por oxidagao do alcool secundario resultante (Esquema 13). A escolha
dessas estratégias se deve ao fato dos bons rendimentos reportados na literatura
e a disponibilidade de reagentes em nosso laboratério (Roy et al., 2011;
Boukouvalas e Thibault, 2015; Lin et al., 2003).

140



O
/@)‘\H
eO

Esquema 13 — Estratégias utilizadas para a sintese das inonas. Condi¢des e
reagentes: (a) Pd(PPhs)2Clz, Cul, EtsN, THF, 25 °C, 3 h; (b) PPhs, CBr4, CH2Cl2,
0 °C para 25 °C, 4 h; (c) LDA, -78 °C, 1 h; (d) p-metoxi-benzaldeido, THF, -78 °C
para 25 °C, 3 h; (e) MnOz2, CH2Clz2, 25 °C, 17 h.

No esquema 14 sao apresentadas as inonas obtidas pelo acoplamento de

Sonogashira.

PPh3)QC|2 MeO — OMe
Cul, EGN, THF
Br J>R, 25°C,3h
OMe

68a-d 69a-d 70

(o}
o é O ” O

MeO MeO
69a (78%) 69b ( 0%)
(70 (8%)) (70 (46%))
o)
MeO MeO
69c (85%) © 69d (97%)
(70 (5%)) (70 (0%))

Esquema 14 — Sintese das inonas 69a-d pelo acoplamento de Sonogashira.

Uma proposta para o ciclo catalitico da reagdo de Sonogashira encontra-
se no Esquema 15 (Karak et al., 2014), onde a presenca de um sal de Cu (I)
facilita a transferéncia do grupo alquinil para o catalisador Pd pela geracéo in situ
de uma espécie Cu-acetileto e a posterior transmetalagao deste grupo para Pd.
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O ciclo é baseado em quatro etapas: (A) adigao oxidativa (onde Pd é oxidado de
Pd (0) a Pd (lIl)) (cis-trans); (B) transmetalagéo (Pd permanece como Pd (lI)); (C)
isomerizagao trans-cis (Pd permanece como Pd (ll)); e (D) eliminagao redutora
(onde Pd é reduzido de Pd (ll) para Pd (0)) Uma analise da etapa de adigéo
oxidativa pode sugerir a provavel causa para os resultados obtidos no presente
trabalho (Esquemas 14). No ciclo catalitico, um complexo de paladio (0), rico em
elétrons, reage com o haleto de arila gerando a espécie de paladio (II). Assim,

quanto mais eletrofilico for o haleto de arila, mais favoravel torna-se esta etapa.

Ar'4<:
Eliminacao Ar

oxidativa PdL, )J\X

Adicao Oxidativa

(0]

Lo |
‘Pd” AT

L(

N\ 'k

Ar
' X L
cis ou trans

Isomerizagao
trans para cis

L, Transmetalacéo
Pd, Ar A
7t
/
Ar'
+
HNEt;
Ar'] H——Ar'" + EN

Esquema 15 — Ciclo catalitico do acoplamento de Sonogashira entre haleto de

arila e arilalquino.

Ao observarmos os acoplamentos entre o alquino terminal 60 e os
diferentes cloretos de acido, podemos perceber que o maior rendimento obtido
foi quando utilizado o cloreto de benzoila 68d (97% de rendimento). A insergao
de uma metoxila (grupo doador de elétrons) no anel aromatico (68a) levou a uma
diminuicdo do rendimento reacional (78% de rendimento) e a formacdo do
produto de homoacoplamento (8% de rendimento). Da mesma forma, a inser¢ao

de uma metoxila e dois atomos de bromo no anel aromatico (68c) também
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resultou num menor rendimento reacional (85% de rendimento) e a formagao do
produto de homoacoplamento (5% de rendimento).

O menor rendimento foi obtido utilizado o cloreto de acido 68b, fornecendo
como produto da reagao apenas o produto de homoacoplamento. Além de o
grupo hidroxila ser melhor doador de elétrons que metoxila, o hidrogénio do
grupo hidroxila pode ser removido no meio reacional (devido a presenca de base
e a acidez inerente de tal hidrogénio) aumentando ainda mais a densidade
eletrbnica na molécula. Assim, a reagéo de adigao oxidativa com Pd(0) torna-se
desfavoravel e o produto do acoplamento de Sonogashira néo foi formado.

A segunda estratégia para a sintese das inonas foi a reagdo entre um
acetileto de litio e o 4-metoxibenzaldeido, seguido por oxidacdo do alcool

secundario resultante, conforme Esquema 16.

Br
O+ Br™
PPhg, CBry, CH,Cl, 1)}7%'%’CT,F1|E’ MeO
0°Ca25°C,4h 2) p-metoxibenzaldeido,
OMe OMe ':IB'EF -78 °C para 25 °C,
71 (100%) 72 (86%) OMe

Mn02, CH20|2’
25°C,17h

69e (100%) OMe

Esquema 16 — Sintese da inona 69e.

A primeira etapa consistiu na sintese do dibromovinil 71 em rendimento
quantitativo, o composto foi obtido pela primeira etapa da rea¢ao de Corey-Fuchs
utilizando o 4-metoxibenzaldeido, trifenilfosfina e tetracloreto de carbono. A
estrutura de 71 foi confirmada pela analise do espectro de massas que mostrou
o pico do ion molecular em m/z = 290 (Anexo 1 — Figura A48) e pela analise do
espectro de RMN de 'H que exibiu um simpleto em & 7,41, correspondente ao

hidrogénio vinilico (Anexo 1 — Figura A46).
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O acetileto de litio foi preparado in situ pela reagéo entre o bromovinil 71
e LDA e, em seguida, foi reagido com o 4-metoxibenzaldeido, para formar o
alcool 72 em 86% de rendimento. A estrutura do alcool 72 foi confirmada pela
analise dos espectros no IV, RMN de 'H e '3C e massas (Anexo 1 — Figuras 49-
52). No espectro deinfravermelho foi observado o estiramento caracteristico da
ligagdo O-H do alcool em 3391 cm. No espectro de RMN de 'H foram
observados dois simpletos referente as metoxilas em ¢ 3,80 e 6 3,81 e um
simpleto em 65,62 referente ao hidrogénio geminal ao grupo hidroxila. Os sinais
para os hidrogénios aromaticos sao todos integrados para dois hidrogénios e
como dupletos em 66,84 Joro = 8,8 Hz, 3’ € 5'), 66,92 (Jorto = 8,7 Hz, 2H, 3" e
5”), 67,40 (Jorto = 8,8 Hz, 2H, 2" € 6’) € 6 7,53 (Jorto = 8,7 Hz, 2H, 2" € 6”). A
massa molecular de 72 foi confirmada pela analise do espectro de massas, que
apresentou o pico do ion molecular em m/z 268.

A Ultima etapa para obtengcao do inona 69e foi a reacdo de oxidagao de
72. Para tal, optou-se por utilizar MnO2 como agente oxidante e o rendimento
obtido foi quantitativo.

Todas as inonas sintetizadas foram devidamente caracterizadas
utilizando técnicas espectroscépicas e espectrométricas. Para a inona 69e, a
presenca do grupo carbonila péde ser confirmada pela analise do espectro no
infravermelho (V) (Figura 7), onde se observa a banda de estiramento do grupo
carbonila em 1629 cm™. A banda referente ao estiramento C=C é observada em
2188 cm™' e a banda aguda em 1593 cm- é referente ao estiramento C=C de
compostos aromaticos (BARBOSA, 2007).
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Figura 7 — Espectro no infravermelho (ATR/FTIR) do composto 69e.

No espectro de RMN de 'H do composto 69e (Figura 8), observa-se dois
simpletos com deslocamento quimico em 63,84 e 63,88, referentes as metoxilas
7 e T7”, respectivamente. As metoxilas puderam ser diferenciadas pela
interpretacdo do mapa de contorno NOESY (Figura 10), sendo observado as
correlagbes entre os hidrogénios da metoxila 77 com H3’ e H5 e entre os
hidrogénios da metoxila 7’ com H3” e H5”. O dupleto referente aos hidrogénios
H3 e H5' apresenta deslocamento em 66,92 (J32 = Jsg = 8,4 Hz). Ja os sinais
para os hidrogénios H3” e H5” sdo observados como um dupleto em 66,97 (J3 2
= Js"6" = 8,5 Hz). O sinal relativo aos hidrogénios H2’ e H6’ foram observados
também como um dupleto, em 67,62 (J2,3 = Js,5 = 8,4 Hz), assim como os sinais
de H2” e H6”, apresentando deslocamento em 68,18 (J273" = Js"5° = 8,5 Hz). As
atribuicées foram realizadas com seguranga através da interpretagdo dos mapas
de contornos COSY (Figura 9) e NOESY (Figura 10).
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Figura 10 — Mapa de contorno NOESY de 69e.

Os sinais no espectro de RMN de '3C (Figura 11) foram atribuidos com
auxilio das técnicas bidimensionais HSQC (Figura 12) e HMBC (Figura 13). Os
sinais em 655,5 e 655,6, referem-se as metilas 7’ e 7”, respectivamente. O sinal
em ¢ 86,8 é referente ao carbono C2 e em 6 93,5, refere-se ao carbono C1. O
sinal em 6 112,1, refere-se ao carbono C1’, em 6 113,8 e 6 114,4, refere-se aos
carbonos C3”/C5” e C3’/C5, respectivamente. O sinal do carbono C1” é
observado em ¢ 130,4 e os sinais dos carbonos C2”/C6” e C2'/C6" s&o
observados em ¢ 131,9 e 6 135,0, respectivamente. Os sinais dos carbonos
metoxilados, apresentam deslocamentos em 6 161,5 (C4’) e 6 164,3 (C4”). O
sinal em 6 176,8 é referente ao carbono C3, condizente com o grupo carbonila

de cetona em sistemas conjugados.
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Figura 12 — Mapa de contorno HSQC de 69e.
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No espectro de massas de 103 (Figura 14), foram observados os picos
referentes ao ion molecular em m/z = 266; o pico base em m/z = 223, atribuido
a perda do fragmento de (M — COCH3s) e m/z = 159, atribuido a perda do
fragmento de (M — ArOCHz3). As propostas mecanistica para as fragmentagdes
dos ions anteriormente citados, assim como a proposta para a formagao de

outros fragmentos razoavelmente estaveis em nm/z 251 e 135, sao

apresentados no Esquema 17.
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2.4.1.4. Sintese de 5-etoxi-4-metiloxazol

A metodologia utilizada para sintese de 5-etoxi-4-metiloxazol 75 foi
baseada no trabalho de Dean et al., 2008, conforme representada no Esquema
18.

