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RESUMO

MORAES, Fernanda da Conceig¢ao, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
julho de 2018. Sintese, calculo tedrico e avaliagao da inibigao da tirosinase
de derivados de isobenzofuranonas. Orientador: Elson Santiago de
Alvarenga. Coorientador: Anténio Jacinto Demuner.

Ftalidas e seus derivados sdao um grupo de metabdlitos secundarios que
apresentam bioatividades variadas, tais como anti-inflamatdria, antibacteriana,
inseticida, anticancer, fitotoxica e fungicida. Uma subclasse de ftalidas que
possui bioatividade inclui as tetraidroisobenzofuranonas. Considerando a
potencial aplicagao biologica dessa classe de compostos, novos derivados de
isobenzofuranonas foram sintetizadas. A rota sintética escolhida para a sintese
teve como material de partida a (S)-5-(hidroximetil)furan-2(5H)-ona (6) obtida
em seis etapas a partir do D-manitol. A essa lactona (6) foram feitas reac¢des
com anidrido acético e cloreto de benzoila, produzindo o acetato de (S)-(5-oxo-
2,5-diidrofuran-2-il)metila (7) e o benzoato de (S)-(5-oxo-2,5-diidrofuran-2-
il)metila (8), respectivamente. A reacéo de Diels Alder entre o ciclopentadieno e
as y-lactonas a,B-insaturadas (6, 7 e 8) foi escolhida como a etapa chave para
a obtencdo dos derivados de isobenzofuranonas. Foram obtidos os adutos
(3S,3aS,4R,7S,7aR)-3-(hidroximetil)-3a,4,7,7a-tetraidro-4,7-metanoisobenzo-
furan-1-(3H)-ona (9a), (3S,3aS,4S,7R,7aR)-3-(hidroximetil)-3a,4,7,7a-tetraidro-
4,7-metanoisobenzofuran-1(3H)-ona (9b), acetato de ((1S,3aR,4S,7R,7aS)-3-
oxo-1,3,3a,4,7,7a-hexahidro-4,7-metanoisobenzofuran-1-il)metila (10a), acetato
de((1S,3aR,4R,7S,7aS)-3-o0x0-1,3,3a,4,7,7a-hexahidro-4,7-metanoisobenzo-
furan-1-il)metila (10b), benzoato de ((1S,3aR,4R,7S,7aS)-3-o0x0-1,3,3a,4,7,7a-
hexahidro-4,7-metanoisobenzofuran-1-il)metila (11a) e benzoato de
((1S,3aR,4R,7S,7aS)-3-0x0-1,3,3a,4,7,7a-hexahidro-4,7-metanoisobenzofuran-
1-il)metila (11b) com rendimentos acima de 82%. Nos adutos 9a, 9b, 10a e 11a
foram realizadas reagbes de hidrogenagao catalitica e epoxidagao, sendo
obtidos 8 adutos modificados com rendimentos que variaram de 65 a 98%.
Além disso, modificacbes na hidroxila do composto 9a também foram
realizadas, obtendo-se os compostos ((1S,3aR,4S,7R,7aS)-3-0x0-1,3,3a4,7,7a
hexaidro4,7-metanoisobenzofuran-1-l)metiHmetanosulfonato (20), (3S,3aS,4R,7S,7aR)-3-

(azidometil)-3a,4,7,7a-tetraidro-4,7-metanoisobenzofuran-1(3H)-ona (21) e

X



(3S,3aS,4R,7S,7aR)-3-(bromometil)-3a,4,7,7a-tetraidro-4,7-metanoisobenzo-
furan-1(3H)-ona (22). Os compostos sintetizados foram caracterizados por
espectrometria de massas, espectroscopia no IV e de RMN de 'H e de RMN de
3C, além das técnicas de RMN bidimensionais: COSY, NOESY, HSQC e
HMBC. Adicionalmente, calculos computacionais (DFT) foram utilizados para a
elucidacdo estrutural de dois dos novos epoxidos —sintetizados,
(1aR,2R,2aR,5S,5aS,6S,6aS)-5-(hidroximetil)hexa-hidro-2,6-metano-oxireno
[2,3-flisobenzofurano-3(1aH)-ona (16) e (1aS,2S,2aR,5S,5aS,6R,6aR)]-5-
(hidroximetilo)hexa-hidro-2,6-metanooxirenol[2,3-flisobenzofurano-3(1aH)-ona
(17). Além das analises dos espectros de RMN 2D, as atribuicbes das
configuracdes relativas das estruturas dos epoxidos também foram inferidas a
partir de informagdes obtidas por calculos tedricos. Como consequéncia da
sintese enantiosseletiva a partir de um poliol natural, as configuragdes
absolutas dos epodxidos 16 e 17 também foram definidas. Por fim, para avaliar a
atividade biologica, testes de inibicdo da enzima tirosinase utilizando os
substratos L-tirosina e L-DOPA foram realizados com os 20 compostos
sintetizados. Os compostos 8 e 11b apresentaram porcentagens de inibicdo
superior a 50% tanto para a L-tirosina quanto para a L-DOPA e para esses
compostos foram determinados os valores de ICsp. O valor obtido para o
composto 8 foi ICsyp = 4,23 uM e para o cicloaduto 11b o valor obtido foi ICsp =
4,03 yM, enquanto que acido kéjico (controle positivo) apresentou ICso = 6,45
MM. Testes de viabilidade celular realizados com células de melanoma B16F10
demonstraram que os compostos 8 e 11b ndo possuem efeito citotdxico
significativo nas concentracbes avaliadas. Em seguida, foi avaliado o efeito
inibitério dos compostos quanto ao teor de melanina nas células de melanoma
B16F10. O composto 8 numa concentracdo de 50 yuM diminuiu o teor de
melanina em 23% enquanto que na concentracdo de 100 uM houve uma
diminuicdo de 39%. Ja a substancia 11b apresentou inibicdo no teor de
melanina nas concentragdes de 50 yM e 100 yM, com porcentagens inibitorias
de 25% e 45%, respectivamente. Com isso, os compostos avaliados 8 e 11b
demonstraram ser promissores como agentes despigmentantes da pele, uma
vez que apresentaram valores de ICsg inferiores ao obtido para o acido kéjico,
equilibraram baixa toxicidade e potente atividade inibitoria do teor de melanina

em células de melanoma B16F10.
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ABSTRACT

MORAES, Fernanda da Concei¢ao, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
July, 2018. Synthesis, theoretical calculation and evaluation of the
tyrosinase activity of isobenzofuranones. Advisor: Elson Santiago de
Alvarenga. Co-adviser: Anténio Jacinto Demuner.

Phthalides and their derivatives are a group of secondary metabolites that
exhibit varied bioativities, such as anti-inflammatory, antibacterial, insecticidal,
anticancer, phytotoxic and fungicidal. A subclass of phthalides having bioactivity
includes tetrahydroisobenzofuranones. Considering the potential biological
application of this class of compounds, new isobenzofuranone derivatives have
been synthesized. The synthetic route chosen for the synthesis was as a
starting material (S)-5-(hydroxymethyl)furan-2(5H)-one (6) obtained in six steps
from D-mannitol. Acetic anhydride and benzoyl chloride were reacted with
lactone (6) to give (S)-(5-oxo-2,5-dihydrofuran-2-yl)methyl acetate (7) and (S)-
(5-oxo-2,5-dihydrofuran-2-yl)methyl benzoate (8), respectively. The Diels Alder
reaction between the cyclopentadiene and o,B-unsaturated y-lactones (6, 7 and
8) was chosen as the key step for the preparation of the isobenzofuranone
derivatives. The adducts were obtained (3S3aS,4R,7S,7aR)-3-(hydroxymethyl)-
3a,4,7,7a-tetrahydro-4,7-methanoisobenzofuran-1(3H)-one (9a),
(3S,3aS,4S,7R,7aR)-3-(hydroxymethyl)-3a,4,7,7a-tetrahydro-4,7-methanoiso-
benzofuran-1(3H)-one (9b), ((1S,3aR,4S,7R,7aS)-3-oxo0-1,3,3a,4,7,7a-
hexahydro-4,7-methanoisobenzofuran-1-yl)methyl acetate (10a),
((1S,3aR,4R,7S,7aS)-3-0x0-1,3,3a,4,7,7a-hexahydro-4,7-methanoisobenzo-
furan-1-yl)methyl acetate (10b), ((1S,3aR,4S,7R,7aS)-3-0x0-1,3,3a,4,7,7a-
hexahydro-4,7-methanoisobenzofuran-1-yl)methyl  benzoate @ (11a) and
((1S,3aR,4R,7S,7aS)-3-0x0-1,3,3a,4,7,7a-hexahydro-4,7-methanoisobenzo-
furan-1-yl)methyl benzoate (11b) with yields above 82%. In the adducts 9a, 9b,
10a and 11a reactions of catalytic hydrogenation and epoxidation were carried
out, and eight modified adducts were obtained in yields ranging from 65 to 98%.
In addition, modifications to the hydroxyl of compound 9a were also performed
to give the (1S, 3aR, 4S, 7R, 7aS) -3-oxo-1,3,3a, 4,7,7a-hexahydro-4,7-
methanoisobenzofuran-1-yl)methylmethanesulfonate (20), (3S,3aS,4R,7S,7aR)-
3-(azidomethyl)-3a,4,7,7a-tetrahydro-4,7-methanoisobenzofuran-1(3H)-one (21)
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and the (3S,3aS,4R,7S,7aR)-3-(Bromomethyl)-3a,4,7,7a-tetrahydro-4,7-
methanoisobenzofuran-1(3H)-one (22). The synthesized compounds were
characterized by mass spectrometry, IR spectroscopy and 'H NMR and *C
NMR, as well as two-dimensional NMR techniques: COSY, NOESY, HSQC and
HMBC. In addition, computational calculations (DFT) were used for the
structural elucidation of two of the new synthesized epoxides
(1aR,2R,2aR,5S,5aS,6S,6aS)-5-(hydroxymethyl)hexahydro-2,6-methano-
oxireno[2,3-flisobenzofuran-3(1aH)-one (16) and (1aS,2S,2aR,5S,5aS,6R,6aR)-
5-(hydroxymethyl)hexahydro-2,6-methanooxireno[2,3-flisobenzofuran-3(1aH)-

one (17). In addition to the analyzes of the 2D NMR spectra, the attributions of
the relative configurations of the structures of the epoxides were also inferred
from information obtained by theoretical calculations. As a consequence of the
enantioselective synthesis from a natural polyol, the absolute configurations of
epoxides 16 and 17 were also defined. Finally, to evaluate the biological
activity, test of inhibition of the enzyme tyrosinase using the substrates L-
tyrosine and L-DOPA were performed with the 20 compounds synthesized.
Compounds 8 and 11b showed percentages of inhibition greater than 50% for
both L-tyrosine and L-DOPA and for these compounds the ICs5y values. The
value obtained for compound 8 was ICsp = 4.23 uM and for cycloadduct 11b the
value obtained was IC5y = 4.23 uM, whereas kojic acid (positive control) showed
IC50 = 6.45 pM. Cell viability tests performed with B16F10 melanoma cells
demonstrated that compounds 8 and 11b have no significant cytotoxic effect at
the concentrations evaluated. Next, the inhibitory effect of the compounds on
melanin content in B16F10 melanoma cells was evaluated. Compound 8 at a
concentration of 50 uyM decreased the melanin content by 23% while at the
concentration of 100 uM there was a decrease of 39%. Substance 11b showed
inhibition of melanin content at concentrations of 50 yM and 100 uM, with
inhibitory percentages of 25% and 45%, respectively. Thus, the evaluated
compounds 8 and 11b were shown to be promising as depigmenting agents of
the skin, since they had lower ICsy values than that obtained for kojic acid, low
toxicity and potent inhibitory activity of melanin content in B16F10 melanoma

cells.
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CAPITULO 1

SINTESE E CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL DE DERIVADOS DE
ISOBENZOFURANONAS QUIRAIS A PARTIR DO D-MANITOL

1.1. INTRODUGAO

1.1.1. A necessidade da utilizagao de defensivos agricolas no Brasil

Ao longo dos anos, a humanidade vem encontrando dificuldades na
produgdo e no armazenamento de alimentos para a sua subsisténcia. A
reducdo 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 utilizacdo de tecnologias para evitar os
prejuizos a agricultura (BARBOSA et al., 2004). A populagdo mundial atingiu 7
bilhdes de pessoas em 2010 com projecéo para crescer 34%, ou seja, serdo 9
bilhdes de habitantes em 2050 (WIEBE, 2012). Um dos desafios a ser
enfrentado no século 21 é o de produzir mais alimentos e fibras para suprir
essa populacao crescente (TOMLIN, 2006).

No Brasil ha uma grande oferta de terra aravel e agua, além de um clima
favoravel para o setor agricola em praticamente todo o seu territério. Com isso,
0 pais tem mostrado um 6timo desempenho no agronegocio. Porém, esse bom
desempenho nao esta ligado somente a disponibilidade de recursos naturais,
mas também ao uso de tecnologias e manejo recomendados pela pesquisa e
ao desenvolvimento de defensivos agricolas que auxiliam no controle de
pragas e doencas que acometem a agricultura. Diante disso, os defensivos
agricolas sao essenciais para a melhoria da produtividade e da qualidade dos
alimentos, fibras e vegetais (ANDEF, 2018).

Defensivos agricolas sédo substancias usadas com a finalidade de
proteger as plantagdes, uma vez que elas sao naturalmente atacadas por
doencas, insetos nocivos, acaros e plantas invasoras. Os defensivos sao
desenvolvidos de acordo com o0 seu objetivo no controle das variedades de
pragas, podendo ser inseticidas, fungicidas, herbicidas, acaricidas,
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nematicidas, formicidas e moluscicidas (ANDEF, 2018). O controle quimico é
uma forma usada para que haja produgdo de alimentos de forma eficiente e
satisfatéria. Porém, o uso indiscriminado e inadequado dos defensivos
agricolas pode acarretar sérios problemas como a contaminagdo do
ecossistema, evolucdo e desenvolvimento de mecanismos de resisténcia aos
pesticidas e pragas, além da morte de organismos n&o alvos (PIMENTEL e
BURGESS, 2014). Com o intuito de reduzir os efeitos negativos do uso de
pesticidas, a busca por principios ativos mais eficientes, menos persistentes e

menos téxicos tem sido uma alternativa utilizada (SPARKS, 2013).

1.1.2. Lactonas Bioativas

De acordo com a IUPAC, lactonas sao ésteres ciclicos de hidroxiacidos
classificadas em a, B, v, o e e-lactonas de acordo com a posi¢ao do grupo OH
em relacdo ao grupo carboxila. As y-lactonas saturadas geralmente sao
denominadas de butenolideos ou butirolactonas. Os butenolideos ou y-
crotonolactonas correspondem as y-lactonas o, ou B,y - insaturadas como

mostrado na Figura 1.

@) (0)
L/vo ﬁo
o.,pB-insaturada B,y-insaturada

Figura 1: Estrutura quimica geral de lactonas o, e B3,y-insaturadas.

As d-lactonas a,p-insaturadas estdo presentes em um vasto numero de
compostos isolados a partir de organismos marinhos e plantas e sua potencial
atividade biologica pode estar diretamente relacionada a sua excelente
propriedade aceptora de Michael (OLIVEIRA et al., 2011).

As lactonas sdo parte de compostos mais populares da natureza e
apresentam atividades bioldgicas de grande interesse como antitumoral
(CHEN, et al., 2013), fitotéxico (KUMAR et al., 2013), inseticida (GUO et al.,
2013) e no tratamento da doenga de Alzheimer (KUANG et al., 2014) (Figura 2,

p.3).
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Figura 2: Exemplos de algumas lactonas bioativas.

As lactonas com anéis de cinco ou de seis membros sdao as mais

estaveis e com isso as mais abundantes na natureza (SARDAN et al., 2012).

1.1.3. Ftalidas e derivados

Compostos ciclicos contendo elementos diferentes de carbono,
conhecidos como heterociclicos, desempenham papel importante em diversas
areas do conhecimento cientifico. Dentre as diferentes classes de
heterociclicos, as ftalidas, também conhecidas como isobenzofuran-1(3H)-onas
(), séo caracterizadas por um nucleo biciclico derivado da fusdo de um anel
benzeno com um anel y—lacténico (KARMAKAR et al., 2014). Uma subclasse
de ftalidas inclui as tetraidroisobenzofuran-1(3H)-ona | e

hexaidroisobenzofuran-1(3H)-onas Ill (Figura 3).
0

Figura 3: Estruturas da Isobenzofuran-1(3H)-ona (l), 3a,4,7,7a-tetraidro-

isobenzofuran-1(3H)-ona (ll) e 3a,4,5,6,7,7a-hexaidroisobenzofuran-1(3H)-ona

(Iln).
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Vinte e uma lactonas derivadas da tetraidroisobenzofuran-1(3H)-onas e
hexaidroisobenzofuran-1(3H)-onas foram sintetizadas por Olejniczak e
colaboradores (2011) com posterior teste da sua atividade fungicida sobre o
crescimento de Aspergillus ochraceus AM 456, de Fusarium culmorum AM 282,
de F. oxysporum AM 13, de F. tricinctum AM 16 e de Penicillium citrinum AM
354. Os compostos IV e V (Figura 4) foram os mais ativos sobre o fungo F.
oxysporum AM 13 apresentando valores de ICso de 30,1 e 72,2 ug/mL. De
forma geral, os autores relataram que a introdugcdo do grupo gem-dimetil (VI e
VII) (Figura 4) no esqueleto da molécula proporcionou uma ligeira queda na

atividade.

\\\\\ Br, 1, \\\\/< \\\\\ B I, u,, \\\\/<
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Figura 4: Ftalidas sintetizadas por Olejniczak e colaboradores.

Durante as ultimas décadas, varios produtos naturais contendo ftalidas
foram isolados e constatou-se que apresentam atividades bioldgicas
importantes, sendo utilizadas em medicamentos anti-convulsivos, modulagao
da funcao cardiaca, protecédo contra isquemia cerebral, etc (LIN et al., 2005).
Ftalidas funcionalizadas exibem propriedades medicinais importantes para a
producao de farmacos, ja que apresentam atividade antiparasitaria (MISHRA et
al., 2014) e citotoxicidade contra linhagens celulares cancerigenas (LOGRADO
et al., 2010; MAIA et al., 2016).

1.1.4. Reacgoes de Diels Alder na sintese de compostos bioativos

Ftalidas e seus derivados sdo um grupo de metabdlitos secundarios que
apresentam bioatividades variadas, tais como anti-inflamatéria, antibacteriana,
inseticida, anticancer, fitotoxica e fungicida (RESENDE et al., 2015). Além de
serem consideradas importantes intermediarios sintéticos por apresentarem
grande variedade de atividades biolégicas, muitos métodos tém sido
desenvolvidos para a sintese de ftalidas (YASMIN e RAY, 2013).
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A reagcdo de Diels Alder (DA) é uma ferramenta muito utilizada na
sintese organica devido a possibilidade de formar duas ligagbes carbono-
carbono, além de permitir construir em apenas uma etapa anéis de seis
membros contendo até quatro estereocentros. Essa cicloadi¢ao é classificada
como [4+2], onde 4 e 2 representam o numero de elétrons © envolvidos no
rearranjo eletrénico (FRINGUELLI e TATICCHI, 2002).

A cicloadicdo de DA é amplamente aplicada a reacbes em sinteses
organicas por serem altamente regiosseletivas e estereoespecificas quando
dienos e diendfilos assimétricos estdo envolvidos. Uma grande vantagem da
cicloadicdo de DA é a sua estereoquimica previsivel. A configuracdo dos
substituintes no dieno e no diendfilo € preservada no produto da cicloadicéo.
Se dienos ou diendfilos ciclicos estdo envolvidos na reagdo, um produto em
ponte é formado que pode ser orientado endo ou exo. Na maioria dos casos, o
produto endo € favorecido devido a interacbes secundarias dos orbitais. Por
fim, a cicloadicdo pode ser enantiosseletiva com a utilizagdo de catalisadores
quirais (KURTI e CAZAKO, 2005).

Dentre as singularidades da reacdo de DA pode-se destacar a
possibilidade de produzir moléculas organicas complexas com eventual
interesse farmacoldgico e industrial. Dentro desse contexto, as y-lactonas ao,p-
insaturadas podem atuar como excelentes diendfilos em reagdes de
cicloadicado com um dieno (BENMEDDAH et al., 2007).

1.2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DA PROPOSTA APRESENTADA

A busca por produtos naturais que possam ser usados como pesticidas
naturais ou como modelos para o desenvolvimento de novas moléculas
sintéticas tém sido consideradas estratégias promissoras (CANTRELL et al.,
2012; FAROOQ et al., 2011).

Considerando as diversas atividades biolégicas observadas em
compostos contendo o anel y-lactdnico, além de atuarem como bons diendfilos
e a versatilidade das reacdes de cicloadicdo [4+2], o presente trabalho teve
como objetivo a sintese e pmodificagdo estrutural de derivados de
isobenzofuranonas obtidos a partir da reacédo de Diels Alder das lactonas com
o ciclopentadieno.



1.3. MATERIAIS E METODOS
1.3.1. Técnicas experimentais

As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram
realizadas empregando-se placas cromatograficas de silica-gel impregnadas
sobre aluminio (Polygram-UV354 0,20 mm Macherey — Nagel).

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

As separagbes cromatograficas em coluna foram feitas utilizando-se
silica-gel 60 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 por reflectancia, com
varredura espectral de 4000 a 400 cm™, no espectrdmetro VARIAN 660-IR
equipado com acessorio PIKE Gladi ATR (Departamento de Quimica - UFV).

As rotagbes oticas foram medidas a 22 °C no polarimetro digital
Bellingham Stanley modelo ADP 220 usando faixa angular de -85° a 85°
(Departamento de Quimica — UFMG).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos no
aparelho Varian Mercury 300 MHz (Departamento de Quimica - UFV). Utilizou-
se o cloroférmio deuterado (CDCI3;) como solvente e os espectros foram
referenciados pelo sinal do padrao de referéncia interna tetrametilsilano (TMS)
(0=0,00). As constantes de acoplamento escalar (J) foram expressas em Hertz
(Hz).

A técnica de cromatografia gasosa acoplada ao espectrdbmetro de
massas (CG-EM) foi conduzida em um espectrobmetro de massa com
cromatodgrafo a gas Shimadzu QP5050A (Shimadzu, Japao) (Departamento de
Quimica — UFV), usando uma coluna capilar de vidro (25 m x 0,25 mm x 0,25

pm) DBI. Impacto de elétrons a 70 eV foi empregado para ionizar as moléculas



antes da fragmentagao na camara do espectrédmetro de massa e os espectros
de massas foram obtidos na faixa de m/z 40 - 340.

Os espectros de massas de alta resolugao foram obtidos através da
utilizacdo do espectrobmetro de massas quadrupolo tandem Xevo™ TQ-S
acoplado ao sistema UPLC ACQUITY H-Class com fonte de ionizagdo por
eletrospray (ESI) (Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia,

Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP).

1.3.3. Purificagao e preparo de reagentes e solventes

1.3.3.1. 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).

1.3.3.2. Secagem da acetona

A acetona (600 mL) foi mantida sob refluxo na presenca de carbonato de
potassio anidro (40 g, 7% m/v) por 3 h. Posteriormente, o solvente foi destilado
e armazenado em frascos contendo peneira molecular 3 A tampados com
septo de borracha. O carbonato de potassio anidro foi obtido através de

secagem em mufla a 200 °C durante 6 horas.

1.3.3.3. Secagem de diclorometano

O diclorometano (DCM) (600 mL) foi mantido sob refluxo na presencga de
hidreto de calcio (3 g, 0,5% m/v) por 3 h. Em seguida, o DCM foi destilado e
armazenado em frascos contendo peneira molecular 3 A tampados com septo

de borracha.



