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RESUMO

PEREIRA, Ulisses Alves, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2014. Sintese e avaliacdo da atividade antibiofilme bacte  riano e fitotoxica
de yalquilideno- ylactonas analogas aos rubrolideos e de seus deriva  dos
y-hidroxi- ylactamas,  yalquilideo- ylactamas e  piridazin-3(2 H)-onas.
Orientador: Luiz Claudio de Almeida Barbosa. Coorientadores: Célia Regina
Alvares Maltha e Antonio Jacinto Demuner.

y-alquilidenobutenolideos estéo presentes na estrutura de um grande numero
de produtos naturais e apresentam uma variedade de atividades biologicas, tais
como fungicida, bactericida, anti-inflamatdria, citotoxica e reguladora de
germinacdo de sementes. Essas atividades também sdo descritas para as y-
hidroxi-y-lactamas e y-alquilideno-y-lactamas que estdo presentes em varios
produtos naturais biologicamente ativos. Piridazin-3(2H)-onas apresentam
varios tipos de atividades bioldgicas na area agroquimica e farmacéutica. No
presente trabalho uma série de y-alquilidenobutenolideos analogos aos
rubrolideos foram sintetizados e convertidos nas y-hidroxi-y-lactamas, y-
alquilideno-y-lactamas e piridazin-3(2H)-onas correspondentes. Na rota
sintética escolhida, o &cido mucobrémico, utilizado como material de partida foi
inicialmente reduzido a 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona que posteriormente reagiu
com diferentes acidos arilborénicos por meio do acoplamento de Suzuki, para a
formacdo de quatro 4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas. A reacdo de
alquilidenagédo entre esses compostos e aldeidos aromaticos resultou no
preparo de dezessete diferentes y-alquilidenobutenolideos analogos aos
rubrolideos. Sete desses analogos foram convertidos nas y-hidroxi-y-lactamas
correspondentes pela reagdo de conversdo lactona-lactama com a
isobutilamina e a subsequente desidratacdo das y-hidroxi-y-lactamas resultou
na formagéao das (Z) e (E)-y-alquilideno-y-lactamas. Os outros dez anélogos aos
rubrolideos foram convertidos nas piridazin-3(2H)-onas correspondentes pela
reacdo com hidrazina. Todos os compostos sintetizados foram caracterizados
por espectroscopia no 1V, espectroscopia de RMN de 'H e de *3C, técnicas
bidimensionais COSY e HETCOR e espectrometria de massas, além de
experimentos de NOEDIF para determinar a geometria da ligacdo dupla das
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unidades y-alquilideno. As vy-alquilideno-y-lactonas, y-hidroxi-y-lactamas e y-
alquilideno-y-lactamas foram submetidas a ensaios de inibicdo da formagéo de
biofiilme bacteriano de Enterecoccus faecalis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans e Pseudomonas
aeruginosa. Os resultados mostraram que esses compostos sdo mais ativos
contra a formacdo de biofiime E. faecalis, S. epidermidis e P. aeruginosa
podendo em alguns casos inibir em 50% a formacdo do biofiime de P.
aeruginosa na concentracao de 0,6 pg/mL e 0,7 pg/mL, no caso dos compostos
6d e 6f, respectivamente. Também foi observado que entre as classes de
compostos avaliadas, as y-alquilideno-y-lactamas sdo mais ativas que as outras
classes, na maioria dos casos. Todos 0s compostos sintetizados também foram
avaliados quanto a capacidade de inibicAo do transporte de elétrons
fotossintéticos em cloroplastos isolados de espinafre (Spinacia oleracea).
Nesse ensaio ficou evidente que a classe das y-alquilideno-y-lactonas é a mais
ativa e que 0os compostos que contém grupos retiradores de elétrons como
nitro, trifluorometil ou fldor na posicado para do grupo benzilidénico levaram a
uma inibicdo mais pronunciada do transporte de elétrons fotossintéticos. A
mistura de isébmeros 4i/4i’ possui 0 grupo nitro na posicdo para do grupo
benzilidénico e foi a mais ativa, inibindo a taxa de reducédo do ferricianeto de
potassio na presenca de cloroplastos isolados de folhas de espinafre em 62,2%
na concentracdo de 10 pM. Em outro ensaio fitotoxico os compostos foram
avaliados quanto a capacidade de inibicdo do crescimento radicular e da parte
aérea de plantulas de sorgo (Sorghum bicolor) e pepino (Cucumis sativus). Os
resultados mostraram que alguns desses compostos sdo capazes de
influenciar o crescimento dessas plantulas na concentracdo de 100 ppm, além
de apresentarem seletividade, como obtido para algumas y-hidroxi-y-lactamas e
piridazin-3(2H)-onas. E o caso dos compostos 80 e 8q, que inibiram o
crescimento radicular de plantulas de sorgo em 142% e 51,5%,
respectivamente, mas induziram o mesmo crescimento em plantulas de pepino.
Os compostos mais ativos nesse ensaio foram submetidos & avaliagcdo da
atividade herbicida pré-emergente na concentracado de 100 ppm sobre Ipomoea
grandifolia e Brachiaria decumbens em casa de vegetacdo. Essa avaliagéo

mostrou que as piridazin-3(2H)-onas 8l, 8p e 8q foram 0s compostos mais
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ativos, sendo que 8q foi capaz de inibir a biomassa da raiz de I. grandifolia em
76,0%, reforcando o uso dessa classe de compostos na busca de novos
herbicidas.
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ABSTRACT

PEREIRA, Ulisses Alves, D. Sc., Universidade Federal de Vigcosa, February,
2014. Synthesis and evaluation of bacterial antibiofilm a nd phytotoxic
activity of wyalkylidene- ylactones analogues to rubrolides and their
derivatives  yhydroxy- ylactams, yalkylidene- ylactams and pyridazin-
3(2H)-ones. Adviser: Luiz Claudio de Almeida Barbosa. Co-Advisers: Célia
Regina Alvares Maltha and Antonio Jacinto Demuner.

y-alkylidenebutenolides are present on the structure of a variety of natural
products that bear different biological activities like fungicide, bactericide, anti-
inflammatory, cytotoxic and regulation of seed germination. The same is true for
y-hydroxy-y-lactams and y-alkylidene-y-lactams that are present in different
natural product scaffold. The pyridazin-3(2H)-ones show a range of biological
activities in agrochemical and pharmaceutical fields. In the present work a
series of y-alkylidenebutenolides analogues to rubrolides were synthesized and
converted into their corresponding y-hydroxy-y-lactams, y-alkylidene-y-lactams
and pyridazin-3(2H)-ones. In the synthetic route chosen, the mucobromic acid,
used as a starting material, was reduced to 3,4-dibromofuran-2(5H)-one that in
a later stage reacted with different arylboronic acids by Suzuki cross-coupling to
form four 4-aryl-3-bromofuran-2(5H)-ones. The alkylidene reaction between
these compounds and aromatic aldehydes resulted in seventeen y-
alkylidenebutenolides analogues to rubrolides. Seven of these compounds were
converted through a lactamization with isobutylamine into their corresponding y-
hydroxy-y-lactams that were posteriorly dehydrated leading to (Z) and (E)-y-
alkylidene-y-lactams. The others ten analogues to rubrolides were converted
into their corresponding pyridazin-3(2H)-ones by reaction with hydrazine. All the
compounds prepared were fully characterized by IR, NMR (*H and *3C), COSY
and HETCOR bidimensional experiments, and NOE difference spectroscopy
experiments when necessary. The y-alkylidene-y-lactones, y-hydroxy-y-lactams
and y-alkylidene-y-lactams were evaluated against Enterecoccus faecalis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans
and Pseudomonas aeruginosa biofilm formation. The results showed that these

compounds are more active against E. faecalis, S. epidermidis and P.
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aeruginosa biofilm formation and in some cases they can inhibit by 50% the
biofilm formation of P. aeruginosa at 0.6 pg/mL and 0.7 ug/mL, as for 6d and 6f,
respectively. It was also observed that between these classes of compounds
prepared, the y-alkylidene-y-lactams are the most active in most cases. All the
compounds synthesized were also evaluated for their ability to inhibit the
photosynthetic electron transport chain in isolated spinach (Spinacia oleracea)
chloroplasts. The results of this assay showed that the y-alkylidene-y-lactones
class is the most active and that the compounds that possess electron
withdrawing groups like nitro, trifluoromethyl or fluor at the para position of
benzylidene group led to a more effective inhibition of photosynthetic electron
transport. The mixture of isomers 4i/4i" that possesses the nitro group on the
benzylidene moiety was the most active, inhibiting the rate of ferricyanide
reduction by isolated spinach chloroplasts by 62.2% at 10 uM. On another
phytotoxic assay the compounds were evaluated for their capacity to inhibit the
radicle and the aerial part growth of Sorghum bicolor and Cucumis sativus
seedlings. The results showed that some of these compounds are capable of
influencing the growth of these seedlings at 100 ppm, besides presenting
selectivity, as obtained for some y-hydroxy-y-lactams and pyridazin-3(2H)-ones.
It occurs for the compounds 8o and 8q that inhibit the root growth of S. bicolor
seedlings by 14.2% and 51.5%, respectively, but induce root growth on C.
sativus seedlings. The most active compounds in this assay were submitted to
the evaluation of their pre-emergency herbicide activity at 100 ppm over
Ipomoea grandifolia and Brachiaria decumbens under green house conditions.
This assay showed that the pyridazin-3(2H)-ones 8l, 8p and 8qg were the most
active compounds and that 8q was able to inhibit the root biomass of I.
grandifolia by 76.0%, enhancing the use of this class of compounds in the

search for new herbicides.
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CAPITULO 1

SINTESE DE yALQUILIDENO-yLACTONAS ANALOGAS AOS
RUBROLIDEOS E DE SEUS DERIVADOS yHIDROXI-y

LACTAMAS, yALQUILIDENO-yLACTAMAS E PIRIDAZIN-3(2 H)-
ONAS



1. Introducéo

1.1. Butenolideos

Butenolideos estdo presentes na estrutura de um grande numero de
produtos naturais isolados de esponjas, algas, plantas, borboletas e outros
insetos (DE SOUZA, 2005; KUANG et al., 2008) e podem ser representados
por anéis y-lactonas do tipo | e Il (Figura 1) (BARBOSA et al., 2010).

R
O o]
! R
Q] (1 ()
A3-putenolideos A*-butenolideos y-alquilidenobutenolideos

Figura 1 - Estrutura geral dos anéis presentes em butenolideos.

Esses butenolideos apresentam uma variedade de atividades bioldgicas,
tais como fungicida, bactericida, anti-inflamatodria, citotéxica e reguladora de
germinacao de sementes (EI-TOMBARY et al., 2011; FLEMATTI et al., 2004;
LIGHT et al., 2009; WEBER et al., 2002) e por isso tém atraido atengcdo como
alvo sintético (BELLINA et al., 2001a; HAN et al., 2008; UGURCHIEVA e
VESELOVSKY, 2009).

Quando um grupo alquilideno estad presente na posicdo y de A*-
butenolideos, tém-se os y-alquilidenobutenolideos (Figura 1), que também tém
sido isolados de diferentes fontes naturais (NEGISHI e KOTORA, 1997;
BARBOSA et al., 2010).

Os fimbrolideos (Figura 2) foram isolados da alga vermelha Delisea
pulchra e possuem o0 nucleo 4-halo-3-butil-5-halometilenofuran-2(5H)-ona em
comum e apresentaram atividade inibitéria contra a formacgéo de biofilme e
expressdo da viruléncia de bactérias (GIVSKOV et al, 1996). A



protoanemonina e o lissoclinolideo possuem atividade antibiética (DIDRY et
al.,1993; DAVIDSON e IRELAND, 1990).

O AN
o © o)
o)

Protoanemonina Lissoclinolideo

Ry
Br
- — RZ
@) (0]
R3
R;=H, OH, OAc

R,=H, C|, Br, | , ) ' )
R; =H, Cl,Br, | Goniobutenolideo A Goniobutenolideo B

Fimbrolideos

XN N —
=Z o
= 8 o Z>0
R™ ™ 0

Xerulina: R= Me Basidalina
Acido xerulinico: R= COOH

Figura 2 - Exemplos de y-alquilidenobutenolideos isolados de fontes naturais.

A inibicdo da biossintese do colesterol € observada com os compostos
xerulina e &acido xerulinico (KUHNT et al., 1990). A basidalina e os
goniobutenolideos A e B exibem atividade citotoxica (FANG et al., 1991;
HIYAMA et al., 1987).

Deve ser notado que a maioria desses compostos mostrados na Figura
2, assim como a maioria dos y-alquilidenobutenolideos que ocorrem na
natureza contém a unidade (Z)-y-alquilideno. Poucos desses compostos
apresentam a configuracdo E (NEGISHI e KOTORA, 1997).

Como essas substancias tém despertado interesse pelas atividades
biolégicas que apresentam e pela diversidade estrutural, diferentes

metodologias  sintéticas foram  desenvolvidas para preparar Y-



alquilidenobutenolideos (BARBOSA et al., 2010; NEGISHI e KOTORA, 1997;
BRUCKNER et al., 2004).

Outra classe de butenolideos conhecidos corresponde aos rubrolideos.
Os primeiros metabdlitos dessa familia, rubrolideos A-H, foram isolados por
MIAO e ANDERSEN em 1991 a partir da ascidia marinha Ritterella rubra e
correspondem a butirolactonas com ou sem atomos de halogénios (Figura 3).
Esses compostos demonstraram elevada atividade antibiética contra

Staphylococcus aureus.

© Rubrolideo A (R=Z=H; X=Y=Br)
Rubrolideo B (R=H;X=Y=Br; Z=Cl)
Rubrolideo C (R=Y=Z=H; X=Br)
Rubrolideo D (R=X=Z=H; Y=Br)
Rubrolideo E (R=X=Y=Z=H) Br
OR Rubrolideo F (R=Me; X=Y=Z=H) OR

Rubrolideo G (R=Z=H)
Rubrolideo H (R=H, Z=Cl)

Br

Figura 3 - Estruturas dos rubrolideos A-H.

Posteriormente, o rubrolideo A também foi isolado da ascidia Synoicum
prunum por CARROLL e colaboradores (1999) e da ascidia do género Botryllus
por SMITH e colaboradores (1998). Nesse ultimo trabalho o rubrolideo A foi
encontrado como mistura de isdbmeros E/Z na proporc¢ao 3:1.

Em 2000, ORTEGA e colaboradores, investigando a ascida marinha
Synoicum blochmanni, em um projeto direcionado para a busca por produtos
naturais marinhos farmacologicamente ativos encontraram seis novos
membros da familia dos rubrolideos, que foram caracterizados como
rubrolideos I-N (Figura 4). Essas substancias mostraram significante

citotoxicidade contra algumas linhagens de células tumorais.



O Rubrolideo | (X=Y=Br; W=H;zZ=Cl

)
ZNe Rubrolideo J (X=Y=Br; W=H:Z=H)
Rubrolideo K (X=W=H;Y=Br; Z=Cl)
Rubrolideo L (X=Br; Y=W=H; Z=ClI)
Rubrolideo M (X=Y=W=H; Z=ClI)
X Br Rubrolideo N (X=W=H; Y=CI; Z=Br)
OH

Figura 4 - Estruturas dos rubrolideos I-N.