HC(OE)
OH __SOCl . /'\[(O\/ 3 o
HzN/LH/ eon  HaN refluxo, 2 h )J\ ~
(0] 78 °C,3h Cl O
73 (100%) 3%

celite refluxo, 20 h

o

75 (25%)

P,0s. MgO,\ 25 °C, 30 min;

Esquema 18 — Sintese do oxazol 75.

O cloridrato de 2-aminopropanoato de etila (73) foi inicialmente obtido pela
reacdo entre L-alanina e SOCI2 em etanol, em rendimento quantitativo. A
estrutura de 73 foi confirmada pela andlise do espectro de RMN de 'H (Anexo 1
— Figura 53), sendo observado um tripleto em 61,17 (J = 7,2 Hz) correspondente
a metila e um quarteto em 6 4,06 (J = 7,2 Hz) correspondente aos hidrogénios
metilénicos, confirmando a esterificacao do acido carboxilico.

Posteriormente, 73 foi tratado com ortoformiato de trietila gerando o
composto 74 em 93% de rendimento. Sua estrutura foi confirmada pela analise
do espectro de RMN de '"H (Anexo 1 — Figura 55), sendo observado um simpleto
em 68,17, que corresponde ao hidrogénio de aldeido.

A reagao de 74 com pentéxido de fésforo em cloroférmio, na presenca de
oxido de magnésio, levou a formagao do oxazol 75 com 25% de rendimento.
Vale ressaltar que, de acordo com a literatura, a presenga do acido de Lewis
MgO na etapa de ciclizagédo é importante para o sucesso da mesma (Dean et al.,
2008; Brun et al., 2013). O baixo rendimento obtido nesta reacao foi atribuido,

principalmente, as perdas causadas pela evaporagdo durante os processos de
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purificagcdo. O artigo de referéncia apresentou um rendimento de 50% na sintese
de tal composto.

A estrutura do oxazol 75 foi confirmada pelas técnicas espectroscopicas
e espectrométricas. No espectro de RMN de 'H sdo observados 4 sinais, em &
1,33 (J = 7,1 Hz) corresponde a metila do grupo etdxi, em 62,02 corresponde a
metila ligada ao anel aromatico, em 64,13 (J = 7,1 Hz) corresponde ao metileno,
e em ¢ 7,36 corresponde ao hidrogénio do anel oxazélico.

O oxazol vém sendo empregado em reacbes de cicloadicdao para
obtencgao de derivados de piridina (Jouanno et al.,2014; Brun et al., 2013; Chan-
Huot et al., 2010; Dean et al., 2008; Sandford et al., 2004; Dumond e Gum, 2003),
pirrol (Johnsen e Undhein, 1983) e furano (Boukouvalas et al., 2014,
Boukouvalas e Loach 2013; Efremov e Paquette, 2000; Giles e Taylor, 2000;
Yadav et al., 1994; Liotta et al., 1983). Yadav et al. (1994) reportaram a sintese
total de (x)-Fator A (78), um indutor de estreptomicina em mutantes inativos de
Streptomyces griseus, também utilizando reacao de cicloadi¢gao/cicloreverséo de

Diels-Alder com 5-etoxi-4-metiloxazol (75) em uma das etapas (Esquema 19).

N OAc
)\/\/\[/OH 1) Ac,0, EtsN, DMAP, CH,Cl, QL
AcO

e) AK\ tolueno, 110 °C o
76 4 77 (80% (2 etapas))
o OH
o}
o}
78 ((%)-Fator A)
Esquema 19 - Sintese do furano 77 utilizando reagdo de

cicloadigao/cicloreversao de Diels-Alder (Yadav et al., 1994).

2.4.1.5. Sintese de furanonas

A metodologia empregada para a obtengao das furanonas foi proposta por

Boukouvalas e Thibault (2015), onde o oxazol 75 e as inonas foram submetidos
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a reacao Diels-Alder/retro Diels-Alder seguida de hidrélise, conforme

representado no Esquema 20.

Rz
r;l { 1) xileno,150 °C, 24 h
2) aq. HBr, THF,

o" OEt 25 °C, 8h

75
79a (79%) 79b (61%)
(80a (0%)) (80b (0%))
79¢ (51%) 79d (81%)
(80c (6%)) (80d (0%))

Esquema 20 — Sintese das furanonas 79a-d e 80a-d.

Nesta cicloadicao sdo formados os adutos 81 e 82 (Esquema 21), que nas
condi¢des reacionais sofrem uma cicloreversao com perda de uma molécula de
acetonitrila e consequente formacao dos intermediarios furanicos 83 e 84, que
nao foram purificados. Os intermediarios 83 e 84 foram submetidos a hidrélise e
as furanonas 79 e 80 foram obtidas.

Todas as reagbes de cicloadigdo foram altamente regiosseletivas
(Esquema 20). Para a reac&o entre a inona 69d e o oxazol 75 foi obtido o
regioisbmero majoritario (79¢) em 51 % de rendimento e o regioisémero
minoritario (80c) em 6%, para as demais reagdes nao foi possivel isolar os
regioisdmeros minoritarios. A obtengcdo majoritaria dos regioisbmeros 79a-d ja
era esperada devido a polarizagdo dos contribuintes de ressonancia da inona e
o oxazol 75, conforme apresentado no Esquema 22. No trabalho de Boukouvalas
e Thibault (2015), a lactona 79d foi obtida com 70% de rendimento e seu
regioisbmero 80d em 2% de rendimento, utilizando condi¢des similares ao

Esquema 20.
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Esquema 21 - Reacgao de cicloadigao/cicloreversédo de Diels-Alder seguida por

hidrolise.

NG N—
I\ ~ >
Qo OEt @40 8Et

Esquema 22 — Estruturas de ressonancia para a inona e o oxazol 75.

Uma proposta mecanistica para reagcado de cicloadi¢ao/cicloreversao de
Diels-Alder é apresentada no Esquema 23 para o regioisbmero majoritario.
Inicialmente ocorre a cicloadigao [4+2] entre o oxazol (dieno) e a inona (diendfilo)
seguida da cicloreversao, que sob as condi¢gdes reacionais, perde uma molécula

de acetonitrila, formando o furano correspondente.
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Esquema 23 — Proposta mecanistica da reacéo de cicloadigao/cicloreversao de

Diels-Alder utilizada na sintese das furanonas 79a-d.

As reacbes de cicloadicio/cicloreversao de Diels-Alder foram repetidas
por mais de uma vez nas mesmas condi¢des reacionais e os rendimentos e os
desvios padrées sao mostrados na Tabela 5. No Esquema 20, foi descrito o

melhor rendimento obtido para cada reagao.

Tabela 5 - Rendimentos das repeticdes das reagdes de cicloadicdo/

cicloreversao de Diels-Alder.

Rendimentos (%)

Inona 69a 69c 69d 69e
Produtos 79a 80a 79 80b 79c 80c 79d 8od
Repeticéo 1 78 0 60 0 51 6 81 0
Repeticéo 2 75 0 56 0 50 3 74 0
Repeticéo 3 79 0 61 0 50 0 - -
Repeticao 4 # - 58 0 50 0 - -
Média * DP* 7712 0+0 5912 010 5011 213 7815 010

*DP = desvio padrdo. *N&o houve repeticéo.

O maior rendimento, 78+5%, foi obtido quando empregada a inona 69e,
que apresenta um grupo metoxila em cada anel aromatico. Foi observado
menores rendimentos quando utilizadas inonas com grupos retiradores de
elétrons nos anéis aromaticos (bromo), sendo o caso quando empregada as
inonas 69a e 69c, levando aos produtos com rendimentos de 77+2% (presenga
de duas metoxilas e um bromo) e 59+2% (presenca de duas metoxilas e trés
bromos), respectivamente. Ja quando utilizado a inona 69d foi obtido o menor
rendimento (50£1%), além de isolar o regioisbmero minoritario em 2+3% de

rendimento.
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Todas as furanonas sintetizadas foram devidamente caracterizadas
utilizando técnicas espectroscopicas e espectrométricas. Para o composto 79c,
a presenga dos grupos carbonila da lactona e da cetona puderam ser
confirmadas por IV (Figura 15), observando-se as bandas de estiramento do
grupo carbonila em 1749 e 1655 cm™', respectivamente (BARBOSA, 2007).
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Figura 15 — Espectro no infravermelho (ATR/FTIR) do composto 79c.

No espectro de RMN de 'H do composto 79c (Figura 16), o sinal da
metoxila 7’ foi observado como um simpleto em 6 3,87 e em 6 5,29, simpleto
integrado para dois hidrogénios, identificado como sendo os hidrogénios
metilénicos H5. O dupleto em 66,81 foi atribuido a H5’, com valor de Jorto = 8,7
Hz, e o duplo dupleto em ¢ 7,35 atribuido a H6’, com valor de Jmeta = 2,2 Hz €
Jorto = 8,7 Hz. O tripleto em 67,45 e os multipletos em 67,65-7,53 e 67,97-7,84
foram atribuidos a H3”/H5”, H2'/H4” e H2"/H6”, respectivamente. Através da
interpretacao do mapa de contornos COSY (Figura 17) e NOESY (Figura 18) as

atribuicées foram realizadas com seguranca.
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Figura 16 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCIz) de 79c.
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Figura 17 — Mapa de contorno COSY de 79c.
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Figura 18 — Mapa de contorno NOESY de 79c.

A interpretacédo do espectro de RMN de '3C (Figura 19) foi realizada com
auxilio da técnica bidimensional HSQC (Figura 20) e HMBC (Figura 21). O sinal
da metoxila 7’ é observado em 6 56,5 e o sinal em 670,4, refere-se ao carbono
C5. Os sinais em 6 112,1, 6 112,6, 6 122,6 e 6 124,5 referem-se aos carbonos
C5%’, C3, C1’ e C4, respectivamente. Os sinais referentes aos carbonos C3”/C5”,
C6’ e C2”/C6” sao observados em 6 129,0, 5 129,1 e 6 129,5 e os sinais
referentes aos carbonos C2’, C4” e C1” em 6 132,5, 6 134,7 e 6 135,5,
respectivamente. Os sinais mais desblindados em 6 158,7 e 6 159,34, referem-
se aos carbonos C4’ e C3. Ja o sinal da carbonila da lactona é observado em 6

170,8 e o sinal da carbonila da cetona em 191,5.
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Figura 19 — Espectro de RMN de '3C (75 MHz, CDCI3) de 79c.
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Figura 20 — Mapa de contorno HSQC de 79c.
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Figura 21 — Mapa de contorno HMBC de 79c.