1.3.3.4. Secagem do metanol

A um baldo de 500 mL foram adicionados 2,5 g de magnésio, 0,25 g de
iodo molecular e 50 mL de metanol anidro. 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 devidamente armazenado sobre peneira molecular 3 A em um
frasco de vidro ambar devidamente vedado, sob atmosfera de nitrogénio
(PERRIN e ARMAREGO, 1994).

1.3.3.5. Tratamento de cloreto de zinco

O cloreto de zinco comercial, muitas vezes contaminado com 6xido de
zinco, foi dissolvido em acido cloridrico concentrado (1 mL por g de ZnCl;) e a
solugdo aquecida até total eliminagédo de vapor de agua e de HClg. Em
seguida, o ZnCl;, foi transferido para um frasco apropriado e mantido em

dessecador.

1.3.4. Procedimentos sintéticos

1.3.4.1. Sintese do (1S,2S)-1,2-bis((S)-2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)etano-1,2-
diol (1)

iy
H3C O/-ulllllH
'HO |

Hom et OH
cH

HIII|||--/O>/ 3
H

A um bal&o de fundo redondo (500 mL) foram adicionados acetona anidra (250

mL) e cloreto de zinco (40 g; 294 mmol). Com o baldo tampado, a mistura foi
mantida sob agitacdo magnética por aproximadamente 30 minutos até total

dissolucdo do solido. Em seguida, foi acrescentado o D-manitol (20 g; 110
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mmol) a mistura reacional, formando uma suspensdo. Apos 5 horas de
agitacdo magnética, foi observado a formagédo de uma solugéo incolor que foi
neutralizada com solucéo de carbonato de potassio (45 g; 326 mmol) em agua
(45 mL). O sdlido formado (KCI e ZnCOQO3) foi separado por filtragdo simples e
lavado com 50 mL de acetona. O filtrado foi concentrado sob ar comprimido até
inicio da cristalizagdo. O éter dietilico (100 mL) foi acrescentado ao residuo
aquoso, sendo separado a fase organica da aquosa, e essa, extraida com éter
dietilico (3 x 50 mL). As fases organicas foram reunidas, secadas com MgSQO4
anidro e concentradas sob pressao reduzida, produzindo um solido branco.
Posteriormente, adicionou-se hexano (100 mL) a este residuo, a mistura foi
mantida em geladeira por 2 horas e filtrada sob vacuo sendo o sélido lavado
com hexano (100 mL) previamente resfriado. O sélido foi seco sob ar
comprimido, sendo obtido o (1S,2S)-1,2-bis((S)-2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-
il)etano-1,2-diol (1) (23,3 g; 89 mmol) em 81% de rendimento, e pureza

suficiente para ser utilizado na proxima etapa da sintese.

Caracteristica: solido branco.

CCD: R = 0,20 (hexano:éter dietilico 1:1 v/v).

RMN de "H (300 MHz, CDCls) & 1,35 (s, 6H, CH3'), 1,41 (s, 6H, CHs), 2,68 (d,
Json = 6,7 Hz, 2H, OH e OH’), 3,74 (m, 1H, H3), 3,97 (dd, J12=54 Hze Ji 1 =
8,3 Hz, 2H, H1), 4,07 — 4,21 (m, 4H, H1’ e H2).

1.3.4.2. Sintese do (S)-2,2-dimetil-1,3-dioxolano-4-carbaldeido (2)

N~ )

\\\\\\\[ ><

f
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__H
A um baldo de 250 mL foi adicionado (1S,2S)-1,2-bis((S)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolan-4-il)etano-1,2-diol (1) (20 g; 76,3 mmol), DCM (110 mL) e 8,0 mL de

solugdo saturada de NaHCO3 (0,4 mL por g de diacetal). A mistura foi agitada

ﬁ

por 5 min e colocada em banho de gelo. Em seguida, foi adicionado o periodato
de sdédio (32,5 g; 152 mmol) e a mistura reacional foi mantida sob agitacdo em
9



banho de gelo por 3 h. Apds esse periodo, foi adicionado 10 g de MgSO,4 (0,5 g
por g de diacetal) mantendo a agitagao por mais 20 min. A mistura foi filtrada e
o solido lavado com DCM (3 x 50 mL). O filtrado foi concentrado sob pressao
reduzida sendo obtido o (S)-2,2-dimetil-1,3-dioxolano-4-carbaldeido (2) na
forma de um o6leo castanho impuro (12 g), utilizado diretamente na préxima

etapa da rota sintética sem qualquer purificagéo.

Caracteristica: 6leo castanho.
CCD: Rf = 0,25 (hexano: acetato de etila 1:1).

1.3.4.3. Sintese do ilideo de fésforo (3)

O - 0]
PPh; o ® Q OH/H,0
Br\)J\ /\ tolueno BrPh3P\2)J\ /\ PhSP\ /\
0 N0 0
bromoacetato de etila sal de Wittig ilideo (3)

Esquema 1: Sintese do ilideo 3 a partir do bromoacetato de etila.

A um baldo de 500 mL equipado com a montagem para refluxo, foi adicionada
trifenilfosfina (31 g; 118 mmol) a uma solugdo de bromoacetato de etila (18 g;
108 mmol) em tolueno anidro (250 mL). Ao sistema contendo a mistura foi
colocado um tubo de cloreto de calcio e mantido sob agitagdo magnética por 16
h. O sélido branco formado foi filtrado sob vacuo, lavado com éter dietilico (100
mL) e mantido sob ar comprimido até sua secagem. Obteve-se o brometo de
metoxicarboniletileno(trifenil)fosforano (70 g; 169 mmol) com rendimento de
91%. O sal de Wittig formado foi solubilizado em 400 mL de agua destilada e
foi adicionado lentamente uma solugdo de NaOH 2 mol/L (400 mL), sendo
observado a formacgao de um precipitado amarelo que foi separado por filtracdo
a vacuo em funil de vidro sinterizado. O so6lido obtido foi dissolvido em DCM
(150 mL), a solugéo foi seca com MgSO, e filtrada. O DCM foi evaporado sob
presséo reduzida obtendo-se o metoxicarbonilmetileno(trifenil)fosforano (3) (52
g; 148 mmol) em 88% de rendimento global na forma de um sélido amarelado.

Caracteristica: s6lido amarelo.
CCD: R¢= 0,10 (hexano: acetato de etila 1:1).
10



RMN de "H (300 MHz, CDCls) & 0,98 (t, J» 5= 7,1 Hz, 3H, CH3), 3,96 (q, J32=
7,1 Hz, 2H, CHy'), 5,33 (d, Ji.p= 13,8 Hz, 2H, CH,), 7,57 — 7,87 (m, 15H, PPhy)

1.3.4.4. Sintese dos isébmeros (S)-(Z)-4,5-O-isopropilidenopent-2-enoato de
etila (4) e (S)-(E)-4,5-O-isopropilidenopent-2-enoato de etila (5)

e K h

9) 0 o o)
> 3
\5—4Z OCH,CH; \—/
///// 1 5 ’//// > 3
4 (cis) 3~ 2 5 (trans) 5 1 /OCH2CH;

. o/

A um balado de 250 mL foram adicionados 12 g de (S)-2,2-dimetil-1,3-dioxolano-
4-carbaldeido (2) solubilizado em 60 mL de metanol. A mistura foi mantida sob
banho de gelo e constante agitacdo, sendo adicionado lentamente o
metoxicarboniletileno(trifenil)fosforano (3) (23 g; 65,7 mmol). Para o calculo da
quantidade de ilideo, considerou-se 50% de rendimento para a reacao de
clivagem do diacetal. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo em banho de
gelo por 6 horas e o término da reagéo foi acompanhado por CCD (solugéo
reveladora de KMnQ,). O metanol foi evaporado e o residuo extraido a quente
com hexano: éter dietilico 7:3 (5 x 50 mL). As fases organicas foram reunidas e
concentradas sob pressdo reduzida e em seguida, purificadas por
cromatografia em coluna (hexano: acetato 15:1). Foram obtidos, na forma de
Oleo castanho claro, os isdmeros (S)-(Z)-4,5-O-isopropilidenopent-2-enoato de
etila (4) e (S)-(E)-4,5-O-isopropilidenopent-2-enoato de etila (5) (6,80 g e 0,85
g, respectivamente).

Dados referentes ao composto 4 (cis):

Caracteristica: 6leo castanho claro.

CCD: R = 0,70 (hexano:éter dietilico 4:1 v/v).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 1,28 (t, Jy2= 7,1 Hz, 3H, H3’), 1,38 (s, 3H,
H7), 1,44 (s, 3H, H8), 3,61 (t, Js4= 8,1 Hz, e J55= 6,8 Hz, 1H, H5), 4,16 (q,
J23=7,1Hz, 2H, H2'), 4,37 (dd, Js 5= 6,8 Hz, 1H, H5’), 5,44 — 5,54 (m, 1H, H4),
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5,83 (dd, Jo3= 11,6 Hz € Jo4= 1,7 Hz, 1H, H2), 6,34 (dd, J3.= 11,6 Hz € J34=
6,7 Hz, 1H, H3).

RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) & 14,1 (C3'), 25,4 (C7), 26,5 (C8), 60,4 (C2)),
69,4 (C4), 73,5 (C5), 109,7 (C6), 120,8 (C2), 149,1 (C3), 165,6 (C1).

Dados referentes ao composto 5 (frans):

Caracteristica: 6leo castanho claro.

CCD: R = 0,50 (hexano:éter dietilico 4:1 v/v).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 1,27 (t, Jx»= 7,1 Hz, 3H, H3’), 1,39 (s, 3H,
H7), 1,43 (s, 3H, H8), 3,66 (dd, Js4= 8,3 Hz, e Js5= 7,0 Hz, 1H, H5), 4,13 —
4,23 (m, 3H, H2’, H5’), 4,65 (dd, Js3= 5,6 Hz e Js2= 1,4 Hz, 1H, H4), 6,08 (dd,
J23= 15,6 Hz e Jo4= 1,4 Hz, 1H, H2), 6,86 (dd, J3,= 15,6 Hz € J34= 5,6 Hz, 1H,
H3).

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 14,2 (C3’), 25,7 (C7), 26,4 (C8), 60,5 (C2),
68,8 (C4), 74,9 (C5), 110,1 (C6), 122,4 (C2), 144,6 (C3), 166,0 (C1).

1.3.4.5. Sintese da (S)-5-(hidroximetil)furan-2(5H)-ona (6)

A um baldo de 100 mL foi adicionado 25 gotas de uma solugédo metandlica de
H.SO4 20% (v/v) @ uma solugao de 6,0 g do (S)-(Z2)-4,5-oisopropilidenopent-2-
enoato de etila (4) (30,0 mmol) em 40 mL de metanol, sob agitacdo magnética
e banho de gelo. O término da reacao foi determinado por CCD. Em seguida,
foi adicionado 25 gotas de solugdo metandlica de KOH 2 mol/L e a mistura foi
concentrada sob pressdo reduzida. Eter dietilico (60 mL) foi adicionado a
mistura reacional, a fase orgénica foi secada com MgSO, e o éter foi
evaporado. O residuo foi submetido a cromatografia em coluna (acetato de
etila) sendo obtido a da (S)-5-(hidroximetil)furan-2(5H)-ona (6) (2,6 g; 22,8

mmol) como um soélido branco em 75% de rendimento.

Caracteristica: solido branco.
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Tr = 39,5-41 °C (literatura: 43 °C) (ORTUNO et al., 1986).

CCD: Rf= 0,52 (acetato de etila).

IV (s dem™): 3389, 3103, 2941, 1715, 1422, 1333, 1108, 1047, 948, 828,
717, 620, 514.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) & 1,73 (s, 1H, OH), 3,79 (dd, 1H, Jgem = 12,3 Hz
e Js5 = 5,1 Hz, H6), 4,00 (dd, 1H, Jgem = 12,3 Hz e Jg5 = 3,8 Hz, HE’), 5,15
(dddd, 1H, Jsg = 5,1 Hz, Js¢ = 3,8 Hz, Js4 = 1,6 Hz e J53 = 2,1 Hz, H5), 6,21
(dd, Js4 = 5,8 Hz e J35= 2,1, H3), 7,48 (dd, 1H, Js3 = 5,8 Hz e Js5= 1,6 Hz,
H4).

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) & 62,5 (C6), 83,9 (C5), 123,1 (C3), 153,3 (C4),
172,9 (C2).

EM, m/z (%): 84 (100), 55 (56).

1.3.4.6. Sintese do Acetato de (S)-(5-ox0-2,5-diidrofuran-2-il)metila (7)

A um baldo de 100 mL foi adicionado (S)-5-(hidroximetil)furan-2(5H)-ona (6)
(0,50 g; 4,40 mmol) em 30 mL de diclorometano. A mistura reacional foi
deixada sob agitacao e em banho de gelo até completa dissolu¢ao do material
de partida. Posteriormente, anidrido acético (0,66 mL; 7,00 mmol) e DMAP
(0,185 g, 1,50 mmol) previamente dissolvido em 5,00 mL de DCM foram
adicionados ao meio reacional. Apos 1 hora de reagdo, 30,0 mL de agua
destilada foi adicionado a solugao resultante e foi extraido com diclorometano
(2 x 30,0 mL). As fases orgéanicas foram reunidas, secadas e concentradas,
obtendo-se um d6leo marrom. O dleo foi entdo submetido a purificagdo em
coluna cromatografica de silica gel (hexano/acetato de etila 2:1 v/v), resultando
na obtencéo do acetato de (S)-(5-oxo-2,5-diidrofuran-2-il)metila (7) em 95% de

rendimento (0,65 g; 4,10 mmol).

Caracteristica: 6leo amarelado.

CCD: R = 0,28 (hexano:acetato de etila 1:1 v/v).
13



IV (V5 /em™): 3094, 2922, 1748, 1710, 1582, 1453, 1262, 1093, 930, 817,
713, 675, 488.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & 2,05 (s, 3H, CHa), 4,39 — 4,25 (m, 2H, H86,
H6), 5,19 — 5,25 (m, 1H, H5), 6,20 (dd, Js4 = 5,8 Hz e Js5 = 2,2 Hz, 1H, H3),
7,43 (dd, Js3 = 5,8 Hz e Js5 = 1,4 Hz, 1H, H4).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl;) & 20,5 (C8), 62,5 (C6), 80,7 (C5), 123,3 (C3),
152,3 (C4), 170,5 (C7), 172,2 (C2).

EM, m/z (%): 126 (13), 96 (12), 83 (21), 68 (19), 55 (84), 54 (100), 53 (59), 51
(55), 50 (77).

1.3.4.7. Sintese da Benzoato de (S)-(5-0x0-2,5-diidrofuran-2-il)metila (8)

/ L 10 \

A um baldo de 100 mL foi adicionado (S)-5-(hidroximetil)furan-2(5H)-ona (6)
(0,50q, 4,40 mmol) em 30 mL de diclorometano. A mistura reacional foi deixada
sob agitagdo e em banho de gelo até completa dissolugdo do material de
partida. Posteriormente, cloreto de benzoila (0,82 mL, 7,00 mmol) e DMAP
(0,185 g; 1,50 mmol) previamente dissolvido em 5,00 mL de DCM foram
adicionados no meio reacional. Apés o periodo de 45 minutos, 30,0 mL de
agua destilada foi adicionada a solugéo resultante e foi feita a extragdo com
diclorometano (2 x 30,0 mL). As fases organicas foram reunidas, secadas e
concentradas, obtendo-se um 6leo marrom. O o6leo foi entdo submetido a
purificacdo em coluna cromatografica de silica gel (hexano/acetato de etila 2:1
v/v), resultando na obtencdo do benzoato de (S)-(5-oxo-2,5-diidrofuran-2-
illmetila (8) em 92% de rendimento (0,88 g; 4,00 mmol).

Caracteristica: solido branco.
Tr: 92,5 — 94,0 °C (literatura: 94,5 °C) (GOSH et al., 2004).

CCD: R = 0,48 (hexano:acetato de etila 1:1 v/v).
14



IV (Vs dem™): 3509, 3098, 2924, 1793, 1367, 1160, 1114, 1044, 956, 816,
675, 510.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & 4,62 (d, Jos = Jos = 4,3 Hz, 2H, H6 e H6"),
5,37 (ddt, Jse = Jsg = 4,3 Hz, Jsa = 1,6 Hz € Js3 = 2,1 Hz, 1H, H5), 6,24 (dd,
Jsa=58Hze Jss=2,1Hz, 1H, H3), 7,41 — 7,48 (m, 1H, H10 e H12), 7,52 (dd,
Jiz=58Hze Jss= 1,6 Hz, 1H, H4), 7,56 — 7,62 (m, 1H, H11), 8,00 (dd, Jg 10 =
Jisa2 = 8,5 Hz € Jg 11 = Jia11 =1,6 Hz, 2H, H9 e H13).

RMN de "3C (75 MHz, CDCl3) & 62,8 (C6), 80,9 (C5), 123,4 (C3), 128,5 (C10 e
C12), 129,0 (C8), 129,7 (C9 e C13), 133,5 (C11), 152,3 (C4), 166,0 (C7), 172,2
(C2).

EM, m/z (%): 105 (57), 83 (26), 77 (69), 55 (70), 51 (100), 49 (83).

1.3.4.8. Procedimento geral para a sintese dos cicloadutos com o

ciclopentadieno

A um tubo selado foi adicionado (S)-5-(hidroximetil)furan-2(5H)-ona (6), acetato
de (S)-(5-oxo0-2,5-diidrofuran-2-il)metila (7) ou benzoato de (S)-(5-oxo-2,5-
diidrofuran-2-il)metila (8) e o ciclopentadieno previamente destilado, nas
condigdes conforme apresentadas na Tabela 1. A mistura reacional foi mantida
a uma temperatura de 100 °C e sob agitagdo magnética. Apds esse periodo, o
excesso de ciclopentadieno foi removido sob pressdo reduzida e o material
bruto resultante foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel eluida

com hexano:acetato de etila, obtendo-se os cicloadutos endo e exo (Tabela 1).
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Tabela 1: Dados referentes ao preparo dos cicloadutos 9a-b, 10a-b e 11a-b.

Diendfilo Ciclopentadieno Temp° Hex: AcOEt? Magsa © b Cicloadutos (%)°
_ | L | reacional / Rendimento : :

(mg; mmol) (mL; mmol) (h) (Vv) (mg; %) Anti-endo Anti-exo

HO ; OH
0)
0]

L(f 3,70; 43,00 20 1:1 648,0; 82 o

6 (500,0; 4,40) Ho\ 9a

H
o \\Cfo 2,70; 31,70 16 3:1 640,3; 90
o

7 (500,0; 3,20) 10a

o

o \\@/ 2,90;34,40 14 4:1 889,0; 91

8 HooY 11a
(750,0; 3,40)

75 : 25

@ Eluente utilizado durante as purificacdes em coluna. ® Somatdrio dos rendimentos dos produtos apds purificagao por cromatografia em coluna. ¢ Determinado por
CG/EM.
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1.3.4.8.1. Dados referentes ao composto (3S,3aS,4R,7S,7aR)-3-
(hidroximetil)-3a,4,7,7a-tetraidro-4,7-metanoisobenzo- furan-1(3H)-ona (9a)

Caracteristica: solido branco.

Tr. 94,5 — 96,0 °C (literatura: 96,0 — 97,0 °C) (BATLLORI et al., 1989).

CCD: Rf = 0,29 (hexano:acetato de etila 1:1 v/v).

IV (¥, Jem™): 3440, 2972, 2939, 2882, 1725, 1402, 1351, 1191, 1011, 986,
745, 622, 538.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 1,43 (d, Jg.g = 8,4 Hz, 1H, H8'), 1,62 (d, Jsg =
8,4 Hz, 1H, H8), 2,87 — 2,82 (m, 1H, H3a), 3,01 (s, 1H, OH), 3,03 — 3,12 (m, 1H,
H4), 3,23 — 3,30 (m, 2H, H7a e H7), 3,59 (dd, Jo 9 = 11,9 Hz € Jy 3 = 3,0 Hz, 1H,
H9’), 3,76 (dd, Jog = 11,9 Hz e Jo3 = 3,0 Hz, 1H, H9), 3,96 — 4,02 (m, 1H, H3),
6,18 — 6,31 (m, 1H, H5 e H6).

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) & 42,6 (C3a), 45,5 (C4), 45,7 (C7), 48,7 (C7a),
51,7 (C8), 64,6 (C9), 83,0 (C3), 134,7 (C5), 136,6 (C6), 178,3 (C1).

EM, m/z (%): 115 (7), 91 (23), 66(100), 65 (54), 51 (33).

1.3.4.8.2. Dados referentes ao composto (3S,3aS,4S,7R,7aR)-3-

(hidroximetil)-3a,4,7,7a-tetraidro-4,7-metanoisobenzo-furan-1(3H)-ona (9b)

I 299

\ —on /
Caracteristica: soélido branco.

Tr. 106,5 — 108,0 °C. (literatura: 108 °C) (BATLLORI et al., 1989).
CCD: R; = 0,44 (hexano:acetato de etila 1:1 v/v).
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IV (¥, /em™): 3440, 2972, 2939, 2882, 1725, 1402, 1350, 1212, 1045, 1011,
741, 618.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) & 1,44 — 1,56 (m, 2H, H8 e H8'), 2,32 — 2,38 (m,
1H, H3a), 2,68 (d, Jrasa = 8,3 Hz, 1H, H7a), 2,77 (s, 1H, OH), 2,91 (s, 1H, H4),
3,24 (s, 1H, H7), 3,66 (dd, Jo.o = 12,3 Hz € Jo 3 = 4,5 Hz, 1H, HY"), 3,83 (dd, Joo
= 12,3 e Jo3 = 3,0 Hz, 1H, H9), 4,22 (dd, Js¢ = 4,5 € J39 = 3,0 Hz, 1H, H3),
6,13 — 6,24 (m, 2H, H5 e H6).

RMN de "*C (75 MHz, CDCl3) & 43,6 (C8), 44,2 (C3a), 46,5 (C7), 47,5 (C4),
48,9 (C7a), 64,8(C9), 84,2 (C3), 137,4 (C6), 137,6 (C5), 177,8 (C1).

EM, m/z (%): 149 (5), 115 (12), 91 (17), 83 (12), 66 (100), 65 (42), 51 (26).

1.3.4.8.3. Dados referentes ao composto Acetato de ((1S,3aR,4S,7R,7aS)-

3-ox0-1,3,3a,4,7,7a-hexahidro-4,7-metanoisobenzo-furan-1-il)metila (10a)

Caracteristica: 6leo amarelado.

CCD: R = 0,41 (hexano:acetato de etila 1:1 v/v).

IV (Vs /em™): 2946, 1737, 1454, 1371, 1214, 1174, 1029, 972, 738.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & 1,43 — 1,44 (m, 1H, H8’), 1,63 — 1,64 (m, 1H,
H8), 2,06 (s, 3H, CHs), 2.82 — 2,84 (m, 1H, H3a), 3,10 — 3,16 (m, 1H, H4), 3,27
—3,29 (m, 1H, H7a), 3,32 — 3,34 (m, 1H, H7), 4,07 — 4,24 (m, 3H, H3, H9, HY’),
6,24 (dd, Jsg = 5,8 Hz e J54 = 2,9 Hz, 1H, H5), 6,30 (dd, Js5 = 5,8 Hz € Js7 =
2,8 Hz, 1H, HB6).

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) & 20,7 (C11), 43,1 (C3a), 45,6 (C7), 45,8 (C4),
48,2 (C7a), 51,6 (C8), 65,9 (C9), 79,2 (C3), 134,4 (C5), 137,0 (C6), 170,5
(C10), 177,2 (C1).