Ja rubrolideo O (Figura 5) foi encontrado na ascidia Synoicum n. sp. da
Nova Zelandia (PEARCE et al., 2007) e apresentou atividade anti-inflamatéria,
0 que nédo era precedente nesse grupo de metabdlitos ativos. Os rubrolideos P
e Q foram isolados em 2012 do tunicato Pseudodistoma antiboja (Figura 5)
(WANG et al., 2012). No mesmo ano o rubrolideo Q foi isolado por outro grupo
de pesquisa (SIKORSKA et al.,, 2012) juntamente com os rubrolideos 3"-
bromorubrolideo F, 3’-bromorubrolideo E e 3',3”-dibromorubrolideo E (Figura
5).

R
Ho_ [ '
A
- Rubrolideo O (R;=R,=R3=Br, R4=R5=H) (E/Z)

G O Rubrolideo P (R;=R,=Br, R3=Rs=H, R;=Me) (E/Z)
Rubrolideo Q (R1=Br, R,=R3=R5=H, R4=Me) (E/2)
3"-bromorubrolideo F (R1=R,=Rg=H, R3=Br, R,=Me) (Z2)

O 3'-bromorubrolideo E (R1=Br, R»>=R3=R4=Rs=H) (Z)
R3 Rs 3',3"-dibromorubrolideo E (R;{=R3=Br, R,=R4,=Rs=H) (2)

OR,

Figura 5 - Estrutura dos rubrolideos O-Q, 3”-bromorubrolideo F, 3'-

bromorubrolideo E e 3',3”-dibromorubrolideo E.



1.2. yhidroxi- ylactamas e yalquilideno- ylactamas

As y-hidroxi-y-lactamas e as y-alquilideno-y-lactamas (Figura 6), também
conhecidas como 5-hidroxi-3-pirrolin-2-onas e 5-alquilideno-3-pirrolin-2-onas,
sdo frequentemente encontradas como metabdlitos de fungos. Entretanto
algumas plantas e animais marinhos também as produzem. Estas estdo

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

"L o Rap Rs
HOPVZ_L v/ :
0
I N = N o}
1 H Rl H
y-hidroxi-y-lactamas y-alquilideno-y-lactamas

Figura 6 - Estrutura geral das y-hidroxi-y-lactamas e y-alquilideno-y-lactamas.

Suas estruturas podem ser simples heterociclos ou sistemas mais
complexos incluindo longas cadeias ou esqueletos policiclicos fundidos (Figura
7). As mais simples y-substituidas-y-lactamas consistem de compostos
monociclicos com substituintes alquil. A pulchellalactama foi isolada do fungo
marinho Corollospora pulchella (ALVI et al., 1998). Ja a axinellamida, que
possui um grupo hidréxi na posicao vy foi isolada da esponja marinha Axinella
damicornis (MILLER et al., 1995).

A ampulicina e a isoampulicina foram isoladas do fungo Ampulliferina sp.
obtido a partir de pinheiros mortos. Esses compostos isolados foram avaliados
quanto a capacidade de influenciar no crescimento de raizes de alface e os
dados obtidos mostram que esses compostos sdo capazes de estimular o
crescimento dessas raizes, sendo que o isbmero Z € mais ativo que o E, ja que
necessitou de uma solucdo dez vezes mais diluida para causar o estimulo de
200% do crescimento dessas raizes (KIMURA et al., 1990).

Outras lactamas com estrutura bastante complexa apresentam atividade
antibiotica. Isso tem sido observado para 0 composto antifungico
talaroconvolutina A isolado de Talaromyces convolutus (SUZUKI et al., 2000) e

para a pirrocidina A isolada do fungo Cyclindrocarpon sp. (HE et al., 2002).



CH; HO [—
= o) = N

Iz

Axinellamida
Pulchellalactama

OH

(0]
(@]
N—NH
H4C
N O
CHs
(E) = Ampullicina
Baculiferina N Pirrocidina A (Z) = Isoampulicina

Figura 7 - Exemplos de y-hidroxi-y-lactamas e y-alquilideno-y-lactamas isoladas

de fontes naturais.

A baculiferina N € um membro de quinze compostos isolados da esponja
marinha chinesa lotrochota baculifera. Este composto e muitos de seus

membros se mostraram potentes inibidores do virus HIV-1 (FAN et al., 2010).

1.3. Estudos sintéticos envolvendo as  y-hidroxi- ylactamas e yalquilideno-

ylactamas

Devido as suas estruturas Unicas e propriedades bioldgicas, produtos
naturais contendo as unidades y-hidroxi-y-lactamas e y-alquilideno-y-lactamas
tém se tornado de grande interesse. Muitas abordagens sintéticas tém sido
utilizadas para o preparo dessas classes de compostos e seus derivados.
Algumas delas, mas nem todas, tém sido aplicadas para a sintese de
compostos de ocorréncia natural. Essas diferentes estratégias foram revisadas
e estdo resumidas no trabalho de NAY et al. (2009).

De maneira geral a maioria dessas abordagens se caracteriza pela

etapa chave de ciclizacdo para construcdo do anel y-lactama. Entretanto, ha

7



também a metodologia em que uma lactona € inicialmente preparada e

posteriormente convertida em lactama (Esquema 1).

R" R"
— 1) R'NH, —
—_—
0" O 2)p-TsOH ~ N O
R R R'

Esquema 1 - Conversao de lactonas em lactamas.

Nesse caso, 0 tratamento da y-lactona com aminas primérias ou com
amoOnia permite a troca do oxigénio da lactona pelo nitrogénio para a formagéo
da y-lactama. Esse método tem sido utilizado para a sintese de analogos
nitrogenados de algumas classes de compostos, bem como para a sintese de
compostos naturais mais complexos.

Essa metodologia foi utilizada por GOH e colaboradores (2007) que
desenvolveram um protocolo eficiente de lactamizacdo para conversdo de y-

alquilidenofuran-2(5H)-onas em y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas (Esquema 2).

) " 5 R1 Br
R _ Br R2-NH, _ r p-TsOH — H
H ———> CH,Br 0] N ~
O ~ o O '
0 CH,Cl, 0°C N oH CHCl; 65 °C, 2h r2 Br
Br 2-3h R® |
20-85% 43-89%
R]_: H, n'C4H9,
n'C6H13

Esquema 2 - Reacgbes de conversao lactona-lactama dos fimbrolideos.

Nesse trabalho as y-hidroxi-y-lactamas foram sintetizados pela
dissolucéo dos fimbrolideos em diclorometano a 0 °C e tratados com excesso
de aminas primarias alifaticas ou aromaticas. Posteriormente foi feita a
desidratacéo das hidroxilactamas com acido p-toluenossulfénico para obtencéo

das (Z)-y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas (Esquema 2).



A mesma metodologia de conversédo direta de y-lactona em y-lactama,
mas dessa vez utilizando amdnia, foi utilizada por FELLUGA e colaboradores
(2007) em uma nova abordagem para a sintese da (Z)-pulchellalactama
(Esquema 3).

Inicialmente uma adicdo nucleofilica do brometo de vinilmagnésio ao
isovaleraldeido resultou no preparo do 5-metilex-1-en-3-0l que posteriormente
foi acetilado com cloreto de dicloroacetila para formar o éster correspondente.
Em seguida a ciclizagdo radicalar com transferéncia de atomo resultou no
diclorobutanolideo que sofre uma dupla desidrocloracdo para geracdo da
pulchellalactona. Finalmente a pulchellalactama foi isolada depois da reacao da
pulchellalactona com solugédo de amodnia concentrada seguida de elaboracdo

em meio &cido.

Cl
_ X Xy Anfcl

)\/ H,C=CH,MgBr ClI,CHCOCI, piridina
CHO o” o

OH  CH.CI,, 25°C, 2h

THF
0,
-15°C até 25 °C 7% 81%
CuCl/bpy
MeCN
140 °C, 15h
L Cl Cl
- 1) NH3 (aq). 65 °C, 4h — piridina Z—Q
X [0) X ° .
o N 2) HC (ag) o) 163°C,50min. O~ "0
H
64%
Pulchellalactama Pulchellalactona
83% 67%

Esquema 3 - Sintese da (Z)-pulchellalactama utilizando a metodologia de

conversao lactona-lactama.



1.4. Piridazin-3(2 H)-onas

Diazinas sdo compostos aromaticos de seis membros com dois &tomos
de nitrogénio e pertencem a um dos mais importantes heterociclos contendo
nitrogénio. Trés estruturas diferentes podem ser distinguidas de acordo com a
posicdo relativa dos atomos de nitrogénio: piridazina (1,2-diazina), pirimidina
(1,3-diazina) e pirazina (1,4-diazina) (Figura 8) (ASIF e SINGH, 2010;
ACHELLE et al., 2011).

AN N
N N
O O O
N N N
piridazina pirimidina pirazina

Figura 8 - Estrutura geral das diazinas.

Apenas um pequeno numero de compostos naturais contendo a ligagédo
N-N em piridazinas é descrito na literatura. Todos eles tém sido isolados de
culturas de Streptomyces (WERMUTH, 2011).

De acordo com WERMUTH (2011) a piridazomicina, um antifingico e
antibiotico isolado de Streptomyces violaceoniger sp. griseofucus, representa o
primeiro exemplo de piridazina natural completamente insaturada (Figura 9)
(GROTE et al., 1988). Além da piridazomicina, a azamerona, € 0 segundo
produto natural conhecido que contém o anel piridazina (Figura 9). Esse
terpendide foi isolado de Streptomyces sp. (CHO et al., 2006).

Entretanto, o trabalho de BOUAICHA et al. (1994) descreve o isolamento
da zarzissina, uma piridazina isolada da esponja Anchinoe pauperta
encontrada no Mediterraneo, que exibiu citotoxicidade contra trés linhagens de

células tumorais humanas.
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.
HoN ~ I+ NHa - I}l/ | N\>_NH
N /N\/\)\[(O N 2
N N
- (@]
cl Zarzissina

Piridazomicina

Azamerona

Figura 9 - Piridazinas e diidropirazinas naturais.

Enquanto poucos produtos naturais derivados das 1,2-diazinas sao
conhecidos, o nucleo piridazina pode ser encontrado em uma grande variedade
de estruturas sintéticas biologicamente ativas. Esse € o0 caso das piridazin-
3(2H)-onas, um importante grupo de compostos heterociclicos derivados da
piridazina (Figura 10) (ASIF e SINGH, 2010; MAES, 2007).

= O
X -NH
N

piridazin-3(2H)-ona
Figura 10 - Estrutura da piridazin-3(2H)-ona.

Muitas pesquisas tém sido feitas a respeito dessa classe de compostos,
pois apresentam varios tipos de atividades bioldgicas na area agroquimica e
farmacéutica (ASIF e SINGH, 2010).

Como exemplo a 5-amino-4-cloro-2-fenilpiridazin-3(2H)-ona
(chloridazon) que é um herbicida comercial para controle de plantas daninhas
na cultura de beterraba (SUWALSKY et al.,, 1998). Ja o norflurazon, que
apresenta estrutura semelhante ao chloridazon, € utilizado no cultivo de
algodao e também € um herbicida de pré-emergéncia no cultivo de citricos
(MAES, 2007; LEBARON et al., 2008). O pyridaben € um inseticida e acaricida
(SHI e FENG, 2006) e o pyridaphenthion é registrado no Brasil para o controle
de dicotiledbneas na cultura do algodao (SILVA e SILVA, 2007) (Figura 11).
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Além das aplicacdes agroquimicas das piridazin-3(2H)-onas ha também
interesse farmacéutico para esses heterociclos, como o emorfazone que é
conhecido por suas propriedades analgésicas e anti-inflamatdrias (GOKCE et
al., 2009) (Figura 11).

FsC

Chloridazon Norflurazon Pyridaben

aRe
O 0
Pyridaphenthion Emorfazone

Figura 11 - Exemplos de piridazin-3(2H)-onas bioativas.

Portanto, as piridazin-3(2H)-onas representam uma classe de compostos
de especial interesse devido principalmente as suas atividades biologicas, o
gue tem resultado na sintese de novos compostos contendo essa unidade
estrutural (LEE et al., 2004).

Para o preparo dessas substancias, varios métodos de sintese sao
descritos na literatura (LEE et al., 2004). Entre eles destaca-se a adicdo de
hidrazina a um y-alquilidenobutenolideo, conforme representado no Esquema
4.

12



Rlv R2, R3: H, Cl, Br
alquil, aril

Esquema 4 - Sintese de piridazin-3(2H)-onas a partir de @ y-

alquilidenobutenolideos.

2. Justificativa do trabalho

Diante da facilidade de obtencao das y-hidroxi-y-lactamas, y-alquilideno-
y-lactamas e piridazin-3(2H)-onas a partir dos y-alquilidenobutenolideos; das
atividades bioldgicas apresentadas por diversos produtos naturais contendo as
unidades y-hidroxi-y-lactamas, y-alquilideno-y-lactamas e 2
alquilidenobutenolideos e das atividades biolégicas apresentadas por piridazin-
3(2H)-onas sintéticas, objetivou-se nesse trabalho sintetizar novas moléculas
com essas unidades estruturais.

No plano sintético escolhido para o preparo das y-hidroxi-y-lactamas, y-
alquilideno-y-lactamas e piridazin-3(2H)-onas, compostos analogos aos
rubrolideos foram utilizados como y-alquilidenobutenolideos precursores. A
analise retrossintética desse plano foi baseada nos trabalhos de BELLINA et al.
(2001b), GOH et al. (2007) e LEE et al. (2004) e é apresentada no Esquema 5.
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R’
piridazin-3(2H)-onas

X / Br
R —
o p—
~ N
J | \(
XX
R
y-alquilideno-y-lactamas y-hidroxi-y-lactamas Analogos aos
rubrolideos
Br Br .
Br Br _ %
- ——— o — R
HO (@] o O
acido 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona 4-aril-3-bromofuran

mucobrdémico -2(5H)-ona

Esquema 5 - Analise retrossintética para preparacdo das y-hidroxi-y-lactamas,

y-alquilideno-y-lactamas e piridazin-3(2H)-onas derivadas de

analogos aos rubrolideos.

De acordo com a andlise retrossintética as y-alquilideno-y-lactamas
serdo obtidas a partir da desidratacdo das y-hidroxi-y-lactamas
correspondentes. Essas por sua vez serdo preparadas pela reacdo dos
compostos analogos aos rubrolideos com aminas alifaticas, tendo-se nesse
caso escolhido a isobutilamina. A reagédo de alquilidenacdo entre as 4-aril-3-

bromofuran-2(5H)-onas e diferentes aldeidos aromaticos resultara no preparo
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dos analogos aos rubrolideos. A reacdo de substituicdo regiosseletiva de
preparo das 4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas ocorrera através do acoplamento
de Suzuki entre diferentes acidos fenilboronicos substituidos e a 3,4-
dibromofuran-2(5H)-ona, que sera obtida inicialmente pela reducdo do &cido
mucobrémico.