A massa molecular de 79c foi confirmada no espectro de massas (Figura
22), que apresenta o pico do ion molecular em m/z = 372 e o [M+2]* em m/z =
372 de mesma intensidade, padrao caracteristico devido a abundancia isotopica

do atomo de bromo. O pico base em m/z = 77 ¢é atribuido ao cation fenilico.
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Figura 22 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do composto 79c.
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2.4.1.6. Sintese dos analogos aos cadiolideos naturais

Para obtengdo dos analogos aos cadiolideos a partir das furanonas, a
primeira metodologia avaliada foi a reagdo de condensacdo de Knoevenagel
(Boukouvalas e Thibault, 2015). Esta reacao € empregada para a obtencao de
diversos j-alquilidenobutenolideos a partir de diferentes butenolideos (Cacchi et
al., 2009; Tale et al., 2012).

A reacéo entre a furanona 79c¢ e 4-metoxibenzaldeido, resultou no produto
81a com apenas 30% de rendimento (Esquema 24). Essa reacgao foi repetida por
mais de uma vez com pequenas alteracbes nas condigdes reacionais

(temperatura, tempo, equivalentes molares da base), entretanto sem sucesso.

MeO

MeO

Piperidina, MeOH,
25°C,10h

81a (30%)
MeO

Esquema 24 — Sintese do composto 81a utilizando reagao de condensacéao de

Knoevenagel.

Devido ao baixo rendimento obtido utilizando a reagcdo de Knoevenagel,
optou-se por avaliar a metodologia reportada por Boukouvalas et al., 1994. Para
esta metodologia, resultou no mesmo produto desejado, porém com um
rendimento muito melhor (79% de rendimento). O composto 81a foi formado
apos duas etapas, onde ocorre primeiramente uma reacao de adicao alddlica,

seguida de uma eliminagao, conforme mostrado no Esquema 25.

J©/CHO
MeO

TBDMSOTf

— 2 VI 1

DIPEA, DCM,
25°C, 2h

DBU

refluxo,
2h

81a (79%)

MeO
Esquema 25 — Reacado de alquilidenagao para obtencdo dos analogos aos

cadiolideos.
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Devido ao melhor rendimento obtido utilizando a metodologia proposta por
por Boukouvalas et al., 1994 (Esquema 25), tal proposta sintética foi aplicada
para obtencdo dos demais analogos aos cadiolideos naturais, conforme
apresentado no Esquema 26. Os aldeidos empregados na reacdo de
alquilidenacgao foram: 4-metoxibenzaldeido, 3-bromo-4-metoxibenzaldeido, 3,5-

dibromo-4-metoxibenzaldeido e 2,5-dimetoxibenzaldeido.

= CHO
Rs+w |
) X, TBDMSOTf

DIPEA, DCM, 25 °C, 2h

ii) DBU, refluxo, 2 h

Esquema 26 — Sintese dos analogos aos cadiolideos 81a-k.

Vale destacar que para todas as reagdes apenas o isdmero Z foi formado,
mostrando a alta estereosseletividade da metodologia empregada. A estratégia
apresentada no Esquema 25 vem sendo empregada por nosso grupo de
pesquisa para sintese de varios alquilidenobutenolideos (Figura 23), classe a

qual pertence os cadiolideos, com bons rendimentos e alta estereosseletividade

162



(sendo formado apenas o isbmero Z na maioria das reagdes) (Teixeira et al.,
2008; Barbosa et al., 2010; Varejao et al., 2014; Pereira et al., 2014).

Roy=
\ 7/

X =Clou Br; Ry = H ou i-Pr; R, e R3 = varios substituintes
Figura 23 — Estruturas gerais de jalquilidenobutenolideos sintetizados por

NOsSso grupo de pesquisa.

O mecanismo para a reacao de alquilidenacéo foi proposta por TEIXEIRA
(2008), conforme demostrado no Esquema 27. Inicialmente, ocorre um ataque
do par de elétrons do oxigénio da carbonila da lactona ao TBDMSOTf, com
eliminacao do triflato. Em seguida, a DIPEA captura um dos hidrogénios acido
H-5 do intermediario anterior, levando a formacgao in situ do éter de silila, que, na
préxima etapa, ataca a carbonila do aldeido, resultando na formagcado dos
intermediarios alddlicos correspondentes, néo isolados. Essa etapa ocorre via
regeneragao do acido de Lewis TBDMSOTTf, ja que o silicio sofre ataque
nucleofilico do ion triflato (Clayden et al., 2001).

Na eliminacdo do grupo tert-butildimetilsililoxila, a base DBU captura o
segundo hidrogénio acido H-5 do anel lacténico com formagéao estereosseletiva
da dupla exociclica. Esta esterioseletividade pode ser explicada pela formacéao
de ligagdes de hidrogénio n&o classica entre os hidrogénios na posig¢ao orto do
anel benzilidénico e o oxigénio do nucleo y-lacténico, fatos esses que aumentam
a estabilidade da configuragdo Z em relacdo a E (Boukouvalas et al., 2007;
Teixeira, 2008).
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Esquema 27 — Proposta para o mecanismo da reacg&o de alquilidenagao utilizada

na sintese das (Z)-5-benzilideno-4-aril-3-benzoilfuran-2(5H)-onas.

Os analogos aos cadiolideos metoxilados 81a-k foram submetidos a
reacao de desmetilagdo com BBr3 para obtengcdo dos compostos hidroxilados

82, conforme apresentado no Esquema 28. De fato, todos os cadiolideos

naturais possuem pelo menos uma hidroxila em sua estrutura.
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BBr3, CH,Cl,

-78 °C para 25 °C, 20h

82h (78%)

Esquema 28 — Reacao de desmetilagdo com BBrs.

Os rendimentos das reagdes de desmetilagdo quando empregado os
analogos metoxilados 81a-b, 81d-f e 81h-i foram bons, apresentando valores
entre 64 e 86%. J& quando empregados os analogos metoxilados 81c e 81g os
rendimentos foram menores, 25 a 45%, sendo que para a reacdo de
desmetilacdo de 81g foi possivel a obtencdo do composto completamente
desmetilado em 41% de rendimento, 82g, e o composto 82g’, com duas
hidroxilas e uma metoxila, em 25% de rendimento. J&4 na desmetilacdo dos
analogos 81j e 81k, nao foi possivel a obtengao dos produtos hidroxilados. Essas
reacoes foram realizadas varias vezes com pequenas alteracdes nas condi¢cdes
reacionais (temperatura, variagdo dos equivalentes molares de BBrs, tempo
reacional), entretanto sem sucesso. Desta forma, foi observado que a presenca

de mais de um bromo num mesmo anel aromatico, dificulta a ocorréncia da
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desmetilacdo por BBrs, ocasionando rendimentos baixos e em algumas
situacdes a ndo ocorréncia da reagao.

Todos os 21 analogos (81a-k e 82a-j) aos cadiolideos sintetizados foram
devidamente caracterizados utilizando técnicas espectroscopicas e
espectrométricas. Para o composto 81f, a presenca dos grupos carbonila da
lactona e da cetona puderam ser confirmadas por IV (Figura 24), observando-se
as bandas de estiramento do grupo carbonila em 1748 e 1646 cm™,

respectivamente (Barbosa, 2007).
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Figura 24 — Espectro no infravermelho (ATR/FTIR) do composto 81f.

No espectro de RMN de 'H do composto 81f (Figura 25), os sinais da
metoxilas 7”, 7’ e 7"’ foram observados como simpletos em 6 3,84, 63,90 e &
3,95, respectivamente. O simpleto em 66,10 foi atribuido ao hidrogénio H7. Os
multipletos em ¢ 7,00-6,80, 6 7,47-7,30, 6 7,70-7,55, 6 7,87-7,75 e & 8,04-7,94
foram atribuidos aos hidrogénios H5/H3”/H5”/H5™”, H6', H2', H2”/HE6”/HE6"” e
H2”, respectivamente. Através da interpretacdo do mapa de contornos COSY
(Figura 26) e NOESY (Figura 27) as atribuigbes foram realizadas com seguranga.
A estereoquimica Z do composto 81f € confirmada pelas correlagcbes

apresentadas pelos hidrogénios H7/H6’ e H7/H2’ no mapa de contornos NOESY.
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Figura 25 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDClz) de 81f.
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Figura 26 — Mapa de contorno COSY de 81f.
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Figura 27 — Mapa de contorno NOESY de 81f.

A interpretacédo do espectro de RMN de '3C (Figura 28) foi realizada com
auxilio da técnica bidimensional HSQC (Figura 29) e HMBC (Figura 30). O sinal
da metoxila 7” é observado em 55,6 e o sinal em 6 56,4, refere-se as metoxilas
7 eT.Ossinaisem 0111,9, 6111,9, §112,2 e 5112,2 referem-se aos carbonos
C5”, C5, C3” e C3, respectivamente. Os sinais referentes aos carbonos
C3”/C5”, C7, C1’, C4, C1", C1”, C6’, C6”’e C2”/C6” sdo observados em &
114,0, 6115,2, 6122,3, 6124,1, 5§126,8, 5129,0, §123,0, 6131,9 e §132,1 e 0s

sinais referentes aos carbonos C2’ e C2”” em 6133,7 e 6135,9, respectivamente.
Os sinais mais desblindados em 6 146,3, 6 155,3, 6 157,1, 6 157,6 e 6 164,4,
referem-se aos carbonos C4, C3, C4’’, C4’ e C4”. Ja o sinal para a carbonila da

lactona é observado em 6 166,2 e a carbonila da cetona em 187,6.
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Figura 28 — Espectro de RMN de '3C (75 MHz, CDCI3) de 81f.
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Figura 29 — Mapa de contorno HSQC de 81f.
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Figura 30 — Mapa de contorno HMBC de 81f.