EM, m/z (%): 97 (16), 91 (13), 66 (100), 65 (28), 51 (13).
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1.3.4.8.4. Dados referentes ao composto Acetato de ((1S,3aR,4R,7S,7aS)-
3-oxo0-1,3,3a,4,7,7a-hexahidro-4,7-metanoisobenzo-furan-1-il)metila (10b)

Caracteristica: 6leo amarelado.

CCD: Rf = 0,52 (hexano:acetato de etila 1:1 v/v).

IV (Vslem™): 2961, 2890, 1751, 1733, 1437, 1373, 1281, 1031, 956, 725,
610, 491.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & 1,46 — 1,52 (m, 1H, H8’), 1,55 — 1,56 (m, 1H,
H8), 2,07 (s, 3H, CH3), 2,24 — 2,30 (m, 1H, H3a), 2,69 — 2,70 (m, 1H, H7a), 2,93
—2,94 (m, 1H, H4), 3,27 — 3,29 (m, 1H, H7), 4,15 (dd, J9o = 12,0 Hz e J9 3= 4,9
Hz, 1H, H9’), 4,26 (dd, Joo = 12,0 Hz e Jg3 = 3,2 Hz, 1H, H9), 4,35 — 4,37 (m,
1H, H3), 6,18 (dd, Js5 = 5,7 Hz e Js 7 = 3,0 Hz, 1H, H5), 6,24 (dd, J56 = 5,7 Hz e
Js4 = 3,0 Hz, 1H, H6).

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) & 20,6 (C11), 43,4 (C8), 44,7 (C3a), 46,4 (C7),
47,5 (C4), 48,5 (C7a), 65,8 (C9), 80,5 (C3), 137,5 (C5 e C6), 170,5 (C10),
176,7 (C1).

EM m/z (%): 97 (19), 91 (18), 66 (100), 65 (28), 51 (13).

1.3.4.8.5. Dados referentes ao composto Benzoato de ((1S,3aR,4R,7S,7aS)-

3-ox0-1,3,3a,4,7,7a-hexahidro-4,7-metanoisobenzofuran-1-il)metila (11a)

Caracteristica: sélido branco.
Ts 110 -111,5 °C.
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CCD: R = 0,31 (hexano:acetato de etila 4:1 v/v).

IV (Vs /lcm™): 2986, 2876, 1746, 1713, 1445, 1369, 1270, 1174, 1115, 1023,
960, 713, 499.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 1,45 — 1,48 (m,1H, H8’), 1,65 — 1,68 (m, 1H,
H8), 2,91 — 2,99 (m, 1H, H3a), 3,17 — 3,19 (m, 1H, H4), 3,32 — 3,38 (m, 2H, H7
e H7a), 4,27 — 4,29 (m, 1H, H3), 4,38 — 4,51 (m, 2H, H9 e HY’), 6,28 — 6,30 (m,
1H, H5), 6,32 — 6.37 (m, 1H, H6), 7,44 — 7,47 (m, 2H, H13 e H15), 7,55 — 7,62
(m, 1H, H14), 8,00 — 8,20 (m, 2H, H12 e H16).

RMN de '*C (75 MHz, CDCls) & 43,2 (C3a), 45,8 (C7), 45,9 (C4), 48,4 (C7a),
51,7 (C8), 66,3 (C9), 79,5 (C3), 128,6 (C13 e C15), 129,7 (C11, C12 e C16),
133,4 (C14), 134,4 (C5), 137,0 (C6), 166,1 (C10), 177, 3 (C1).

EM m/z (%): 122 (55), 105 (69), 96 (41), 77 (65), 66 (100), 65 (64), 50 (41).

1.3.4.8.6. Dados referentes ao composto Benzoato de ((1S,3aR,4R,7S,7aS)-

3-ox0-1,3,3a,4,7,7a-hexahidro-4,7-metanoisobenzofuran-1-il)metila (11b)

~

Caracteristica: solido branco.

Ty 115- 116,8 °C.

CCD: R = 0,45 (hexano:acetato de etila 4:1 v/v).

IV (Vs dem™): 3070, 2977, 2831, 2551, 1752, 1711, 1681, 1584, 1452, 1274,
1176, 1119, 930, 705, 670, 550.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) & 1,50 — 1,62 (m, 2H, H8 e H8’), 2,37 — 2,39 (m,
1H, H3a), 2,73 — 2,78 (m, 1H, H7a), 2,97 — 3,04 (m, 1H, H7), 3,27 — 3,35 (m,
1H, H4), 4.48 — 4,50 (m, 3H, H3, H9 e HY’), 6,18 (dd, Js5 = 5,7 Hz € Js7 = 3,0
Hz, 1H, H6), 6,24 (dd, Js6 = 5,7 Hz € Js4 = 3,0 Hz, 1H, H5), 7,40 — 7,52 (m, 2H,
H13 e H14), 7,53 — 7,65 (m, 1H, H15), 7,99 — 8,11 (m, 1H, H16), 8,12 — 8,19
(m, 1H, H12).

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) & 43,5 (C8), 44,9 (C7a), 46,6 (C4), 47,7 (C7),

48,7 (C3a), 66,3 (C9), 80,8 (C3), 128,5 (C13), 128,6 (C15), 129,3 (C11),
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129,7(C12), 130,2 (C16), 133,4 (C14), 133,7 (C5), 137,7 (C6), 166,1 (C10),
177,0 (C1).
EM m/z (%): 122 (65), 105 (100), 77 (84), 66 (23).

1.3.4.9. Procedimento geral para a hidrogenagao catalitica

A um baldo de fundo redondo (100 mL) contendo solugédo do cicloaduto
9a em 10 mL de etanol foi adicionado 0,006 g do catalisador Pd/C sob
atmosfera de H; e a reagdo foi mantida sob agitacdo magnética.
Posteriormente, a solugao foi filtrada e o solvente removido sob pressao
reduzida. O residuo foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel
eluida com hexano/acetato de etila 1:1 obtendo-se o cicloaduto hidrogenado. O
mesmo procedimento foi usado para a hidrogenagao dos cicloadutos 9b, 10a e
11a. Na Tabela 2 sdo apresentadas as quantidades necessarias de cada

cicloaduto e os rendimentos obtidos de cada reagao.

Tabela 2: Dados referentes ao preparo dos cicloadutos hidrogenados.

Aduto Tempo Hex:AcOEt? Rendimento
Produto
(mg; mmol) (h) (V/v) (mg; %)
H OH
Y 6 1:2 96,0; 96 g
9a (100,0: 0,55) toe
12

4 1:2 49,5; 98

Ho 2
S

OH

9b (50; 0,28)

21



Tabela 2: Continuacéo...

Aduto Tempo Hex:AcOEt? Rendimento
Produto
(mg; mmol) (h) (V/v) (mg; %)
o 5 1:1 95,8; 95 .
10a (100; 0,45) 14
o 5 2:1 95,6; 95 °
11a (100; 0,35) 15

? Eluente utilizado durante as purificagdes em coluna.

1.3.4.9.1. Dados referentes ao composto (3S,3aS,4S,7R,7aR)-3-

(hidroximetil)hexahidro-4,7-metanoisobenzofuran-1(3H)-ona (12)

Caracteristica: solido branco.

T 92,0 — 93,7 °C.

CCD: R = 0,29 (hexano:acetato de etila 1:1 v/v).

IV (Vsdecm™): 2960, 2885, 1762, 1738, 1456, 1374, 1220, 1165, 1028, 908,
805, 595.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) & 1,38 — 1,58 (m, 7H, OH, H5, H5’, H6, H6’, H8
e H8’), 2,33 — 2,39 (m, 1H; H4), 2,56 — 2,69 (m, 2H, H3a e H7), 3,00 (dd, J7a3a
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= 11,2 e Jra7= 5,7 Hz, 1H; H7a), 3,57 (dd, Jo.o = 12,2 Hz € Jo.3 = 4,1 Hz, 1H,
H9), 3,82 (dd, Jog = 12,1 Hz € Jo3 = 2,9 Hz, 1H, H9), 4,42 — 4,47 (m, 1H, H3).
RMN de '3C (75 MHz, CDCl;) & 22,2 (C6), 25,2 (C5), 39,6 (C7), 40,0 (C4), 41,6
(C8), 44,6 (C7a), 47,9 (C3a), 65,1 (C9), 80,7 (C3),179,1 (C1).

EM m/z (%): 151(81), 123 (7), 91 (24), 79 (45), 67 (100), 53 (61).

1.3.4.9.2. Dados referentes ao composto (3S,3aS,4R,7S,7aR)-3-

(hidroximetil)hexahidro-4,7-metanoisobenzofuran-1(3H)-ona (13)

Caracteristica: solido branco.

Ts 96,4 — 98,3 °C.

CCD: R = 0,44 (hexano:acetato de etila 1:1 v/v).

IV (Vs /cm™): 3426, 2953, 2875, 1737, 1458, 1357, 1182, 1025, 856, 606.
RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) & 1,16 — 1,38 (m, 4H, OH, H5, H6 e H6’), 1,48 —
1,64 (m, 2H, H5 e H8), 2,22 — 2,30 (m, 2H, H4 e H8), 2,58 — 2,62 (m, 3H, H3a,
H7 e H7a), 3,60 (dd, Jyo = 12,3 Hz € Jg 3 = 4,6 Hz, 1H, HY"), 3,80 (dd, Jog =
12,3 Hz e Jg3 = 3,0 Hz, 1H, H9), 4,14 (m, 1H, H3).

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 27,3 (C6), 27,8 (C5), 33,9 (C8), 40,6 (C7), 42,0
(C4), 44,2 (C3a), 49,4 (C7a), 64,6 (C9), 85,3 (C3), 179,4 (C1).

EM m/z (%): 151(77), 123 (22), 91 (22), 81 (53), 67 (100), 53 (42).
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1.3.4.9.3. Dados referentes ao composto Acetato de ((1S,3aR,4R,7S,7aS)-
3-oxooctahidro-4,7-metanoisobenzofuran-1-il)metila (14)

Caracteristica: 6leo amarelado.

CCD: Rf = 0,41 (hexano:acetato de etila 1:1 v/v).

IV (¥, Jlem™): 3420, 2965, 2925, 1721, 1459, 1352, 1192, 1057, 916, 801,
610, 470.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 1,47 — 1,57 (m, 6H, H6, H6’, H5, H5’, H8 e
H8’), 2,06 (s, 3H, H11), 2,00 — 2,41 (m,1H, H4), 2,57 — 2,63 (m, 1H, H3a), 2,65
— 2,67 (m, 1H, H7), 3,00 — 3,25 (m, 1H, 7a), 4,09 (dd, Jog9 = 12,0 Hze Jy3=4,4
Hz, 1H, H9’), 4,24 (dd, Joo = 12,0 Hz e Jg3 = 3,1 Hz, 1H, H9), 4,54 — 4,59 (m,
1H, H3).

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 20,7 (C11); 22,0 (C6); 25,2 (C5); 39,6 (C3a);
40,0 (C4); 41,6 (C8); 45,0 (C7a); 47,4 (C7); 66,4 (C9); 77,0 (C3); 170,5 (C10);
177,8 (C1).

EM m/z (%): 151 (95), 91 (32), 81 (43), 67 (100), 66 (62), 65 (42), 53 (43).

1.3.4.9.4. Dados referentes ao composto Benzoato de ((1S,3aR,4R,7S,7aS)-

3-oxooctahidro-4,7-metanoisobenzofuran-1-il)metila (15)

Caracteristica: solido branco.

Tr. 95,2 97,0 °C.

CCD: Rf = 0,31 (hexano:acetato de etila 1:1 v/v).
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IV (v,,sJem™): 3061, 2959, 2882, 1749, 1715, 1465, 1278, 1167, 1091, 800,
717, 515.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & 1,49 — 1,63 (m, 6H, H8, H6, HE’, H5, H5' e
H8'), 2,38 — 2,49 (m, 1H, H4), 2,63 — 2,74 (m, 2H, H3a e H7), 3,00 — 3,18 (m,
1H, H7a), 4,48 — 4,50 (m, 2H, H9 e HY'), 4.74 — 4,75 (m, 1H, H3), 7,40 — 7,50
(m, 2H, H13 e H15) 7,5 — 7,6 (m, 1H, H14) 7,94 — 8,00 (m, 2H, H12 e H16).
RMN de "*C (75 MHz, CDCls) & 22,1 (C6), 25,3 (C5), 39,7 (C7), 40,1 (C4), 41,5
(C8), 45,1 (C7a), 47,6 (C3a), 66,8 (C9), 77,3 (C3), 128,5 (C13 e C15), 12,3
(C11), 129,6 (C12 e C16), 134,1 (C14), 166,1 (C10), 177,9 (C1).

EM m/z (%): 151 (44), 105 (74), 77 (100), 67 (62), 51 (60).

1.3.4.10. Procedimento geral para epoxidagao

A um tubo selado foram adicionados o cicloaduto 9a e o acido m-
cloroperbenzoico (AMCPB) (1,5 eq) dissolvido em diclorometano (10 mL). A
mistura reacional foi mantida sob agitacdo a 50 °C até que todo material fosse
consumido. Subsequentemente, 10 mL de solugado aquosa de Na;SO3 a 20%
(v/v) foi adicionado a reacdo e extraido com diclorometano (3 x 10 mL). Os
extratos organicos foram combinados. A fase orgéanica foi lavada com solugéo
aquosa de NaCO3; a 10% (v/v) (2 x 10 mL) e secada com MgSO, anidro. Apds
a evaporagao do solvente sob pressao reduzida, o residuo foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel. O mesmo procedimento foi usado para a
epoxidacao dos cicloadutos 9b, 10a e 11a. Na Tabela 3 sdo apresentadas as
quantidades necessarias de cada cicloaduto, do acido m-cloroperbenzdico e os

rendimentos obtidos de cada reacéo.
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Tabela 3: Dados referentes ao preparo dos cicloadutos epoxidados.
Aduto AMCPB Tempo Hex:AcOEt® Rendimento
Produto
(mg; mmol) (mg; mmol) (h) (V/v) (mg; %)
144,0;0,83 4 1:1 70,8; 65% ’
9a (100,0; 0,55) 16
d 72,0; 0,42 4 1:1 47,9; 88%
9b (50,0; 0,28)
o 116,5; 0,67 5 1:2 87,9 ;82% . '
10a (100,0; 0,45) 18
o 91,0; 0,53 6 1:2 83,4, 79% ° °
11a (100,0; 0,35) 19
? Eluente utilizado durante as purificacdes em coluna.

1.3.4.10.1. Dados referentes ao composto (1aR,2R,2aR,5S,5aS,6S,6aS)-5-
(hidroximetil)hexahidro-2,6-metanooxireno[2,3-flisobenzofuran-3(1aH)-ona
(16)




Caracteristica: solido branco.

[a]lpo =-18,87.

Ts: 87,2 - 87,7 °C.

CCD: Rf = 0,29 (hexano:acetato de etila 1:1 v/v).

IV (Vsdecm™): 3466, 3319, 2981, 2163, 1737, 1455, 1353, 1180, 1012, 968,
842,642, 510.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & 0,91 (m, Jg4 = 0,6 Hz, Jg7 = 0,9 Hz e Jg g =
10,2 Hz, 1H, H8’), 1,51 (dt, Js7 = 1,8 Hz e Jsg = 10,2, 1H, H8), 2,70 (m, 1H,
H4), 2,79 (ddd, Jsza4 = 3,0 Hz, J3a3 = 4,5 Hz € J3a7a = 10,2 Hz, 1H, H3a), 2,89
(m, 1H, H7), 3,11 (dd, J7a7 = 5,4 Hz e J7a7 = 10,1 Hz, 1H, H7a), 3,26 (m, 1H,
H5), 3,29 (m, 1H,H6), 3,56 (dd, Joo = 12,3 Hz e Jg3 = 3,9 Hz, 1H, HY’), 3,81
(1H, dd, Jog = 12,2 Hz € Jg3=2,7 Hz, H 9), 4,50 (1H, ddd, Js¢ = 2,7 Hz, Js¢ =
3,9 Hz e J33, = 6,3 Hz, H3).

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) & 28,9 (C8), 39,0 (C7); 39,5 (C4), 43,8 (C3a),
46,6 (C7a), 47,6 (C5), 48,5 (C6), 64,7 (C9), 79,7 (C3), 177,1 (C1).

EM, m/z (%): 165 (32), 105 (11), 91 (24), 83 (26), 82 (61), 81 (100), 80 (10), 79
(64), 77 (36), 66 (12), 55 (23), 54 (19), 53 (31), 51 (18), 41 (31), 40 (10).

1.3.4.10.2. Dados referentes ao composto (1aS,2S,2aR,5S,5aS,6R,6aR)-5-
(hidroximetil)hexahidro-2,6-metanooxireno[2,3-flisobenzofuran-3(1aH)-ona
(17)

Caracteristica: solido branco.

[alp = -1,94.

Tr:. 98,8 — 100,2 °C.

CCD: R = 0,52 (hexano:acetato de etila 1:1 v/v).

IV (Vs /em™): 3412, 3038, 2956, 2885, 2161, 1730, 1458, 1366, 1295, 1196,
1002, 909, 844, 789, 552, 478.
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RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 0,87 (d, Jsg = 11,4 Hz, 1H, H8’), 1,40 (d, Jg & =
11,1 Hz, 1H, H8), 2,44 (dd, J7a3a = 8,1 Hz, 1H, H3a), 2,56 (m, 1H, H4), 2,71 (d,
J7a7 = 8,2 Hz, 2H, H7a e OH), 2,88 (m, 1H, H7), 3,16 (m, 1H, H5), 3,23 (m, 1H,
H6), 3,63 (dd, Jog= 12,3 Hz e Jo3= 3,0 Hz, 1H, H9'), 3,85 (dd, Joo = 12,3 Hz e
Jo3 =3,0 Hz, 1H, H9), 4,21 (q, J37.= 2,2 Hz € J30 = J39 = 3,0 Hz, 1H, H3).

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) & 21,8 (C8), 41,5 (C3a), 41,6 (C7), 42,5 (C4),
47,0 (C7a), 50,5 (C5), 50,8 (C6), 64,1 (C9), 84,0 (C3), 177,5 (C8).

EM m/z (%): 165 (32), 105 (11), 91 (24), 83 (26), 82 (61), 81 (100), 80 (10), 79
(64), 77 (36), 67(10), 66 (12), 65 (12), 55 (23), 54 (19), 53 (31), 51 (18), 41 (31),
40 (10).

1.3.4.10.3. Dados referentes ao composto Acetato de
((1aS,2S,2aS,3S,5aR,6R,6aR)-5-oxooctahidro-2,6-metanooxireno[2,3-fliso-

benzofuran-3-il)metila (18)

Caracteristica: sélido branco.

Ty 102,0 — 103,9 °C.

CCD: Rf = 0,34 (hexano:acetato de etila 1:1 v/v).

IV (Vnsdem™): 2961, 1763, 1736, 1373, 1222, 1171, 1030, 964, 846, 538.

RMN de "H (300 MHz, CDCl;) & 0,92 - 0,97 (m, 1H, H8’); 1,56 — 1,62 (m, 1H,
H8); 2,08 (s, 3H, H11); 2,68 — 2,77 (m, 2H, H3a e H4); 2,95 — 2,98 (m, 1H, H7);
3,13 (dd, J7a3a = 9,7 Hz, J7a7= 5,2 Hz, 1H, H7a); 3,30 — 3,34 (m, 2H, H5 e H6);
4,11 (dd, Joog = 12,0 Hz e Jg 3= 4,4 Hz, 1H, H9’); 4,25 (dd, Joo = 12,0 Hz € Jg 3=
3,3 Hz, 1H, H9); 4,63 — 4,67 (m, 1H, H3).

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) & 20,7 (C11); 29,1 (C8); 39,2 (C7); 39,8 (C4);
44,3 (C3a); 46,2 (C7a); 47,3 (C5); 48,4 (C6); 66,1 (C9); 76,2 (C3); 170,4 (C10);
175,7 (C1).

EM m/z (%): 165 (10), 91 (20), 81 (100), 79 (42), 77 (43), 53 (41), 51 (32).
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1.3.4.10.4. Dados referentes ao composto Benzoato de
((1aS,2S,2aS,3S,5aR,6R,6aR)-5-oxooctahidro-2,6-metanooxireno[2,3-fliso-

benzofuran-3-il)metila (19)

Caracteristica: solido branco.

Tf: 105,1 — 107,5 °C.

CCD: Rf = 0,40 (hexano:acetato de etila 1:1 v/v).

IV (Vadem™): 2963, 1763, 1737, 1710, 1454, 1372, 1222, 1172, 1030, 946,
909, 846, 613, 534.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 0,91 — 0,97 (m, 1H, H8’), 1,57- 1,58 (m, 1H,
H8), 2,76 — 2,84 (m, 2H, H4 e H7), 2,95 — 2.99 (m, 1H, H3a), 3,16 - 3,17 (m,
1H, H7a), 3,35 (s, 2H, H5 e H6), 4,44 — 4,45 (m, 1H, H9 e HY’), 4,76 — 4,78 (m,
1H, H3), 7,42 — 7,49 (m, 2H, H13 e H15), 7,55 — 7,62 (m, 1H, H14), 7,95 — 8,01
(m, 2H, H12 e H16).

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 20,6(C11), 29,1 (C8), 39,2 (C5), 39,7 (C6),
44,3(C4), 46,13 (C7), 47,3 (C3a), 48,3 (C7a), 66,1 (C9), 76,2 (C3), 170,4 (C10),
175,71 (C1)

EM, m/z (%): 105 (100), 81 (43), 77 (66), 51 (43).

1.3.4.11. Sintese de ((1S,3aR,4S,7R,7aS)-3-ox0-1,3,3a,4,7,7a-hexaidro-4,7-

metanoisobenzofuran-1-il)metilmetanosulfonato (20)




A um baldo de fundo redondo bitubulado (25 mL) sob agitagcdo magnética,
atmosfera de nitrogénio e temperatura de -78 °C, foi adicionado o aduto 9a
(150 mg; 0,83 mmol) solubilizado em diclorometano anidro (5 mL), cloreto de
mesila (115 pL; 1,30 mmol) e trietilamina (110 pL; 0,83 mmol). Apdés 30
minutos, o meio reacional foi aquecido até temperatura ambiente
permanecendo sob agitacdo magnética por 12 horas. Apos o consumo do
material de partida, que foi acompanhado por CCD, a reacgao foi transferida
para um funil de separagdo e a fase orgéanica foi lavada com uma solugéo
saturada de bicarbonato de sddio (3 x 10 mL). A fase organica foi secada com
sulfato de magnésio anidro e concentrada sob pressdo reduzida em
evaporador rotatério, sendo obtido o composto 20 como um sdélido branco em
96% de rendimento (205 mg; 0,80 mmol).

Caracteristica: solido branco.

Tf: 90,8 — 91,3 °C.

CCD: Rf= 0,50 (hexano:acetato de etila 1:1 v/v).

IV (Vs /em™): 3010, 2878, 1740, 1349, 1218, 1164, 964, 816, 730, 530.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) & 1,48 (d, Jz g = 8,7 Hz, 1H, H8'), 1,67 (d, Jgg =
8,7 Hz, 1H, H8), 2,92 — 3,00 (m, 1H, H3a), 3,04 (s, 3H, H10), 3,14 — 3,19 (m,
1H, H4), 3,31 — 3,36 (m, 1H, H7), 4,12 — 4,18 (m, 1H, H7a), 4,24 — 4,34 (m, 2H,
H9 e H9Y'), 5,28 — 5,31 (m, 2H, H3), 6,24 -6,35 (m, 2H, H5 e HB6).