Ja as piridazin-3(2H)-onas serdo preparadas pela reacao dos compostos

analogos aos rubrolideos com hidrazina.
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3. Material e métodos

3.1. Técnicas experimentais

Para a cromatografia em camada delgada (CCD), foram preparadas
placas de silica (silica gel 60G — F254 com indicador de fluorescéncia) com
0,25 mm de espessura, por meio de uma mistura na propor¢céo de 1:2 de
silica:dagua. Em algumas situac¢des foram usadas placas Polygram-UV,s, 0,20
mm Macherey - Nagel (20 x 20 cm). Apos a eluicdo, as placas foram
observadas sob lampada ultravioleta (A = 254 nm) e reveladas com solucéo de
permanganato de potassio (3 g de KMnQOy, 20 g de K,CO3 e 5 mL de KOH 5%
em 300 mL de agua) ou solucdo de &cido fosfomolibdico (12 g de
2H3P04.2M003.48H,0 em 250 mL de etanol).

As separacOes foram realizadas utilizando-se silica gel 60 (70-230
mesh) ou silica gel 60 (230-400 mesh), como fase estacionaria.

As temperaturas de fusdo foram determinadas em aparelho MQAPF-301

e ndo foram corrigidas.

3.2. Técnicas espectroscopicas

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

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

Os espectros de massas foram obtidos em um equipamento Shimadzu
GC/MS-QP5050A. Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos em
um equipamento Bruker MicroTof (resolugdo = 10000 FWHM) (Oxford

University - Inglaterra) sob ionizacéo por “electrospray” (IES).
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3.3. Purificacéo e preparo de reagentes e solventes

3.3.1. Purificacdo do tetraidrofurano (THF)

A um baldo de 500 mL foram adicionados 300 mL de THF e 12 g de
hidreto de calcio. Deixou-se o sistema sob refluxo durante 20 horas. Em
seguida, destilou-se o THF, transferindo-o para outro baldo de 500 mL,
contendo sodio metalico. Deixou-se a mistura sob refluxo, durante uma hora. A
seguir, adicionou-se benzofenona ao baldo contendo o THF, deixando o
sistema sob refluxo até que a mistura reacional adquirisse a coloracdo azul.
Apos a mudanca na coloracao, destilou-se o THF anidro, que foi armazenado
sobre peneira molecular de 4 A em um frasco de vidro ambar vedado, sob
atmosfera de nitrogénio (PERRIN e ARMAREGO, 2003).

3.3.2. Secagem do diclorometano (DCM)

A um baldo de 500 mL foram adicionados 300 mL de diclorometano e 3
g de hidreto de célcio. Deixou-se o sistema sob refluxo durante trés horas. Em
seguida, destilou-se o diclorometano anidro, que foi armazenado sobre peneira
molecular de 4 A em um frasco de vidro Ambar vedado, sob atmosfera de
nitrogénio (PERRIN e ARMAREGO, 2003).

3.3.3. Purificacdo da diisopropiletilamina (DIPEA)
A um baldo de 500 mL foram adicionados 300 mL de diisopropiletilamina
sobre lentilhas de hidroxido de potassio. A mistura foi refluxada por duas horas.

ApoOs este periodo, a diisopropiletilamina foi destilada e armazenada sobre
lentilhas de hidroxido de potassio (PERRIN e ARMAREGO, 2003).

3.4. Procedimentos sintéticos

3.4.1. Sintese da lactona 3,4-dibromofuran-2(5 H)-ona
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O procedimento a seguir foi baseado no trabalho de BELLINA et al.
(2001b).

Em um baldo bitubulado de fundo redondo (250 mL), contendo &cido
mucobréomico (21,510 g; 83,42 mmol) e metanol (120 mL), sob agitacdo
magnética e a 0 °C, foi adicionado NaBH,; (4,735 g; 125,13 mmol) em
pequenas porcdes. A mistura resultante foi mantida sob agitacdo por 15
minutos a 0 °C. A seguir, adicionou-se uma solucdo de &cido sulfarico
concentrado (4,5 mL) em metanol (42 mL) a 0 °C, mantendo-se a mistura
resultante sob agitacdo por 15 minutos. Decorrido esse periodo, a mistura foi
diluida em éter dietilico (1125 mL) e lavada com solucéo saturada de NaCl (4 x
150 mL). A fase organica foi seca com sulfato de magnésio (MgSO,) anidro e
concentrada sob presséo reduzida. O sdlido formado foi recristalizado em uma
mistura de hexano:éter dietilico 1:1 (v/v), levando a formacdo da lactona 1

como cristais brancos (16,674 g, 83% de rendimento).

Caracteristica: cristais brancos

T+ 89,6-90,3 °C.

CCD: R¢= 0,36 (hexano:diclorometano, 1:2 v/v)

IV (cm™) ¥ max 2925; 2853; 1758; 1605; 1431; 1339; 1217; 1023; 992; 869; 749;
718.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 54,86 (s, 2H, H-5).

RMN de *C (75 MHz, CDCls) 74,4 (C-5); 114,9 (C-3); 143,7 (C-4); 166,8 (C-
2).

EM, m/z (%): 244 ([M+4]", 15); 242 ([M+2]", 30); 240 ([M]", C4H2Br,0,, 11);
215 (8); 213 (17); 211 (9); 163 (99); 161 (100); 133 (22); 131 (19); 119 (25); 117
(27); 107 (16); 105 (22); 81 (14); 79 (14); 53 (29); 38 (78); 37 (63); 36 (15).
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3.4.2. Sintese da 3-bromo-4-(2-metoxifenil)furan-2( 5H)-ona (2a) pelo

acoplamento de Suzuki-Miyaura

Em um baldo bitubulado de fundo redondo (250 mL), adicionaram-se a
lactona 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (1) (1,000 g; 4,13 mmol), éacido 2-
metoxifenilborénico (0,690 g; 4,54 mmol), bisacetonitriladicloropaladio(ll)
(PdCI>(CH3CN)2) (0,054 g; 0,21 mmol), trifenilarsina (AsPhs) (0,254 g; 0,83
mmol) e oxido de prata (Ag20) (2,871 g; 12,39 mmol). Sob atmosfera de
nitrogénio adicionou-se THF anidro (18 mL). Esse sistema foi mantido sob
agitacdo magneética a 65 °C por 24 horas.

A mistura reacional foi resfriada a temperatura ambiente, diluida com
acetato de etila (100 mL) e filtrada a vacuo sobre celite. O filtrado foi
concentrado em evaporador rotatorio, para obtencdo do material bruto da
reacdo, que foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel
empregando-se gradiente de eluicho com as misturas de solventes
hexano:diclorometano 3:1, 2:1, 1:1 e 1:2 v/v. Esse procedimento resultou no
isolamento da 3-bromo-4-(2-metoxifenil)furan-2(5H)-ona (2a) com rendimento
de 39% (0,436 g; 1,62 mmol), e da 2,2-dimetoxibifenila (3a) (14% de
rendimento; 0,070 g¢; 0,33 mmol) resultante do homoacoplamento. A
porcentagem de recuperacao da lactona 1 correspondeu a 16% (162 mg).

Os compostos 2b-2d foram preparados utilizando-se procedimento
experimental similar ao descrito para a sintese do composto 2a. A Tabela 1
apresenta as quantidades de reagentes e solventes utilizadas nessas reacgoes.
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Tabela 1 - Dados referentes ao preparo das 4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas 2a-2d

3,4-dibromofuran- . Ag.0 _ .
Acido arilborénico  PdCI;(CH3CN), AsPhs 4-aril-3-bromofuran- Rendimento
2(5H)-ona ( ) ( ) ( ) (g; mmol) 2(5H) G %)
; mmo ; mmo ; mmo -ona ; %
(g; mmol) J J J (THF) J
/
o)
2,871; 12,39 Br
1,00; 4,13 0,690; 4,54 0,054; 0,21 0,254; 0,83 0,436; 39
(18 mL) —
o)
o} (2a)
/
o
12,938; 55,83 Br
4,50; 18,61 4,725; 20,47 0,241; 0,93 1,139; 3,72 ' 1,888; 29
(75 mL) ey
o} (2b)
/
o)
12,563; 54,21 Br
4,37; 18,07 3,300; 19,88 0,234; 0,90 1,105; 3,61 1,888; 37
(73 mL) —
o]
o (2¢)
/
o
15,809; 68,22 Br
5,50; 22,74 4,662; 25,01 0,295; 1,14 1,393; 4,55 1,816; 26
(87 mL) - o
o) (2d)
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3.4.2.1. Dados referentes ao composto 3-bromo-4-(2- metoxifenil)furan-
2(5H)-ona (2a)

Caracteristica: cristais amarelo claro

Rendimento: 39% (0,436 g; 1,62 mmol). Recuperacdo de 162 mg (16%) do
material de partida.

Tt 169,2-171,5 °C.

CCD: R¢= 0,28 (hexano:diclorometano, 1:1,5, v/v).

IV (cm™) ¥ max 3072; 2958; 1769; 1614; 1598; 1486; 1264; 1248; 1178; 1012;
978; 744; 721.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) 43,87 (s, 3H, -OCHs); 5,26 (s, 2H, H-5); 6,99
(dd, 1H, J3 4= 8,4, J35= 0,9, H-3’); 7,09 (ddd, 1H, J53=10,9, J54= 7,5, J5 ¢ =
7,5, H-5); 7,48 (ddd, 1H, Jy 3= 8,4, Jy5= 7,5, Jo e = 1,5, H-4); 7,80 (dd, 1H,
Jea=1,5,Js5=7,5, H-6).

RMN de *C (75 MHz, CDCls) §55,8 (-OCHs); 73,8 (C-5); 108,2 (C-3), 111,6
(C-3); 118,9 (C-1"); 121,1 (C-5’); 130,3 (C-6"); 132,8 (C-4'); 157,4 (C-2)*; 157,7
(C-4)*, 170,0 (C-2).

* As atribuicGes podem estar invertidas.

EM, m/z (%): 270 ([M+2]", 35); 268 ([M]", C11HoBrOz, 36); 241 (32); 239 (33);
189 (100); 161 (19); 145 (27); 133 (38); 132 (18); 131 (52); 118 (17); 115 (24);
105 (87); 103 (21); 102 (39); 89 (39); 88 (28); 77 (49); 76 (19); 75 (28); 74 (25);
63 (37); 62 (30); 51 (39); 50 (28); 39 (43); 38 (18).

IES-EM C11HoBrNaOs [M+Na]™: 290,9627, encontrado: 290,9628.

3.4.2.2. Dados referentes ao composto 2,2’-dimetoxi  bifenila (3a)
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Caracteristica: solido branco

Rendimento: 14% (0,070 g; 0,33 mmol)

Ts: 127,0-128,0 °C.

CCD: R¢= 0,33 (hexano:diclorometano, 2:1 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3025; 2960; 2927; 1589; 1480; 1455; 1428; 1283; 1226; 1164;
1019; 999; 762; 739; 693; 546.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 63,79 (s, 6H, 2-OCHs e 2-OCHs); 6,99 (dd, 2H,
J34=J34=8,4,J35=J35=0,9, H-3 e H-3'); 7,03 (ddd, 2H, J53=J53=10,9, Js4
=Js4=75,J56=Js¢=7,5 H-5e H-5); 7,27 (dd, 2H, Je4= Jg 4= 1,8, Js5=
Je 5= 7,5, H-6 e H-6'); 7,35 (ddd, 2H, J43=J23=8,4,J45=Ja5=7,5,J46= 2 e
= 1,8, H-4 e H-4").

RMN de **C (75 MHz, CDCl3) §55,9 (2-OCHs e 2'-OCHs); 111,3 (C-3 e C-3));
120,6 (C-5 e C-5); 128,1 (C-1 e C-1'); 128,8 (C-4 e C-4"); 131,7 (C-6 e C-6");
157,3 (C-2 e C-2)).

EM, m/z (%) 214 ([M]", C14H140,, 100); 199 (17); 184 (35); 183 (11); 181 (13);
168 (21); 139 (14); 128 (17); 115 (12); 63 (12); 51 (11); 39 (13).

3.4.2.3. Dados referentes ao composto 3-bromo-4-(5- bromo-2-
metoxifenil)furan-2(5 H)-ona (2b)

Caracteristica: solido branco

Rendimento: 29% (1,888 g; 5,43 mmol). Recuperagao de 1,016 g (23%) do
material de partida.

T 169,2-171,5 °C.
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CCD: R¢= 0,28 (hexano:diclorometano, 1:1,5 v/v)

v (cm'l) V max 2997; 2964; 1769; 1618; 1591; 1482; 1470; 1401, 1266; 1245;
1181; 1139; 1062; 1012; 983, 880; 805; 749; 621.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) J3,86 (s, 3H, -OCHa); 5,21 (s, 2H, H-5); 6,88 (d,
1H, Jz.» = 8,8, H-3); 7,56 (dd, 1H, Js3= 8,8, Jurg = 2,4, H-4); 7,88 (d, 1H, J¢ 4
=24, H-6).

RMN de **C (75 MHz, CDCls) 56,1 (-OCHs); 73,5 (C-5); 109,5 (C-3); 113,3
(C-5); 113,4 (C-3"); 120,7 (C-1); 132,6 (C-6'); 135,2 (C-4); 156,0 (C-2')*; 156,5
(C-4)*; 169,5 (C-2).

* As atribuicbes podem estar invertidas.

EM, m/z (%) 350 ([M+4]", 3); 348 ([M+2]", 9); 346 ([M]™, C11HgBr,03z, 2); 269
(21); 267 (19); 132 (100); 131 (32); 102 (27); 101 (15); 99 (11); 89 (14); 88 (14);
87 (33); 77 (11); 75 (26); 74 (20); 63 (24); 62 (14); 51 (33); 50 (34); 44 (22); 38
(14).

IES-EM C11HgBroNaO; [M+Na]™: 368,8732, encontrado: 368,8731.

3.4.2.4. Dados referentes ao composto 5,5'-dibromo-  2,2’-dimetoxibifenila
(3b)

O Br

Caracteristica: cristais brancos

Rendimento: 20% (0,755 g; 2,03 mmol)

Ts: 127,9-128,0 °C.

CCD: R¢= 0,33 (hexano:diclorometano, 2:1 v/v)

IV (cm™) ¥ max 3073; 3017; 2955; 2960; 2834; 1478; 1457; 1288; 1259; 1241;
1220; 1179; 1137; 1028, 805; 741; 615; 583; 520.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) 03,76 (s, 6H, 2-OCHs e 2'-OCHs); 6,84 (d, 2H,
J34=J34=8,7,H-3 e H-3"); 7,33 (d, 2H, Js 4= Js .2 = 2,4, H-6 e H-6’); 7,43 (dd,
2H, J43=Jdp3=8,7, Jas=Jag = 2,4, H-4 e H-4).
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RMN de *3C (75 MHz, CDCIls) §56,2 (2-OCHjs e 2-OCHs); 112,7 (C-5 e C-5");
113,0 (C-3 e C-3'); 128,6 (C-1 e C-1); 131,8 (C-4 e C-4’); 134,0 (C-6 e C-6");
156,3 (C-2 e C-2)).

EM, m/z (%) 374 ((M+4]", 49); 372 (IM+2]*, 100); 370 ([M]*, C14H1,Br,03, 54);
278 (63); 276 (66); 263 (41); 261 (52); 235 (26); 233 (29); 212 (41); 139 (54);
138 (34); 126 (85); 87 (25); 76 (26); 75 (35); 74 (33); 70 (32); 69 (57); 63 (78);
62 (43); 51 (33); 50 (35).