A massa molecular de 81f foi confirmada no espectro de massas (Figura
31), que apresenta o pico do ion molecular em m/z = 598. O pico em m/z = 600
([M+2]%) e o pico em m/z = 602 ([M+4]") s&o caracteristicos de compostos que
apresentam dois atomos de bromo, devido a abundéancia isotopica. O pico base
em m/z = 135 é atribuido ao cation [C(O)ArOCHs]*. A proposta mecanistica para

as fragmentacgdes do ion do pico base esta apresentado no Esquema 29.

.
OMe

m/z = 135

MeO

Esquema 29 — Proposta mecanistica de fragmentagao para 81f.
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Figura 31 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do composto 81f.

2.4.2. Bioensaios

2.4.2.1. Efeito dos compostos sobre o crescimento de microrganismos

Os compostos submetidos ao bioensaio para avaliar o efeito sobre o
crescimento dos microrganismos foram as furanonas 79a-d, os analogos aos
cadiolideos metoxilados 81a-k e os analogos hidroxilados 82a-j. Todos os
compostos avaliados apresentam em sua estrutura um anel butenolideo e estao
representados na Figura 32.

Os compostos foram submetidos a ensaios in vitro para avaliagao da
atividade contra S. aureus, E. coli, S. typhimurium e B. cereus, bactérias
oportunistas de relevancia clinica por acometer pacientes poés-cirurgicos e
imunocomprometidos (Petty et al., 2014; Hiramatsu et al., 2014). Também foi
avaliada a atividade contra C. albicans, fungo patogénico frequentemente
associado as infec¢des relatadas em unidades hematologicas e de tratamento
intensivo (Scorzoni et al.,, 2016). Inicialmente foi feita uma avaliacdo das
atividades dos compostos na dose de 250 pg mL-', conforme resultados

apresentados na Tabela 6.
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OH MeO

Figura 32 — Estrutura dos compostos submetidos ao bioensaio para avaliar o

efeito sobre o crescimento dos microrganismos.
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Tabela 6 — Porcentagem de inibicdo de crescimento de microrganismos
causados pelas furanonas 79a-d, analogos aos cadiolideos 81a-k e 82a-i e

controles na concentragéo de 250 ug mL""

Microrganismos

Compostos S. aureus E. coli S. typhimurium  B. cereus C. albicans
(ATCC29212) (ATCC25922) (ATCC14028) (ATCC11778) (ATCC18804)

79a 73,824 199+1,2 21+0,5 30,2 +1,3 14,2+0,5
79b 74,7+25 41+0,6 0,0 48,0 +1,4 0,0
79c 80,3+3,3 16,2+ 3,4 0,0 30,8+1,6 0,0
79d 89,5+2,8 256 +2,1 0,0 0,0 0,0
81a 79,7+0,3 0,0 0,0 0,0 0,0
81b 85,3+1,8 19,0+0,3 0,0 0,0 47+18
81c 83,2+2,3 91+1,2 22+0,7 729+272 37,8+ 1,1
81d 89,0 £0,1 30,2+29 0,0 30,3+24 0,0
81e 67,2+2,8 349+25 0,0 62,7+1,6 12,5+2,8
81f 76,327 19,9+1,9 6,7+25 441+0,4 0,0
81g 79,4+ 3,0 29,6 £ 1,1 19,7+ 2,0 428 +1,9 0,0
81h 99,9+0,1 272+2,6 36,6 £2,7 575+1,6 458 +2,1
81i 64,1+2,6 48+0,9 0,0 48,113 0,0
81j 84,0+0,1 23,8122 129+0,9 0,0 0,0
81k 89,4+1)9 73+19 0,0 772+29 16,5+ 3,0
82a 88,6 £ 2,6 0,0 75%16,3 0,0 228+1,6
82b 85,7+24 0,0 15,3+2,6 0,0 0,0
82c 95,9+2,0 61,4+1,1 30,9+15 84,2+1,9 0,0
82d 77429 33,1+21 0,0 0,0 279+34
82e 56,9 £ 2,6 0,0 9.6 +1,1 68,5+1,0 12,9+0,4
82f 98,9+29 0,0 38,0+2,8 40,3+ 3,2 17,2126
82g 88,4 +3,2 77,1+2,0 446 +27 38,1+24 0,0
82¢g’ 97,7+2,3 80,8+1,9 17,0+2,8 30,5+2,3 0,0
82h 949+1,0 45+0,2 84+1,6 52,5+0,6 29,7+28
82i 83,2+2,3 0,0 7,7+0,9 43,0+2,8 13,3+1,2

ampicilina 97,1+0/1 95,3+1,0 92,3+0,8 92,9+0,1 -

miconazol -a - - - 91,7+14

a-; Porcentagem de inibi¢do nao foi determinada.
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Os produtos comerciais ampicilina e miconazol foram utilizados como
controles positivos, na mesma concentracdo dos compostos avaliados. Pelos
dados obtidos (Tabela 6), verificou-se que ampicilina e miconazol inibem o
crescimento de todos os microrganismos acima de 90% e em pelo menos uma
espécie de microrganismo todos os compostos avaliados causam mais de 50%
de inibicdo. Embora esses resultados indiquem que o padr&o e a natureza dos
grupos substituintes nos analogos aos cadiolideos sejam importantes para as
atividades, a atividade das furanonas 79a-d sugere que a presenga do anel
butenolideo também seja necessaria para a atividade biocida.

O efeito de substituintes nos anéis aromaticos foi avaliado comparando-
se as atividades dos pares de compostos metoxilados e hidroxilados 81a/82a,
81b/82b, 81c/82c, 81d/82d, 81e/82e, 81f/82f, 81g/82g-g’, 81h/82h e 81i/82i
(Tabela 6). N&o foi possivel estabelecer correlagcdo direta de efeito da
metoxila/hidroxila sobre a atividade, uma vez que ocorreu aumento e diminuigao
da atividade quando se considera uma mesma cepa, mas pdde ser observado
uma tendéncia no aumento da atividade para os analogos hidroxilados.

Outro parametro avaliado foi o padrdo de substituintes dos trés anéis
aromaticos, anéis A, B e C (composto 81a, Figura 32). No anel A observamos
um aumento da atividade com presenca do bromo para todos os microrganismos
avaliados, tal efeito é observado quando comparamos 81a-h e 81j-k/81i e 82a-
h/82i, sendo que os compostos 81i e 82i apresentam apenas metoxila/hidroxila
como substituinte no anel A e os compostos 81a-h, 81j-k e 82a-h apresentam
metoxila/hidroxila e um bromo como substituintes. Para o anel B, nao foi possivel
estabelecer uma correlacado direta do efeito do substituinte sobre a atividade,
uma vez que os compostos 81a-d e 81j-k, que ndo apresentam substituintes e
que possuem uma metoxila em para e bromos em meta, respectivamente, foram
mais ativos que os compostos 81e-h que apresentam uma metoxila como
substituinte na posicédo para do anel aromatico B. Ja para o anel C, observamos
que com o aumento do padrdo de substituicdo, ha uma tendéncia do aumento
da atividade, como pode ser notado para 81a/81b-d, 81e/81f-h, 81j/81k,
82a/82b-d e 82e/82f-h para S. aureus. Para as lactonas 79a-d, também nao foi
possivel estabelecer correlacdo direta entre a atividade biocida e o padréo de

substituicdo dos anéis aromaticos.
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Por outro lado, a analise em conjunto de atividade contra os
microrganismos mostrou que os compostos avaliados sdo mais ativos para as
bactérias Gram-positivas (S. aureus e B. cereus) do que para as bactérias Gram-
negativas (E. coli e S. typhimurium) e apresentam baixa atividade para o fungo
C. albicans. Os compostos mais ativos e promissores antibacterianos foram 81h
e 82f, que apresentaram inibicdo superior a apresentada pela ampicilina,
controle positivo, para S. aureus. As porcentagens de inibigdo causadas pelos
compostos 82c, 82g’ e 82h, também podem ser equiparadas aquelas do
antibidtico comercial para S. aureus. Estes resultados se mostraram bastante
relevantes, considerando que atualmente a maioria dos casos relatados de
infec¢gdes nosocomiais tem sido atribuida a S. aureus (Hiramatsu et al., 2014).

Para os compostos que apresentaram inibicdo superior a 50% foram
determinados os valores de ICso (concentragdo do composto necessario para
inibir o crescimento bacteriano em 50%), e comparados com o controle positivo,

ampicilina, conforme apresentado na Tabela 7.
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Tabela 7 — Concentragao inibitoria ICso (ug mL™") das lactonas 79a-d, analogos

aos cadiolideos 81a-k e 82a-i e controle contra o crescimento bacteriano
ICs0 (ng mL"")

Compostos S. aureus B. cereus E. coli
(ATCC29212)  (ATCC11778)  (ATCC 25922)

79a 28,1 -a -
79b 30,3 - -
79c 3,4 - -
79d 23,8 - -
81a 1,8 - -
81b 6,0 - -
81c 24,8 41,6 -
81d 36,1 - -
81e 51,7 3,6 -
81f 36,7 - -
81g 51,1 - -
81h 86,1 31,0 -
81i 39,8 - -
81j 14,9 - -
81k 29,7 14,2 -
82a 23,8 - -
82b 34,1 - -
82c 29,2 53,8 82,8
82d 6,0 - -
82e 23,0 61,8 -
82f 81.5 - -
82¢g 92,4 - 50,7
82¢g’ 11,5 - 47,0
82h 30,0 12,3 -
82i 14,0 - -

ampicilina 3,3 1,1 2,3

a.: |Cso nao foi determinado.
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Como pode ser verificado na Tabela 7, nao foi possivel calcular os valores
de ICso para todos os microrganismos, uma vez que em diversos casos nao se
observou uma boa correlagédo entre atividade-concentragdo. Para a bactéria S.
typhimurium e o fungo C. albicans, nenhum dos compostos avaliados
apresentaram inibicbes de crescimento superiores a 50%, impossibilitando,
dessa forma, a obtengao da concentracgéao inibitoria para estes microrganismos.

No caso de B. cereus e E. coli, todos os compostos foram menos ativos
que o produto comercial. O composto mais ativo para B. cereus foi o 81e, com
ICs0 = 3,6 ug mL, correspondendo a 3,3 vezes o valor encontrado para a
ampicilina. Para E. coli o composto que apresentou melhor atividade foi o 82g’,
com ICso = 47,0 ug mL-, correspondendo a 20,4 vezes o valor encontrado para
o antibidtico utilizado como controle positivo.