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 37,7 (C10), 42,9 (C3a), 45,7 (C4), 45,8 (C7),
48,2 (C7a), 51,7 (C8), 70,4 (C9), 78,6 (C3), 134,3 (C5), 137,2 (C6), 176,8 (C1).

1.3.4.12. Sintese de (3S,3aS,4R,7S,7aR)-3-(azidometil)-3a,4,7,7a-tetraidro-

4,7-metanoisobenzofuran-1(3H)-ona (21)
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A um baldo de fundo redondo (25 mL) foi adicionado o aduto 20 (60 mg; 0,23
mmol) solubilizado em dimetilformamida (2 mL) e azida de sodio (100 mg; 1,54
mmol). A mistura reacional permaneceu sob agitacdo magnética e temperatura
ambiente por 5 dias. Terminado a reacao, esta foi dissolvida em diclorometano
e transferida para um funil de separacgao. A reacgao foi lavada com agua (3 x 15
mL) e a fase organica foi secada com sulfato de magnésio anidro e
concentrada em evaporador rotatério, obtendo-se um 6leo amarelo como
material bruto da reacdo. O dleo foi entdo submetido a purificagdo em coluna
cromatografica de silica gel (hexano/acetato de etila 1:1 v/v), resultando na
obtencao do (3S,3aS,4R,7S,7aR)-3-(azidometil)-3a,4,7,7a-tetraidro-4,7-
metanoisobenzofuran-1(3H)-ona (21) em 87% de rendimento (41,5 mg; 0,20

mmol).

Caracteristica: so6lido amarelo claro.

Tf: 89,7 — 90,5 °C.

CCD: Rf = 0,53 (hexano:acetato de etila 1:1 v/v).

IV (Vs /cm™): 2963, 2104, 1754, 1470, 1172, 969, 819, 541.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 1,46 (d, Jgg = 8,7 Hz, 1H, H8'), 1,66 (d, Jsg =
8,7 Hz, 1H, H8), 2,83 — 2,91 (m, 1H, H3a), 3,09 — 2,14 (m, 1H, H4), 3,29 — 3,35
(m, 2H, H7 e H7a), 3,44 (dd, Jyo = 12,9 Hz e Jg 3 = 4,3 Hz, 1H, HY’), 3,54 (dd,
Jog =129 Hz e Jg3 = 4,1 Hz, 1H, H9), 4,05 (dd, J39 = 4,3 Hz e J39 = 4,2 Hz,
1H, H3), 6,21 — 6,35 (m, 2H, H5 e H6).

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 44,1 (C3a), 45,6 (C4), 45,9 (C7), 48,4 (C7a),
51,8 (C8), 55,0 (C9), 79,9 (C3), 134,4 (C5), 137,1 (C6), 177,0 (C1).

1.3.4.13. Sintese de (3S,3aS,4R,7S,7aR)-3-(bromometil)-3a,4,7,7a-tetraidro-

4,7-metanoisobenzofuran-1(3H)-ona (22)




A um baldo de fundo redondo (25 mL) foi adicionado o aduto 20 (60 mg, 0,23
mmol) solubilizado em dimetilformamida (2 mL) e brometo de sodio (100 mg,
0,97 mmol). A mistura reacional permaneceu sob agitagdo magnética e
temperatura ambiente por 5 dias. Terminado a reagao, esta foi dissolvida em
diclorometano e transferida para um funil de separagdo. A reacao foi lavada
com agua (3 x 15 mL) e a fase organica foi secada com sulfato de magnésio
anidro e concentrada em evaporador rotatorio, obtendo-se um o6leo castanho
escuro como material bruto da reacdo. O déleo foi entdo submetido a purificagéo
em coluna cromatografica de silica gel (hexano/acetato de etila 1:1 v/v),
resultando na obtencdo do (3S,3aS,4R,7S,7aR)-3-(bromometill)-3a,4,7,7a-
tetraidro-4,7-metanoisobenzofuran-1(3H)-ona (22) em 79% de rendimento (44,6

g, 0,18 mmol).

Caracteristica: sélido branco.

Tf: 88,4 — 89,1 °C.

CCD: Rf = 0,60 (hexano:acetato de etila 1:1 v/v).

IV (Vslem™): 3477, 2941, 1740, 1440, 1350, 1243, 1190, 1003, 908, 805,
760, 622.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 1,48 (d, Jg.g = 8,7 Hz, 1H, H8'), 1,67 (d, Jsg =
8,7 Hz, 1H, H8), 2,94 — 3,01 (m, 1H, H3a), 3,13 — 3,18 (m, 1H, H4), 3,31 — 3,36
(m, 2H, H7a e H7), 3,44 — 3,55 (m, 2H, H9 e H9), 4,11 — 4,16 (m, 1H, H3), 6,23
— 6,35 (m, 2H, H5 e H6).

RMN de "C (75 MHz, CDCl) & 35,8 (C3a), 45,6 (C4), 46,0 (C7), 46,1 (C7a),
48,7 (C8), 51,8 (C9), 79,8 (C3), 134,7 (C5), 137,2 (C6), 177,0 (C1).

EM, m/z (%): 95 (18), 93 (20), 91 (21), 66 (100), 65 (34), 51 (28).
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1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1. Reacdes de Diels Alder entre o ciclopentadieno e as y-lactonas a,f3-

insaturadas

1.4.1.1. Sintese dos diendéfilos 6,7 e 8

Como estratégia inicial para a sintese dos diendfilos 6, 7 e 8, utilizou-se
o D-manitol como material de partida, como mostrado no Esquema 2 (p. 34).

Para a sintese do 1,2:5,6-di-O-isopropilideno-D-manitol (1) com 81% de
rendimento, empregou-se procedimento modificado de Baer (Baer, 1945;
Alvarenga et al., 2006). Para isto, utilizou-se acetona anidra como solvente e
cloreto de zinco como catalisador da reagao.

Inicialmente, o ZnCl, foi dissolvido em acetona anidra formando uma
solugdo incolor. A esta mistura adicionou-se o D-manitol, o que resultou na
formacédo de uma suspensado. Ao decorrer da reacdo, o sélido em suspensao
dissolveu-se, indicando, assim, a formacao do (1S,2S)-1,2-bis((S)-2,2-dimetil-
1,3-dioxolan-4-il)etano-1,2-diol (1), que é soluvel em acetona. Terminada a
reacao, neutralizou-se o meio reacional com solugao aquosa de carbonato de
potassio. Devido a instabilidade observada experimentalmente do diacetal no
meio reacional frente a temperatura, utilizou-se fluxo de ar comprimido para
remocao do solvente. O residuo obtido foi extraido com éter dietilico de
maneira que tanto o D-manitol que ndo reagiu quanto o carbonato de zinco
formado na etapa de neutralizacdo nao foram extraidos do sistema reacional.
ApOs evaporagao do éter, obteve-se um solido branco formado pela mistura do
diacetal (1) e residuos de triacetais. Este ultimo foi removido pela lavagem do
solido com hexano, ja que os triacetais s&o soluveis nesse solvente, enquanto
que o diacetal (1) é pouco soluvel. Desta forma, foi possivel obter o (15,2S)-
1,2-bis((S)-2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)etano-1,2-diol (1) com pureza suficiente

para ser utilizado na préxima etapa da rota.
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Esquema 2: Sintese dos diendfilos 6, 7 e 8 a partir do D-manitol.

A partir da clivagem oxidativa de 1, foi obtido o (S)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolano-4-carbaldeido (2) em reagdo com o metaperiodato de sdédio (2
equivalentes molares) em diclorometano, na presenga de solugao saturada de
bicarbonato de sédio (SCHMID e BRYANT, 1993). Devido a sua baixa
estabilidade, o aldeido 2 n&o foi purificado, sendo usado na préxima etapa da
sintese imediatamente apds sua preparacéo.

A producdo dos ésteres (S)-(Z2)-4,5-O-isopropilidenopent-2-enoato de
etila (4) e (S)-(E)-4,5-O-isopropilidenopent-2-enoato de etila (5) foi realizada em
banho de gelo por meio de reacdo de Wittig, entre o aldeido 2 e o
etoxicarbonilmetileno- (trifenil)fosforano (3) usando o metanol como solvente
(MANN et al., 1987). Os isdmeros (4) e (5) foram obtidos na proporgao de 8:1.

O éster 4 foi reagido com quantidade catalitica de acido sulfurico em
metanol fornecendo a (S)-5-(hidroximetil)furan-2(5H)-ona (6) com 73% de
rendimento (MANN et al., 1987).
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Em seguida, o composto 6 foi utilizado em reagédo com o anidrido acético
catalisado pela 4-dimetilaminopiridina (DMAP) em diclorometano para obtenc&o
do diendfilo 7 em 95% de rendimento. Para a obtengdo do composto 8, a
lactona 6 foi reagida com cloreto de benzoila catalisada pelo DMAP em
diclorometano fornecendo o produto em 92% de rendimento. Ambas as
reagdes foram mantidas a temperatura ambiente sob agitacdo magnética por 2
horas e em seguida purificadas por cromatografia em coluna.

Por meio dos dados espectroscépicos foi possivel corroborar as
estruturas dos compostos sintetizados. Para o composto 6, observa-se no
espectro no infravermelho IV (Figura 5, p. 36) uma banda intensa em 3389 cm
referente ao estiramento da ligacdo O-H. Para os compostos 7 e 8, como
esperado, no espectro de IV (Figura 6, p. 36 e Figura 7, p. 37) ndo ha bandas
na regiao referente ao estiramento da ligacdo O-H. Ja as bandas intensas
referentes ao estiramento da ligacdo C=0 sao observadas para os compostos
6 e 8 em 1715 cm™,1793 cm™, respectivamente. Enquanto que para o
composto 7 sdo observadas duas bandas correspondentes ao estiramento da
ligagdo C=0, uma em 1748 cm™ referente ao éster alifatico e outra em 1710
cm' referente a lactona o,pB-insaturada.

Nao foi possivel observar os picos do ion molecular através do espectro
de massas para os compostos 6, 7 e 8 (Figura 8, p. 37, Figura 9, p. 38 e Figura
10, p 38). Entretanto, no Esquema 3 (p. 39) sdo mostradas fragmentagdes dos

principais picos, sendo possivel confirmar a obtencao das lactonas 6, 7 e 8.
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Analisando o espectro de RMN de 'H (Figura 11) dos diendfilos
sintetizados, pode-se observar no espectro do composto 6, um simpleto em ¢
1,73 correspondente ao grupo hidroxila, enquanto que no espectro do
composto 7 pode ser observado um simpleto em ¢ 2,05 integrado para 3
hidrogénios referente aos hidrogénios do grupo metila. No espectro de RMN de
'H do composto 8 nao foi visto nenhum sinal na regido entre 1,00 e 4,50 ppm,
porém observa-se sinais na regido de hidrogénios de anel aromatico (4,40 a
8,00 ppm).

H4 H6 He' =,

CH3

H10 e H12 0 |
H9 e H13 d s O~ °
H4 H3 H5 =
H1 Jlt A ®)
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
1 (ppm)

Figura 11: Espectros de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) dos compostos 6, 7 e 8.

Pelos espectros de RMN de *C (Figura 12, p 41) dos compostos 6, 7 e
8 pode-se observar a presenga de sinais nos compostos 7 e 8 ausentes no
composto 6. No espectro do diendfilo 7 séo vistos sinais em 20,5 ppm referente
ao carbono metilico e em 170,5 ppm referente ao carbono carbonilico do éster
alifatico. Ja no espectro do diendfilo 8 sao observados sinais referentes ao
carbono carbonilico do grupo benzoila em 6 166,0 ppm e carbonos aromaticos
na faixa de 128,5 - 129,7 ppm.
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Figura 12: Espectros de RMN de "*C (75 MHz, CDCls) dos compostos 6, 7 e 8.

1.4.1.2 Reacao de Diels Alder entre o ciclopentadieno e os dienéfilos 6-8

As lactonas a,B-insaturadas sao diendfilos de grande interesse, visto que

suas reacoes de cicloadicao sao boas ferramentas para a sintese de lactonas

olefinicas policiclicas (YANAI et al., 2007).
Todas as reacgdes de Diels Alder foram realizadas em tubo selado numa

temperatura de 100 °C, excesso de ciclopentadieno (10 equivalentes molares)

e agitagcdo magnética constante, conforme mostrado no Esquema 4.

RO

—
82-91%

anti-endo anti-exo
OR H °
H s
0 +
Ho% OR

9a: R=H (70%) 9b: R=H (12%)
10a: R= Ac (82%) 10b: R= Ac (8%)
11a: R= CgH5CO (80%) 11b: R= C4H5CO (11%)

Esquema 4: Sintese dos cicloadutos 9a-11b.
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Na reacao de Diels-Alder, o dieno e o diendfilo podem interagir em duas
orientagdes diferentes, levando a formacgao dos adutos endo e exo, conforme
mostrado no Esquema 5. A primeira possibilidade € a aproximag¢ao do dieno
com as ligagdes duplas direcionadas para a carbonila do diendfilo, o que
resulta no aduto endo. Ja quando as ligagbes duplas do ciclopentadieno se
orientam do lado oposto a carbonila do diendfilo, sdo formados os adutos exo.
Devido a redugéo da energia do estado de transicdo por causa das interagdes
secundarias dos orbitais ©= geralmente, o aduto endo é favorecido (YANAI et
al., 2007).

Aoz
"o ~—OH

Esquema 5: Proposta mecanistica para a formacgao dos adutos 9a e 9b.
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Todos os adutos sintetizados (9a-11b) foram caracterizados por
espectroscopia no infravermelho, espectrometria de massas, ressonancia
magnética nuclear (RMN de 'H, RMN de *C, COSY, NOESY, HSQC e HMBC).
No entanto, devido as similaridades conformacionais e estruturais, somente a

caracterizacao dos isébmeros 10a e 10b serdo discutidas.

1.4.1.2.1. Elucidagao estrutural dos adutos 10a e 10b da reagcao de Diels-
Alder

A confirmacado estrutural dos compostos 10a e 10b iniciou-se pela
analise de seus espectros no infravermelho. Foi possivel observar a presenca
de uma banda em 1755 cm™ no espectro de 10a (Figura 13, p. 44) e uma
banda em 1751 cm™ no espectro de 10b (Figura 14, p. 44), ambas bandas
referentes ao estiramento da ligacdo C=0 dos ésteres alifaticos. O estiramento
C=0 correspondente as carbonilas das lactonas saturadas com anel de cinco
membros também foi visto para os compostos 10a e 10b, em 1737 cm™ e 1733
cm'1, respectivamente.

Nos espectros de massas dos compostos 10a (Figura 15, p. 45) e 10b
(Figura 16, p. 45) ndo foram observados os picos correspondentes aos ions
moleculares. Foi possivel perceber que nos espectros dos isdbmeros 10a e 10b
sdo detectados os mesmos picos de fragmentacdo, mostrando que os
processos de clivagem independem da conformagao do isbmero, como pode

ser visto no Esquema 6 (p. 46).
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Esquema 6: Proposta mecanistica para principais fragmentos dos compostos
10a e 10b.

A interpretacio do espectro de RMN de 'H de 10a (Figura 17, p. 48) foi
iniciada pela atribuicdo do sinal referente aos hidrogénios H3, H9 e HY’
presentes como um multipleto em 64,07 — 4,20. Os hidrogénios metilicos (H11)
foram atribuidos ao simpleto integrado para trés hidrogénios em 2,06 ppm. Os
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sinais mais blindados da molécula foram atribuidos aos hidrogénios geminais
H8 e H8',em 61,63 — 1,64 e 51,43 — 1,44, respectivamente.

No mapa de contornos COSY de 10a (Figura 18, p. 49), a partir do
acoplamento entre os sinais dos hidrogénios H3 e H3a foi possivel atribuir o
sinal em 62,83, correspondente ao hidrogénio H3a. A correlagdo entre os
hidrogénios que acoplam entre si, H3a e H7a também foi visualizada no mapa
de contornos COSY. Portanto, o sinal em ¢ 3,27 — 3,29 foi atribuido ao
hidrogénio H7a e o sinal em o 3,32 — 3,34 foi atribuido ao sinal H7. Dessa
forma, H4 foi atribuido como sendo um multipleto em 6 3,10 — 3,16.

Por fim, os hidrogénios olefinicos H5 e H6 foram atribuidos aos sinais
em 66,24 (duplo dupleto, J =5,8 Hze J = 2,9 Hz) e 66,30 (duplo dupleto, J =
58Hze J=2,9Hz). Adiferenciacdo desses hidrogénios foi possivel através
das correlagbes observadas no mapa de contornos COSY (Figura 18, p 49),
onde foi visto correlagao entre o sinal referente a H4 e o sinal em 6,24 ppm e
correlagao entre o sinal de H7 e o sinal em 6,30 ppm.

No espectro de RMN de *C do composto 10a (Figura 20, p. 51), o sinal
em 06 177,2 foi atribuido ao carbono carbonilico C1. A carbonila (C7) e a metila
(C11) do grupo acetila foram atribuidos aos sinais em 6170,5 e 20,7,
respectivamente. Na regido de carbonos olefinicos foram observados dois
sinais em ¢ 137,0 e 6 134,4, correspondentes aos carbonos C5 e C6,
respectivamente. Dentre os carbonos sp°, o sinal mais desblindado
corresponde ao carbono C3 (579,2). O carbono sp> C9 foi atribuido ao sinal em
65,9 ppm. O carbono da ponte C8 (651,6) pode ser atribuido com o auxilio do
mapa de contorno HSQC do cicloaduto 10a (Figura 21, p. 52), que apresentou
mancha de correlagdo com os sinais dos hidrogénios H8 e H8'. Os demais
carbonos também foram associados através das manchas de correlagao
observadas no mapa de contorno HSQC (Figura 21, p. 52), sendo os sinais em
043,1, 645,8, 45,6 e 48,2 e 651,6 que correspondem aos carbonos C3a,
C4, C7 C7a e C8, respectivamente. A correlagao entre H3/H5 observada no
mapa de contorno NOESY (Figura 19, p. 50) confirma a conformagéo endo do
composto 10a. A correlacdo entre C6/H7a vista no mapa de contorno HMBC
(Figura 22, p. 53) corrobora a atribuicao feita a C6 como sendo o carbono visto

em 137,0 ppm.
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Figura 17: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 10a.
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Figura 18: Mapa de contorno COSY do composto 10a.
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A interpretacio do espectro de RMN de 'H de 10b (Figura 24, p. 56) foi
iniciada pela atribuicdo do sinal referente ao hidrogénio H3 (64,35 — 4,37),
multipleto devido aos acoplamentos do H3 com os hidrogénios H9 e H9' e com
o0 H3a. Sendo assim, atribui-se o sinal em 4,15 ppm a H9’ como um duplo
dupleto (J=4,9 Hz e J= 12,0 Hz) o sinal em 4,26 ppm a H9 também um duplo
dupleto (J = 3,2 Hz e J = 12,0 Hz) e ao hidrogénio 3a foi atribuido o multipleto
em 62,24 - 2,30. O sinal de hidrogénio correspondente aos hidrogénios
metilicos (H11) foi facilmente definido como sendo o simpleto integrado para
trés hidrogénios em 62,07.

Os hidrogénios mais blindados do composto 10b referentes ao H8' e H8
foram observados como multipletos em 61,46 — 1,52 e 6 1,55 — 1,56. Para a
correta atribuicdo de H8 e H8’ foram utilizadas as manchas de correlacdo do
mapa de correlagcdo COSY (Figura 25, p. 57). O sinal referente a H8 foi
determinado como sendo o multipleto em 61,46 — 1,52. O sinal do H8 foi
atribuido ao multipleto em 61,55 — 1,56 devido aos acoplamentos com H8’, H4
e H7. O sinal do hidrogénio H8 apresenta acoplamentos a longa distancia do
tipo W com H3a e H7a, possiveis apenas na conformagao exo, conforme
destacado na Figura 23. De acordo com Constatino e colaboradores (2001), o
acoplamento em W tem sido uma ferramenta muito utilizada na elucidagao
estrutural de compostos na espectroscopia de RMN e muitas configuragdes e

conformacgdes podem ser decididas com base nesse acoplamento.

Figura 23: Acoplamentos em W (realgados em negrito) observados no mapa
de contornos COSY do cicloaduto 10b.

No mapa de contornos COSY para 10b (Figura 25, p. 57), foi possivel
observar a correlagdo dos sinais do hidrogénio H3a com o hidrogénio H7a
atribuido ao sinal 62,69 — 2,70, atribuicdes confirmadas pelas correlagdes
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H3a/H7a observadas no mapa de correlagcdo NOESY (Figura 26, p. 58). Mais
ainda, manchas de correlagdo no mapa de contornos COSY (Figura 25, p. 57)
auxiliaram na atribuicdo dos sinais referentes aos dos hidrogénios H4 e H7 em
02,93 — 2,94 e 63,27 — 3,29. Foi observado o acoplamento do sinal atribuido
ao hidrogénio H4 com H5 e de H6 com H7, além do acoplamento em W entre
os sinais dos hidrogénios H4 e H7.

Como pode ser observado no espectro de RMN de "*C do composto 10b
(Figura 27, p. 59), os sinais referentes aos carbonos C1 (C=0: 176,7 ppm),
C10 (C=0: 170,5 ppm), C3 (O-C-O: 80,5 ppm), C9 (C-O: 65,8 ppm) e C11
(CH3: 20,6 ppm) foram vistos em deslocamento quimicos muito préximos aos
valores atribuidos para os mesmos carbonos do composto 10a, sendo assim,
tais carbonos para o composto 10b foram facilmente atribuidos. Foram
observados sinais de carbonos sobrepostos em 137,5 ppm, sendo atribuidos
aos sinais dos carbonos olefinicos C5 e C6. Os sinais dos carbonos C3a, C4,
C7, C7a e o carbono da ponte C8 foram associados através das manchas de
correlagdo observadas no mapa de contorno HSQC (Figura 28, p. 60), sendo
os sinais em 644,7, 6 47,5, 6 46,4, 6 48,5 e 6 43,4, respectivamente. O sinal de
carbono referente ao C7 (46,4 ppm) pode ser confirmado pela mancha de
correlagdo com o sinal de hidrogénio do H4 (62,93 — 2,94) observada no mapa
de correlacdo HMBC (Figura 29, p. 61).
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Figura 26: Mapa de contorno NOESY do composto 10b.
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Figura 27: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl3) do composto 10b.
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Figura 28: Mapa de contorno HSQC do composto 10b.
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1.4.1.3. Modificagoes Estruturais dos cicloadutos 9a, 9b, 10a e 11a.

Tendo assegurada a sintese dos cicloadutos, concentrou-se esforgos na
funcionalizagcdo dos mesmos. Com isso, foram realizadas modificagdes na
ligacdo dupla presente nos adutos 9a, 9b, 10a e 11b realizando reagdes de
epoxidagao e hidrogenagao (Esquema 7).

Além disso, modificagdes na hidroxila do composto 9a também foram
realizadas (Esquema 7). Inicialmente a hidroxila foi convertida em um melhor
grupo abandonador em reagdo com o cloreto de mesila. Posteriormente, o
composto mesilado 20 foi usado para a obtencgao de dois novos compostos (21
e 22). O primeiro composto foi obtido através da reacdo de 20 com azida de
sodio fornecendo o composto 21 e o outro foi obtido através da reacdo de 20
com NaBr obtendo o composto 22.

A seqguir, sera apresentada apenas a discussao dos produtos obtidos a

partir do aduto 10a devido a alta similaridade das moléculas obtidas.