3.4.25. Dados referentes ao composto  3-bromo-4-(5- metil-2-

metoxifenil)furan-2(5 H)-ona (2¢)

Caracteristica: solido branco

Rendimento: 37% (1,888 g; 6,67 mmol). Recuperagao de 1,113 g (25%) do
material de partida.

T 97,9-99,5 °C.

CCD: R¢= 0,20 (hexano:diclorometano, 1:1 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3026; 2989; 2955; 2912; 2854; 1749; 1610; 1575; 1494; 1444;
1346; 1260; 1190; 989; 822; 752; 726, 660; 560.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 42,35 (s, 3H, 5'-CHs); 3,83 (s, 3H, -OCHz); 5,24
(s, 2H, H-5); 6,90 (d, 1H, J34 = 8,4, H-3"); 7,26 (dd compl, 1H, Jy 3= 8,4, Jy 6 =
2,0, H-4’); 7,60 (d, 1H, Js 4 = 2,0, H-6").

RMN de **C (75 MHz, CDCl3) §20,6 (5'-CHs); 55,8 (-OCHa); 73,8 (C-5); 107,9
(C-3); 111,6 (C-3"); 118,5 (C-1"); 130,4 (C-5); 130,5 (C-6); 133,3 (C-4"); 155,4
(C-2)*; 157,8 (C-4)*; 170,1 (C-2).

* As atribuicbes podem estar invertidas.

EM, m/z (%) 284 ([M+2]", 46); 282 ([M]", C1,H11BrO3, 45); 255 (27); 253 (29);
203 (87); 175 (25); 159 (42); 147 (84); 146 (23); 145 (60); 131 (33); 119 (90);
116 (42); 115 (100); 103 (33); 102 (57); 91 (77); 89 (32); 76 (29); 75 (34); 74
(31); 63 (56); 62 (24); 52 (32); 51 (91); 50 (48).
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IES-EM C1,H1,BrOs [M+H]": 282,9964, encontrado: 282,9882.

3.4.2.6. Dados referentes ao composto 5,5-dimetil- 2,2’-dimetoxibifenila
(3¢)

Caracteristica: cristais brancos

Rendimento: 23% (0,550 g; 2,27 mmol)

T 51,8-52,8 °C.

CCD: R¢= 0,46 (hexano:diclorometano, 2:1 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3025; 2994; 2952; 2899; 1486; 1459; 1269; 1229; 1137; 1049;
1024, 881; 755; 721; 486.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) 82,34 (s, 6H, 5-CHs e 5-CHa); 3,77 (s, 6H, 2-
OCHs e 2’-OCHs); 6,89 (d, 2H, J34= J3 4 = 8,4, H-3 e H-3'); 7,06 (d, 2H, Js 4=
Joa= 2,4, H-6 e H-6'); 7,14 (dd, 2H, Js3= Ja 3= 8,4, Jss=Jye = 2,4, H-4 e H-
4",

RMN de **C (75 MHz, CDCl3) J 20,8 (5-CHs e 5-CHs); 56,2 (2-OCHs; e 2'-
OCHgs); 111,3 (C-3 e C-3'); 128,0 (C-1 e C-1'); 129,2 (C-4 e C-4'); 129,8 (C-5 e
C-57); 132,2 (C-6 e C-6"); 155,2 (C-2 e C-2)).

EM, m/z (%) 242 (IM]", C16H1802, 100); 227 (22); 212 (39); 211 (13); 197 (12);
196 (14); 195 (17); 121 (9); 77 (7).

3.4.2.7. Dados referentes ao composto 3-bromo-4-(5- cloro-2-
metoxifenil)furan-2(5 H)-ona (2d)
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Caracteristica: solido branco

Rendimento: 26% (1,816 g; 5,98 mmol). Recuperagcao de 1,107 g (20%) do
material de partida.

T: 159,4-160,6 °C.

CCD: R¢= 0,23 (hexano:diclorometano, 1:1 v/v).

IV (cm™) ¥ max 2997; 2961; 2855; 1769; 1615; 1596; 1485; 1471; 1441; 1407;
1266; 1245; 1182; 1012; 982; 880; 808; 749; 679; 640.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) 03,87 (s, 3H, -OCHs); 5,23 (s, 2H, H-5); 6,95 (d,
1H, J3 4= 9,0, H-3"); 7,43 (dd, 1H, J4 3= 9,0, Jy = 2,7, H-4"); 7,77 (d, 1H, Je 4
=2,7, H-6").

RMN de *3C (75 MHz, CDCls) 656,2 (-OCHs); 73,5 (C-5); 109,4 (C-3); 113,0
(C-3); 120,2 (C-1"); 126,2 (C-5'); 129,8 (C-6"); 132,3 (C-4'); 156,0 (C-2)*; 156,1
(C-4)*; 169,6 (C-2).

* As atribuicbes podem estar invertidas.

EM, m/z (%) 306 ([M+4]", 21); 304 ([M+2]", 85); 302 ([M]", C11HsBrClOs, 64);
275 (71); 273 (54); 260 (30); 225 (35); 223 (100); 179 (42); 167 (57); 165 (62);
139 (48); 136 (35); 132 (49); 101 (54); 87 (46); 75 (53).

IES-EM C11HoBrClO; [M+H]": 302,9418, encontrado: 302,9367.

3.4.2.8. Dados referentes ao composto 5,5-dicloro- 2,2’-dimetoxibifenila
(3d)

Caracteristica: cristais brancos

Rendimento: 18% (0,602 g; 2,13 mmol)

Ts: 113,8-114,5 °C.

CCD: R¢= 0,60 (hexano:diclorometano, 1:1 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3003; 2963; 2935; 2904; 2835; 1590; 1489; 1463; 1397; 1241;
1181; 1133; 1020; 809; 641; 528.
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RMN de *H (300 MHz, CDCl3) 63,75 (s, 6H, 2-OCHs e 2'-OCHs); 6,87 (d, 2H,
J34=J34=8,7, H-3 e H-3); 7,19 (d, 2H, Js4= Jo.» = 2,7, H-6 e H-6"); 7,28 (dd,
2H, J43=Js3=8,7,J46=Jue= 2,7, H-4 e H-4).

RMN de **C (75 MHz, CDCl3) §56,2 (2-OCHs e 2'-OCHs); 112,5 (C-3 e C-3);
125,4 (C-1 e C-1'); 128,1 (C-5 e C-5"); 128,9 (C-4 e C-4’); 131,3 (C-6 e C-6");
155,8 (C-2 e C-2)).

EM, m/z (%) 286 (IM+4]", 12); 284 ([M+2]*, 70); 282 (IM]", C14H12Cl,05, 100);
234 (26); 233 (13); 232 (78); 217 (33); 189 (20); 139 (11); 126 (19); 87 (14).
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3.4.3. Sintese da ( Z2)-3-bromo-4-(2-metoxifenil)-5-(4-trifluorometil-
benzilideno)furan-2(5 H)-ona (4a) analoga aos rubrolideos pela reacéo de

alquilidenagéao

A um baldo bitubulado de fundo redondo (50 mL), adicionaram-se a 3-
bromo-4-(2-metoxifenil)furan-2(5H)-ona (2a) (0,900 g¢g; 3,34 mmol),
diclorometano anidro (20 mL), TBDMSOTf (1,688 mL; 7,35 mmol), DIPEA
(1,745 mL; 10,02 mmol) e p-trifluorometilbenzaldeido (0,651 g; 3,74 mmol), sob
atmosfera de nitrogénio. A mistura resultante foi agitada a temperatura
ambiente por uma hora. Decorrido esse periodo, a mistura reacional foi
refluxada e posteriormente adicionou-se DBU (1,099 mL; 7,35 mmol)
mantendo-se o refluxo por uma hora.

A mistura reacional foi transferida para um funil de separacéo
empregando-se 70 mL de DCM. A fase organica resultante foi lavada com
solucdo aquosa de HCI 3 mol L™ (2 x 40 mL) e solucdo saturada de NaCl (3 x
40 mL). Em seguida, a mesma foi seca com MgSO, anidro, filtrada e
concentrada sob pressao reduzida para obtencdo do material bruto da reacéo,
que foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel empregando-se a
mistura de solvente hexano:DCM 3:2 v/v para obtencdo da (Z)-3-bromo-4-(2-
metoxifenil)-5-(4-trifluorometilbenzilideno)furan-2(5H)-ona (4a) em 63% de
rendimento (896 mg; 2,11 mmol).

Os compostos 4b-4q foram preparados utilizando-se procedimento
experimental similar ao descrito para a sintese do composto 4a. A Tabela 2

apresenta as quantidades de reagentes e solventes utilizadas nessas reacoes.
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Tabela 2 - Dados referentes ao preparo dos analogos aos rubrolideos 4a-4q

DIPEA
Lactona Aldeido TBDMSOTf DBU Anélogo aos Rendimento
(mL; mmol) ]
(9; mmol) (g; mmol) (mL; mmol) _ (mL; mmol) rubrolideos (mg; %)
(DCM anidro)
/
/ CHO O 0
e} Br
Br ) —
1,745; 10,02 0
= 1,688; 7,35 1,099; 7,35 ~ 0 896; 63
o) (20 mL)
oo e <
(0,900; 3,34) (0,651; 3,74)
CF3 (4a)
/ 3
o gHo Br O Br
Br Br 1,322; 7,59 -
— 1,279; 5,57 0,833; 5,57 P o) 523; 44
s cl (15 mL) °
, (0,391; 2,78) O
(0,880; 2,53) cl (4b)
/
/ CHO O o}
O Br Br
Br Br 1,322; 7,59 o
— 1,279; 5,57 0,833; 5,57 ZNe) 585; 45
o} (15 mL)
o) Br O
(0,880; 2,53) (0,514; 2,78)
Br (4c)
Continua...
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Tabela 2 - Cont.
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DIPEA
Lactona Aldeido TBDMSOTf DBU Anélogo aos Rendimento
(mL; mmol) ]
(g; mmol) (g; mmol) (mL; mmol) _ (mL; mmol) rubrolideos (mg; %)
(DCM anidro)
/
e
Br
1,422; 8,16 =
1,372; 5,98 0,895; 5,98 g O 700; 63
Cl (16 mL)
(0,770: 2’72) (0,420; 2,99) O o (4d)
/ /
CHO 0
° Br cl O Br
1,422; 8,16 =
— 1,372; 5,98 0,895; 5,98 / o) 744; 68
o (16 mL) o
o) cl
| (0,420; 2,99) O
(0,770; 2,72) (4e)
/ /
cl Br Br 1,553; 8,91 =
= 1,500; 6,53 0,976; 6,53 / o) 804; 58
o o) (18 mL) 5 o
r
| (0,605; 3,27) O
(0,900; 2,97) (4f)
/ HO ) S
o)
Cl Br
cl Br 1,553; 8,91 =
— P 1,500; 6,53 0,976; 6,53 g O 822; 65
s 0 (18 mL) ‘
(0,900; 2,97y  (0445:3.27) 0" (49)
Continua...
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DIPEA
Lactona Aldeido TBDMSOTT DBU Anélogo aos Rendimento
(mL; mmol) .
(g; mmol) (g; mmol) (mL; mmol) ) (mL; mmol) rubrolideos (mg; %)
(DCM anidro)
/
/ HO O 0
@] cl Br
cl Br 0,690; 3,96 _~o
= 0,666; 2,90 0,434; 2,90 ~ 0 293; 54
0 (11 mL)
° F JJ
(0,400; 1,32) (0,180; 1,45)
F (4h)
/
o
/ HO Cl Br
O —
cl Br 0,690; 3,96 g °
— 0,666; 2,90 0,434; 2,90 65; 11
o (11 mL) Q
o} NO,
(0,400; 1,32) (0,219; 1,45) NO,
(4i+4i")
/
o) Cl Br
al Br 0,601; 3,45 =0
— 0,581; 2,53 0,378; 2,53 ~ o 200; 39
o} (10 mL)
e o <
(0,350; 1,15) (0,221; 1,27) :
CFs (4))
Continua...

31



Tabela 2 - Cont.

DIPEA
Lactona Aldeido TBDMSOTf DBU Anélogo aos Rendimento
(mL; mmol) .
(g; mmol) (g; mmol) (mL; mmol) _ (mL; mmol) rubrolideos (mg; %)
(DCM anidro)
/
/ 0
Cl Br 0,690; 3,96 -
= 0,666; 2,90 0,434; 2,90 g © 201; 35
e NO, (11 mL)
0,219; 1,45) O
0,400; 1,32 (0.219: 1,
( ) NO,  (4k)
J
O/ HO Br O Br
Br Br 0,601; 3,45 _ o)
— 0,581; 2,53 0,380; 2,53 Z o 229; 40
0 (11 mL)
o} CF3
(0,400; 1,15) (0,221; 1,27)
CF3 4
/ /
0 HO O ©
Br Br
Br Br Br 0,601; 3,45 =
— 0,581; 2,53 0,380; 2,53 / o) 355; 60
0 (11 mL) 0
O Br
(0,235; 1,27) O
(0,400; 1,15) (4m)
Continua...
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Tabela 2 - Cont.

DIPEA
Lactona Aldeido TBDMSOTf DBU Anélogo aos Rendimento
(mL; mmol) .
(g; mmol) (g; mmol) (mL; mmol) _ (mL; mmol) rubrolideos (mg; %)
(DCM anidro)
J
O/ HO Br O Br
Br Br 0,451; 2,59 =0
— 0,436; 1,90 0,283; 1,90 el 239; 61
o} (8 mL)
° F )
(0,300; 0,86) (0,118; 0,95)
F (4n)
/ /
o 0
BI’ Br HO Br Br
= cl 0,430; 2,47 =
o) 0,415; 1,81 0,271; 1,81 / o) 193; 63
O (8 mL) o
(0,250;0,82)  (0,127; 0,91) c O
(40)
/
/ o)
o HO Br O Br
i g 0,581; 2,53 0.00L 345 0,387; 2,53 _ 333; 62
— : : o :
=0 ~o (11 mL) ~ o
. (0,171; 1,26) ‘
(0,400; 1,15) 0" (4p)
Continua...
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Tabela 2 - Cont.

DIPEA
Lactona Aldeido TBDMSOTf DBU Anélogo aos Rendimento
(mL; mmol) ]
(g; mmol) (g; mmol) (mL; mmol) _ (mL; mmol) rubrolideos (mg; %)
(DCM anidro)
/
/ o)
0 HO Br O Br
Br Br 0,601; 3,45 -
— 0,581; 2,53 0,387; 2,53 _ 0 236; 45
o) F (11 mL) o
(0,156; 1,26) O
0,400; 1,15
( ) F o (49)
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3.4.3.1. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-4-(2-metoxifenil)-5-(4-

trifluorometilbenzilideno)furan-2(5 H)-ona (4a)

Caracteristica: solido laranja palido

Ts: 147,6-149,3 °C.