Para S. aureus foi possivel calcular os valores de ICso para todos os
compostos avaliados. Para maioria dos compostos a atividade apresentada foi
inferior ao produto comercial, com excegdo do composto 81a (ICso = 1,8 upg mL™),
1,8 vezes mais ativo que a ampicilina e a furanona 79¢ (ICso = 3,4 ug mL™") que
mostrou atividade préxima a apresentada pela ampicilina (ICso = 3,3 ug mL™").
Os compostos 81b e 82d apresentaram uma boa atividade quando comparado
com os demais compostos avaliados, ambos com ICso = 6,0 ug mL™", sendo 1,8
vezes o valor encontrado para a ampicilina. No caso dos compostos 81h, 82c,
82f, 82g’ e 82h que na concentragdo de 250 pg mL™' apresentaram atividade
semelhante ao antibidtico comercial causando 99,9%, 95,9%, 98,9%, 97,7% e
94,9% de inibicao, respectivamente, observou-se valores de ICso muito elevados.

Em termos de seletividade dos compostos em relacdo aos diversos
microrganismos, verificou-se uma tendéncia de os compostos serem mais ativos
para bactérias Gram-positivas, uma vez que foi possivel calcular o valor de ICso
para todos os compostos avaliados para S. aureus e alguns para B. cereus. Ja
para as bactérias Gram-negativas, E. coli e S. typhimurium, e para o fungo C.
albicans, os compostos apresentaram uma baixa atividade, sendo possivel a
obtengao dos valores de ICs0 somente para os compostos 82c¢, 829’ e 82g para
E. coli.

Considerando que a diferenca estrutural entre os compostos € bastante

limitada, ndo € possivel chegar a uma conclusdo sobre a relagéo estrutura-
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atividade. Entretanto, pelos resultados dos ensaios bioldgicos, para os
compostos com boas atividades para S. aureus (lactona 79c e analogos 81a,
81b e 82d) fica evidente que auséncia de substituinte no anel B e a presenca de
bromo no anel A influenciaram na atividade, indicando que as presencas de
substituintes alteram e afetam a atividade bioldgica. Assim, os dados indicam
que os efeitos dos compostos sobre os microrganismos podem ser modulados
pela alteragdo dos grupos, e suas posigdes, nas trés unidades aromaticas

estruturais.
2.4.2.2. Efeito dos compostos sobre a formagao de biofilme
Os compostos submetidos ao bioensaio para avaliar o efeito sobre a

formacédo de biofilme foram a furanona 79c¢c, os analogos aos cadiolideos

metoxilados 81a-d e os analogos hidroxilados 82a-d, conforme representados

na Figura 33.

Figura 33 — Estrutura dos compostos submetidos ao bioensaio para avaliar o

efeito sobre a formacéao de biofilme.
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Inicialmente, foi avaliado o crescimento das bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis e das Gram-negativas Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
baumannii, para posteriormente avaliar o efeito dos compostos na inibicao do
biofilme. Este ensaio preliminar &€ essencial para determinar se quaisquer
possiveis efeitos causados pelos compostos na formagado de biofilmes
bacterianos sejam especificos da formacdo de biofilmes ou possam estar
relacionados a um possivel declinio na populacao de bactérias devido a atividade
biocida.

O crescimento bacteriano foi quantificado por leituras de absorbancia a
625 nm, utilizando um dispositivo leitor de placas de microtitulacdo, na presenca
de cada composto nas concentragdes de 128,0 a 0,25 ug mL". O efeito dos
compostos sobre o crescimento bacteriano nas concentragcbées de 128,0 e 64,0
ug mL' é mostrado na Figura 34. O comportamento dos compostos em
concentracbes mais baixas nao foi descrito porque apresentaram inibicdo

semelhante a da concentragao de 64,0 ug mL™".
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a

Para E. coli e K. pneumoniae o valor de MIC para a ampicilina foi de 2,0 pg mL-".
b

Para E. faecalis o valor de ICso para 82c e 82d foram de 40,3 + 6,0 e 98,6 + 9,6 ug mL, respectivamente, e o
valor de MIC para a ampicilina foi de 0,5 pg mL-".

¢ Para P. aeruginosa o valor de ICso para 82d foi de 108,3 + 6,9 ug mL™".

9 Para S. aureus o valor de ICso para 82b, 82c e 82d foi de 6,6 + 0,0, 11,7 £ 3,6 e 25,0 + 1,4 pg mL",
respectivamente, e o valor de MIC para a ampicilina foi menor que 0,25 pg mL-".

Figura 34 — Efeito dos compostos 79¢, 81a-d, 82a-d e ampicilina (controle) a 128,0

e 64,0 ng mL" no crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

O efeito dos compostos sobre o crescimento bacteriano de A. baumannii
(Anexo 2 — Tabela A1) mostra alta inibigdo na concentragado de 128,0 ug mL-".
Com excecao do composto 82d que mostra inibicdo de 18,4% na concentracao
de 64,0 pg mL™", os outros compostos ndo inibem o crescimento planctonico,
apresentando valores de inibigao negativos para essa concentragédo. O mesmo
efeito foi observado para concentrages abaixo de 64,0 ug mL-'. Essa resposta

indica a indugdo de crescimento bacteriano quando em contato com os
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compostos em concentragdes iguais e/ou inferiores a 64,0 ug mL™", exibindo
crescimento bacteriano superior ao apresentado pelo controle de crescimento
realizado no ensaio.

Para os ensaios com E. coli (Anexo 2 — Tabela A2), os compostos
79c, 81a-d e 82a-d apresentaram baixas inibi¢des de crescimento bacteriano na
concentragéo de 128,0 ug mL", com valores de 2,9-23,7%. Na concentragdo de
64,0 ng mL™", as inibigdes foram ainda menores e para alguns compostos, como
82b, 82c e 82d, houve indugao de crescimento. Para os demais compostos,
também foi observada uma inducdo do crescimento em concentracdes mais
baixas.

No ensaio com a bactéria K. pneumoniae (Anexo 2 — Tabela A3), os
compostos avaliados mostraram um efeito indutivo sobre o crescimento
bacteriano, exceto o composto 82d, que mostrou inibicdo do crescimento
bacteriano variando de 45,9% a 7,1% em concentragoes de 128,0 a 4,0 ug mL™,
respectivamente.

Os ensaios para bactérias Gram-positivas E. faecalis (Anexo 2 — Tabela
A4) e S. aureus (Anexo 2 — Tabela A6) mostraram resultados semelhantes, onde
foi possivel observar uma maior inibicdo do crescimento bacteriano pelos
compostos avaliados. Para alguns compostos, foi possivel calcular os valores de
ICs0. Para E. faecalis, os valores de |Cso para os compostos 82c e 82d foram
40,3+ 6,0 e 98,6 = 9,6 ug mL", respectivamente, e para S. aureus, os valores
de ICso para os compostos 82b, 82c e 82d foram de 6,6 + 0,0, 11,7 £ 3,6 e 25,0
+ 1,4 ng mL™", respectivamente.

Os ensaios realizados com P. aeruginosa (Anexo 2 — Tabela A5)
mostraram que os compostos avaliados apresentaram baixa inibicdo no
crescimento bacteriano com valores entre 22,8-55,0% na concentragao de 128,0
ug mL-' e com a diminuigdo das concentragdes avaliadas, as inibigdes também
diminuiram. Para o composto 82d, obteve-se uma ICso de 108,3 + 6,9 ug mL™".

De modo geral, os compostos 79¢, 81a-d e 82a-d em concentragdes
iguais ou inferiores a 64,0 ng mL"' revelaram baixas inibicdes sobre o
crescimento bacteriano para bactérias Gram-negativas, A. baumannii, E. coli, K.
pneumoniae e P. aeruginosa, avaliadas neste trabalho. Este resultado mostra

um potencial na atividade seletiva para esses compostos, uma vez que nao inibe
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o crescimento das bactérias Gram-negativas, e dessa forma, podem apresentar
uma pressao seletiva minima para a resisténcia, o que é considerado um fator
importante (Pan e Ren, 2009).

Como controle positivo, utilizou-se um antibidtico comercial, sendo a
solugado de trabalho (solugdo dos compostos 79¢, 81a-d e 82a-d) substituida
pela ampicilina, nas mesmas concentragbes de 128,0 a 0,25 ug mL'. Os
resultados mostraram que a ampicilina ndo teve efeito inibitério sobre P.
aeruginosa e para A. baumannii teve inibicdo de 93,8% na concentragao de
128,0 ug mL"'. Para as outras bactérias, foi possivel obter a concentragdo
minima inibitoria de 100% da bactérias (Minimum Inhibitory Concentration - MIC).
O MIC para E. coli, K. pneumoniae, E. faecalis e S. aureus foi de 2,0, 2,0, 0,5 e
inferior a 0,25 pg mL™", respectivamente.

O dimetilsulféxido (DMSO) foi utilizado para solubilizar os compostos 79c,
81a-d e 82a-d no preparo das solugdes de trabalho. Como controle da toxicidade
deste solvente, utilizou-se o meio de cultura e o DMSO diluido no caldo Mueller-
Hinton. A concentracdo de DMSO avaliada foi igual a concentragcdo deste
solvente em cada uma das diluigdes (128,0 a 0,25 ng mL"). Os resultados
(Anexo 2 — Tabela A1-A6) mostram que o DMSO n&o foi toxico para as bactérias
avaliadas, pois apresentou valores de porcentagem de inibigdo inferiores a 4%
para todas as bactérias.

Em vista dos resultados obtidos para a inibicdo do crescimento
planctonico, para este trabalho, a concentracdo maxima escolhida para a
avaliacdo do efeito dos compostos na formagao de biofilmes foi a que induziu
menos de 20% de inibigdo no crescimento planctonico. Este limite arbitrario foi
escolhido com base em nossas experiéncias anteriores, considerando que néo

ha recomendacao padrao para este tipo de estudo.

2.4.2.2.1. Inibigao da formagao de biofilmes

A inibicao induzida pelos compostos 79¢, 5a-d e 6a-d sobre a formacgao
de biofilmes de A. baumannii, E. coli, K. pneumoniae, E. faecalis, P. aeruginosa
e S. aureus foi avaliada utilizando o ensaio de coloragao violeta de cristal (Pereira
et al., 2014). Para E. coli (Anexo 2 — Tabela A8), K. pneumoniae (Anexo 2 —
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Tabela A9), E. faecalis (Anexo 2 — Tabela A10) e S. aureus (Anexo 2 — Tabela
A12) houve uma boa correlagéo entre a inibicdo do biofilme e as concentragdes
testadas, portanto, os valores de ICso para a maioria dos compostos foram
calculados como mostrado na Tabela 8. Por outro lado, para A. baumannii
(Anexo 2 — Tabela A7) e P. aeruginosa (Anexo 2 — Tabela A11), a inibicdo da
formacgao de biofilme foi inferior a 50% para todos os compostos avaliados, o que

nao permitiu a obtencéo de ICso.