H OR
O 12:R=H (96%)
14: R= Ac (95%)
H % 15:R= CeHsCO (95%)

Ta

H OMs OR
C
O -
9a: R=H
A 20 (96%) 10a: R= Ac

0 O 11a: R= CgHsCO
’y \e‘ lb b
o N, H Br OR H O

O O O] %
16: R=H (65%) @\/O
18: R= Ac (82%) = 17 (88%)
O

21 (87%) 2 (79%)
H H
o) O 19: R= CgHsCO (79%) H

e
W

anw

T—0OH

Esquema 7: Modificacbes sintéticas dos cicloadutos obtidos na reacdo de
Diels Alder. Reagentes e condigdes: (a) H,, cat. Pd/C, etanol, 4-6h, 25 °C; (b)
AMCPB, DCM, 4-6 h, 50 °C; (c) MsClI, EtzN, DCM, -78 °C por 30 min; 25 °C por
12 h; (d) NaN3 DMA, 25 °C; 5 dias; (e) NaBr, DMA, 25 °C; 5 dias.



1.4.1.3.1. Reagoes de Hidrogenagao

A sintese do composto 14 foi realizada por reagado de hidrogenacao da
dupla ligagdo C=C do composto 10a. A obtengdo da substancia 14 foi
inicialmente investigada pela analise do seu espectro no infravermelho (Figura
30) onde é possivel observar a presenca de duas bandas intensas em 1762 e
1738 cm™ referentes ao estiramento C=0 das carbonilas do grupo acetila e da

lactona, respectivamente.
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Figura 30: Espectro no Infravermelho do composto 14.
No espectro de massas do composto 14 (Figura 31, p. 65) foi observado

0 pico base em m/z 67. As propostas mecanisticas para a fragmentagdo dos

ions obtidos sdo apresentadas no Esquema 8 (p. 64).
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Esquema 8: Proposta mecanistica para principais fragmentos dos compostos 14.
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Figura 31: Espectro de massas do composto 14.

A auséncia de sinais em 66,30 e 6,24 no espectro de RMN de H & forte
evidéncia da formagao do produto hidrogenado visto que, no espectro de RMN
de "H do composto 10a (Figura 17, p. 48) esses sinais estdo presentes como
dois duplos dupletos correspondentes aos hidrogénios olefinicos da molécula.

Os sinais de hidrogénios mais desblindados observados no espectro de
RMN de '"H do composto 14 (Figura 32, p. 67) foram facilmente atribuidos
como H3 (04,54 — 4,59), HI (5 4,24) e H9 (6 4,09), enquanto que os sinais
mais blindados foram vistos como um multipleto em 6 1,47 — 1,57 integrado
para 6 hidrogénios, sendo assim referente os hidrogénios H5, H5’, H6, H6’, H8
e H8'. O simpleto em 2,06 ppm foi atribuido aos hidrogénios metilicos H11.

Pelo mapa de contorno COSY (Figura 33, p. 68) foi possivel atribuir o
sinal de H7a ao multipleto em ¢ 3,00 — 3,25 devido a mancha de correlagao
com o multipleto relativo ao hidrogénio H3a (6 2,57 — 2,63). Essa atribuigédo

pode ser confirmada pelo mapa de contorno NOESY (Figura 34, p. 69).
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No espectro de RMN de "*C (Figura 35, p. 70) observou-se sinais em &
170,5 e 6 177,8 que foram atribuidos as carbonilas do grupo acetila (C10) e da
lactona (C1), respectivamente. O sinal do carbono metilico foi atribuido ao sinal
em 20,7 ppm.

A obtencdo do composto 14 pode ser evidenciada devido a auséncia de
sinais na regido tipica de carbonos olefinicos, cujos deslocamentos quimicos
podem variar de 110 a 140 ppm (BARBOSA, 2008). Os carbonos C5 (622,0) e
C6 (o0 25,2) foram atribuidos a partir das correlagcbes C5/H3a e C6/H7a
observadas no mapa de contorno HMBC (Figura 37, p.72). Ainda com o auxilio
do mapa de contorno HMBC atribuiu-se o sinal do hidrogénio H7 (52,65 — 2,67)
devido a correlagdo observada com C3a (0 45,0). Os demais sinais de carbono
foram atribuidos com o auxilio das correlagbes vistas no mapa de contorno
HSQC (Figura 36, p.71).
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Figura 32: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 14.
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Figura 33: Mapa de contorno COSY do composto 14.
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Figura 34: Mapa de contorno NOESY do composto 14.
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Figura 35: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCls) do composto 14.
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Figura 36: Mapa de contorno HSQC do composto 14.
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1.4.1.3.2. Reagoes de epoxidagao

A fim de avaliar a influéncia dos oxiranos na atividade dos compostos
sintetizados, propds-se a oxidagcao dos adutos 9a, 9b, 10a e 11a com acido m-
cloroperbenzoico para a obtencdo dos respectivos epdxidos. A reagédo de
epoxidagao do composto 10a foi realizada em tubo selado a 50 °C sob agitagdo
por 5 horas até que todo material de partida fosse consumido. Apds a
elaboragao o composto 18 foi obtido como um éleo amarelo cujo rendimento de
sintese foi de 82%.

No espectro no infravermelho do composto 10a (Figura 38) as bandas
referentes aos estiramentos das ligagbes C=0 da lactona e C=0 do grupo
acetila foram observadas em 1736 cm™' e 1763 cm'1, respectivamente. A
modificagdo estrutural obtida pela reacdo de epoxidagdo ndo pode ser
observada pela comparacédo dos espectros no infravermelho entre o composto
10a (Figura 13, p. 44) e o composto 18 (Figura 38). Dessa forma, outras
técnicas espectrométricas e espectroscopicas foram realizadas para a

elucidagao da estrutura do composto 18.
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Figura 38: Espectro no Infravermelho do composto 18.
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O pico do ion molecular referente ao composto 18 nio foi observado em
seu espectro de massas (Figura 39). Conforme o mecanismo proposto no
Esquema 9, o pico base (m/z = 81) é formado apds a perda da lactona de

partida e hidrogénio.
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Figura 39: Espectro de massas do composto 18.
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Esquema 9: Proposta mecanistica de fragmentagao para o composto 18.
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Para a determinagdo da estrutura 18, os espectros de RMN de BC e
RMN de 'H foram analisados. A auséncia de sinais olefinicos tanto no RMN de
'H quanto no RMN de "*C do composto 18 confirma a ocorréncia da reagao.

O espectro de RMN de "H do composto 18 (Figura 40, p. 77) apresentou
um simpleto em ¢ 2,08, referente aos hidrogénios metilicos H11. Os
hidrogénios H3, H9 e H9’ sdo os mais desblindados da molécula 18 e foram
visualizados em 64,63 — 4,67 (m), 64,11(dd), e 6 4,25 (dd), respectivamente.
Os hidrogénios mais blindados H8 e H8’ foram também facilmente atribuidos
aos sinais em 01,56 — 1,62 (m) e 60,92 - 0,97 (m), respectivamente. O sinal do
hidrogénio H8 acopla-se com os sinais dos hidrogénios H8’, H4 e H7 formando
um multipleto. Ja o sinal referente ao H8' além de apresentar acoplamento com
H8, H4 e H7, também apresentou acoplamento a longa distancia do tipo W com
os sinais dos hidrogénios H5 e H6, o que explica multipleto para o hidrogénio
H8'.

A partir das correlagbes observadas no mapa de contornos COSY
(Figura 41, p. 78) foi possivel atribuir o sinal em 62,68 — 2,77 aos sinais dos
hidrogénios H3a e H4. Subsequentemente a partir da correlagdo do multipleto
referente aos sinais H3a e H4 com o duplo dupleto 63,13 (J=9,7 Hze J=5,2
Hz) pode-se atribuir o hidrogénio H7a. A atribuicdo do multipleto em 63,30 -
3,34 relacionado aos hidrogénios H5 e H6 foi estabelecida pelas correlagdes
cruzadas com H4 e H7 também observadas no COSY (Figura 41, p. 78). A
posicao relativa do hidrogénio H3a foi estabelecida pelas correlagdes cruzadas
com os hidrogénios H7a e H8’ observadas no mapa de contorno NOESY
(Figura 42, p. 79).

No espectro de RMN de ®C (Figura 43, p. 80) os sinais de carbonos
facilmente atribuidos sdo os carbonos mais desblindados C1 (6 175,7) C10
(0170,4), C3 (676,2) e C9 (666,1) e o carbono mais blindado C11 (620,7). Os
sinais dos carbonos C7 (6 39,2) e C7a (046,2) foram determinados com o
auxilio dos mapas de contorno HSQC (Figura 44, p. 81).

O mapa de correlagdo HMBC (Figura 45, p. 82) foi usado para confirmar
a atribuicdo do sinal em ¢ 3,13 como sendo H7a de acordo com a correlagéo
com o grupo carbonila em 175,7 ppm. Também com o auxilio do mapa de
contorno HMBC (Figura 45) foi possivel definir os sinais dos carbonos C5
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(047,3) e C6 (048,4) devido a correlagéo vista entre C6/H7a e C5/H3a. O sinal
do carbono C4 foi estabelecido em 39,8 ppm devido a correlagdo observada
com o H7a. Por fim, atribuiu-se C3a como sendo o sinal em 44,5 ppm devido a
correlagdo com o multipleto em 62,95 — 2,98, referente ao sinal do hidrogénio
H7.
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Figura 40: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 18.
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Figura 41: Mapa de contorno COSY do composto 18.
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Figura 45: Mapa de contorno HMBC do composto 18.
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1.5. CONCLUSAO

Trés y-lactonas o,B-insaturadas (6, 7 e 8) foram sintetizadas e utilizadas
como diendfilos em reagdes de Diels Alder com o ciclopentadieno para a
sintese dezessete derivados de isobenzofuranonas, sendo 14 inéditas, com
rendimentos que variaram entre 65 e 98%.

Os derivados de isobenzofuranonas sintetizados foram caracterizadas
via espectroscopia no IV e de RMN, bem como espectrometria de massas.
Técnicas bidimensionais (COSY, NOESY, HMBC e HSQC) auxiliaram na
atribuicdo dos sinais dos espectros de RMN de 'H e de *C e nas atribuicdes
das configuragdes relativas das estruturas. As configuragbes absolutas das
estruturas também foram definidas, devido a sintese enantiosseletiva a partir

do poliol natural.
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ANEXOS

ESPECTROS NO INFRAVERMELHO, DE MASSAS E DE RMN DOS
COMPOSTOS SINTETIZADOS
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Figura A1: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 1.
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Figura A2: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 2.
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Figura A3: Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCl;) do composto 4.
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Figura A18: Mapa de contorno HSQC do composto 9b.
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Figura A26: Mapa de contorno HMBC do composto 11a.
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Figura A73: Espectro no Infravermelho do composto 19.
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CAPITULO 2

ATRIBUIGAO DA ESTEREOQUIMICA RELATIVA E ABSOLUTA DE DOIS
NOVOS EPOXIDOS UTILIZANDO CALCULOS DE RMN E DFT-GIAO

Publicado como artigo original
(Journal of Molecular Structure, v. 1164, p. 109-115, 2018)
DOI: 10.1016/j.molstruc.2018.03.050

2.1. INTRODUGAO

As lactonas sdao um dos compostos mais populares da natureza e
apresentam variadas atividades biolégicas (CHEN et al., 2014; RESENDE et
al., 2012; MORAES et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2015; GUO et al., 2013).
Lactonas funcionalizadas s&o intermediarios uteis e diversos métodos
sintéticos sdo desenvolvidos para a sintese dessas moléculas (PEHLIVAN et
al., 2011).

Uma das ferramentas mais utilizadas para elucidagdo estrutural de
novos compostos é a espectroscopia de RMN (TAGGI et al., 2004). No entanto,
mesmo com a utilizacdo dessa técnica pode-se encontrar na literatura a
determinacédo molecular errada ou incompleta de variados compostos
(NICOLAQOU e SNYDER, 2005). Em funcéao disso, muitos pesquisadores usam
calculos de quimica quantica para simular deslocamentos quimicos de RMN de
3C e 'H das substancias (TAHTINEN et al., 2003; BIFULCO et al., 2007). Esta
técnica de caracterizagdo iniciada pela Bifulco em 1987 (BARONE et al., 2002)
foi usada satisfatoriamente em muitos trabalhos (TAl et al., 2014; ZHANG et al.,
2012; TEIXEIRA e ALVARENGA, 2016; RESENDE e ALVARENGA, 2016;
OLIVEIRA et al., 2018; SMITH et al., 2008; SMITH e GOODMAN, 2009;
BROWN, 2012).

Em principio, existem duas estratégias principais relativas ao uso de
calculos tedricos de deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de "*C para
elucidagdo estrutural. Em primeiro lugar, a exatiddo de uma determinada
estrutura candidata pode ser avaliada comparando os dados experimentais de

RMN para um determinado composto e os deslocamentos quimicos calculados
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para as possiveis estruturas. Além disso, Smith e Goodman (2010) introduziu a
probabilidade de DP4 que é atribuir um conjunto de dados experimentais a
duas (ou mais) estruturas candidatas, comparando as diferengas de
deslocamentos quimicos entre eles, o qual é frequentemente usado para o
caso de produtos naturais, mas também para reagdes organicas
estereosseletivas. O poder desta abordagem foi demonstrado na atribuigdo da
estereoquimica de anéis flexiveis de cinco membros, como o elatenino, um
produto que teve a estrutura revisada (SMITH et al., 2008).

Publicagdes recentes de nosso grupo de pesquisa descrevem o
isolamento e caracterizagdo de produtos naturais e calculos teoricos para a
determinacao estrutural de varios produtos e compostos improvaveis formados
por reagcdes de Diels-Alder (TEIXEIRA e ALVARENGA, 2016; RESENDE e
ALVARENGA, 2016; OLIVEIRA et al., 2017). Neste trabalho determinamos as
estruturas de dois novos epoxidos obtidos por uma sintese enantiosseletiva a
partir de produto natural quiral por calculos de RMN e DFT (density functional

theory).

2.2. MATERIAIS E METODOS

A sintese dos compostos 16 e 17 esta descrita na seg¢ao 1.3.4.10. do
Capitulo 1 (p. 25), assim como seus dados experimentais (se¢cédo 1.3.4.10.1., p.
26 e segao 1.3.4.10.2., p. 27).

2.2.1. Calculo Teérico

Na primeira etapa do calculo tedrico, uma busca conformacional usando
o programa Spartan 16 (Wavefunction Inc) foi realizada para todas as
estruturas candidatas en1-en4 e ex1-ex4 na fase gasosa, usando campo de
forcas MMFF e o método de Minimo Multiplo de Monte Carlo (MMMC)
especificando o numero maximo de conférmeros examinados igual a 1000.
Para as estruturas candidatas en1, en2, en3 e en4, o numero de conférmeros
encontrados foram 6, 6, 6 e 5, respectivamente. Enquanto que para as
estruturas candidatas ex1, ex2, ex3 e ex4, o numero de conférmeros

encontrados foram 6, 7, 6 e 6, respectivamente. Todos os conférmeros foram
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submetidos as andlises de DP4 e MEA (TEIXEIRA e ALVARENGA, 2016;
OLIVEIRA et al., 2018; LODEWYK et al., 2012; WILLOUGHBY et al., 2014).

2.2.1.1. Anadlise de DP4

Cada um desses conférmeros en1, en2, en3, en4, ex1, ex2, ex3 e ex4
foram submetidos a calculos de tensor de blindagem de RMN no nivel
B3LYP/6-31G(d,p) usando Gaussian 09 (FRISCH et al., 2009). O conjunto
resultante de valores de tensores ponderados por Boltzmann foram convertidos
em deslocamentos quimicos, subtraindo os tensores de blindagem
computadorizada do tetrametilsilano (TMS). A analise de DP4 foi realizada
inserindo-se os deslocamentos quimicos experimentais na ferramenta de
analise de DP4, disponibilizada em: http://www-

jmg.ch.cam.ac.uk/tools/nmr/DP4/.
2.2.1.2. Analise MEA

Cada um dos conféormeros de en1, en2, en3, en4, ex1, ex2, ex3 e ex4
foram submetidos a otimizagdo da geometria no Spartan 16 (Wavefunction Inc)
e calculo da frequéncia no nivel M06-2x/6-31+G(d,p) no Gaussian 09. Os
valores do tensor de blindagem de RMN foram calculados para cada
conférmero e otimizado com as fung¢des B3LYP e 6-311+G(d,p), bases
definidas no Gaussian 09. Os tensores de blindagem calculados para cada
nucleo foram submetidos a ponderagao de Boltzmann e depois convertidos em
valores dos desvios quimicos empiricamente dimensionados para cada nucleo
das estruturas en1, en2, en3, en4, ex1, ex2, ex3 e ex4. Parametros de analise
de regressdo foram utilizados para obter a escala de referéncia dos
deslocamentos quimicos de RMN de 'H e *C (LODEWYK et al., 2012). Os
conjuntos de dados experimentais dos epodxidos 16 e 17 foram comparados
com seus respectivos conjuntos de dados calculados: (en1, en2, en3 € en4) e
(ex1, ex2, ex3 e ex4). Entdo os valores médios de erro absoluto foram

determinados.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os epodxidos sao intermediarios importantes e reativos sintetizados a
partir de reagentes prontamente disponiveis. Um método tipico para a
preparagao dos epoxidos é a oxidacdo da ligagdo dupla C=C (OCHIAI e
HIRANO, 2014). As reag¢des de epoxidagao com acido m-cloroperbenzoéico dos
adutos de Diels-Alder 9a e 9b foram realizados utilizando condi¢cdes descritas

anteriormente no Capitulo 1 (p.24), conforme mostrado no Esquema 1.

Esquema 1: Reacao de epoxidacao dos adutos 9a e 9b.

As reacgdes de epoxidacao sao estereoespecificas, e nesse trabalho as
reacoes também foram estereosseletivas. Tanto o aduto endo 9a quanto o exo
9b tiveram o ataque de oxigénio na face menos impedida. O grupo hidroximetil
na posicdo 3 nao tem nenhum papel sobre estas reagdes, uma vez que é
distante do local onde a epoxidagao ocorreu. Considerando que os adutos 9a e
9b foram formados a partir do butenolideo quiral 6 de um modo
enantiosseletivo, e as reagdes de epoxidagcao foram estereoespecificas e
estereosseletivas, os epoxidos sao enantiomericamente puros.

Epoxidacao e halogenagao de adutos de Diels-Alder com AMCPB foram
descritos formando compostos tipo gaiola como uma mistura racémica. No
presente trabalho, os compostos tipo gaiola enantiomericamente puros nao
foram formados mesmo quando os epoxidos 16 e 17 foram aquecidos em
tolueno em um tubo selado. Os éteres de cinco membros tipo gaiola sao
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frequentemente descritos na literatura, no entanto, éteres de seis membros tipo
gaiola foram descritos em ocasides especiais seguindo uma rota sintética
distinta da apresentada neste trabalho (RESENDE e ALVARENGA, 2016). Aqui
caracterizamos completamente os epoxidos enantiomericamente puros 16 e
17 por métodos espectrométricos e calculos teoricos.

O estiramento da carbonila no infravermelho (1730-1737 cm™) &
consistente com os anéis de y-lactonas, indicando a presenga deste grupo
funcional nos produtos (Figura 1 e Figura 2). O estiramento vibracional do O-H
para o epoxido 16 foi observado em 3466 cm™ como uma banda acentuada em
vez do sinal de ligagdo de hidrogénio intermolecular amplo, como mostrado na

Figura 1.
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Figura 1: Espectro no Infravermelho do epdxido 16.
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Figura 2: Espectro no Infravermelho do epéxido 17.

ApoOs a analise inicial dos espectros no infravermelho, realizamos a
interpretacdo dos dados de RMN para a determinagao estrutural completa.
Uma caracteristica observada no RMN que € comum a ambos os epoxidos é a
auséncia de sinais olefinicos presentes nos espectros de RMN de 'H e de RMN

de "*C dos adutos endo e exo (9a e 9b) e ausentes nos epoxidos 16 e 17.
2.3.1. Identificagdao do Epoxido 16

Os sinais mais caracteristicos para o epoxido 16 no RMN de 'H (Figura
3) séo os H3, H9 e H9’ mais desprotegidos, a 64,50 (ddd), 63,81 (dd), e 63,56
(dd), respectivamente. Os mais protegidos H8 e H8’ foram também facilmente
atribuidos aos sinais em 61,51 (dt) e 60,91 (m), respectivamente. O hidrogénio
H8 acopla com H8’, H4 e H7 formando um duplo tripleto. Além do acoplamento
com H8, H4 e H7, o hidrogénio H8' também acopla em W com HS5 e H6,

conforme destacado na Figura 4, o que explica o multipleto para H8'.
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Figura 3: Espectros de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) para o epéxido 16.

Figura 4: Estrutura do epéxido 16 com o acoplamento em W destacado de H8'.

No espectro de RMN de "*C (Figura 5) os carbonos mais desblindados
sdo C1, C5, C6, C3 e C9 e o carbono mais blindado, facilmente atribuido,
refere-se ao C8 em 28,9 ppm. Além da carbonila em 6177,1,0 C3em 679,7 é
o carbono mais desblindado devido ao efeito retirador de elétrons do oxigénio
do anel de lactdnico. O carbono C9 (H,C-O) em 6 64,7 é mais desblindado que
C5e C6 (HC-O) em 47,6 e 48,5 ppm, respectivamente.

T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
1 (ppm)

Figura 5: Espectros de RMN de "*C (75 MHz, CDCls) para o epdxido 16.

O comprimento da ligagdo C9-Oxigénio (1,41 A) é mais curto que as
ligagbes C5-Oxigénio e C6-Oxigénio (~ 1,42 A), assim, a densidade de elétrons
em C5 e C6 é maior que em C9, o que explica a blindagem de C5e C6. O C6 é
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mais desblindado do que C5 porque o comprimento da ligacao C6-Oxigénio
(1,42 A) é menor que a ligagdo C5-Oxigénio (1,43 A). Assim, a densidade
eletrénica em C6 € menor que em C5, o que explica a desblindagem de C6. O
comprimento das ligacbes foram obtidas a partir do conférmero mais estavel
apo6s otimizagao com a base tedrica M06-2x/6-31+G(d,p).

A configuragdo relativa e, consequentemente, a absoluta foram
estabelecidas pelas correlagdes cruzadas de NOESY (Figura 6). A partir da
correlagdo cruzada observada no HMBC (Figura 8) com C9 pode-se fazer a
atribuicdo de H3a. A posigao relativa de H3a foi estabelecida pela correlagéao
cruzada com H7a e H8' observado no NOESY. A atribuicdo de H5 e H6 foi
estabelecida pela correlagdo cruzada com H4 e H7 observada no COSY
(Figura 7), respectivamente. Portanto, a atribuicao proviséria acima de C5 e C6
foi confirmada pela correlagdo com H7 e H4, respectivamente, pela analise do
espectro de HMBC.
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Figura 6: Mapa de contorno NOESY do epoxido 16 obtido a 25 °C.
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Os espectros experimentais e calculados de RMN 'H e '°C para todas as
estruturas candidatas s&o apresentados nas Figura 8 e Figura 9,
respectivamente, e é possivel observar algumas similaridades, principalmente

entre os espectros experimentais com os espectros calculados para a estrutura

OH

H H 2 H
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)

candidata en1.