CCD: R¢= 0,32 (hexano:diclorometano, 3:2 v/v)

IV (cm™) ¥ max 3006; 1779; 1608; 1492; 1322; 1249; 1164; 1066; 1020; 975;
872; 840; 597.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 63,86 (s, 3H, -OCHs); 5,94 (s, 1H, H-6); 7,09
(dd, 1H, J3 4= 8,4, J35= 0,9, H-3'); 7,12 (ddd, 1H, J53=10,9, J54= 7,5, J5 ¢ =
7,5, H-5); 7,27 (dd, 1H, Jg + = 1,8, Jg 5 = 7,5, H-6'); 7,54 (ddd, 1H, Js 3 = 8,4,
Jy5=75,Jr6=18, H-4); 7,61 (d, 2H, J3 - = J5 6= 8,4, H-3" e H-5"); 7,85 (d,
2H, J27 3= Jev 5= 8,4, H-2" e H-6").

RMN de **C (75 MHz, CDCls) §55,9 (-OCHs); 111,6 (C-6); 111,9 (C-3'); 112,2
(C-3); 117,7 (C-1); 121,0 (C-5); 124,1 (q, Jc-r = 270,6, -CF3); 125,9 (Q, Jc-kr =
3,8, C-3” e C-5"); 130,5 (C-6); 130,5 (q, Jcr= 32,2, C-4"); 130,9 (C-2" e C-6");
132,4 (C-4’); 136,3 (C-1"); 149,3 (C-5); 152,5 (C-4)*; 156,8 (C-2')*; 165,0 (C-2).
* As atribuicbes podem estar invertidas.

EM, m/z (%) 426 ([M+2]*, 68); 424 (IM]*, C1oH1,BrFs03, 66); 345 (41); 317
(33); 167 (22); 163 (37); 159 (31); 158 (43); 135 (18); 131 (81); 119 (54); 115
(45); 103 (30); 102 (25); 101 (17); 91 (27); 89 (53); 77 (100); 63 (24); 62 (24);
39 (35).

IES-EM Cy9H1,BrF3NaOs; [M+Na]’: 446,9814, encontrado: 446,9816.
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3.4.3.2. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-4-(5-bromo-2-

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

Caracteristica: solido verde palido (purificado por cromatografia em coluna de
silica gel empregando-se como eluente hexano:DCM 3:2 v/v).

T: 149,5-150,6 °C.

CCD: R¢= 0,31 (hexano:diclorometano, 3:2 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3057; 2963; 2937; 1764; 1600; 1488; 1459; 1260; 1226; 1119;
1019; 984, 960; 883, 780; 679.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) 03,84 (s, 3H, -OCHzs); 5,84 (s, 1H, H-6); 6,95 (d,
1H, J3 4= 9,0, H-3"); 7,30-7,32 (m, 2H, H-4" e H-5"); 7,37 (d, 1H, Je 4 = 2,4, H-
6'); 7,63 (dd, 1H, J4.3=9,0, Jy 6 = 2,4, H-4'); 7,66-7,67 (m, 1H, H-6"); 7,72-7,71
(m, 1H, H-2").

RMN de **C (75 MHz, CDCls) §56,2 (-OCHs); 112,2 (C-6); 112,3 (C-3); 113,0
(C-5); 113,6 (C-3’); 119,6 (C-17); 129,0 (C-6"), 129,7 (C-5")*; 130,3 (C-4")%;
130,6 (C-27); 132,8 (C-6'); 134,4 (C-1")**, 134,9 (C-4"); 135,0 (C-3")**, 148,2
(C-5); 151,0 (C-4); 156,0 (C-2’), 164,8 (C-2).

* As atribuicbes podem estar invertidas. ** As atribuicbes podem estar
invertidas.

EM, m/z (%) 474 ((M+6]", 1); 472 (IM+4]", 7); 470 ((M+2]", 11); 468 ([M]*,
CisH11Br,ClOgs, 4); 310 (16); 211 (11); 209 (14); 176 (12); 152 (18); 130 (25);
124 (21); 118 (28); 102 (61); 89 (100); 88 (26); 87 (47); 75 (21); 63 (35); 39
(28); 36 (15).

IES-EM C1gH1,Br,ClO3 [M+H]": 468,8836, encontrado: 468,8686.
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3.4.3.3. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-4-(5-bromo-2-

metoxifenil)-5-(4-bromobenzilideno)furan-2(5  H)-ona (4c)

Caracteristica: solido branco (purificado por cromatografia em coluna de silica
gel empregando-se como eluente hexano:DCM 3:2 v/v).

T 157,5-158,6 °C.

CCD: R¢= 0,32 (hexano:diclorometano, 3:2 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3022; 2941; 2843; 1773; 1644; 1575; 1481; 1403; 1266; 1250;
1178; 1121; 1008; 978; 874; 836; 800; 693; 750; 622.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) 03,83 (s, 3H, -OCHs); 5,85 (s, 1H, H-6); 6,96 (d,
1H, J3 4= 9,0, H-3"); 7,37 (d, 1H, J¢ 4 = 2,4, H-6'); 7,50 (d, 2H, J3 2 = Js 6 =
8,4, H-3” e H-5"); 7,62 (d, 2H, J, 3 = Js5» = 8,4, H-2" e H-6"); 7,63 (dd, 1H,
Jy3=9,0,Jse=2,4, H-4).

RMN de *3C (75 MHz, CDCl3) §56,2 (-OCHs); 111,9 (C-3); 112,6 (C-6); 112,9
(C-5); 113,6 (C-3); 119,7 (C-1")*; 124,2 (C-4")*; 131,7 (C-1"); 132,3 (C-2”, C-
3", C-5” e C-6"); 132,8 (C-6"); 134,9 (C-4’); 147,9 (C-5); 150,9 (C-4); 156,0 (C-
2"); 164,9 (C-2).

* As atribuicGes podem estar invertidas.

EM, m/z (%) 518 (M+6]", 4); 516 ([M+4]", 11); 514 ((M+2]", 12); 512 ([M]",
CigH11Br30g3, 4); 197 (11); 196 (15); 168 (12); 130 (13); 118 (13); 102 (30); 89
(100); 87 (26); 63 (32); 39 (22).

IES-EM C1gH12Brs03 [M+H]": 512,8331, encontrado: 512,8810.
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3.4.3.4. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-5-(3-clorobenzilideno)-
4-(5-metil-2-metoxifenil)furan-2(5 H)-ona (4d)

Caracteristica: solido amarelo claro (purificado por cromatografia em coluna
de silica gel empregando-se como eluente hexano:DCM 3:2 v/v).

T: 138,2-139,6 °C.

CCD: R¢= 0,25 (hexano:diclorometano, 3:2 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3008; 2929; 1769; 1644; 1497; 1457; 1248; 1230; 986; 928; 882;
810; 780; 697; 679.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 62,37 (s, 3H, Ar-CHs); 3,81 (s, 3H, -OCHz); 5,87
(s, 1H, H-6); 6,95 (d, 1H, J3 4 = 8,4, H-3’); 7,04 (d compl, 1H, Je 4= 1,8, H-6');
7,28-7,31 (m, 2H, H-4” e H-5"), 7,30-7,33 (m, 1H, H-4); 7,63-7,67 (m, 1H, H-
6"); 7,71 (m, 1H, H-2").

RMN de *3C (75 MHz, CDCls) 20,7 (Ar-CHs); 55,9 (-OCH3); 111,5 (C-3); 111,8
(C-3); 112,1 (C-6); 117,4 (C-1); 128,9 (C-6"); 129,4 (C-4")*; 130,2 (C-5")%;
130,3 (C-5’); 130,5 (C-2"); 130,7 (C-6"); 132,7 (C-4'); 134,7 (C-1"); 135,0 (C-3");
148,7 (C-5); 152,7 (C-4); 154,6 (C-27); 165,3 (C-2).

* As atribuicbes podem estar invertidas.

EM, m/z (%) 408 ([M+4]", 20); 406 ([M+2]", 76); 404 ([M]", C19H14BrClO3, 58);
325 (26); 297 (29); 279 (17); 219 (21); 177 (67); 165 (17); 149 (42); 145 (76);
133 (64); 129 (29); 116 (35); 115 (75); 105 (31); 102 (86); 111 (49); 91 (48); 89
(100); 63 (43); 51 (23).

IES-EM C19H15BrClO3 [M+H]™: 404,9888, encontrado: 404,9779.
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3.4.3.5. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-5-(2-clorobenzilideno)-
4-(5-metil-2-metoxifenil)furan-2(5 H)-ona (4e)

Caracteristica: solido amarelo claro (purificado por cromatografia em coluna
de silica gel empregando-se como eluente hexano:DCM 3:2 v/v).

Ts: 121,3-122,6 °C.

CCD: R¢= 0,27 (hexano:diclorometano, 3:2 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3063; 2998; 2964; 2832; 1766; 1613; 1584; 1499; 1436; 1250;
1109; 996; 979; 814; 737.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 62,37 (s, 3H, Ar-CHs); 3,83 (s, 3H, -OCHz); 6,49
(s, 1H, H-6); 6,97 (d, 1H, J3 4 = 8,4, H-3"); 7,11 (d, 1H, Je¢ 4 = 2,4, H-6"); 7,25
(ddd, 1H, Js»3-= 1,8, J524»= 7,5, Js5r6» = 7,8, H-5"); 7,32 (ddd, 1H, J4 3= 7,8,
Jg5 =75, I o= 1,8, H-4"); 7,32 (dd, 1H, Jy 3= 8,4, Iy ¢ = 2,4, H-4’); 7,37 (dd,
1H, J3 4 =7,8, J3»5-= 1,8, H-3"); 8,24 (dd, 1H, Jg 4= 1,8, Jg» 5= 7,8, H-6").
RMN de *3C (75 MHz, CDCls) 20,7 (Ar-CHs); 55,9 (-OCH3); 109,2 (C-6); 111,3
(C-3); 111,8 (C-3"); 117,4 (C-1); 127,5 (C-4"); 129,9 (C-3™); 130,3 (C-5'); 130,4
(C-5"); 130,9 (C-1"); 131,0 (C-67); 132,1 (C-6"); 132,8 (C-4"); 134,9 (C-2");
148,7 (C-5); 153,0 (C-4); 154,7 (C-27); 165,5 (C-2).

EM, m/z (%) 408 ([M+4]", 26); 406 ([M+2]", 100); 404 ([M]", C19H14BrClOs3, 77);
325 (31); 297 (30); 279 (15); 253 (20); 251 (19); 189 (17); 177 (48); 173 (16);
149 (35); 145 (61); 133 (39); 129 (23); 116 (26); 115 (54); 102 (65); 95 (40); 89
(73); 63 (27).

IES-EM C19H15BrClOs [M+H]": 404,9888, encontrado: 404,9878.
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3.4.3.6. Dados referentes ao composto ( 2)-3-bromo-5-(2-

bromobenzilideno)4-(5-cloro-2-metoxifenil)furan-2(5  H)-ona (4f)

Caracteristica: solido amarelo claro (purificado por cromatografia em coluna
de silica gel empregando-se como eluente hexano:DCM 3:2 v/v).

Ts: 154,3-155,7 °C.

CCD: R¢= 0,25 (hexano:diclorometano, 3:2 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3097; 3061; 3010; 2968; 2845; 1768; 1645; 1487; 1462; 1249;
1184; 1025; 981, 825; 751; 671.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) 63,87 (s, 3H, -OCHzs); 6,44 (s, 1H, H-6); 7,02 (d,
1H, J3 4+ = 9,0, H-3); 7,18 (ddd, 1H, Js» 3= Js»5»= 7,8, Jse = 1,8, H-4"); 7,32
(dd, 1H, Je 4 = 2,7, H-6’); 7,37 (ddd compl, 1H, J5» 4= J5 6= 7,8, J573» = 1,2, H-
5"); 7,49 (dd, 1H, J4 3= 9,0, Jpe = 2,7, H-4); 7,58 (dd, 1H, J3 4= 7,8, J3'5° =
1,2, H-3"); 8,20 (dd, 1H, Js5-= 7,8, Je4-= 1,8, H-6").

RMN de **C (75 MHz, CDCls) §56,2 (-OCHa); 112,0 (C-3); 112,1 (C-6); 113,1
(C-3); 119,1 (C-1"); 125,8 (C-2"); 126,0 (C-5"); 128,1 (C-5"); 130,3 (C-6"); 130,8
(C-4"); 132,0 (C-4"); 132,3 (C-6™); 132,3 (C-1"); 133,3 (C-3"); 148,1 (C-5); 151,3
(C-4); 155,4 (C-27; 165,1 (C-2).

EM, m/z (%) 474 ([M+6]", 8); 472 ([M+4]", 38); 470 ([M+2]", 48); 468 ([M]™,
Ci1sH11Br,ClOg3, 23); 391 (20); 273 (19); 198 (16); 197 (18); 196 (21); 176 (17);
169 (17); 165 (27); 102 (32); 101(29); 94 (18); 89 (100); 88 (24); 87 (25); 63
(28).

IES-EM C1gH1,Br,ClO3 [M+H]": 468,8836, encontrado: 468,8822.
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3.4.3.7. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-4-(5-cloro-2-

metoxifenil)-5-(3-metoxibenzilideno)furan-2(5 H)-ona (49)

Caracteristica: sélido verde claro (purificado por cromatografia em coluna de
silica gel empregando-se como eluente hexano:DCM 1:2 v/v).

Ts: 137,8-139,4 °C.

CCD: R¢= 0,44 (hexano:diclorometano, 1:2 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3049; 3009; 2831; 1767; 1756; 1640; 1598; 1487; 1459; 1250;
1161; 1123; 989; 869; 822; 789; 686; 641.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) §3,84 (s, 6H, 2 x -OCHs); 5,90 (s, 1H, H-6);
6,89-6,93 (m, 1H, H-4"); 7,01 (d, 1H, J3 = 9,0, H-3'); 7,25 (d, 1H, Jg 4 = 2,4, H-
6"); 7,26-7,35 (m, 3H, H-2", H-5" e H-6"); 7,48 (dd, J4 3= 9,0, Jy ¢ = 2,7, H-4").
RMN de **C (75 MHz, CDCl3) 55,6 (-OCHa); 56,6 (-OCHs3); 111,6 (C-3); 113,2
(C-3); 113,9 (C-6); 115,6 (C-2"); 116,1 (C-4"); 119,4 (C-1"); 123,8 (C-6"); 125,9
(C-5’); 130,0 (C-5"); 130,1 (C-6); 131,8 (C-4’); 133,9 (C-1"); 147,6 (C-5)*; 151,1
(C-4); 155,5 (C-2'); 160,0 (C-3"); 165,1 (C-2).

EM, m/z (%) 424 ([M+4]", 26); 422 ([M+2]", 100); 420 ([M]", C19H14BrClO4, 75);
341 (24); 278 (38); 250 (14); 225 (22); 223 (23); 189 (16); 165 (22); 161 (29);
149 (24); 148 (67); 121 (26); 102 (26); 101 (24); 91 (58); 89 (25); 77 (34); 51
(41).

IES-EM C19H14BrCINaO,4 [M+Na]™: 442,9656, encontrado: 442,9661.
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3.4.3.8. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-4-(5-cloro-2-
metoxifenil)-5-(4-fluorobenzilideno)furan-2(5 H)-ona (4h)

Caracteristica: solido alaranjado (purificado por cromatografia em coluna de
silica gel empregando-se como eluente hexano:DCM 3:2 v/v).