Tabela 8 — Efeito antagonista dos compostos 79c¢, 81a-d e 82a-d contra a

formacao de biofilme bacteriano?

ICs0° (ug mL™)

Compostos E. coli K. pneumoniae E. faecalis S. aureus
(ATCC25922) (ATCC13882) (ATCC19433) (ATCC33591)

79c >128,0 >128,0 1,1+0,6 0,7+0,3
81a 70,0 £ 18,6 257+4.1 39104 0,401
81b >128,0 >128,0 50+6,0 *
81c 52,9 £ 46,3 >128,0 5432 0,5+0,3
81d 64,3 + 50,6 27,0+ 4,7 42+24 0,8+0,2
82a 28,7 £ 32,0 >128,0 29+0,9 0,8+0,1
82b >128,0 >128,0 1,2+1,0 *
82c * 75+26 3,6+2,1 0,7+0,4
82d * >128,0 0,5+04 0,3+0,1

a A inibigao de formacao de biofilme néo foi observada para A. baumannii e P. aeruginosa.

b ICso: concentragdo dos compostos necessaria para inibicdo de 50% da formagéo de biofilme bacteriano.
* Foi observado indugéo de biofilme. Em 128,0 ug mL™" para E. coli 82c e 82d induziram 24,9 + 12,2% e
31,5 + 0,4%, respectivamente.

** Nao foi possivel a obtengdo do valor de ICso. Em 0,25 ng mL-' para S. aureus 81b e 82b inibiram 59,7 +
8,5% e 67,0 £ 0,0%, respectivamente.

Como a atividade desses compostos ainda nao foi estudada quanto ao
efeito sobre bactérias, ndo se sabe se, além de afetar a formagao de biofilmes,
eles também interferem em outras vias metabdlicas bacterianas ndo acessadas
pelos ensaios realizados. Embora os efeitos dos compostos sobre a viabilidade
bacteriana tenham sido controlados, o que é importante para a caracterizagao
da especificidade de suas atividades anti-biofilme, ndo pode ser excluido que
outras vias metabdlicas possam também ser afetadas em diferentes

concentracdes do que aqueles em que exibem qualquer atividade anti-biofilme.
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Entdo, acredita-se que a falta de uma correlagédo dose-resposta direta para a
inibicdo do biofilme exibida por algumas das bactérias testadas aqui poderia ser
devida a atividades sinérgicas/antagonistas dos compostos em caminhos
metabdlicos que poderiam, indiretamente, afetar a formacao de biofilmes, ou
mesmo a um efeito positivo desses compostos na formagao de biofilmes em
concentragdes sub-inibitérias (Kuehl et al., 2009).

Os ensaios de inibicdo da formagao de biofilmes (Tabela 8) mostraram
que os compostos 79¢, 81a-d e 82a-d foram menos ativos para bactérias Gram-
negativas (A. baumannii, E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa) em
comparagao com os resultados obtidos para E. faecalis e S. aureus (bactéria
Gram-positiva). A diferenca basica entre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas estda em sua parede celular. As Gram-positivas possuem uma unica
camada espessa de peptidoglicanos, enquanto as Gram-negativas possuem
uma parede celular mais fina e uma segunda membrana lipidica (Usacheva et
al.,, 2001). As bactérias Gram-positivas e Gram-negativas também utilizam o
processo de comunicacdo que permite que modifiquem o seu comportamento
coletivamente em resposta a mudangas na densidade celular e na composi¢ao
da espécie da comunidade microbiana circundante. Este processo é conhecido
como Quorum sensing (QS). Os sistemas QS das Gram-positivas usam
oligopeptidios secretados e sistemas de dois componentes, um que consiste em
receptores de quinase de sensor vinculados a membrana e outro que consiste
em fatores de transcricio citoplasmaticos que alteram diretamente a expresséao
génica (Bassler e Losick, 2006; Park et al., 2017; Paczkowski et al., 2017).
Diferentemente, os sistemas QS das Gram-negativas, usam autoindutores,
como lactonas acil-homoserina ou outras moléculas sintetizadas da S-
adenosilmetionina. Eles sao difusos livremente através da membrana bacteriana
e ligados por receptores especificos que residem na membrana interna ou no
citoplasma e altera dezenas de centenas de genes que sustentam varios
processos biolégicos (Papenfort e Bassler, 2016).

Os resultados indicam que os compostos avaliados afetam bactérias
Gram-positivas em maior significancia, indicando que a inibigao do biofilme pode
estar diretamente ligada a interagdo dos compostos com a parede celular da
bactéria e/ou com o sistema QS usado. Para E. faecalis, 82d foi o composto mais
ativo (ICso = 0,5 ug mL™"), seguido por 79¢ (ICs0 = 1,1 ug mL") e 82b (ICs0 = 1,2
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ug mL™"). Os andlogos hidroxilados 82a-d apresentaram melhores resultados
inibitorios para E. faecalis quando comparados aos analogos metoxilados 81a-
d, indicando que a atividade é maior na presenga de grupos OH. Para S. aureus,
82d foi também o composto mais ativo (ICso = 0,3 upg mL™") e todos os compostos
avaliados tiveram seus valores de ICso abaixo de 0,8 ng mL-', indicando alta
inibicdo do biofilme de S. aureus. Para os compostos 81b e 82b, o valor ICso ndo
pode ser obtido, pois na menor concentragdo avaliada, 0,25 pg mL"', os
compostos inibiram mais de 50%, 59,7 £ 8,5% e 67,0 £ 0,0%, respectivamente.

Os resultados apresentados na Tabela 8 também indicam que os
compostos 82c e 82d induziram a formacgéao de biofilme de E. colia 128,0 ug
mL-' (82c e 82d induziram 24,9 + 12,2% e 31,5 + 0,4%, respectivamente). Estes
resultados sugerem que as alteragdes nos grupos ligados aos anéis aromaticos
dos compostos 81a-d e 82a-d promovem uma resposta diversificada na
modulacao do biofilme das bactérias (Kuehl et al., 2009).

Para identificar quaisquer correlagdes entre atividade e propriedades
fisico-quimicas, calculos de milogP, da area total de superficie polar (total polar
surface area - TPSA), de numero de atomos (natom), de massa molecular (MM),
de numero de doadores e aceitadores de ligagdo de hidrogénio (nown-nH), do
numero de ligacdes rotativas (nrtb) foram obtidas, e estdo representados na
Tabela 9 (Molinspiration, 2017). Os dados mostraram que para a furanona 79a
e para os analogos aos cadiolideos 81a-d e 82a-d, o milogP foi de 2,38 e na
faixa de 5,18-7,55, respectivamente, indicando que os compostos 81a-d e
82a-d sdo mais lipofilicos do que a furanona precursora 79c. Os compostos
hidroxilados 82a-d sdo mais polares e com um maior TPSA em relagao aos
metoxilados 81a-d.

Considerando todos os compostos, a regra dos cinco de Lipinski foi
violada pelo menos uma vez pelos analogos aos cadiolideos (Lipinski et al.,
1997). Esses dados sugerem que o0s compostos podem ter baixa
biodisponibilidade oral (Veber et al., 2002), e devem ser feitos outros testes para
avaliar melhor essa hipétese. A area de superficie polar de todos os compostos
sintetizados e testados foi inferior a 108 e apresentaram 3 grupos doador de
ligagdo de hidrogénio ou menos. Essas caracteristicas demonstraram que esses

compostos podem ser drogas com potencial capacidade de penetrar a barreira
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hematoencefalica, levando a efeitos colaterais prejudiciais (Kelder et al., 1999).
No geral, nenhuma tendéncia pode ser vista a partir de tais dados e, portanto,

nenhuma conclusao definitiva pode ser feita.

Tabela 9 — Previsbes de propriedades fisico-quimicas dos compostos 79c¢, 81a-d
e 82a-d

Composto  miLogP TPSA Natom MM NON  NOHNH Nroto  Nviolagses ~ VOlume
79c 2,38 52,61 23 373,20 4 0 4 0 279,21
81a 6,08 65,75 32 49134 5 0 6 1 386,78
81b 6,82 65,75 33 570,23 5 0 6 2 404,67
81c 7,55 65,75 34 649,13 5 0 6 2 422,55
81d 6,07 74,98 34 52136 6 0 7 2 412,33
82a 5,27 87,74 30 463,28 5 2 4 1 351,73
82b 6,26 87,74 31 542,18 5 2 4 2 369,61
82c 7,00 87,74 32 621,08 5 2 4 2 387,50
82d 5,18 107,97 31 479,28 6 3 4 1 359,74

Até o momento, nenhum dos compostos sintetizados foram testados
como antagonistas da formagéo de biofilmes regulada por QS em E. faecalis e
S. aureus. No caso das bactérias Gram-positivas, ha estudos relacionados com
a inibicdo de Sortase A (SrtA), que € uma enzima associada a membrana
responsavel pela ancoragem covalente de muitos fatores virulentos na parede
celular dessas bactérias. Em fungdo disso, existem trabalhos com o objetivo de
desenvolver farmacos que inibam a SrtA, com acdo anti-viruléncia contra as
bactérias Gram-positivas resistentes aos farmacos, desempenhando um papel
fundamental nos processos patogénicos da infeccdo bacteriana, que se
tornaram um importante problema de saude mundial (Guo et al, 2015).