T
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T
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\
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Figura 8: Espectros de RMN de 'H experimental para o epoxido 16 e os
calculados para as estruturas candidatas en1, en2, en3 e en4 obtido a 25 °C.
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Contudo, inspecionando os espectros experimentais e calculados de
RMN de 'H e de "C ndo somos capazes de apontar um melhor ajuste, uma
vez que en1 e en3 sdao muito parecidos. Os espectros en1, en2, en3 e end4
foram montados no MestreNova usando os desvios quimicos calculados com a
base tedrica BALYP/6-311+G (2d,p)//M06-2X/6-31+G(d,p).
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Figura 9: Espectros de RMN de 3C experimental para o epdxido 16 e os

calculados para as estruturas candidatas en1, en2, en3 e en4 obtido a 25 °C.
Para confirmar a estereoquimica do produto esperado 16, previmos os

desvios quimicos de RMN de ¥c e H para quatro estruturas candidatas e

verificamos a melhor combinacao entre os dados tedricos e experimentais. Os
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desvios quimicos de 'H e '®C foram calculados usando o nivel de teoria
B3LYP/6-311+G(2d,p)//IM06-2X/6-31+G(d,p) e sao apresentados na Tabela 1.
Os dados experimentais atribuidos sdo comparados lado a lado com os
valores tedricos e o MEA é calculado com o auxilio de uma planilha. O MEA
para a estrutura candidata en1 foi de 0,10 para o hidrogénio e de 1,32 para o
carbono, enquanto para en2, en3 e en4 os valores do MEA foram maiores,

conforme apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1: Caélculos dos desvios quimicos 'He BC para as estruturas candidatas en1, en2, en3 e en4 para analises de MEA?

Calc. &4 Calc. & |Adu| |Adc|
H C en1® en2 en3 en4 en1 en2 en3d end en1 en2 en3 en4d en1 en2 en3 end
H3 C1 431 4,49 444 443 176,58 177,42 175,75 177,41 0,19 0,01 0,06 0,07 0,63 021 1,46 0,19
H3a C3 2,79 281 276 285 78,11 80,27 80,33 78,75 0,00 0,02 0,04 0,05 1,61 055 0,60 0,98
H4 C3a 247 235 253 247 46,02 46,14 46,33 47,45 0,23 035 0,17 0,23 225 237 255 3,68
H5 C4 3,09 350 3,11 3,51 41,34 43,15 41,30 43,52 0,17 0,24 0,15 0,24 1,79 3,60 1,75 3,97
H6 C5 3,07 357 3,15 3,64 46,14 60,14 46,57 61,07 0,19 0,31 0,11 0,38 1,44 12,56 1,01 13,49
H7 C6 269 265 269 267 47,29 60,36 47,50 62,95 0,20 0,23 0,20 0,22 1,22 11,85 1,01 14,44
H7a C7 3,04 294 3,14 3,03 40,94 43,95 40,04 44,10 0,07 0,17 0,03 0,09 1,89 490 1,00 5,05
H8 C7a 1,83 1,93 1,59 2,33 48,42 48,97 48,30 48,67 0,03 042 0,08 0,82 1,79 2,36 1,66 2,04
H8 C8 091 234 085 1,84 28,43 53,97 29,18 54,15 0,00 1,43 0,06 0,94 0,47 25,07 0,28 25,24
H9 C9 3,80 3,81 395 4,08 64,69 63,57 62,31 4342 0,02 0,00 0,14 0,26 0,07 1,05 2,31 354
HY’ 3563 248 3,73 3,75 0,03 0,08 0,17 0,19
MEA 0,0 0,30 0,11 0,32 1,32 6,45 1,36 7,26

? Os calculos foram realizados usando o nivel de teoria B3LYP/6-311+G(2d,p)//M06-2X/6-31+G(d,p).

®MEA: Média de erro absoluto. ® en: epoxido derivado de 9a
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O segundo método utilizado foi o de probabilidade DP4, em que os
deslocamentos quimicos de RMN de 'H e °C para en1, en2, en3 e en4 das
estruturas candidatas foram calculadas no nivel B3LYP/6-31G(d, p).

Em seguida, os deslocamentos quimicos calculados, bem como os
deslocamentos experimentais, foram organizados e transferidos para o site
www-jmg.ch.cam.ac.uk/tools/nmr/DP4/, que calculou a probabilidade para cada
estrutura candidata de forma pratica e rapida. Esses calculos foram realizados
combinando os deslocamentos quimicos experimentais de RMN de 'H e de *C
com o0s respectivos dados calculados para en1, en2, en3 e en4,
simultaneamente. A analise estatistica foi realizada apds a atribuicdo dos
sinais, feita a partir da interpretacdo dos espectros de RMN. De acordo com a
metodologia do DP4, os dados experimentais sdo mais préximos dos valores
calculados para a estrutura candidata en1 com 100% de probabilidade. Os

resultados das probabilidades do método de DP4 sao mostrados na Tabela 2.

Tabela 2: Dados da analise de DP4 para o RMN de 'H e '*C para epdxidos 16
Probabilidade de DP4 (%)®

(ap6s atribuicao)

Produto Candidato c and 'H
en1 100
en2 0.0
en3 0.0
end 0.0

# Os calculos foram realizados usando o nivel de teoria
mecéanica molecular B3LYP/6-31G(d,p).

Portanto, tanto as analises de DP4, como o MEA, estabeleceram en1
como a estrutura para o epoxido 16. Os valores do MEA para o hidrogénio séo
geralmente os melhores para a distingdo de estruturas candidatas, e no nosso
caso, satisfatoriamente os valores de MEA para o hidrogénio foram inferiores
aos valores de MEA para o carbono. Embora a metodologia DP4 tenha sido
desenvolvida para distinguir diasteroisbmeros, empregamos essa analise
estatistica com sucesso em nosso trabalho, onde escolhemos uma molécula
entre quatro estruturas candidatas (SMITH e GOODMAN, 2010).
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2.3.2. Identificagao do Epoxido 17

Os hidrogénios mais blindados, H8 e H8', foram facilmente atribuidos
aos sinais em o6 1,40 (d) e ¢ 0,87 (d), respectivamente (Figura 10). As
multiplicidades destes sinais foram observadas como dupletos largos por causa
dos acoplamentos em W de H8 (com H3a e H7a) e H8'(com H5 e H6), como

mostrado na Figura 11.

5.0 48 46 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 26 24 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6
1 (ppm)

Figura 10: Espectros de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) para o epdxido 17.

Figura 11: Estruturas do epdxido 17 com o acoplamento em W destacado de H8 e
H8'.

Além dos acoplamentos em W e do acoplamento geminal, H8 e HE&
mostraram também acoplamentos com H4 e H7. No entanto, a Unica constante
de acoplamento medida para estes dois hidrogénios foi 0 acoplamento geminal
de J=11,1 Hz.

O sinal em 62,44 ppm foi atribuido a H3a com o auxilio das correlagdes
cruzadas no COSY (Figura 12) com H3, H7, H7a e H8. Porém, esse sinal foi
observado apenas como um simpleto largo (J = 8,1 Hz) devido ao acoplamento

cis vicinal com H7a, observado em 62,71 ppm.
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Figura 12: Mapa de contorno COSY do epoxido 17 obtido a 25 °C.

Além disso, o0 mapa de contorno COSY apresentou as correlacdes
cruzadas W acima mencionadas de H8 e H8'. O acoplamento W é uma das
principais diferengas entre os epoxidos 16 e 17. O epoxido 16 apresentou o
acoplamento em W (H8’) apenas com os hidrogénios do anel do epodxido,
enquanto o epoxido 17 mostrou acoplamento em W (H8/H8) com os
hidrogénios do anel do epdxido e com os hidrogénios da lactona. O HMBC
(Figura 14) foi usado para confirmar a atribuicdo dos sinais em ¢ 2,44 (H3a) e
2,88 ppm (H7) de acordo com a correlagdo com o grupo carbonila (6 177,5
ppm). O segundo sinal mais desblindado (84,0 ppm, C3) apresentou
correlagbes no HMBC com os sinais em ¢ 2,56 e 2,71 ppm que foram
atribuidos aos hidrogénios H4 e H7a, respectivamente. Posteriormente, a
correlagdo de H4 e H7a foi fundamentada para atribuir o sinal em 50,9 ppm a
C6. Além disso, a correlagdo no HMBC com H7 e H3a forneceu a atribuicdo do

sinal em 50,5 ppm a C5.
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Figura 13: Mapa de contorno NOESY do epoxido 17 obtido a 25 °C.
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Figura 14: Mapa de contorno HMBC do epoxido 17 obtido a 25 °C.
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Os espectros ex1, ex2, ex3 e ex4 também foram montados no
MestreNova usando os deslocamentos quimicos calculados com a base tedrica
B3LYP/6-311+G (2d,p)//M06-2X/6-31+G(d,p). Os espectros experimentais e
calculados de RMN 'H e ™C para todas as estruturas candidatas so
apresentados na Figura 15 e Figura 16, respectivamente, apresentando
similaridades principalmente entre o0s espectros experimentais com o0s

espectros calculados para e estrutura candidata ex3.

ex1

\

ex3 M m

ex4

5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6
1 (ppm)

Figura 15: Espectros de RMN de "H experimental para o ep6xido 17 e os

calculados para as estruturas candidatas ex1, ex2, ex3 e ex4 obtido a 25 °C.
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No entanto, assim como para o epoxido 16, é dificil concluir sobre qual é
a estrutura do epoxido 17 apenas por comparacgao visual entre os espectros de
RMN "C e 'H experimentais e calculados. Os deslocamentos quimicos de
RMN de *C e "H RMN foram calculados no nivel B3LYP/6-311+G(2d,p)//M06-

2X/6-31+G(d,p) para as estruturas candidatas ex1, ex2, ex3 e ex4 (Tabela 3).

ex1 ’ '

N L

ex3 ' L

ex4 ‘

CDCI3

L
Up JU

" A

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 920 80 70 60 50 40 30 20
f1 (ppm)

Figura 16: Espectros de RMN de ">C experimental para o epéxido 17 e os

calculados para as estruturas candidatas ex1, ex2, ex3 e ex4 obtido a 25 °C.

A média das diferengas entre os deslocamentos quimicos calculados e
experimentais fornecem o valor do MEA. O MEA para a estrutura candidata

ex3 foi de 0,14 para o hidrogénio e 1,34 para o carbono, enquanto que para
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ex1, ex2 e ex4 os valores de MEA foram maiores, conforme apresentado
Tabela 3. Portanto, a estrutura e estereoquimica do epdxido 17 foi confirmada

pela analise do MEA como sendo ex3.
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Tabela 3: Calculos dos desvios quimicos 'He BC para as estruturas candidatas ex1, ex2, ex3 e ex4 para analises de MEA?

Calc. &4 Calc. & |Adu| |Adc|
H C ex1® ex2 ex3 ex4 ex1 ex2 ex3 ex4 ex1 ex2 ex3 ex4 ex1 ex2 ex3 ex4
H3 C1 444 445 4,02 3,99 176,62 178,16 177,12 178,74 0,24 0,24 0,19 0,22 0,85 0,70 0,36 1,26
H3a C3 239 262 250 248 79,83 79,80 82,34 83,09 0,05 0,19 0,06 0,04 414 416 162 0,87
H4 C3a 260 243 232 217 42,74 4117 44,06 42,11 0,03 0,13 0,24 0,39 1,21 036 2,53 0,58
H5 C4 2,87 3,34 293 3,34 39,57 40,07 44,36 44,67 0,29 0,18 0,23 0,18 296 246 1,83 2,14
H6 C5 3,00 3,41 3,01 342 49,53 57,83 49,02 57,02 0,23 0,18 0,22 0,19 095 735 146 6,77
H7 C6 2,67 252 264 250 49,65 57,47 4952 57,33 0,22 0,37 0,24 0,38 1,20 6,62 1,33 6,48
H7a C7 2,75 2,83 265 275 43,54 43,96 43,71 44,18 0,05 0,12 0,06 0,05 1,90 2,32 2,07 254
H8 C7a 1,35 2,03 1,36 2,05 48,75 47,51 48,77 47,41 0,05 0,63 0,04 0,65 1,71 047 1,73 0,36
H8 C8 0,93 1,72 0,97 1,77 23,24 46,94 21,80 4534 0,06 0,85 0,10 0,90 1,45 25,15 0,01 23,55
H9 C9 3,70 3,66 3,77 3,70 60,93 61,01 63,70 64,32 0,15 0,18 0,08 0,15 325 3,17 048 0,13
HY’ 3,83 3,80 3,58 3,53 0,20 0,17 0,05 0,10
MEA 0,14 0,29 0,14 0,29 1,96 528 1,34 447

? Os calculos foram realizados usando o nivel de teoria B3LYP/6-311+G(2d,p)//M06-2X/6-31+G(d,p).

?MEA: Média de erro absoluto. ® ex: epoéxido derivado de 9b
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Os desvios quimicos de RMN de 'H e RMN de "*C calculados no nivel
B3LYP/6-31G(d,p) para as estruturas candidatas ex1, ex2, ex3 e ex4 foram
organizados e transferidos para o site www-jmg.ch.cam.ac.uk/tools/nmr/DP4/,
que calculou uma melhor correspondéncia entre os dados calculados e
experimentais. As atribuicbes dos sinais por interpretagdo dos espectros de
RMN foram feitos antes da analise estatistica.

Os valores calculados para a estrutura candidata ex3, com probabilidade
de 98,8%, sao muito mais préximos dos dados experimentais do que para as
estruturas candidatas ex1, ex2 e ex4. Os resultados da probabilidade de DP4

sao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Dados da analise de DP4 para o RMN de 'H e '*C para epdxidos 17
Probabilidade de DP4 (%)?

(ap6s atribuicao)

Produto Candidato c and 'H
ex1 1.2
ex2 0.0
ex3 98.8
ex4 0.0

# Os calculos foram realizados usando o nivel de teoria
mecéanica molecular B3LYP/6-31G(d,p).

2.4. CONCLUSAO

As estruturas dos dois novos epoxidos foram determinadas como sendo
(1aR,2R,2aR,5S,5aS,6S,6aS)- 5-(hidroximetil)hexaidro-2,6-metanoxireno[2,3-
fliso- benzofurano-3(1aH)-ona (16) e (1aS,25,2aR,5S,5aS,6R,6aR)-5-
(hidroximetil)hexa-idro-2,6-metanoxireno[2,3-flisobenzofurano-3(1aH)-ona (17).
As configuragdes absolutas e relativas dos epoxidos 16 e 17 foram definidas
através da sintese enantiosseletiva a partir do material de partida quiral
associada as analises de RMN e calculos de DFT.
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Considering the potential biological application of isobenzofuranones, especially as agrochemical de-
fensives, two novel epoxides, (1aR,2R,2aR,5S,5aS,6S,6aS)-5-(hydroxymethyl)hexahydro-2,6-
methanooxireno[2,3-flisobenzofuran-3(1aH)-one (9), and (1aS,2S,2aR,5S,5aS,6R,6aR)-5-(hydroxymethyl)
hexahydro-2,6-methanooxireno[2,3-flisobenzofuran-3(1aH)-one (10), were synthesized from the readily
available D-mannitol in six steps. The multiplicities of the hydrogens located at the bridge of the bicycle
are distinct for epoxides 9 and 10 due to W coupling, and this feature was employed to confirm the
assignment of these nuclei. Besides analyses of the 2D NMR spectra, the assignments of the nuclei at the

epoxide ring were also inferred from information obtained by theoretical calculations. The calculated *H
and 3C NMR chemical shifts for eight candidate structures were compared with the experimental chemical
shifts of 9 and 10 by measuring the mean absolute errors (MAE) and by the DP4 statistical analysis. The
structures and relative configurations of 9, and 10 were determined via NMR spectroscopy assisted with
theoretical calculations. As consequence of the enantioselective syntheses starting from a natural polyol,

the absolute configurations of the epoxides 9 and 10 were also defined.

© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Lactones are one of nature's most popular compounds and
present biological activities of great interest as antitumor [1],
phytotoxic [2,3], insecticide [4,5], and in the treatment of Alz-
heimer's disease [6]. The a,b-unsaturated-d-lactones are present in
a large number of compounds isolated from marine organisms and
plants. Their wide range of biological activities may be related to the
a,b-unsaturated-d-lactone, which is a potential Michael acceptor
[7,8]. The lactones with rings of five or six members are the most
stable and the most abundant in nature [8]. Functional- ized
lactones are useful intermediates for the synthesis of complex
molecules, whereby a variety of synthetic methods have been
developed [9].

One of the most commonly used tools for structural elucidation
of novel compounds is NMR spectroscopy [10]. However, even with
the use of this technique it is found in the literature the wrong or
incomplete molecular determination of various compounds [11]. In
this context, many researchers use quantum chemistry calculations

* Corresponding author.
E-mail address: elson@ufv.br (E.S. Alvarenga).

https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2018.03.050
0022-2860/© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.
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to simulate 13C and 'H NMR chemical shifts of the substances
[12,13]. This characterization technique initiated by Bifulco in 1987
[14] has been used satisfactorily in many works [15e22].

Inprinciple, there are two main strategies concerning the use of
theoretical calculations of '*H and 3C NMR chemical shifts in
structural elucidation. Firstly, the correctness of a given candidate
structure canbeassessed bycomparingtheexperimental NMR data
for a given compound and the chemical shifts calculated for the
putative structures. Moreover Goodman et al. have introduced the
DP4 probability to assign one set of experimental data to two (or
more) candidate structures by comparing the differences of
chemical shifts between them. This is often the case of natural
products, butalso of stereoselective organicreactions. The power of
this approach was demonstrated in assigning the stereochemistry
of flexible five-membered rings, such as elatenyne, a natural
product which had the structure revised [20].

Recent publications from our research group describe the
isolation and characterization of natural products and theoretical
calculations for the structural determination of several isolated
products and unforeseen compounds formed by the Diels-Alder
reactions [17,18,23]. In this work we describe the enantioselective
syntheses of two novel epoxides from a chiral natural product and
determine their structures by NMR and DFT calculations.
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1. Experimental section
11 General

Reagents and solvents were obtained from commercial sources and
were purified according to standard procedures when neces- sary. (S)-
5-Hydroxymethylfuran-2(5H)-one (6) [24], endo (7) and exo (8) [25]
were prepared as previously described in the literature. The progress
of the reactions was monitored by silica gel thin layer chromatography
(TLC). The TLC plates were visualized in a UV chamber [26] prior to
staining the spots by chemical means. Col-
umn chromatography was carried out on silica gel (60e230 mesh).
Melting points were determined on a MQAPF- 301 melting point
apparatus and are uncorrected. IR spectra were acquired in a Varian
660-IR spectrometer (equipped with GladiATR) using thin film solid
method. NMR experiments were performed on a Varian Mercury 300
spectrometer with CDCl; as solvent. The chemical shifts were
referenced to CDCl; (d 77.0 for 3C NMR) and residual CHCl; (7.26 for
'H NMR). Optical rotations were measured using
Bellingham Stanley digital polarimeter ADP 220 at 22 °C and
angular range from—255° to 255°. High Resolution Mass Spectra
(HRMS) were obtained on a MicrOTOF II (Bruker Daltonics) in-
strument wtih Electron Spray Ionization (ESI) in the positive ion
mode.

Synthesis of (1aR,2R,2aR,5S,5a8,6S,6aS)-5-(hydroxymethyl)
hexahydro-2,6-methanooxireno [2,3-flisobenzofuran-3(1aH)-one (9)

To a sealed tube were added the endo adduct 7 of the Diels- Alder
(0.200 g, 1.1 mmol) reaction and m-chloroperbenzoic acid (1.5 eq)
dissolved in dichloromethane (10 mL). The reaction mixture was kept
under stirring at 50 °C for 4 h until all the starting
material was consumed. Subsequently, 10 mL of 20% Na.SOj3 solu- tion
was added to the reaction mixture, and extracted with
dichloromethane (3 x 10 mL). The organic extracts were combined and
the organic phase was washed with 10% Na.CO; solution (2 10 mL)
ané& dried with anhydrous MgSO,. After evaporation of the solvent
under reduced pressure the residue was purified by silica gel column
chromatography using hexane/ethyl acetate 2:1 (v/v) to afford the title
compound in 65% yield (0.142 g).

'H NMR (300 MHz, CDCl,) 0.91 (1H, m, J ¢ 4 ¥4 0.6, J &, % 0.9 and
Jss 4 10.2 Hz, H8Y); 151 (1H, dt, Js,% 1.8 and Jss % 10.2 Hz, H8);
270 (1H, m, H4); 2.79 (1H, ddd, Jys.% 3.0, J334 % 4.5 and
Jsa7a V4 10.2 Hz, H3a); 2.89 (1H, m, H7); 3.11 (1H, dd, J,; V4 5.4 and
J3a7a V4 10.2 Hz, Hya); 3.26 (1H, m, H5); 3.29 (1H, m, H6); 3.56 (1H, dd,
Jog ¥4 12.3 and Jg 5 4 3.6 Hz, H9); 3.81 (1H, dd, Jog ¥ 12.3 and Jy; 2.8
Hz, '] 9); 4.50 (1H, ddd, J30 2.8,J503 36,J35« 4BHz, H3)Vi

3C NMR (75 MHz, CDCl3) 28.9 (C8); 39.0 (C7); 39.5 (C4); 43.9
(C3a); 46.7 (C7a); 47.6 (C5); 48.5 (C6); 64.7 (C9); 79.7 (C3); 177.1(C1).

IR (thin film solid, cm™1): 3466, 3319, 2981, 2163, 1737, 1455,
1353, 1180, 1012, 968, 842, 642, 510.

EM m/z (%): 165 (32); 105 (11); 91 (24); 83 (26); 82 (61); 81
(100); 80 (10);79 (64); 77 (36); 66 (12); 55 (23); 54 (19); 53 (31); 51
(18); 41 (31); 40 (10). [alp

Vs —18.87.

m.p.: 87.2e87.7 °C

HRMS m/zCioH:30,(M b H)P caled 197.0808, found 197.0812.

Synthesis  of  (1aS,2S,2aR,5S,5aS,6R,6aR)-5-(hydroxymethyl)
hexahydro-2,6-methanooxireno [2,3-f]lisobenzofuran-3(1aH)-one (10)

The epoxide 10 was obtained in 88% yield (0.070 g) from the exo
adduct 8 (0.100 g, 0.55 mmol) using the same procedures employed to
prepare epoxide 9.

H NMR (300 MHz, CDCl,) 0.87 (1H, d, Jss ¥4 11.4 Hz, H8"); 1.40
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(1H, d, Jsog ¥4 11.1 Hz, H8); 2.44 (1H, dd, J7.3. V4 8.1 Hz, H3a); 2.56
(1H, m, Hg); 2.71 (2H, d, J7.; ¥4 8.1 Hz, H7a and OH); 2.88 (1H, m,
H7); 3.16 (1H, m, H5); 3.23 (1H, m, H6); 3.63 (1H, dd, Joy ¥4 12.3 and
Jg 3 Vs 3.3 Hz, Ho"; 3.85 (1H, dd, I Ve 12.3, and Jy; ¥ 3.0 Hz, H9); 4.21
(1H, q, J34 2.2 anthJy,3 3.0 Hz, HR).

3C NMR (75 MHz, CDCl;) d 21.8 (C8); 41.5 (C3a); 41.6 (C7); 42.5
(C4); 47.0 (C7a); 50.5 (C5); 50.9 (C6); 64.2 (C9); 84.0 (C3); 177.5
(C8).

IR (thin film solid, em™1): 3412, 3038, 2956, 2885, 2161, 1730,
1458, 1366, 1295, 1196, 1002, 909, 844, 789, 552, 478.

EM m/z (%): 165 (32); 105 (11); 91 (24); 83 (26); 82 (61); 81
(100); 80 (10); 79 (64); 77 (36); 67(10); 66 (12); 65 (12); 55 (23); 54
(19); 53 (31); 51 (18); 41 (31); 40 (10).

[alp V4 —1.94.

m.p.: 98.8e100.2 °C

HRMS m/z C,0H30, (M p H)P caled 197.0808, found 197.0806.

12, Computational

Step 1: The conformational search was performed for all
candidate structures eni-enq4 and exi-ex4 in the gas phase using
MMEFF force field and Monte-Carlo procedure which was set by
specifying the maximum number of conformers examined equal to
1000. For the candidate structures eni, en2, en3, and eng, the
number of conformers found was 6, 6, 6, and 5, respectively. For the
candidate structures exi, ex2, ex3, and ex4, the number of con-
formers found was 6, 7, 6, and 6 conformers, respectively. All con-
formers were subjected to the DP4 and MAE analyses
[17€19,27,28].