Ts 123,1-124,6 °C.

CCD: R¢= 0,29 (hexano:diclorometano, 3:2 v/v).

v (cm'l)v max 3008; 2941; 2848; 1766; 1599; 1508; 1486; 1234; 1160; 984,
855; 643; 526.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 03,84 (s, 3H, -OCHs); 5,89 (s, 1H, H-6); 7,01 (d,
1H, J3.4 = 9,0, H-3"); 7,07 (dd, 2H, J3 > = Jsrg» = 9,0, J3-¢ = Js-F = 8,4, H-3" €
H-5"); 7,23 (d, 1H, Js e = 2,7, H-6"); 7,48 (dd, 1H, Jy3 = 9,0, Jyg = 2,7, H-4");
7,76 (dd, 2H, J» 3 = Jgr5» = 9,0, o = Jg g = 5,4, H-2" e H-6").

RMN de **C (75 MHz, CDCls) §56,2 (-OCHa); 111,4 (C-3); 112,7 (C-6); 113,2
(C-37); 116,3 (d, Jcr = 21,7, C-3" e C-5"); 119,3 (C-1"); 125,9 (C-5’); 129,0 (d,
Jer = 3,5, C-17); 130,0 (C-67); 131,9 (C-4'); 133,1 (d, Jcr = 8,3, C-2" e C-6");
147,1 (C-5); 151,1 (C-2'); 155,5 (C-4); 163,4 (d, Jc.r = 250,7, C-4"); 165,1 (C-2).
EM, m/z (%) 412 ([M+4]", 8); 410 ([M+2]*, 31); 408 ([M]", C1gH11BrCIFO3, 22);
329 (9); 165 (20); 136 (43); 133 (11); 122 (10); 109 (24); 108 (100); 107 (59);
102 (30); 101 (28); 99 (11); 97 (12); 87 (24).

IES-EM C1gH1,BrCIFO3 [M+H]": 408,9637, encontrado: 408,9641.

3.4.3.9. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-4-(5-cloro-2-

metoxifenil)-5-(4-nitrobenzilideno)furan-2(5  H)-ona (4i)
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Caracteristica (mistura de isébmeros): sélido amarelo (purificado por
cromatografia em coluna de silica gel empregando-se como eluente
hexano:DCM 1:2 v/v).

CCD (mistura de isbmeros): R = 0,49 (hexano:diclorometano, 1:2 v/v).

IV (mistura de isdbmeros) (cm )V max 2953; 2929; 1761; 1517; 1484; 1344;
1265; 1007; 832; 812; 753; 643.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) 43,85 (s, 3H, -OCHs); 5,96 (s, 1H, H-6); 7,03 (s,
1H, J3 4 = 8,7, H-3Y); 7,25 (d, 1H, Js 4 = 2,7, H-6’); 7,51 (dd, 1H, J4 3 = 8,7, s &
= 2,7, H-4"); 7,90 (d, 2H, J»3» = Jg5» = 8,7, H-2" e H-6"); 8,22 (d, 2H, J3» =
Js» g = 8,7, H-3” e H-5").

RMN de *C (75 MHz, CDCl3) §56,3 (-OCHa); 110,6 (C-6); 113,3 (C-3'); 113,7
(C-3); 118,7 (C-1’); 124,2 (C-3” e C-5"); 126,1 (C-57); 129,9 (C-6’); 131,4 (C-2”
e C-67); 132,2 (C-4); 139,0 (C-1"); 147,6 (C-4"); 149,9 (C-5); 150,9 (C-4);
155,5 (C-2’); 164,4 (C-2).

EM (mistura de isdbmeros), m/z (%) 439 ([M+4]", 24); 437 ([M+2]", 100); 435
(IM]™, C1gH11BrCINOs, 70); 356 (60); 239 (24); 218 (24); 203 (24); 197 (27); 176
(35); 165 (83); 153 (38); 102 (78); 101 (77); 89 (81); 87 (47); 77 (27); 63 (80).
IES-EM C1gH12BrCINOs [M+H]": 435,9582, encontrado: 435,9580.

3.4.3.10. Dados de RMN de H e *C ao composto ( E)-3-bromo-4-(5-cloro-2-
metoxifenil)-5-(4-nitrobenzilideno)furan-2(5 H)-ona (4i")
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RMN de *H (300 MHz, CDCl3) 03,53 (s, 3H, -OCHs); 6,51 (s, 1H, J3 4 = 9,0, H-
3'); 6,92 (s, 1H, H-6); 6,95 (s, 1H, Jg 4 = 2,7, H-6"); 7,05-7,07 (m, 2H, H-3" e H-
5"); 7,20 (dd, 1H, Jy3 = 9,0, J4¢ = 2,7, H-4"); 7,84 (d, 2H, J» 3 = Jg5 = 8,7, H-
2" e H-6").

RMN de *3C (75 MHz, CDCls) J 55,9 (-OCHs); 112,2 (C-3"); 114,4 (C-6’); 118,0
(C-3); 120,3 (C-1'); 122,7 (C-2”" e C-6"); 125,9 (C-5"); 129,7 (C-6); 130,1 (C-3" e
C-5"); 131,6 (C-4"); 138,8 (C-1"); 147,2 (C-4"); 149,3 (C-5); 150,9 (C-4); 154,7
(C-2'); 163,9 (C-2).

IES-EM C1gH12BrCINOs [M+H]": 435,9582, encontrado: 435,9582.

3.4.3.11. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-4-(5-cloro-2-

metoxifenil)-5-(4-trifluorometilbenzilideno)furan-2 (5H)-ona (4))

Caracteristica: solido rosa claro (purificado por cromatografia em coluna de
silica gel empregando-se como eluente hexano:DCM 3:2 v/v).

Tt 173,0-174,9 °C.

CCD: R¢= 0,26 (hexano:diclorometano, 3:2 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3068; 2941; 2848; 1777; 1616; 1486; 1322; 1253; 1124; 1068;
1017; 980; 871; 813; 643; 601.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) J3,85 (s, 3H, -OCHs); 5,94 (s, 1H, H-6); 7,02 (d,
1H, J3 4 = 9,0, H-3); 7,26 (d, 1H, Js 4 = 2,7, H-6’); 7,50 (dd, 1H, Jy 3 = 9,0, Iz &
= 2,7, H-4"); 7,63 (d, 2H, J» 3 = Jg»5» = 8,4, H-3" e H-5"); 7,86 (d, 2H, J3 > =
Jsv g = 8,4, H-2" e H-6").

RMN de *3C (75 MHz, CDCls) §56,3 (-OCHs); 111,8 (C-6); 112,8 (C-3); 113,2
(C-3); 119,0 (C-1); 124,1 (q, JcF = 272,7, -CF3); 125,9 (¢, Jcr = 3,4, C-3" e C-
5”); 126,0 (C-5’); 130,0 (C-6’); 130,9 (q, Jc-r = 32,2, C-4"); 131,0 (C-2" e C-6");
132,1 (C-4’); 136,1 (C-1"); 148,9 (C-5); 151,0 (C-4); 155,5 (C-2"); 164,7 (C-2).
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EM, m/z (%) 462 ([M+4]", 19); 460 ([M+2]", 77); 458 ([M]", C19H11BrCIF30s,
55); 379 (30); 351 (18); 316 (19); 203 (26); 201 (21); 199 (20); 186 (28); 167
(47); 165 (84); 159 (24); 158 (100); 153 (36); 122 (40); 102 (87); 101 (83); 89
(54); 87 (61); 75 (42); 63 (57); 51 (30).

IES-EM C19H1,BrCIF3;03 [M+H]": 458,9605, encontrado: 458,9604.

3.4.3.12. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-4-(5-cloro-2-

metoxifenil)-5-(3-nitrobenzilideno)furan-2(5 H)-ona (4k)

Caracteristica: solido branco (purificado por cromatografia em coluna de silica
gel empregando-se como eluente hexano:DCM 1:2 v/v).

Tt 195,2-196,3 °C.

CCD: R¢= 0,37 (hexano:diclorometano, 1:2 v/v).

v (cm'l)v max 3084; 2943; 2850; 1774; 1528; 1486; 1350; 1254; 1125; 980;
812; 735; 673.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 03,85 (s, 3H, -OCHs); 5,96 (s, 1H, H-6); 7,03 (d,
1H, J3 4 =9,0, H-3"); 7,25 (d, 1H, Jg 4 = 2,7, H-6"); 7,51 (dd, 1H, J43 = 9,0, Js ¢
= 2,7, H-4'); 7,59 (dd, 1H, Js- 4 = 8,1, Js»6 = 8,1, H-5"); 8,20 (m, 2H, H-4" e H-
6"); 8,42 (m, 1H, H-2").

RMN de **C (75 MHz, CDCl3) J 56,3 (-OCHs); 110,7 (C-6); 113,2 (C-3); 113,3
(C-3)); 118,8 (C-1'); 123,9 (C-6")*; 1254 (C-2"); 126,1 (C-5); 130,0 (C-6);
130,2 (C-5"); 132,2 (C-4’); 134,4 (C-1"); 136,1 (C-4")*; 148,7 (C-5)**, 149,2 (C-
3")**; 150,9 (C-4); 155,5 (C-2"); 164,4 (C-2).

EM, m/z (%) 439 ([M+4]", 9); 437 ([M+2]", 33); 435 ([M]*", C1sH11BrCINOs, 27);
356 (12); 218 (14); 203 (16); 176 (21); 165 (49); 153 (18); 150 (23); 102 (56);
101 (54); 89 (97); 88 (31); 87 (41); 75 (29); 63 (100); 62 (24); 51 (32); 39 (68).
IES-EM C1gH12BrCINOs [M+H]": 435,9582, encontrado: 435,9585.
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3.4.3.13. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-4-(5-bromo-2-
metoxifenil)-5-(4-trifluorometilbenzilideno)furan-2 (5H)-ona (4l)

Caracteristica: solido amarelo claro (purificado por cromatografia em coluna
de silica gel empregando-se como eluente hexano:DCM 3:2 v/v).

Tt 178,9-179,5 °C.

CCD: R¢= 0,30 (hexano:diclorometano, 3:2 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3043; 3016; 2946; 2846; 1780; 1487; 1321; 1281; 1253; 1164;
1106; 1065; 1016; 977; 960; 869; 810.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) J3,84 (s, 3H, -OCHs); 5,93 (s, 1H, H-6); 6,98 (d,
1H, Jz» = 9,0, H-3"); 7,39 (d, 1H, Jg o = 2,4, H-6"); 7,63 (d, 2H, J3' 2 = J57 6" =
8,4, H-3" e H-5"); 7,64 (dd, 1H, J4 3 = 9,0, Jy 6 = 2,4, H-4'); 7,86 (d, 2H, J,- 3
Js' 5 = 8,4, H-2" e H-6").

RMN de **C (75 MHz, CDCl3) J 56,2 (-OCHs); 111,8 (C-6); 112,9 (C-3); 113,0
(C-5"); 113,7 (C-3’); 119,5 (C-1"); 124,5 (q, Jcr = 270,5, -CF3); 126,0 (4, Jcr =
3,7, C-3" e C-5"); 131,0 (Jcr = 32,4, C-4"); 131,0 (C-2” e C-6"); 132,8 (C-6");
135,0 (C-4’); 136,0 (C-1"); 148,9 (C-5); 150,9 (C-4); 156,0 (C-2"); 164,7 (C-2).
EM, m/z (%) 506 ([M+4]", 30); 504 ([M+2]", 100); 502 ([M]", C19H11Br,F30s,
50); 425 (21); 423 (24); 344 (79); 316 (36); 288 (29); 243 (26); 211 (31); 209
(33); 158 (72); 130 (48); 118 (62); 102 (96); 87 (42).

IES-EM C19H12Br,F303 [M+H]": 502,9100, encontrado: 502,9102.

3.4.3.14. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-4-(5-bromo-2-

metoxifenil)-5-(2-bromobenzilideno)furan-2(5  H)-ona (4m)
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Caracteristica: solido alaranjado (purificado por cromatografia em coluna de
silica gel empregando-se como eluente hexano:DCM 3:2 v/v).

T: 149,8-152,7 °C.

CCD: R¢= 0,29 (hexano:diclorometano, 3:2 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3066; 2957; 2926; 2842; 1769; 1603; 1485; 1463; 1280; 1257;
1021; 981; 822; 750; 723; 668.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) 03,86 (s, 3H, -OCHs); 6,44 (s, 1H, H-6); 6,97 (d,
1H, J3 4 = 9,0, H-3"); 7,19 (ddd, 1H, J43» = Js»5» = 8,1, Jg e = 1,5, H-4"); 7,34-
7,40 (m, 1H, H-5"); 7,46 (d, 1H, Js 2 = 2,4, H-6"); 7,58 (dd, 1H, J3-4» = 8,1, J3' 5"
=1,2, H-3"); 7,63 (dd, 1H, Js3 = 9,0, Js & = 2,4, H-4’); 8,20 (dd, 1H, J¢ 4 = 1,5,
Jg 5 = 7,8, H-6").

RMN de *3C (75 MHz, CDCls) J 56,2 (-OCHz); 112,0 (C-3)*; 112,1 (C-6); 113,0
(C-5)* 113,6 (C-3’); 119,5 (C-1); 125,8 (C-2”); 128,1 (C-5"); 130,8 (C-4");
132,2 (C-6"); 132,3 (C-1"); 133,1 (C-6’); 133,3 (C-3"); 135,0 (C-4’); 148,1 (C-5);
151,1 (C-4); 156,0 (C-2); 165,1 (C-2).

* As atribuicbes podem estar invertidas.

EM, m/z (%) 518 ([M+6]", 9); 516 ([M+4]", 30); 514 ([M+2]", 30); 512 ([M]",
C1sH11BrsOs, 10); 435 (14); 433 (14); 356 (19); 354 (20); 247 (16); 176 (18); 130
(19); 102 (44); 89 (100); 63 (32).

IES-EM C1gH12Brs03 [M+H]": 512,8331, encontrado: 512,8328.

3.4.3.15. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-4-(5-bromo-2-

metoxifenil)-5-(4-fluorobenzilideno)furan-2(5  H)-ona (4n)
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Caracteristica: sélido amarelo (purificado por cromatografia em coluna de
silica gel empregando-se como eluente hexano:DCM 3:2 v/v).

Ts 117,1-118,0 °C.

CCD: R¢= 0,34 (hexano:diclorometano, 3:2 v/v).

IV (cm™) V max 2922; 2849; 1766; 1598; 1505; 1484; 1253; 1230; 1159; 986;
851, 828; 805; 620.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) 43,84 (s, 3H, -OCHs); 5,89 (s, 1H, H-6); 6,90 (d,
1H, J3 4 = 9,0, H-3"); 7,07 (dd, 2H, J3»2» = J576» = 8,7, J3»g = J5nr = 8,7, H-3" €
H-5"); 7,37 (d, 1H, Je 4 = 2,4, H-6"); 6,63 (dd, 1H, J4 3 = 9,0, Jy s = 2,4, H-4');
7,86 (dd, 1H, J»»3» = Jg»5» = 8,7, Jo»r = Je»r = 5,7, H-2" € H-6").