Alguns produtos naturais estdo entre os inibidores de SrtA ja identificados,
entre os quais podemos destacar o cadiolideo E, que apresentou atividade
inibitéria de SrtA moderada, ICs0 = 78,3 uM (Won et al., 2012). Embora os
ensaios realizados neste trabalho ndo sejam contra a inibigdo de SrtA, as
inibicbes obtidas para bactérias Gram-positivas podem estar associadas. Para
os compostos mais ativos contra o biofilme de E. faecalis, 79¢c, 82b e 82d, o ICso

foi igual a 3,1, 2,2 e 1,1 uM, respectivamente, e para S. aureus os valores de
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ICs0 para os compostos 81a, 81c e 81d foram 0,8, 0,8 e 0,5 uM, respectivamente,
sendo inibi¢cdes significativamente inferiores as relatadas para a cadiolideo E na
inibicdo contra StrA. Considerando a possibilidade de aumentar facilmente a
diversidade molecular nesses analogos de cadiolideos, acreditamos que tais
compostos podem ser usados como um novo andaime para a descoberta de um

antagonista ainda mais ativo da inibicao de StrA.
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2.5. CONCLUSOES

No presente trabalho, foram avaliadas alternativas sintéticas para
obtencdo de analogos aos cadiolideos, sendo sintetizados 21 compostos
analogos. A estratégia utilizada teve como etapa-chave a reacao de Diels-
Alder/retro Diels-Alder entre um cetoalquino e 5-etoxi-4-metiloxazol.

Para obtencao de tais compostos, foi necessaria, inicialmente, a sintese
do alquino terminal, que foi possivel apos utilizagdo do reagente de Bestmann-
Ohira. A utilizagdo da reagdo de Corey-Fuchs para tal propésito sé levou a
formacao do alquino terminal quando se utilizou LDA como base ao invés de n-
BuLi. Entretanto, a primeira etapa de tal reagao, que gera um dibromovinil, foi
obtida com sucesso em todas as reagdes efetuadas (rendimentos de 94 a 100%).

O alquino 60 foi submetido a reacdo de acoplamento cruzado de
Sonogashira com diferentes cloretos de acido, levando a formagao de inonas
com rendimentos que variaram entre 78% e 97%. O cetoalquino 69e também
pbdde ser obtido pela reagao de condensagdo com um aldeido, seguido de reagao
de oxidagdo. Esta ultima estratégia pode ser vantajosa quando ndo se tém
disponiveis o alquino terminal ou o cloreto de acido.

A reacao de DA/retro DA foi regiosseletiva, levando a formagao do produto
desejado, com rendimentos que variaram de 51% e 81%. A reagdo de
alquilidenagéao gerou 11 analogos metoxilados aos cadiolideos com rendimentos
moderados (45 a 89%) e alta estereosseletividade (apenas o isbmero Z foi
obtido). Finalmente, outros 10 analogos foram obtidos pela reagcdo de
desmetilacdo dos analogos metoxilados em rendimentos que variaram entre
25% e 86%.

As furanonas 79a-d e os analogos aos cadiolideos 81a-k e 82a-i foram
submetidos a bioensaios para avaliar seus efeitos sobre o crescimento
plancténico de S. aureus, E. coli, S. typhimurium, B. cereus e C. albicans. Os
resultados demostraram que os compostos avaliados sdo mais ativos para as
bactérias Gram-positivas (S. aureus e B. cereus) do que para as bactérias Gram-
negativas (E. coli e S. typhimurium) e apresentam baixa atividade para o fungo
C. albicans. Os compostos mais ativos e promissores antibacterianos foram a
furanona 79c e os analogos 81a, 81b e 82d, que apresentaram melhores

inibicbes para S. aureus. Os resultados indicaram também que os efeitos dos

188



compostos sobre os microrganismos podem ser modulados pela alteragao dos
grupos substituintes e suas posi¢des, nas trés unidades aromaticas estruturais
dos cadiolideos.

Os compostos testados contra a formacgao de biofilme bacteriano, foram
a furanona 79c, os analogos aos cadiolideos metoxilados 81a-d e os analogos
hidroxilados 82a-d. Esses compostos mostraram-se capazes de modular a
formacéao de biofilmes em uma variedade de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, A. baumannii, E. coli, K. pneumoniae, E. faecalis, P. aeruginosa e S.
aureus, com pouca ou nenhuma inibigdo do crescimento plancténico para a
maioria dos compostos testados. Os resultados mostraram que esses
compostos sdo mais ativos contra bactérias Gram-positivas, E. faecalis e S.
aureus, sendo 82d o composto mais ativo, apresentando ICso de 0,5 e 0,3 ug
mL-', respectivamente.

Considerando as inibicdes elevadas de biofiimes apresentadas pelos
compostos preparados, estudos adicionais para a identificacdo dos elementos
estruturais importantes para a toxicidade dessas substancias contra E. faecalis
e S. aureus podem resultar no desenvolvimento de novos agentes anti-
infecciosos para atenuar a viruléncia expressa por esses agentes patogénicos

oportunistas importantes.
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ANEXO 1

ESPECTROS NO INFRAVERMELHO, RMN DE 1H, RMN DE 13C E MASSAS
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ANEXO 2

INIBIGAO DE CRESCIMENTO BACTERIANO E INIBIGAO DE FORMAGAO
DE BIOFILME
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Tabela A1 — Efeito inibitério (%) dos compostos 79¢, 81a-d e 81a-d a 128,0, 64,0,
32,0, 16,0, 8,0, 4,0, 2,0, 1,0, 0,5 e 0,25 ug mL™", no crescimento bacteriano de

Acinetobacter baumannii

Efeito inibitério (%)*

Concentragao (ug mL™)

Compostos
128,0 64,0 32,0 16,0 38,0 4,0 2,0 1,0 0,50 0,25
79c 1014 -275 -236 -231 -209 -87 -152 -176 -16,6 -18,8
81a 989 -208 -176 -194 -171 -155 -86 -133 -24 -6,7
81b 982 -228 -186 -178 -157 -150 -82 -12,7 -17,8 -16,7
81c 950 -476 -424 -386 -339 -228 -205 -148 -113 -13,5
81d 101,3 -12,3 -164 -189 -18,7 -178 -16,3 -17,1 -19,3 -19.3
82a 941 -318 -229 -236 -17,7 -114 -112 -85 -11 57
82b 92,7 -193 -81 57 -131 -12,3 -148 -141 -17,8 -16,7
82c 99 -23 81 -140 -36 49 69 -08 -38 -21
82d 1038 184 10,7 66 -57 -139 -32 -11,0 -2,8 -146
DMSO 2,6 16 -1,8 1,3 -03 -0,7 -0,2 06 1,2 0,7
Ampicilina 938 -146 -118 -29 49 -23 -10 -159 -96 -97

* Os valores negativos referem-se a indugéo de crescimento bacteriano

Tabela A2 — Efeito inibitério (%) dos compostos 79¢, 81a-d e 81a-d a 128,0, 64,0,
32,0, 16,0, 8,0, 4,0, 2,0, 1,0, 0,5 e 0,25 pg mL", no crescimento bacteriano de

Escherichia coli

Efeito inibitorio (%)*

Concentragéo (ug mL™)

Compostos
128,0 64,0 32,0 16,0 8,0 4,0 2,0 1,0 0,50 0,25
79c 165 05 -79 -114 -116 -190 -146 -97 -171 -13
81a 13,1 4,5 97 -53 -74 -100 -11,3 -57 -185 -8,7
81b 169 75 50 -34 -132 -129 -179 -85 -183 -10,0
81c 106 -13 -49 60 -141 -17,7 -206 -188 -129 -123
81d 237 113 26 -06 -73 -71 -78 -22 -106 -17
82a 8,2 4,5 53 0,1 1,1 43 -71 -85 6,1 -95
82b 77 -171 -30,3 -164 -149 -151 -291 -179 -270 -11,8
82c 29 484 -31,7 -181 -55 -148 -225 -146 -20,8 -9,8
82d 13,8 -256 -20,8 -142 -20,8 -20,5 -143 -12,7 -19,2 -75
DMSO 3,7 27 11 -13 1,3 -05 0,3 01 12 -27
Ampicilina  100,4 100,3 99,7 98,7 995 101,0 91,0 4,3 7,0 7,3

* Os valores negativos referem-se a inducéo de crescimento bacteriano
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Tabela A3 — Efeito inibitério (%) dos compostos 79¢, 81a-d e 81a-d a 128,0, 64,0,
32,0, 16,0, 8,0, 4,0, 2,0, 1,0, 0,5 e 0,25 ug mL™", no crescimento bacteriano de

Klebsiella pneumoniae

Efeito inibitério (%)*

Concentragio (ug mL™")

Compostos
128,0 64,0 32,0 16,0 8,0 4,0 2,0 1,0 0,50 0,25
79c -325 69 -84 06 -72 -05 -202 -29 -275 -20,3
81a -27,0 -46,6 -439 -498 -413 -306 -183 -3,1 -11,8 -20,1
81b -35,7 -41,7 -428 -489 -46,0 -404 -344 -90 -17,2 -10,8
81c -36,1 -434 -442 -452 -453 -30,2 -251 -22,7 -27,8 -35,1
81d -29,8 -421 -41,3 -436 -442 -239 -411 -365 -13,0 -6,1
82a -231 -359 -442 -30,8 -11,7 -12,7 -13,2 -11,8 -281 -254
82b 436 -232 -353 -338 -589 -52 54 -12,7 -18 -50
82c -425 -280 -266 -380 -230 -84 -71 -16,7 -394 -6,7
82d 459 247 130 128 7,8 71 -104 -115 -18,7 -16,8
DMSO 3,6 29 1,8 03 -13 17 12 16 -12 -07
Ampicilina  100,8 100,5 100,2 99,8 99,7 101,17 1010 264 -1,0 -104

* Os valores negativos referem-se a indugéo de crescimento bacteriano

Tabela A4 — Efeito inibitério (%) dos compostos 79¢, 81a-d e 81a-d a 128,0, 64,0,
32,0, 16,0, 8,0, 4,0, 2,0, 1,0, 0,5 e 0,25 pg mL", no crescimento bacteriano de

Enterococcus faecalis

Efeito inibitorio (%)*

Concentragio (ug mL™)

Compostos
128,0 64,0 32,0 16,0 8,0 4,0 2,0 1,0 0,50 0,25

79c 39,8 250 131 0,7 35 -07 30 41 -13 3,7
81a 384 196 198 20,3 130 23 1,5 0,1 2,1 3,3
81b 245 219 124 6,0 6,5 4,2 1.0 -29 -04 2,4
81c 1,1 125 -11,7 -159 -209 -27,3 -219 -12,7 -136 -95
81d 51,0 29,7 214 149 176 6,7 3,5 3,1 3,7 6,8
82a 482 54 11,7 85 178 35 54 -02 23 -0,4
82b 274 324 247 121 16,1 139 50 74 68 4,0
82c 101,5 96,1 36,0 19,7 122 144 96 -153 -93 45
82d 1105 188 110 133 76 -10 -14 -24 -16 -03
DMSO 0,6 3,6 2,8 03 -03 -08 -09 02 -12 -05
Ampicilina  100,4 101,3 99,7 99,7 985 100,0 101,0 943 970 7,3