13 DP4 analysis

Step 2: Each of these conformers of en1, en2, en3, en4, ex1, ex2,
ex3, and ex4 (Step 1) were subjected to NMR shielding tensor cal-
culations at B3LYP/6-31G(d,p) level of theory using Gaussian 09
[29].

Step 3: The resulting set of Boltzmann-weighted tensor values
were converted to chemical shifts by subtracting the shielding
tensor value of tetramethylsilane (TMS) at this level of theory.

Step 4: DP4 analysis was accomplished by inputting computed
and experimental chemical shifts into the DP4 analysis tool (located
at: http://www-jmg.ch.cam.ac.uk/tools/nmr/DP4/).

14. MAE analysis

Step 5: Each of these conformers of ent, en2, en3, en4, ex1, ex2,
ex3, and ex4 (Step 1) were subjected to geometry optimization and
frequency calculation at Mo6-2x/6-31pG(d,p) level of theory in
Gaussian 09.

Step 6: NMR shielding tensor values were computed for each
optimized conformer with B3LYP functional and 6-311 G(2),p) basis
set in Gaussian 09.

Step 7: The computed shielding tensors for each nucleus were
Boltzmann-weighted and then converted to empirically scaled
chemical shift values for each nucleus for eni, en2, en3, en4, exi,
ex2, ex3, and ex4. Regression analysis parameters were used to
scale and reference 'H and BC NMR chemical shifts [30]. The
experimental data sets of epoxide 9 and 10 were compared with
their respective calculated data sets: (en1, en2, en3, and en4) and
(ex1, ex2, ex3, and ex4). Then the mean absolute error values were
calculated.

2. Results and discussions

D-mannitol was acetalated following a methodology described



by our group [31]. The diacetal was cleaved by sodium metaper-
iodate and the aldehyde was converted into the cis 4 and trans 5
esters by Wittig reaction. Ethyl (R,Z)-3-(2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-
4-yDacrylate 4 was reacted with catalytic amount of sulfuric acid in
methanol to afford the (S)-5-(hydroxymethyl)furan-2(5H)-one 6
[24,32]. Diels-Alder reaction of the butenolide 6 with cyclo-
pentadiene provided the cycloadducts 7 and 8 in 82% overall yield
[25]. The crude mixture was injected in the GC-MS and the relative
proportion was determined as 80% of 7 and 20% of 8 (Scheme 1).
The endo adduct 7, formed in greater quantity, is the kinetic product.
While the exo adduct 8, formed in smaller quantity, is the
thermodynamic product. The adducts 7 and 8 were formed with anti-
facial selectivity as observed by Casas [25].

Epoxides are important and reactive intermediates synthesized
from readily available reagents. A typical method for the prepara-
tion of epoxides is the oxidation of the C4C double bond [33].
Epoxidation reactions with meta-chloroperbenzoic acid (m-CPBA)
of Diels-Alder adducts 7 and 8 were performed using the conditions
previously described [18] (Scheme 2). The epoxidation reactions are
stereospecific, but in our case the reactions were also stereo-
selective. Both endo 7 and exo 8 adducts had the oxygen attack on the
less hindered face. The hydroxymethyl group at position 3 has no
role on these reactions, because it is distant from the place where the
epoxidation took place. Considering the adducts 7 and 8 were formed
from the chiral butenolide 6 in an enantioselective way, and the
epoxidation reactions were stereospecific and ster- eoselective, the
epoxides are enantiomerically pure.

Epoxidation and halogenation of Diels-Alder adducts with m-
CPBA were described to form cage compounds as a racemic mixture.
In the present work the enantiomeric pure cage com- pounds were
not formed even when the epoxides 9 and 10 were heated in toluene
in a sealed tube. The five membered ethers in cage compounds are
often described in the literature; however the
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Scheme 2. Epoxidation of the endo adducts 7 and 8 and the virtual cage compounds.

six membered ethers in cage compounds have been described on
special occasions following a synthetic route distinct from ours [18].
Herein we fully characterize the enantiomeric pure epoxides 9 and 10
by spectrometric methods and theoretical calculations.

Carbonyl stretching vibration in the infrared (1730-1737 cm™1) is
consistent with g-lactone rings, indicating the presence of this
functional group in the products. The OeH stretching vibration for
epoxide 9 was observed at 3466 cm™* as a sharp peak instead of the
broad intermolecular hydrogen bonded signal.

O
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Scheme 1. Synthesis of the endo 7 and exo 8 adducts from D-mannitol.
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Following the initial infrared analysis we performed full NMR
interpretation for complete structural determination. A feature
observed in the NMR that is common to both epoxides is the absence
of olephinic signals present in the *H and 13C NMR spectra of the endo
and exo adducts (7 and 8) and absent in the epoxides 9 and 10.

11 Identification of epoxide 9

The most characteristic signals for epoxide 9 in the 'H NMR are the
most deshielded H3, Hg, and H9®, at d 4.50 (ddd), d 3.81 (dd), and d 3.56
(dd) respectively. The most shielded H8 and H8° were also easily
assigned to the signals at d 1.51 (dt) and d 0.91 (m) respectively. The
hydrogen H8 couples with H8%, H4 and H7 to
afford a doublet of triplets. Besides coupling with H8, H4 and Hy, the
hydrogen H8° has a W coupling with H5 and H6, which explains the
multiplet for H8' (Fig. 1).

The most characteristic signals in the 3C NMR are the most
deshielded carbons C1, C5, C6, C3, and C9. The carbon C8 is easily
assigned to the shielded signal at d 28.9. Apart from the carbonyl at d
1771, C3 at d 79.7 is the most deshielded carbon because of the
withdrawing effect of the oxygen from the lactone ring. The carbon Cg
(H.CeO) at d 64.71is more deshielded than C5 and C6 (HCeO) at d 47.6,
and 48.5 ppm, respectively. The C9-Oxygen bond length (1.41 &) is
shorter than the C5-Oxygen and C6-Oxygen (~1.42 A) bonds, thus the
electron density on C5 and C6 is greater than on Cg which explains the
shielding of C5 and C6. The C6 is more deshielded than C5 because C6-
Oxygen bond length (1.42 A) is shorter than C5-Oxygen bond (1.43 A).
Thus the electron density on C6 is less than on C5 which explains
the deshielding of C6. The
bonds lengths were taken from the most stable conformer after
optimization at M06-2x/6-31 Gfd,p) level of theory.

The relative and consequently absolute configuration was
established by NOESY cross correlations. Cross correlation observed in
the HMBC with C9 provided the assignment of H3a. The relative
position of H3a was established by the cross correlation with Hya
and H8° observed in the NOESY. The assignment of H5 and H6 was
set up by the cross correlation with H4 and H7 observed in the COSY,
respectively. Therefore the above tentative assignment of C5 and C6
was confirmed by correlation with H7 and H4 in HMBC respectively
(Table 1).

A visual note of similarity comparing the experimental and
calculated 'H and BC NMR spectra for all candidate structures are
presented in Figs. S15and S16 respectively (Supplementary Mate- rial).
From the 'H NMR we are able to visually match the calculated
spectrum for candidate structure en1 to the experimental spec- trum.
However inspecting the experimental and calculated 3C NMR spectra
we are not able to point a best fit, as en1 and en3 are very similar. The
spectra eni, en2, en3, and en4 were assembled in MestreNova using
the chemical shifts calculated at B3LYP/6-

311 b G(2d,p)//M06-2X/6-31 b G(d,p) level of theory.

To confirm the stereochemistry of the expected product 9 we

predicted the 3C and 'H chemical shifts for four candidate

Hy Hy'

O

Fig. 1. Structure of epoxide 9 with the W coupling highlighted in bold of H8'.
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structures and checked the best match between theoretical and
experiment data. The calculated *H and 13C chemical shifts using
B3LYP/6-311pG(2d,p)//M06-2X/6-31 [6(d,p) level of theory are
presented in Table 2. The assigned experimental data are compared
with the theoretical values side by side and MAE is calculated using
a spreadsheet.

The MAE for the candidate structure en1 was 0.10 and 1.32 for
both hydrogen and carbon respectively, while for en2, en3, and en4
the MAE values were larger, as presented in Table 2.

The second method used was the DP4 probability where the NMR
chemical shifts of carbon and hydrogen for eni, en2, en3, and eng
candidate structures were calculated at B3LYP/6-31G(d,p) level of
theory. Then the calculated chemical shifts as well as the
experimental shifts were aligned and transferred to the web applet
athttp://www-jmg.ch.cam.ac.uk/tools/nmr/DP4/, which calculated
the ‘goodness-of-fit' in a practical and fast way. These calculations
were carried out by matching the experimental 'H and 3C chemical
shifts with the respective calculated data of eni, en2, en3, and eng
simultaneously. The statistical analysis was performed after
assignment of the signals, which was done by NMR spectra
interpretation.

According to the DP4 methodology, the experimental data are
much closer to the calculated values of the candidate structure en1
than the other potential structures with 100% probability. The DP4
probability results are summarized in Table 3.

Therefore DP4 analyses, like MAE, established en1 as the correct
structure. The MAE values for hydrogen were lower than those for
carbon and are generally considered to present better distinction.
Although the DP4 methodology was developed to distinguish be-
tween diasteroisomers, we have employed this statistical analysis
with success in our advantage, where we have chosen one molecule
between four candidate structures [34].

12, Identification of epoxide 10

The most shielded H-8 and H-8° were easily assigned to the
signals at d 1.40 (d) and d 0.87 (d) respectively. The multiplicities of
these signals were observed as broad doublets because of the W
couplings of H8 (with H3a, and Hya), and H8’ (with Hs, and H6),
besides the geminal coupling (H8 and H80), which is shown in Fig. 2.
Besides the W couplings, H8 has shown coupling with H8°, H4, and
Hy. To sum up, H8? has presented the same couplings of H8 besides
the W couplings. However the only coupling constant measured for
these two hydrogens was the geminal coupling of

J V4 11.1 Hz (Table 4).

The signal at d 2.44 ppm was assigned to H3a with the aid of the
COSY cross correlations with H3, H7, H7a, and H8. However this
signal was observed only as a broad doublet (J 84 Hz) due to the cis
vicinal coupling with Hya. Following that, the signal atd 2.71
ppm was assigned to H7a. Furthermore the COSY contour map
presented the above mentioned W cross correlations of H8 and H8'.
The W coupling is one of the key differences between epoxide 9 and
10. Epoxide 9 presented W coupling (H8°) only with the hydrogens
of the epoxide ring, while epoxide 10 showed W coupling (H8/H8?)
with the hydrogens of the epoxide ring and with the hydrogens of the
lactone.

The HMBC was used to confirm the assignment of the signals at
d 2.44 (H3a), and 2.88 ppm (H7) via correlation with the carbonyl (d
177.5 ppm). The second most deshielded signal (d 84.0 ppm, C3)
presented correlations in the HMBC with the signals at d 2.56, and
2.71 ppm which were assigned to H4, and H7a, respectively.
Thereafter, correlation of H4, and H7ya was reasoned to assign the
signal at d 50.9 ppm to C6. Furthermore, the correlation in the
HMBC with Hy, and H3a provided the assignment of the signal at d
50.5 ppm to Cs.



Table 1

The experimental *H and'3C data for epoxide 9, COSY, NOESY, and HMBC correlations.

Label dc Label di (m, J, n) cosy NOESY HMBC
C1 177.1 e e e e H7a, H8
c3 79.7 H3 4.50 (ddd, J % 4.5, 3.6, 2.8 Hz, 1H) H3a, Ho, HY' OH, Ho, Ho' H7a, Ho
C3a 43.9 H3a 2.79 (ddd, J % 10.2, 4.5, 3.0 Hz, 1H) H4, H3, H7a HE', H7a Hy, H8, H8', Hg, Hq'
Cq 39.5 H4 2.70 (m, 1H) Hasa, Hs, H8, HE' Hs, H8, H8' He, Hy, H8, H8'
Cs 47.6 Hs 3.26 (m, 1H) Ha4, H8, H8' H4 Hy, HE'
c6 48.5 H6 3.29 (m, 1H) H7, H8, H8' Hy Hg4, H7a, H8'
cy 39.0 Hy 2.89 (m, 1H) H6, H8, H8' H6, H7a, H8, H8' Ha4, H7a, H8, HS'
Cya 46.7 H7a 3.11 (dd, /% 10.2, 5.4 Hz, 1H) H3a Hs3a, Hy, H8' Hg, H8, HE'
c8 28.9 H8 1.51 (dt, J % 10.2, 1.8 Hz, 1H) Ha, Hs, H6, Hy, H8' Ha4, H7, HS' Hs, H6
H8' 0.91 (m, J ¥4 10.2, 0.9, 0.6 Hz, 1H) Hg4, Hs, H6, Hy, H8 Hsa, H4, H7, H8 e
Co 64.7 Ho 3.81 (dd,J % 12.3, 2.8 Hz, 1H) H3, OH H3, OH e
Ho' 3.56 (dd, J%12.3, 3.6 Hz, 1H) H3, OH H3, OH e
d: experimental chemical shifts (ppm); m: multiplicities; J: coupling constants; n: number of hydrogens.
Table 2
The calculated 'H and3C chemical shifts for candidate structures en1, en2, en3, and en4 for MAE®* analyses.
Cale. du Cale. dc jDdyj jDdcj
H C en1b en2 en3 eng en1 en2 en3 eng en1 en2 en3 eng eni en2 en3 eng
H3 C1 4.31 4.49 4.44 4.43 176.58 177.42 175.75 177.41 0.19 0.01 0.06 0.07 0.63 0.21 1.46 0.19
H3a C3 2.79 2.81 2.76 2.85 78.11 80.27 80.33 78.75 0.00 0.02 0.04 0.05 1.61 0.55 0.60 0.98
Ha C3a 2.47 2.35 2.53 2.47 46.02 46.14 46.33 47.45 0.23 0.35 0.17 0.23 2.25 2.37 2.55 3.68
Hs C4 3.09 3.50 3.11 3.51 41.34 43.15 41.30 43.52 0.17 0.24 0.15 0.24 1.79 3.60 1.75 3.97
H6 Cs 3.07 3.57 3.15 3.64 46.14 60.14 46.57 61.07 0.19 0.31 0.11 0.38 1.44 12.56 1.01 13.49
H7 C6 2.69 2.65 2.69 2.67 47.29 60.36 47.50 62.95 0.20 0.23 0.20 0.22 1.22 11.85 1.01 14.44
H7a  C7 3.04 2.94 3.4  3.03  40.94 43.95 40.04 44.10 0.07 0.7 003  0.09 1.89  4.90 100 5.05
HS8 Cra 1.53 1.93 1.59 2.33 48.42 48.97 48.30 48.67 0.03 0.42 0.08 0.82 1.79 2.36 1.66 2.04
H§' Cc8 0.91 2.34 0.85 1.84 28.43 53.97 29.18 54.15 0.00 1.43 0.06 0.94 0.47 25.07 0.28 25.24
Ho Co 3.80 3.81 3.95 4.08 64.69 63.57 62.31 43.42 0.02 0.00 0.14 0.26 0.07 1.05 2.31 3.54
H9IJ 3.53 2.48 3.73 3.75 0.03 0.08 0.17 0.19
MAE 0.10 0.30 0.11 0.32 1.32 6.45 1.36 7.26

2 Calculations were carried out using the B3LYP/6-311 b G(2d,p)//M06-2X/6-31 b G(d,p) level of theory.

2 MAE: mean absolute error.
Pen: epoxide derived from 7.

Table 3
DP4 analysis of 'H and'3C NMR data for epoxide 9.

Candidate product structure DP4 probability (%)after assignment

3C and 'H
en1 100
en2 0.0
en3 0.0
eng 0.0

% Calculations were carried out using the B3LYP/6-31G(d,p)//Molecular mechanic
level of theory.

The spectra ex1, ex2, ex3, and ex4 were also assembled in
MestreNova using the chemical shifts calculated at B3LYP/6-
311 G(2d,p)//Mo6-2X/6-31 G(fbp) level of theory. The closest visual
match of the experimental spectrum can be made to the calculated *H
NMR spectrum of candidate structure ex3 (Supple- mentary Material,
Fig. S17). However, similar to the epoxide 9, it is difficult to visually
spectra

match the experimental and calculated =BC NMR

(Supplementary Material, Fig. S18).

10

The 3C and '"H NMR chemical shifts were calculated at B3LYP/6-
311 B(2d,p)//M06-2X/6-31 (Hd,p) level of theory for ex1, ex2, ex3,
and ex4 candidate structures (Table 5). The average of the
differences between the calculated and the experimental chemical
shifts afforded the MAE. The MAE for the candidate structure ex3
was 0.14 and 1.34 for both hydrogen and carbon respectively, while
for exi1, ex2, and ex4 the MAE values were larger, as presented in
Table 5. Therefore the structure and stereochemistry of epoxide 10
was confirmed by MAE analysis as being ex3.

The calculated 'H and BC NMR chemical shifts at B3LYP/6-
31G(d,p) level of theory for ex1i, ex2, ex3, and ex4 candidate
structures were aligned and transferred to the web applet at http://
www-jmg.ch.cam.ac.uk/tools/nmr/DP4/, which calculated the best
match between the calculated and experimental data. The assign-
ment of the signals by interpretation of the NMR spectra was done
prior to the statistical analysis.

The calculated values of the candidate structure ex3 are much
closer to the experimental data than candidate structure exi, ex2,
and ex4 with 98.8% probability. The DP4 probability results are
presented in Table 6.

Fig. 2. Representation of the W coupling highlighted in bold for the epoxide 10.
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Table 4

The experimental *H and'3C data, and COSY, NOESY, and HMBC correlations for epoxide 10.

Label d Label d (m,J,n) COSsYy NOESY HMBC
C1 177.5 e e e e H3a,H7,H7a
C3 84.0 H3 4.21 (q, J % 2.2, 3.0 Hz, 1H) H3a, Ho, Ho' H3a, H4, H8', Ho, Hg' H4, Hya, Ho
C3sa 41.5 H3a 2.44 (d,J ¥48.1 Hz, 1H) H3, H7,H7a, H8 H3, Hs, Hya Hg4, H5, Hg
C4 42.5 H4 2.56 (m, 1H) Hs, H8, H8' Hs, H6, H8, HE' Hs, Hy
Cs 50.5 Hs 3.16 (m, 1H) Hg, H8' H3a, H4 H3a, Hy, H8, He'
(&) 50.9 H6 3.23 (m, 1H) H7, H8' H7, H7a H4, Hya
Ccy 41.6 Hy 2.88 (m, 1H) H3a, H6, H8, H8' H6, H8, H8' Hs, Hya
Cya 47.0 H7a 2.71 (d, /% 8.1 Hz, 1H) H3a, Hy, H8 H3a, H6 Ha, H8, HE'
[¢] 21.8 H8 1.40 (d, J % 11.1 Hz, 1H) H3a, H4, Hy, H7a, H8' Ha, H7, H8' H3a, Hya
H8' 0.87 (d, /¥ 11.1 Hz, 1H) Hg4, Hs, H6, Hy, H8 H3, H4, H7, H8 e
Co 64.2 Ho 3.85 (d, J%12.3, 3.0 Hz, 1H) H3, Ho' H3, OH, Ho' H3a
H9ﬂ 3.63 (dd, /% 12.3, 3.3 Hz, 1H) H3, Hg H3, OH, Hg e

d: experimental chemical shifts (ppm); m: multiplicities; J: coupling constants; n: number of hydrogens.

Table 5

The calculated 'H and'3C chemical shifts for candidate structures ex1, ex2, ex3, and ex4 for MAE® analyses.

Cale. du Cale. dc jDdu jDdcj
H C ex1h ex 2 ex3 ex4 ex1 ex2 ex3 ex4 ex1 ex2 ex3 ex4 ex1 ex2 ex3 ex4
H3 C1 4.44 4.45 4.02 3.99 176.62 178.16 177.12 178.74 0.24 0.24 0.19 0.22 0.85 0.70 0.36 1.26
H3a C3 2.39 2.62 2.50 2.48 79.83 79.80 82.34 83.09 0.05 0.19 0.06 0.04 4.14 4.16 1.62 0.87
Hyg C3a 2.60 2.43 2.32 2.17 42.74 4117 44.06 42.11 0.03 0.13 0.24 0.39 1.21 0.36 2.53 0.58
Hs C4 2.87 3.34 2.93 3.34 39.57 40.07 44.36 44.67 0.29 0.18 0.23 0.18 2.96 2.46 1.83 2.14
H6 Cs 3.00 3.41 3.01 3.42 49.53 57.83 49.02 57.02 0.23 0.18 0.22 0.19 0.95 7.35 1.46 6.77
H7 Co6 2.67 2.52 2.64 2.50 49.65 57.47 49.52 57.33 0.22 0.37 0.24 0.38 1.20 6.62 1.33 6.48
H7a C7 2.75 2.83 2.65 2.75 43.54 43.96 43.71 44.18 0.05 0.12 0.06 0.05 1.90 2.32 2.07 2.54
H8 Cya 1.35 2.03 1.36 2.05 48.75 47.51 48.77 47.41 0.05 0.63 0.04 0.65 1.71 0.47 1.73 0.36
H8' Cc8 0.93 1.72 0.97 1.77 23.24 46.94 21.80 45.34 0.06 0.85 0.10 0.90 1.45 25.15 0.01 23.55
Ho Co 3.70 3.66 3.77 3.70 60.93 61.01 63.70 64.32 0.15 0.18 0.08 0.15 3.25 3.17 0.48 0.13
HQU 3.83 3.80 3.58 3.53 0.20 0.17 0.05 0.10
MAE 0.14 0.29 0.14 0.29 1.96 5.28 1.34 4.47

2 Calculations were carried out using the B3LYP/6-311 b G(2d,p)//M06-2X/6-31 b G(d,p) level of theory.

2 MAE: mean absolute error.
bex: epoxide derived from 8.

Table 6 . .

DP4 analysis of H and C NMR data for epoxide 10.

Candidate product structure DP4 probability (%) after assignment

3C and 'H
ex1 1.2
ex2 0.0
ex3 08.8
ex4 0.0

2 Calculations were carried out using the B3LYP/6-31G(d,p)//Molecular mechanic level
of theory.

1. Conclusion

The structures of two novel epoxides were determined as being
(1aR,2R,2aR,58S,5a8,68,6aS)-5-(hydroxymethyl)hexahydro-2,6-
methanooxireno[2,3-flisobenzofuran-3(1aH)-one ©) and
(1aS,2S,2aR,58,5aS,6R,6aR)-5-(hydroxymethyl)hexahydro-2,6-
methanooxireno[2,3-f]lisobenzofuran-3(1aH)-one (10). The relative
and absolute configurations of the epoxides (9) and (10) were defined
via the enantioselective syntheses from the chiral starting material
associated with NMR analyses and DFT calculations.
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CAPITULO 3

AVALIAGAO DA ATIVIDADE DA TIROSINASE DOS DERIVADOS DE
IZOBENZOFURANONAS A PARTIR DO D-MANITOL

3.1. INTRODUGAO

A tirosinase € uma metaloenzima contendo cobre e é amplamente
distribuida na natureza entre plantas, animais e micro-organismos. E a enzima
chave na produgao do pigmento polimérico melanina (MATSUURA et al., 2006;
SCHALLREUTER et al., 2009). Na rota biossintética da melanina, as duas
primeiras etapas sao catalisadas pela tirosinase, ocorrendo a hidroxilagdo da L-
tirosina para L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) que é posteriormente oxidada
a orto-quinona (dopaquinona) (PARVEEN et al., 2010; HEARING, 2011). A
dopaquinona sera transformada posteriormente através de varias reacdes para
produzir a melanina (ASHRAF et al., 2015). Os primeiros relatos sobre a agao
catalitica da tirosinase foram obtidos a partir de extratos de cogumelos, os
quais sao utilizados até hoje como fonte dessa enzima (HEARING, 2011).