RMN de *C (75 MHz, CDCls) J 56,2 (-OCHs); 111,4 (C-3); 112,7 (C-6); 112,9
(C-5); 113,6 (C-3); 116,3 (d, Jc.r = 21,7, C-3” e C-5"); 119,8 (C-1); 129,0 (d,
Jcr = 3,4, C-17); 132,8 (C-6'); 133,0 (d, Jcr = 8,3, C-2" e C-6"); 134,8 (C-4");
147,1 (C-5); 151,0 (C-4); 156,0 (C-27); 163,4 (d, Jcr = 251,3, C-4"); 165,1 (C-2).
EM, m/z (%) 456 ([M+4]", 40); 454 ([M+2]", 84); 452 (IM]", C1gH11BroFOs3, 40);
294 (51); 266 (28); 238 (21); 237 (28); 211 (36); 209 (27); 207 (14); 136 (51);
118 (31); 109 (29); 108 (100); 107 (48); 102 (50); 87 (28).

IES-EM C1gH12Br.FO3 [M+H]": 452,9132, encontrado: 452,9126.

3.4.3.16. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-4-(5-bromo-2-
metoxifenil)-5-(2-clorobenzilideno)furan-2(5 H)-ona (40)
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Caracteristica: sélido amarelo claro (purificado por cromatografia em coluna
de silica gel empregando-se como eluente hexano:DCM 3:1,8 v/v).

T 132,2-133,3 °C.

CCD: R¢= 0,30 (hexano:diclorometano, 3:1,8 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3056; 2962; 2968; 2929; 2846; 1768; 1644; 1613; 1461; 1249;
1115; 980; 870; 821; 751, 723.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) J3,85 (s, 3H, -OCHz); 6,45 (s, 1H, H-6); 6,97
(d,1H, J3 4 = 9,0, H-3"); 7,27-7,40 (m, 3H, H-3", H-4” e H-5"); 7,44 (d, 1H, Jg 4 =
2,4, H-6"); 7,63 (dd, 1H, Jsr3 = 9,0, Joe = 2,4, H-4); 8,22 (dd, 1H, Jg 4 = 7,5,
Jg 50 = 2,1, H-6").

RMN de *C (75 MHz, CDCls) J 56,1 (-OCHs); 109,3 (C-6); 112,1 (C-3); 113,0
(C-5); 113,6 (C-3’); 119,6 (C-1"); 127,5 (C-5")*; 130,0 (C-4")*; 130,6 (C-3")*;
130,7 (C-17); 132,1 (C-6"); 133,1 (C-6’); 134,9 (C-2"); 135,0 (C-4’); 148,2 (C-5);
151,2 (C-4); 156,0 (C-2’); 165,0 (C-2).

* As atribuicGes podem estar invertidas.

EM, m/z (%) 474 ([M+6]", 9); 472 ([M+4]", 43); 470 ([M+2]", 62); 468 ([M]",
C1sH11BrClOg3, 26); 391 (21); 389 (15); 310 (37); 247 (20); 211 (18); 209 (18);
152 (30); 125 (23); 124 (40); 102 (64); 89 (100); 87 (38).

IES-EM C1gH1,Br,ClO3 [M+H]": 468,8836, encontrado: 468,8827.

3.4.3.17. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-4-(5-bromo-2-
metoxifenil)-5-(3-metoxibenzilideno)furan-2(5 H)-ona (4p)
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Caracteristica: soélido marrom claro (purificado por cromatografia em coluna de
silica gel empregando-se como eluente hexano:DCM 1:1,5 v/v).

T: 146,5-147,2 °C.

CCD: R¢= 0,33 (hexano:diclorometano, 1:1,5 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3051; 3004; 2938; 2837; 1766; 1646; 1574; 1483; 1253; 1120;
984; 872.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 53,84 (s, 6H, 2 x -OCHs); 5,89 (s, 1H, H-6);
6,89-6,93 (m, 1H, H-4"); 6,96 (d, 1H, J3 » = 8,7, H-3"); 7,29-7,35 (m, 3H, H-2",
H-5" e H-6"); 7,38 (d, 1H, Jg 4 = 2,4, H-6"); 7,62 (dd, 1H, J43 = 8,7, Jy ¢ = 2,4,
H-4").

RMN de **C (75 MHz, CDCl3) 55,6 (-OCHa); 56,2 (-OCH3); 111,6 (C-3); 112,9
(C-5); 113,6 (C-3); 113,9 (C-6); 115,6 (C-2"); 116,1 (C-4"); 119,9 (C-1"); 123,8
(C-6"); 130,0 (C-5); 132,8 (C-6"); 133,9 (C-1"); 134,8 (C-4); 147,6 (C-5); 151,0
(C-4); 156,0 (C-2"); 160,0 (C-3"); 165,1 (C-2).

EM, m/z (%) 468 ([M+4]", 48); 466 ([M+2]", 100); 464 ([M]", C19H14Br,04, 47);
306 (26); 278 (40); 250 (16); 235 (16); 225 (18); 223 (18); 161 (21); 148 (50);
120 (14); 118 (18); 102 (36); 91 (62); 89 (26); 87 (19); 77 (39); 51 (40).

IES-EM C19H15Br,0,4 [M+H]": 464,9332, encontrado: 464,9327.

3.4.3.18. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-4-(5-bromo-2-
metoxifenil)-5-(3-fluorobenzilideno)furan-2(5 H)-ona (4Q)
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Caracteristica: sélido amarelo claro (purificado por cromatografia em coluna
de silica gel empregando-se como eluente hexano:DCM 3:2,7 v/v).

T 147,2-148,3 °C.

CCD: R¢= 0,33 (hexano:diclorometano, 3:2,7 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3064; 2937; 2845; 1766; 1578; 1482; 1440; 1280; 1248; 1119;
1021; 974, 880; 776; 662.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) 03,84 (s, 3H, -OCHs); 5,88 (s, 1H, H-6); 6,96 (d,
1H, J3 4 = 9,0, H-3); 7,01-7,08 (m, 1H, H-4"); 7,32-7,35 (m, 1H, H-5"); 7,37 (d,
1H, Jg 4 = 2,4, H-6"); 7,46-7,49 (m, 1H, H-6"); 7,50-7,55 (m, 1H, H-2"); 7,62 (dd,
1H, Jy 3 =2,4, J46 = 9,0, H-4").

RMN de *3C (75 MHz, CDCl3) 56,2 (-OCHs); 112,3 (C-3); 112,4 (d, Jor = 2.9,
C-6); 112,9 (C-5’); 113,7 (C-3’); 116,7 (d, Jcr = 21,3, C-4"); 117,3 (d, Jcf =
22,7, C-2"); 119,6 (C-1"); 126,8 (d, Jc = 2,8, C-6"); 130,5 (d, Jc = 8,3, C-57);
132,8 (C-6"); 134,7 (d, Jc= 8,4, C-1"); 134,9 (C-4’); 148,2 (C-5); 150,9 (C-4);
156,0 (C-2); 163,1 (d, Jc r = 244,7, C-3"); 164,8 (C-2).

EM, m/z (%) 456 ([M+4]", 45); 454 ([M+2]", 94); 452 ([M]", C1gH11Br,03, 44);
375 (22); 373 (22); 294 (62); 266 (40); 249 (22); 238 (30); 237 (36); 211 (36);
209 (41); 207 (21); 194 (23); 168 (17); 136 (41); 130 (37); 118 (100); 107 (69);
102 (81); 97 (26); 87 (49).

IES-EM C1gH12Br.FO3 [M+H]": 452,9132, encontrado: 452,9136.
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3.4.4. Sintese da 3-bromo-5-(4-trifluorometilbenzil )-5-hidroxi-1-isobutil-4-
(2-metoxifenil)pirrol-2(5 H)-ona (5a)

Em um baldo de fundo redondo (25 mL) a (Z)-3-bromo-4-(2-metoxifenil)-
5-(4-trifluorometilbenzilideno)furan-2(5H)-ona (4a) (0,650 g; 1,53 mmol) foi
solubilizada em diclorometano (8 mL) e a solugéo foi resfriada a 0 °C. A seguir
a isobutilamina (0,560 g; 7,65 mmol) solubilizada em diclorometano (8 mL) foi
adicionada gota a gota ao sistema. A mistura reacional foi mantida a 0 °C por
3h.

A mistura reacional adicionou-se 100 mL de DCM. A seguir a mesma foi
lavada com HCI 2 mol/L (2 x 55 mL), seguida de solucao saturada de NaHCO3;
(2 x 55 mL) e solucéo saturada de NaCl (1 x 55 mL). A fase organica foi seca
com MgSO, anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida para obtencéo
do material bruto da reacgao, que foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel empregando-se a mistura de solvente hexano:DCM (1:7 v/v) para
obtencéao da 3-bromo-5-(4-trifluorometilbenzil)-5-hidroxi-1-isobutil-4-(2-
metoxifenil)pirrol-2(5H)-ona (5a) em 85% de rendimento (646 mg; 1,30 mmol).

Os compostos 5b-5g foram preparados utilizando-se procedimento
experimental similar ao descrito para a sintese do composto 5a. A Tabela 3

apresenta as quantidades de reagentes e solventes utilizadas nessas reacgoes.
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Tabela 3 - Dados referentes ao preparo das y-hidroxipirrol-2(5H)-onas 5a-5g

Analogo aos Isobutilamina _ o _
] y-hidroxipirrol-2(5H)- Rendimento
rubrolideos (g; mmol)

(g; mmol)/ DCM (DCM)

/
0]
43.7 Br
O]
e 0,560; 7,65
(8 mL)

CFs
(0,650; 1,53)/ 8 mL

/
(0]
Br Aily Br
6 0 0,256; 3,50
‘ (4 mL)
Cl

(0,330; 0,701)/ 4 mL

/
o}
Br 43.7 Br
0 .
=70 0,270; 3,69
O (4 mL)
Br

(0,380; 0,738)/ 4 mL

/
0]
Aily Br
2~y O 0,498; 6,80
‘ (7 mL)
Cl

(0,550: 1,36)/ 7 mL

ona (mg; %)

646; 85

299; 78

369; 85

549; 84

Continua...
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Tabela 3 - Cont.

Analogo aos Isobutilamina o _
. y-hidroxipirrol- Rendimento
rubrolideos (g; mmol)
2(5H)-ona (mg; %)
(g; mmol)/ DCM (DCM)
/
o}
O Br
. 0 0,486; 6,65
-0 536; 84
Cl O (7 ml—)
(0,540; 1,33)/ 7 mL
/
o)
Cl O Br
_ o) 0,478; 6,54
~ 0 544; 76
Br ‘ (7 mL)
(0,615; 1,31)/ 7 mL
/
o}
Cl O Br
0 0,545; 7,45
~ 0 559; 76
(8 mL)
O
o

(0,630; 1,49)/ 8 mL
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3.4.4.1. Dados referentes ao composto 3-bromo-5-(4- trifluorometilbenzil)-
5-hidroxi-1-isobutil-4-(2-metoxifenil)pirrol-2(5  H)-ona (5a)

Caracteristica: solido branco

Ts: 160,4-161,2 °C.

CCD: R¢= 0,20 (hexano:diclorometano, 1:5 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3450-3180; 2963; 2873; 1695; 1682; 1492; 1418; 1324; 1250;
1158; 1115; 1067; 1019; 927; 862; 753; 642; 618; 500.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 50,96 (d, 3H, Jog= 6,6, H-9); 0,98 (d, 3H, Jigg=
6,6, H-10); 2,25-2,39 (m, 1H, H-8); 3,12 (d, 1H, Jsaen = 14,4, H-6a); 3,13 (dd,
1H, J7a7 = 13,8, J7as = 7,8, H-7a); 3,20 (d, 1H, Jebea = 14,4, H-6b); 3,53 (dd,
1H, J7p7a= 13,8, Jns= 8,1, H-7b); 3,76 (s, 3H, -OCH5); 5,13 (s, 1H, -OH); 6,83
(dd, 1H, J3 4= 8,4, J35= 0,9, H-3’); 6,98 (ddd, 1H, J53=10,9, J54= 7,5, J5 ¢ =
7,5, H-5); 7,05 (dd, 1H, Js¢» = 1,8, Jo¢ 5= 7,5, H-6"); 7,07 (d, 2H, J2 3= Jg 5" =
8,1, H-2" e H-6"); 7,34 (d, 2H, J3' "= J57 ¢ = 8,1, H-3” e H-5"); 7,36-7,31 (m,
1H, H-4).

RMN de **C (75 MHz, CDCls) §20,7 (C-9); 20,9 (C-10); 27,9 (C-8); 42,9 (C-6);
48,3 (C-7); 56,2 (-OCH3); 93,3 (C-5); 111,7 (C-3’); 120,7 (C-3)**; 121,7 (C-5);
122,1 (C-1)**; 124,3 (q, Jc.r = 270,5, -CF3); 1249 (q, Jcr = 3,7, C-3" e C-5");
129,2 (q, Jcr= 32,3, C4”); 130,4 (C-2" e C-6"); 131,4 (C-6'); 131,5 (C-4"); 138,5
(C-1"); 153,3 (C-2')*; 155,8 (C-4)*; 164,0 (C-2).

* As atribuicbes podem estar invertidas. ** As atribuicbes podem estar
invertidas.

EM, m/z (%) 481 (7); 479 (6); 356 (9); 341 (17); 340 (100); 339 (19); 338 (99);
284 (25); 282 (25); 241 (11); 239 (11); 159 (43); 132 (13); 131 (26); 115 (14);
109 (12); 89 (11); 77 (19); 57 (23); 55 (12); 43 (21); 41 (61); 39 (18); 30 (17).
IES-EM Ca3H23BrFsNNaOs [M+Na]*: 520,0706, encontrado: 520,0705.
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3.4.4.2. Dados referentes ao composto 3-bromo-4-(5- bromo-2-metoxifenil)-
5-(3-clorobenzil)-5-hidroxi-1-isobutilpirrol-2(5  H)-ona (5b)

Caracteristica: solido branco (purificado por cromatografia em coluna de silica
gel empregando-se como eluente hexano:DCM 1:9 v/v).

Ty 171,4-173,0 °C.

CCD: R¢= 0,17 (hexano:diclorometano, 1:9 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3385-3205; 3007; 2960; 2928; 2868; 2843; 1693; 1680; 1485;
1415; 1386; 1245; 1183; 1083; 1025; 780; 701; 682; 650; 621.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 50,95 (d, 3H, Jog= 6,9, H-9); 0,97 (d, 3H, Jigg=
6,9, H-10); 2,22-2,36 (m, 1H, H-8); 2,97 (d, 1H, Jsaen = 14,4, H-6a); 3,15 (dd,
1H, J7a7m = 14,1, J7as = 7,5, H-7a); 3,16 (d, 1H, Jepea = 14,4, H-6b); 3,52 (dd,
1H, I 7a= 14,1, I7ps= 7,8, H-7b); 3,77 (s, 3H, -OCHj3); 6,73 (d, 1H, J3 4= 9,0,
H-3’); 6,86 (ddd, 1H, Je¢» 2" = Je4» = 1,6, J¢» 5= 7,8, H-6"); 6,96-6,98 (m, 1H, H-
2"); 7,05 (dd, 1H, Js»4» = Js e = 7,8, H-5"); 7,09 (ddd, 1H, Js 2> = Jpe» = 1,6,
Jy 5= 7,8, H-4"); 7,18 (d, 1H, J¢ 4 = 2,4, H-6"); 7,40 (dd, 1H, Jy 3= 9,0, Jpg =
2,4, H-4).