* Os valores negativos referem-se a inducéo de crescimento bacteriano
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Tabela A5 — Efeito inibitério (%) dos compostos 79¢, 81a-d e 81a-d a 128,0, 64,0,
32,0, 16,0, 8,0, 4,0, 2,0, 1,0, 0,5 e 0,25 ug mL™", no crescimento bacteriano de

Pseudomonas aeruginosa

Efeito inibitorio (%)*

Concentragao (ug mL™)

Compostos
128,0 64,0 32,0 16,0 38,0 4,0 2,0 1,0 0,50 0,25
79c 36,6 9,6 53 -06 21 1,0 5,0 5,0 2,8 6,2
81a 304 193 74 69 48 -33 86 -06 -15 -34
81b 288 19,1 182 25 7,0 57 54 6,0 2,1 5,0
81c 228 114 06 2,5 4,2 1,9 74 106 111 29
81d 304 140 101 24 29 2,6 1,9 6,5 1,9 -23
82a 282 11,7 83 9,3 7,8 81 11,2 140 106 6,2
82b 314 188 33 2,7 0,1 2,2 1,3 31 -16 06
82c 357 113 -09 -09 0,7 -01 3,0 4.1 2,0 2,6
82d 550 251 79 14 37 3,1 2,5 3,7 1,5 -0,2

DMSO 3,1 1,9 1,2 1,0 -03 0,7 0,2 08 -12 -06
Ampicilina -16 -27 38 -7,7 -17 -29 -27 -30 -33 -28

* Os valores negativos referem-se a indugao de crescimento bacteriano

Tabela A6 — Efeito inibitério (%) dos compostos 79¢, 81a-d e 81a-d a 128,0, 64,0,
32,0, 16,0, 8,0, 4,0, 2,0, 1,0, 0,5 e 0,25 ug mL™", no crescimento bacteriano de

Staphylococcus aureus

Efeito inibitorio (%)*

Concentragéo (ug mL™)

Compostos
128,0 64,0 32,0 16,0 8,0 4,0 2,0 1,0 0,50 0,25
79c 305 171 174 345 357 191 164 95 6,3 10,3
81a 169 396 266 65 285 172 11,0 158 121 6,3
81b 236 151 75 -26 182 168 136 21,0 8,7 8,5
81c -36,1 -41,7 42 30 177 -69 194 -86 190 134
81d 179 352 243 122 157 176 13,3 145 134 187
82a 19,7 350 688 539 502 454 50,7 406 17,6 153
82b 775 620 998 970 539 370 136 679 -38 11,0
82c 979 718 854 656 442 -12 281 1,8 149 115

82d 103,7 57,8 558 492 446 238 221 253 19 9,9
DMSO 1,6 o6 -08 -03 -05 -04 -09 02 1,0 -09
Ampicilina  101,4 100,3 99,7 98,7 99,5 101,0 101,0 99,3 99,0 993

* Os valores negativos referem-se a inducéo de crescimento bacteriano
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Tabela A7 — Efeito inibitorio (%) dos compostos 79¢, 81a-d e 81a-d a 128,0, 64,0,
32,0, 16,0, 8,0, 4,0, 2,0, 1,0, 0,5 e 0,25 ug mL", na formagdo de biofiime de

Acinetobacter baumannii

Efeito inibitorio (%)*

Concentragao (ug mL™)

Compostos

128,0 64,0 32,0 16,0 8,0 4,0 2,0 1,0 0,50 0,25
79c 89,0 164 82 158 7.4 6,5 6,1 6,5 8,5 7,1
81a 90,6 1,8 42 05 0,7 05 -0,1 2,7 1,9 1,2
81b 834 162 -05 -23 30 -17 04 15 -17 -05
81c 859 -55 79 40 -12 -03 -18 07 -05 0,7
81d 90,6 6,2 -0,8 4,0 -08 41 43 -36 -35 -7.1
82a 784 -45 -39 48 8,7 5,2 72 47 46 -101
82b 726 -11,7 -120 45 -125 -24 -28 -28 -13 -21
82c 89,9 -93 o7 -32 -72 13 -22 -33 -17 -38
82d 85,7 10,7 1,7 0,2 3,9 6,1 8,0 7,0 8,5 9,1

* Os valores negativos referem-se a indugao de formagao de biofilme

Tabela A8 — Efeito inibitério (%) dos compostos 79¢, 81a-d e 81a-d a 128,0, 64,0,
32,0, 16,0, 8,0, 4,0, 2,0, 1,0, 0,5 e 0,25 pg mL", na formagéo de biofiime de

Escherichia coli

Efeito inibitério (%)*

Concentragao (ug mL™)

Compostos

128,0 64,0 320 16,0 8,0 4,0 2,0 1,0 050 0,25
79c 326 329 -280 592 48,0 464 602 472 253 36,1
81a 58,5 453 364 264 339 316 402 36,9 351 -301
81b 344 43,3 30 116 220 480 464 348 17,8 1,1
81c 61,2 51,2 146 49,7 422 242 280 373 335 -3,8
81d 787 516 378 23,0 454 342 39,7 46,1 53,8 38,1
82a 56,4 46,7 482 514 474 514 276 254 556 104
82b 141 486 23,3 15,7 -33,1 396 558 470 228 119
82c -249 -976 -59,2 -37,0 60,6 499 399 159 214 184
82d -31,4 -545 -46,0 -751 726 232 398 533 375 356

* Os valores negativos referem-se a inducédo de formagéo de biofiime
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Tabela A9 — Efeito inibitério (%) dos compostos 79¢, 81a-d e 81a-d a 128,0, 64,0,
32,0, 16,0, 8,0, 4,0, 2,0, 1,0, 0,5 e 0,25 ug mL", na formagdo de biofiime de

Klebsiella pneumoniae

Efeito inibitorio (%)*

Compostos

Concentragao (ug mL™)

128,0 64,0 32,0 16,0 38,0 4,0 2,0 1,0 0,50 0,25
79c 344 84 164 143 224 28 104 106 27,3 20,0
81a 554 695 592 292 -58 -15 0,7 6,8 230 174
81b 436 396 581 533 364 334 231 120 57 18,0
81c 333 34 -102 10 -26 65 -17 -18 -09 1,0
81d 82,3 455 56,0 157 290 56 58 4,7 24 0,1
82a 388 327 306 211 165 -84 -89 -10,7 -84 -54
82b 359 440 352 195 06 44 52 -09 46 19,4
82c 543 358 632 774 134 -20 -7A1 11,4 -3,1 -1,1
82d 304 01 -1,6 3,4 6,4 5,1 5,0 5,8 8,9 16,0

* Os valores negativos referem-se a indugao de formagao de biofilme

Tabela A10 — Efeito inibitério (%) dos compostos 79¢, 81a-d e 81a-d a 128,0, 64,0,
32,0, 16,0, 8,0, 4,0, 2,0, 1,0, 0,5 e 0,25 pg mL", na formagdo de biofiime de

Enterococcus faecalis

Efeito inibitério (%)*

Concentragao (ug mL™)

Compostos
128,0 64,0 320 16,0 8,0 4,0 2,0 1,0 050 0,25
79c 60,2 653 656 554 543 603 583 528 395 18,8
81a 60,0 444 558 654 580 532 528 322 214 217
81b 55,8 60,6 458 583 56,0 51,7 534 46,2 27,7 174
81c 63,8 684 68,7 693 602 370 -189 48,7 288 279
81d 76,2 62,7 550 559 56,5 46,2 473 28,7 395 26,9
82a 55,2 57,8 64,1 598 604 54,0 455 292 440 17
82b 285 515 685 660 676 64,2 558 493 339 27,2
82c 776 771 695 708 616 486 429 291 11,7 149
82d 69,3 311 568 573 614 309 466 60,1 543 26,1

* Os valores negativos referem-se a inducédo de formagéo de biofiime
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Tabela A11 — Efeito inibitdrio (%) dos compostos 79c¢, 81a-d e 81a-d a 128,0, 64,0,
32,0, 16,0, 8,0, 4,0, 2,0, 1,0, 0,5 e 0,25 ug mL", na formagdo de biofiime de

Pseudomonas aeruginosa

Efeito inibitorio (%)*

Concentragao (ug mL™)

Compostos

128,0 64,0 32,0 16,0 38,0 4,0 2,0 1,0 0,50 0,25
79c 20,2 20,1 510 22 -472 49 -3,3 7,7 285 249
81a -04 18 -25 -15 55 00 0,6 42 75 13,8
81b 25 -26 151 62 -50 -31 8,0 -3,1 6,2 1,7
81c -1,1 88 -39 37 -31 -53 -38 -31 -37 -3,5
81d 29 -38 131 72 -83 -20 -69 -13,7 43 43,8
82a -5,3 24 494 551 -22 501 332 -67 -50 -181
82b -86 435 389 40,3 458 16,9 455 20,8 359 9,2
82c 236 0,1 156 10,3 335 -16,2 -2,5 6,4 336 -119
82d 3,8 5,0 97 10,0 23 36 110 44 515 209

* Os valores negativos referem-se a indugao de formagao de biofilme

Tabela A12 — Efeito inibitério (%) dos compostos 79¢, 81a-d e 81a-d a 128,0, 64,0,
32,0, 16,0, 8,0, 4,0, 2,0, 1,0, 0,5 e 0,25 ug mL", na formagdo de biofilme de

Staphylococcus aureus

Efeito inibitério (%)*

Concentragao (ug mL™)

Compostos
128,0 64,0 320 16,0 8,0 4,0 2,0 1,0 050 0,25
79c 76,2 715 490 76,3 794 741 672 629 608 16,6
81a 875 854 839 792 768 795 738 696 628 314
81b 772 374 663 711 794 680 64,7 63,7 684 597
81c 796 -115 848 839 54,7 590 56,1 583 593 439
81d 810 774 816 809 750 724 704 534 285 384
82a 779 784 761 755 704 675 610 500 543 514
82b 70,7 679 782 815 736 490 690 511 608 67,0
82c 90,2 883 856 814 81,7 734 664 658 56,7 54,1
82d 857 824 716 794 518 673 642 580 634 508

* Os valores negativos referem-se a inducédo de formagéo de biofiime
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