A tirosinase é a principal enzima responsavel pela produgdo da
melanina, um importante pigmento biolégico que confere protegcao contra a
irradiacao ultravioleta (RAMSDEN e RILEY, 2014). A melanina é o pigmento
responsavel pela coloracdo da pele, sendo assim, a cor da pele humana é
determinada pela quantidade de melanina presente nas células da pele (Yl et
al., 2010; SAED et al., 2017).

Ainda que a melanina tenha principalmente fungdo de fotoprotegdo na
pele humana, a superprodu¢do ou acumulacdo anormal de melanina pode
levar a disturbios de hiperpigmentacao da pele, incluindo o melanoma (SMIT et
al., 2009; RESZKO et al., 2009). Melanoma cutaneo é um tipo de cancer de
pele originado nos melandcitos, que sao células epiteliais onde é produzido o
pigmento melanina. Apesar de representar apenas 3% das neoplasias
malignas da pele, o0 melanoma possui alta probabilidade de sofrer metastase
(INCA, 2018), que ¢é a propagacao do tumor de seu local de origem para outras
partes do corpo, constituindo o maior problema no campo do cancer (KHANNA
e HUNTER, 2005).
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A atividade da tirosinase também é responsavel pelo escurecimento dos
alimentos o que nao é desejavel a industria agricola (SEO et al., 2003; KUBO
et al., 2003)

Diversos inibidores da enzima tirosinase sdo encontrados na literatura,
0s quais podem ser obtidos de maneira sintética ou de ocorréncia natural,
incluindo o acido kajico, a arbutina, o acido ascérbico e a hidroquinona (Figura
1). Dentre estes, o acido kojico é o mais utilizado como controle positivo na

avaliacdo de novos compostos inibidores (SAED et al., 2017).

OH
o] H(% H 5
OH = o) OH
OH HO Z
- i —
HsC HoHo ° HO
O OH HO OH
Acido Kgjico Arbutina Acido Ascérbico Hidroquinona

Figura 1: Estruturas de alguns inibidores da enzima tirosinase.

Entretanto, a maioria destes inibidores ndo apresenta atividade inibitéria
suficiente para uso ou ainda ndo cumprem os regulamentos de biosseguranga,
como citotoxicidade, estabilidade e seletividade para serem utilizados em
medicamentos e cosméticos (SEO et al., 2003; BAE et al., 2003). Por isso,
continua sendo necessario o desenvolvimento de compostos que demonstrem
atividades seguras e potentes e que causam menos efeitos colaterais (BAE et
al., 2013; FERREIRA et al., 2015; KHAN et al., 2006).

Variadas fontes de obtengao de inibidores da tirosinase sao estudadas,
dentre elas, o ambiente marinho, que possui uma grande diversidade biolégica
€ quimica que fornecem compostos quimicos com alto potencial de aplicacao
industrial, incluindo produtos farmacéuticos, cosméticos e agroquimicos
(AGRAWAL et al., 2018). O composto 6-[(E)-Hept-1-enil]-a-pirona (I) (Figura 2)
foi isolado a partir do fungo Botrytis sp. e exibiu maior inibicdo da atividade da
tirosinase comparado ao o valor obtido com a utilizacdo do acido kdjico
(ZHANG et al., 2007). Mais ainda, dois novos sesquiterpenos 1f,5a,6a,14-

tetraacetoxi-9a-benzoiloxi-7H-eudesman-2p,11-diol (ll) e o 4a,5a-diacetoxi-
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9a-benzoiloxi-7H-eudesman-13,2p3,11,14-tetraol (lll) foram isolados a partir do
Pestalotiopsis sp. Z233 obtido da alga Sargassum horneri (Figura 2). Estes
compostos apresentaram atividade inibitéria da tirosinase com IC5y 14,8 uM e
22,3 uM, respectivamente (WU et al., 2013).

) (1)
Figura 2: Inibidores de tirosinase isolados a partir de espécies de fungos

marinhos.

Ohguchi e colaboradores (2009) avaliaram o efeito de lactonas
sesquiterpénicas isoladas da planta Calea urticifolia (Asteraceae) na
melanogénese em células de melanoma B16. O tratamento das células com a
2,3-epoxijuanislamina (IV) (Figura 3) provocou redugdes significativas na
biossintese de melanina. Um outro estudo desenvolvido por Lee e
colaboradores (2007) estudou a capacidade de despigmentagédo causada pela
2,5-dimetil-4-hidroxi-3(2H)-furanona (V) e mostrou que essa furanona inibiu a

melanogénese de células de melanoma B16.

CH; O
(V) o) V)

Figura 3: Lactonas que demonstraram atividade na inibicdo da tirosinase.
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Assim, a inibicdo constitui uma importante acdo para o desenvolvimento
de despigmentantes dirigido por enzimas (RAMSDEN e RILEY, 2014). Por
essa razdo, o presente trabalho visou avaliar o efeito dos compostos
sintetizados demonstrados no Capitulo 1 como inibidores da enzima tirosinase.
Os ensaios foram realizados no Laboratério de Bioquimica Celular e

Bioprodutos da Universidade Federal de Vigosa.
3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Ensaios inibicao da tirosinase de cogumelo

A atividade da tirosinase foi determinada adicionando-se a uma
microplaca de 96 pocgos: 80 uL de solugdo aquosa do tampéo fosfato (66,67
mM) no pH = 6,8, 40 uL de solugdo do composto a ser testado (512 uM), 40 uL
de solucéo de substrato (L-DOPA ou L-tirosina/ Sigma Aldrich) (0,1 mM), 40 pL
solugdo aquosa de tirosinase de cogumelo (50 unidades de atividade por mL;
Sigma Aldrich) totalizando 200 uL de volume final da solugdo (KHATIB et al.,
2005; KUBO et al., 2003; SHIN et al., 1998). Os 20 compostos avaliados estao
mostrados na Figura 4 (p. 211).

A reagédo de conversdo do substrato (L-tirosina ou L-DOPA) em
dopaquinona, logo apds a adigao da tirosinase de cogumelo, foi monitorada a
cada 16 segundos durante 30 minutos através da medida de absorbancia no
comprimento de onda de 495 nm (KHATIB et al., 2005; KUBO et al., 2003;
SHIN et al., 1998). Para isso, utilizou-se um espectrofotdbmetro UV/VIS de
microcroplacas Multiskan™ GO (Thermo Scientific).

Os experimentos foram realizados em triplicatas e empregou-se um
inibidor conhecido na literatura, o acido kdjico, como controle positivo nos
ensaios. Os compostos testados foram previamente solubilizados em DMSO e
ao serem adicionados aos pocos, a concentracao de DMSO na solucéo final foi
igual a 10% (v/v). O controle negativo (branco) continha apenas o substrato (L-
DOPA ou L-tirosina), a solugdo do tampao fosfato, a solugdo da enzima
tirosinase e 10% (v/v) de DMSO. Para o calculo da porcentagem de atividade,
utilizou-se o t (1/2) (metade do tempo para alcangar a atividade maxima da

enzima).
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o)
H o H o

Figura 4: Estrutura quimica dos compostos avaliados no ensaio de inibigao da

enzima tirosinase.

Para os compostos que apresentaram atividade de inibigcdo para os dois
substratos (L-DOPA e L-tirosina) superior a 50%, repetiu-se o ensaio com a L-
tirosina como substrato variando as concentragdes testadas com o objetivo de
determinar o valor de ICsy (FIGUEROA et al., 2015). Sendo assim, foram
avaliadas as seguintes concentragbes: 512 uM, 256 uM, 128 uM, 64 uM, 32
uM, 16 uM e 8 uM, tanto para o benzoato de (S)-(5-oxo-2,5-diidrofuran-2-
illmetila (8) quanto para o benzoato de ((1S,3aR,4R,7S,7aS)-3-oxo-
1,3,3a,4,7,7a-hexahidro-4,7-metanoiso- benzofuran-1-il)metila (11b). Para
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estes compostos também foram feitos ensaios de viabilidade celular e a

determinacao do teor de melanina em células de melanoma B16F10.

3.2.3 Cultivo da linhagem tumoral B16F10

As células de melanoma B16F10 foram cultivadas em garrafas de cultivo
celular, com meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium,
Sigma), suplementado com 10% de SFB - Soro Fetal Bovino (GIBCO, CAT
10270-106, USA), 11ml/L de tampao Hepes, 10mL/L de antibiéticos penicilina-
estreptomicina em 0,85% salina (GIBCO, CAT 15140148, USA). Para o
desenvolvimento dos experimentos, as células foram desprendidas das
garrafas de cultivo por meio da exposicdo a tripsina (3mL) por 10 minutos,
coletadas em tubos de 15 mL, centrifugadas a 1500 rpm por 6 minutos,
ressuspensas em meio RPMI, contadas em camara de Neubauer e plaqueadas
(AKABERIA et al., 2018, ZAIDI et al., 2018; OH et al., 2017).

3.2.4 Ensaios de viabilidade celular

As células de melanoma B16F10 foram plaqueadas em 96 pocos a uma
concentracdo de 1,0 x 10* células por poco. As células foram deixadas
crescendo durante 24 h e depois tratadas com 6,25 uM, 12,5 uM, 25 uM, 50
uM e 100 uM dos compostos (8) e (11b). Apos 48 h de tratamento, a
viabilidade celular foi determinada por MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazélio). A solucdo de MTT foi adicionada a cada pogo
(concentragao final, 5 mg/mL) e a placa foi incubada durante 3 h. Finalmente,
100 ul de DMSO foram adicionados a cada pogo e a absorbancia foi medida
num leitor de placas (Sinergy HT, Biotek) a 540 nm. Os testes foram realizados
em triplicatas e os dados expressos como a média + desvio padrao dos
experimentos (AKABERIA et al., 2018, ZAIDI et al., 2018; OH et al., 2017).
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3.2.5 Determinagao do teor de melanina

As células de melanoma B16F10 foram semeadas a uma densidade de
2 x 10° células por poco em placas de cultura de 6 pocos. As células foram
deixadas crescendo durante 24 h e depois tratadas com 50 uM e 100 uM dos
compostos (8) e (11b) e com solugdo do controle negativo, DMSO (0,4% v/v).
Apods 24 h de tratamento, o meio foi removido e as células foram lavadas duas
vezes com solugdo tampé&o de fosfato (PBS) e colhidas por tripsinizagdo. Em
seguida, a melanina foi dissolvida em NaOH 1M durante 1 h a 80 °C. A
absorbancia foi medida a 405 nm e o conteudo de melanina foi comparado com
o controle (DMSO), sendo considerado o teor de melanina de 100% das células
no controle. Os testes foram realizados em triplicatas e os dados expressos
como a média + desvio padrao dos experimentos (AKABERIA et al., 2018,
ZAIDI et al., 2018; OH et al., 2017).

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1. Ensaios inibigao da tirosinase de cogumelo

Todos os compostos sintetizados no Capitulo 1 foram testados quanto a
sua porcentagem de inibicdo da atividade da enzima tirosinase. A tirosinase
comercial de cogumelo, modelo in vifro da tirosinase humana, ¢é
frequentemente utilizada para a busca de novos agentes anti-escurecimento da
pele isolados de fontes naturais e sintetizados (NEELEY et al., 2009).

O acido kojico, agente natural obtido a partir do fungo Aspergillus
oryzae, € utilizado como despigmentante ja que age inibindo a atividade da
enzima tirosinase, e consequentemente, inibindo a formagdo da melanina
(CABANES et al., 1994). Esse inibidor foi utilizado como controle positivo para
avaliar o potencial de inibicdo dos compostos sintetizados sobre a enzima
tirosinase.

Diante disso, todos os 20 compostos foram testados e comparados
frente ao controle positivo na concentragao final de 512 uM, entretanto, o

benzoato de ((1S,3aR,4R,7S,7aS)-3-oxooctahidro-4,7metanoisobenzofuran-1-
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il)metila (15) precipitou nas condigdes reacionais do teste, ndo sendo possivel
ter sua atividade de inibigdo confirmada.

Os substratos utilizados no teste foram a L-tirosina e o L-DOPA, uma
vez que na biossintese da melanina, a tirosinase catalisa a reacao de
conversao da tirosina em 3,4-di-hidroxifenilalanina (DOPA) e posteriormente
catalisa a oxidagdo da DOPA em dopaquinona (TAN et al., 2016).

Porcentagens de inibicdo da enzima tirosinase acima de 50% utilizando
o substrato L-tirosina foram observadas para os compostos 6, 7, 8, 10a, 10b,
11b, 12, 13, 17, 20, 21 e 22 com porcentagem de inibigao igual a 55,8t4,8,
54,6+1,3, 88,3+1,6, 55,1+0,6, 56,0+1,8, 88,1+2,5, 57,0+1,4, 54,6+0,9, 61,6+1,8,
55,943,0, 51,0+£1,8, 55,1+1,8, respectivamente. O acido kdjico apresentou
atividade inibidora da tirosinase de 97,7+0,6 (Tabela 1, p. 215).

Ao ser avaliada a atividade de inibicao da tirosinase usando o L-DOPA
como substrato apenas dois compostos apresentaram porcentagens de
inibicao superior a 50%, sendo obtidos os valores de inibicdo de 61,2+1,9 para
a substancia 8 e 64,0+3,8 para a substancia 11b. Nessas condi¢gdes o acido

kojico apresentou porcentagem de inibi¢cdo igual a 97,6+1,1 (Tabela 1, p. 215).
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Tabela 1: Porcentagens de inibigao da tirosinase e desvios padrao obtidos
para os compostos testados na concentragao de 512 uM usando os substratos
L-tirosina e L-DOPA

Compostos %lInibigcao L-tirosina %lInibicao L-DOPA
6 55,8+4,8 27,8+4,3
7 54,6+1,3 38,6+1,5
8 88,3+1,6 61,2+1,9
9a 48,8+1,8 30,5+3,3

9b 49,9+2,6 31,2#2,5
10a 55,1+0,6 31,9+2,0
10b 56,0+1,8 33,2+2,8
11a 39,3+3,9 41,6443
11b 88,1+2,5 64,0+3,8
12 57,0+1,4 32,4+2,4
13 54,6+0,9 36,6+3,5
14 48,1£1,5 36,1+£2,2
16 43,9+3,9 33,3+2,1
17 61,6+1,8 30,4+2,7
18 42,0£2,3 37,4+2,2
19 47,3+0,6 35,1+4,2
20 55,9+3,0 36,8+4,6
21 51,0+1,8 28,8+1,6
22 55,1+1,8 32,7+0,8
acido kéjico 97,7+0,6 97,6+1,1
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Comparando-se os valores de inibicdo entre os diendfilos e os
cicloadutos quando utilizado o substrato L-tirosina (Figura 5), pode-se perceber
que a reagao de Diels Alder, para obtencédo dos produtos endo e exo, nao foi
favoravel ao aumento de porcentagem de inibicdo da enzima tirosinase se
tratando dos cicloadutos 9a e 9b, os quais sao derivados da lactona 6. Nos
cicloadutos 10a e 10b a porcentagem de inibicao foi mantida, comparando-se
com o butenolideo 7. Ja o diendfilo 8 apresentou alta porcentagem de inibicdo
que foi mantida pelo cicloaduto 11b, aduto exo derivado da reacédo entre o
diendfilo 8 e o ciclopentadieno, no entanto, a substancia 11a (cicloaduto endo)
dessa mesma reacgao apresentou uma queda de 2,25 vezes na porcentagem

de inibig&o.
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Figura 5: Porcentagens de inibicdo dos compostos testados na concentragao
de 512 uM usando a L-tirosina como substrato e o acido kagjico (AK) como

padrao positivo testado na concentragao de 512 uM.

Tratando-se da utilizagdo do substrato L-tirosina (Figura 5, p. 216) e das
modificagdes estruturais realizadas nos compostos, a conversdao do grupo

hidroxila presente na lactona 6 ao grupo benzoila para obtengédo da lactona 8
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foi bastante satisfatéria para o aumento da atividade de inibicdo, visto que 8 é
1,6 vezes mais ativa que 6.

Kubo e colaboradores (2003) estudaram a atividade de diferentes
benzoatos hidroxilados e observaram que o acido galico (3,4,5-
trildroxibenzoico) apresentou-se como um inibidor da enzima tirosinase.
Posteriormente, Kang et al. (2003) concluiram que a inibigcdo do acido galico &
comparavel a atividade exibida pela hidroquinona.

A partir do cicloaduto 9a foram obtidos os compostos 12, 16, 20, 21 e 22,

enquanto que a partir do cicloaduto 9b foram obtidos os compostos 13 e 17.
Pode-se perceber que o aumento da porcentagem de inibigao foi inferior a 20%
para os compostos 12, 13, 20, 21 e 22 comparadas a porcentagem de seu
precursor.
Uma mesma modificacdo estrutural causou variagdo na porcentagem de
inibicao diferente para os compostos derivados da reagcao de epoxidacédo de 9a
e 9b. Para o epoxido 16 houve uma queda de 10% no valor de inibicdo
comparado a inibigdo causada pelo material de partida 9a, contudo, para o
epoxido 17 foi observado um aumento de 23,4% na porcentagem de inibigao
comparado ao valor de inibicao exibido pelo material de partida 9b.

Os produtos 14 e 18 isolados a partir das reagbes de hidrogenacéo
catalitica e epoxidagdo do cicloaduto 10a, respectivamente, tiveram a
porcentagem de inibicdo diminuida comparada ao material de partida. Nesse
caso, ha um indicativo de que a presenca da dupla ligagdo nesses compostos &
importante para o aumento da porcentagem de inibicdo da enzima tirosinase.
Esse efeito da presenca da ligacdo dupla nao foi observado para o cicloaduto
11a, visto que seu derivado epoxidado 19 apresentou um aumento de 20% na
sua capacidade inibitoria da enzima testada.

Quando utilizado o substrato L-DOPA, pode-se notar que os compostos
foram pouco inibitérios visto que apresentaram porcentagem de inibigao inferior
a 50%, exceto os compostos 8 e 11b, que apresentaram percentuais de
inibicdo igual a 61,2% e 64,0%, respectivamente (Figura 6, p. 218).

A porcentagem de inibicdo foi praticamente mantida comparando-se o
efeito inibitério causado pela lactona 8 e o composto 11b, produto exo da

reacdo de Diels Alder. Ja o cicloaduto 11a, produto endo da reacao de Diels
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Alder, foi 1,47 vezes menos inibidor da atividade da enzima tirosinase que o

diendfilo 8.
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Figura 6: Porcentagens de inibicdo dos compostos testados na concentragao
de 512 uM usando o L-DOPA como substrato e o acido kojico (AK) como

padrao positivo testado na concentracdo de 512 uM.

Os compostos 8 e 11b apresentaram porcentagens de inibicdo superior
a 50% tanto para a L-tirosina quanto para a L-DOPA como pode ser observado
na Tabela 1, p. 215. Com a finalidade de estudar o perfil de inibicdo desses
compostos, foram determinados os valores de ICsp que € a concentracéo
necessaria para inibir 50 % da atividade enzimatica. Para isso, foram feitas
diluicdes seriadas dos compostos com concentragdes de 512 uM, 256 uM, 128
uM, 64 uM, 32 uM, 16 UM e 8 uM as quais foram avaliadas utilizando o
substrato L-tirosina.

A concentragdo necessaria para inibir 50% da atividade enzimatica
ocasionado pelo composto 8 foi ICsy = 4,23 uM e para o cicloaduto 11b o valor
obtido foi IC5sp = 4,23 pM, enquanto que acido kojico apresentou ICsy = 6,45 uM

(Tabela 2, p. 219). Diante desses valores, pode-se observar que a substancia 8
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€ 1,52 vezes mais inibitéria que o acido kojico enquanto que a substancia 11b
€ 1,60 vezes mais inibitoria se comparada com o0 mesmo acido. Sendo assim,
percebe-se que a reacao de Diels Alder foi favoravel, uma vez que o valor de
ICs5p obtido para o cicloaduto exo (composto 11b) foi inferior ao valor exibido

pelo diendfilo 8.

Tabela 2: Valores de IC5p calculados para os compostos 8 e 11b e para o

padrao positivo (acido kojico).

Composto (o)
8 4,23 + 0,31
11b 4,03+0,18
acido kdjico 6,45 + 0,44

Visto que os compostos 8 e 11b foram promissores quanto a inibicao da
enzima tirosinase, novos testes foram realizados com o intuito de investigar o
efeito citotoxico dos compostos 8 e 11b a nivel celular.

A viabilidade celular, ou seja, a citotoxicidade dos compostos testados
foi realizada utilizando-se células de melanoma B16F10. Para determinar a
viabilidade celular, foi realizado um ensaio colorimétrico de proliferagao celular
utilizando o brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) para
medicdo da atividade mitocondrial nas células viaveis. Este método baseia-se
na conversao de cristais de MTT para MTT-formazan por uma enzima
mitocondrial. A quantidade de MTT-formazan gerado pela atividade das
desidrogenases nas células é diretamente proporcional ao numero de células
vivas presente em cada pogo da placa de 96 pogos (TADA et al., 1986).

Os resultados mostrados na Figura 9 (p. 220) indicam que estes
compostos ndo demonstraram efeito citotoxico significativo nas células de

melanoma B16F10, nem mesmo nas concentragées mais elevadas testadas.
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Figura 9: Efeito dos compostos na viabilidade de células de melanoma.
Posteriormente, foi feita a andlise do teor de melanina nas células de
melanoma B16F10. Para a triagem de efeitos antimelanogénicos, células

B16F10 de melanoma murino sdo amplamente utilizadas, devido a relativa
facilidade de cultura in vitro (CHANG, 2012).

120 190

ok

ok

% do teor de melanina
% do teor de melanina

o o N N
&¥ & & ¥ S &

Composto 8 Compaosto 11b

R

“b

Figura 10: Efeito de compostos 8 e 11b no teor de melanina de células de
melanoma. ** P <0,01 ou *** P <0,001 versus controle (DMSO) pelo teste de

Dunnett.

Diante dos resultados obtidos, pode-se observar uma diminuigao no teor
de melanina quando as células de melanoma B16F10 foram tratadas com
solucdo dos compostos 8 e 11b. O composto 8 numa concentracdo de 50 uM

diminuiu o teor de melanina em 23% enquanto que na concentragao de 100 uM
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houve uma diminuicdo de 39%. Ja a substancia 11b apresentou inibicado no
teor de melanina nas concentragbes de 50 uM e 100 uM, com porcentagens
inibitérias de 25% e 45%, respectivamente. Com isso, pode-se observar que o
aumento nas concentragées dos compostos ocasionou um aumento no efeito
inibitorio, diminuindo o teor de melanina no meio celular, demonstrando uma
linearidade na dose-resposta do ensaio.

Portanto, os compostos avaliados 8 e 11b demonstraram ser
promissores como agentes despigmentantes da pele, uma vez que
equilibraram baixa toxicidade e potente atividade inibitoria do teor de melanina

em células de melanoma B16F10.
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3.4. CONCLUSAO

Todos os 20 compostos sintetizados no Capitulo 1 foram testados
quanto a sua porcentagem de inibigdo da atividade da enzima tirosinase
utilizando como substratos L-tirosina e L-DOPA. Dentre os compostos
avaliados, dois deles (8 e 11b) demonstraram ser promissores como agentes
despigmentantes da pele, uma vez que apresentaram valores de ICs inferiores
ao obtido para o acido kajico, equilibraram baixa toxicidade e potente atividade

inibitoria do teor de melanina em células de melanoma B16F10.
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