RMN de **C (75 MHz, CDCls) §20,8 (C-9); 20,9 (C-10); 28,0 (C-8); 42,7 (C-6);
48,2 (C-7); 56,4 (-OCHs); 93,4 (C-5); 113,1 (C-3); 113,6 (C-5"); 122,6 (C-3 e C-
1’); 127,4 (C-4"); 128,1 (C-6"); 129,3 (C-5"); 130,4 (C-2"); 133,4 (C-6’); 133,9
(C-4’'e C-3”); 136,1 (C-1"); 151,6 (C-27); 155,0 (C-4); 164,5 (C-2).

EM, m/z (%) 420 (48); 418 (100); 416 (50); 362 (25); 360 (13); 283 (15); 281
(15); 202 (13); 127 (15); 125 (41); 89 (14); 57 (55); 56 (17); 55 (18).

IES-EM C2,H23Br,CINO; [M+H]": 541,9728, encontrado: 541,9752.
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3.4.4.3. Dados referentes ao composto 3-bromo-4-(5- bromo-2-metoxifenil)-
5-(4-bromobenzil)-5-hidroxi-1-isobutilpirrol-2(5  H)-ona (5c¢)

Caracteristica: solido branco (purificado por cromatografia em coluna de silica
gel empregando-se como eluente hexano:DCM 1.7 v/v).

T 172,5-173,5 °C.

CCD: R¢= 0,22 (hexano:diclorometano, 1:7 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3399-3154; 2957; 2869; 2844; 1676; 1645; 1486; 1385; 1247;
1050; 1026; 809; 653; 620; 506.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 50,96 (d, 3H, Jog= 6,6, H-9); 0,98 (d, 3H, Jigg=
6,6, H-10); 2,23-2,37 (m, 1H, H-8); 3,02 (d, 1H, Jsaep = 14,7, H-6a); 3,11 (d, 1H,
Jebsa = 14,7, H-6b); 3,13 (dd, 1H, J7a7 = 14,1, J7as= 7,2, H-7a); 3,53 (dd, 1H,
J7b7a= 14,1, Jns= 8,1, H-7b); 3,73 (s, 3H, -OCHy); 6,74 (d, 1H, J3 4 = 8,7, H-
3); 6,83 (d, 2H, J2» 3= Je 5 = 8,4, H-2” e H-6"); 7,10 (d, 1H, J¢ 4 = 2,7, H-6");
7,25 (d, 2H, J3» 2" = Js 6> = 8,4, H-3" e H-5"); 7,45 (dd, 1H, J43=8,7, Jy ¢ = 2,7,
H-4").

RMN de *C (75 MHz, CDCl3) §20,7 (C-9); 21,0 (C-10); 28,0 (C-8); 42,3 (C-6);
48,3 (C-7); 56,5 (-OCH3); 93,5 (C-5); 113,2 (C-3’); 113,6 (C-57); 121,4 (C-4");
122,6 (C-1' e C-3); 131,2 (C-3” e C-5"); 131,6 (C-2” e C-6"); 133,0 (C-1");
133,6 (C-6’); 133,7 (C-4"); 151,7 (C-2’); 155,0 (C-4); 164,4 (C-2).

EM, m/z (%) 420 (47); 418 (100); 416 (50); 364 (10); 362 (20); 360 (10); 283
(13); 281 (13); 171 (12); 169 (16); 90 (15); 89 (12); 57 (26).

IES-EM C2,H2,BrsNNaOs; [M+Na]*: 607,9042, encontrado: 607,9052.
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3.4.4.4. Dados referentes ao composto 3-bromo-5-(3- clorobenzil)-5-
hidroxi-1-isobutil-4-(5-metil-2-metoxifenil)pirrol- 2(5H)-ona (5d)

Caracteristica: solido branco (purificado por cromatografia em coluna de silica
gel empregando-se como eluente hexano:DCM 1:8 v/v).
T: 140,0-140,5 °C.
CCD: R¢= 0,30 (hexano:diclorometano, 1:8 v/v).
IV (cm™) ¥ max 3376-3226; 2957; 2928; 2869; 1691; 1678; 1638; 1500; 1434;
1414; 1248; 1064; 1017, 882; 801; 785; 686; 656.
RMN de *H (300 MHz, CDCl3) 50,96 (d, 3H, Jigg= 6,9, H-10); 0,99 (d, 3H, Jgg
= 6,9, H-9); 2,30 (s, 3H, Ar-CHj3); 2,26-2,38 (m, 1H, H-8); 3,05 (s, 2H, H-6); 3,14
(dd, 1H, J7a7,= 13,8, J7as= 7,2, H-7a); 3,55 (dd, 1H, J7,7a= 13,8, J;ns= 8,1, H-
7b); 3,78 (s, 3H, -OCHs3); 5,37 (s, 1H, -OH); 6,75-6,77 (m, 1H, H-2"); 6,78 (d,
1H, J3 4= 9,0, H-3"); 6,85 (ddd, 1H, J¢' 2= Jg" 4= 1,5, Je5 = 8,1, H-6"); 6,91 (d
compl, 1H, Je¢ 4= 2,1, H-6’); 7,05 (dd, 1H, Js' 4 = Js 6 = 8,1, H-5"); 7,10 (ddd,
1H, 420 = Jgre = 1,5, g5 = 8,1, H-4"): 7,14 (dd compl, J43= 9,0, Jye = 2,1,
H-4").
RMN de *C (75 MHz, CDCl3) 420,6 (C-8); 20,7 (C-9); 20,9 (C-10); 28,0 (Ar-
CHs); 42,9 (C-6); 48,3 (C-7); 56,5 (-OCHs); 93,4 (C-5); 111,7 (C-3’); 120,4 (C-
3)**; 121,7 (C-1')**; 127,3 (C-4"); 127,8 (C-6"); 129,3 (C-5"); 130,8 (C-6"); 131,3
(C-5); 131,9 (C-4"); 132,0 (C-27); 133,7 (C-3"); 136,3 (C-1"); 153,4 (C-2)%,
153,7 (C-4)*; 164,6 (C-2).
* As atribuicdbes podem estar invertidas. ** As atribuicbes podem estar
invertidas.
EM, m/z (%) 354 (99); 352 (100); 298 (18); 296 (19); 146 (11); 145 (17); 125
(21); 115 (13); 57 (27).
IES-EM C23H26BrCINO3 [M+H]": 478,0779, encontrado: 478,0798.

58



3.4.4.5. Dados referentes ao composto 3-bromo-5-(2- clorobenzil)-5-

hidroxi-1-isobutil-4-(5-metil-2-metoxifenil)pirrol- 2(5H)-ona (5e)

Caracteristica: solido branco (purificado por cromatografia em coluna de silica
gel empregando-se como eluente hexano:DCM 1:8 v/v).

T 128,3-129,8 °C.

CCD: R¢= 0,28 (hexano:diclorometano, 1:8 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3401-3174; 2959; 2928; 2668; 1689; 1675; 1411; 1385; 1244;
1056; 806; 730; 686; 656; 620.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 50,93 (d, 3H, Jog= 6,9, H-9); 0,95 (d, 3H, Jigg=
6,9, H-10); 2,21 (s, 3H, Ar-CHj3); 2,25-2,35 (m, 1H, H-8); 3,05 (dd, 1H, J7a 7 =
14,1, J7a8 = 7,2, H-7a); 3,26 (d, 1H, Jsaenr = 15,0, H-6a); 3,35 (d, 1H, Jebea =
15,0, H-6b); 3,50 (dd, 1H, J7p7a = 14,1, I s = 7,8, H-7b); 3,77 (s, 3H, -OCHy);
5,22 (s, 1H, -OH); 6,71-6,72 (m, 1H, H-6"); 6,73 (d, 1H, J3 4 = 8,7, H-3’); 7,01-
7,04 (m, 2H, H-4" e H-5"); 7,08 (dd compl, 1H, Jy 3= 8,7, Jy s = 2,1, H-4"); 7,17
(dd, 1H, J3 4= 6,6, J3"5° = 2,7, H-3"); 7,25 (dd, 1H, Je 5= 6,9, J" 4 = 2,7, H-
6").

RMN de **C (75 MHz, CDCl3) 20,5 (Ar-CHs); 20,7 (C-9); 20,8 (C-10); 27,8 (C-
8); 38,7 (C-6); 48,2 (C-7); 56,5 (-OCHs3); 93,4 (C-5); 111,5 (C-3’); 120,3 (C-3)**;
121,7 (C-1')**; 126,6 (C-5"); 128,3 (C-4"); 129,3 (C-3"); 130,4 (C-6"); 131,5 (C-
6"); 131,5 (C-4); 131,2 (C-5); 132,8 (C-2"); 135,2 (C-1"); 153,6 (C-2")*; 154,1
(C-4)*; 164,7 (C-2).

* As atribuicbes podem estar invertidas. ** As atribuicbes podem estar
invertidas.

EM, m/z (%) 354 (98); 352 (100); 298 (19); 296 (19); 145 (17); 127 (11); 125
(27); 115 (12); 57 (19).

IES-EM C23H26BrCINO3 [M+H]": 478,0779, encontrado: 478,0804.
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3.4.4.6. Dados referentes ao composto 3-bromo-5-(2- bromobenzil)-4-(5-

cloro-2-metoxifenil)-5-hidroxi-1-isobutilpirrol-2(5 H)-ona (5f)

Caracteristica: solido branco (purificado por cromatografia em coluna de silica
gel empregando-se como eluente hexano:DCM 1:9 v/v).

T: 159,3-160,5 °C.

CCD: R¢= 0,31 (hexano:diclorometano, 1:9 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3221-3397; 3068; 2936; 2864; 2842; 1688; 1673; 1486; 1411;
1390; 1239; 1137; 1046; 890; 806; 751.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 50,94 (d, 3H, Jog= 6,6, H-9); 0,95 (d, 3H, Jigg=
6,6, H-10); 2,19-2,36 (m, 1H, H-8); 3,07 (dd, 1H, J7a7, = 13,8, J7as= 7,8, H-7a);
3,30 (d, 1H, Jeaen = 15, H-6a); 3,41 (d, 1H, Jebea= 15, H-6b); 3,50 (dd, 1H, J757a
= 13,8, Jms = 7,8, H-7b); 3,76 (s, 3H, -OCHg); 4,86 (s, 1H, -OH); 6,75 (d, 1H,
J34=9,0, H-3); 6,96 (ddd, 1H, J4 3= Jy» 5= 7,8, Js» s> = 1,8, H-4"); 6,99 (d, 1H,
Joa = 2,4, H-6’); 7,06 (ddd, 1H, J5» 4 = J57 6= 7,8, Js3» = 1,5, H-5"); 7,23 (dd,
1H, J43=9,0, Iy ¢ = 2,4, H-4); 7,25 (dd, 1H, Jg 4= 1,8, Jo5-= 7,8, H-6"); 7,41
(dd, 1H, J3-4-=7,8, J3»5»= 1,5, H-3").

RMN de **C (75 MHz, CDCls) §20,7 (C-9); 20,9 (C-10); 27,8 (C-8); 41,5 (C-6);
48,2 (C-7); 56,6 (-OCHz3); 93,6 (C-5); 112,6 (C-3'); 122,0 (C-3)*; 122,6 (C-1")*;
126,4 (C-2"): 126,5 (C-5’); 127,3 (C-5"); 128,8 (C-4"); 130,3 (C-6"); 130,6 (C-
6’); 130,7 (C-4"); 132,8 (C-3"); 134,1 (C-1"); 152,2 (C-2’); 154,4 (C-4); 164,6 (C-
2).

* As atribuicGes podem estar invertidas.

EM, m/z (%) 529 ([M+6]" - H,0, 3); 527 (IM+4]" - H,0, 16); 525 ([M+2]" - H,0,
24); 523 (IM]™ - H,0, 10); 376 (17); 375 (16); 374 (100); 372 (73); 317 (22); 316
(16); 171 (10); 169 (14); 165 (12); 57 (18); 41 (41).

IES-EM C2,H23Br,CINO; [M+H]": 541,9728, encontrado: 541,9700.
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3.4.4.7. Dados referentes ao composto 3-bromo-4-(5- cloro-2-metoxifenil)-
5-hidroxi-1-isobutil-5-(3-metoxibenzil)pirrol-2(5  H)-ona (59)

Caracteristica: solido branco (purificado por cromatografia em coluna de silica
gel empregando-se diclorometano como eluente).

Ti 152,0-153,3 °C.

CCD: R¢= 0,20 (diclorometano)

IV (cm™) ¥ max 3187-3416; 3069; 3003; 2960; 2931; 2868; 2837; 1685; 1671;
1592; 1490; 1434, 1412; 1253, 1104; 701; 655; 640.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 60,97 (d, 3H, Jog= 6,6, H-9); 0,98 (d, 3H, Jigg=
6,6, H-10); 2,25-2,39 (m, 1H, H-8); 3,07 (d, 1H, Jeaep = 14,7, H-6a); 3,14 (d, 1H,
Jebea = 14,7, H-6b); 3,14 (dd, 1H, J7a7 = 13,8, J7as = 7,2, H-7a); 3,56 (dd, 1H,
J7b7a= 13,8, I s = 8,1, H-7b); 3,73 (s, 3H, -OCHz3); 3,80 (s, 3H, -OCHy); 4,63 (s,
1H, -OH): 6,50 (s, 1H, H-2"); 6,56 (d, 1H, J4 5 = 7,8, H-4"); 6,71 (m, 1H, H-6");
6,84 (d, 1H, J3 4= 8,7, H-3"); 6,94 (d, 1H, Jg 4= 2,4, H-6"); 7,09 (dd, 1H, J5 4=
Jsr 6= 7,8, H-5"); 7,30 (dd, 1H, Jy 3= 8,7, Jag = 2,4, H-4").

RMN de *3C (75 MHz, CDCl3) §20,7 (C-9); 20,9 (C-10); 27,9 (C-8); 42,5 (C-6);
48,4 (C-7); 55,4 (-OCHg); 56,7 (-OCHjs); 93,8 (C-5); 112,9 (C-3); 113,3 (C-6");
115,1 (C-2"); 122,2 (C-4"); 122,3 (C-3)*; 122,7 (C-1')*; 126,5 (C-5'); 129,3 (C-
5"); 130,8 (C-4’); 131,0 (C-6); 135,5 (C-1"); 151,9 (C-2'); 154,6 (C-3"); 159,5
(C-4); 164,3 (C-2).

* As atribuicbes podem estar invertidas.

EM, m/z (%) 479 ([M+4]" - H,0, 10); 477 (IM+2]* - H,0, 37); 475 ((M]*" - H20,
29); 396 (15); 375 (17); 374 (100); 373 (11); 372 (76); 340 (29); 318 (25); 316
(18); 122 (25); 121 (25); 91 (15); 57 (26); 41 (44).

IES-EM Ca3H26BrCINO4 [M+H]": 494,0728, encontrado: 494,0837.
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3.4.5. Sintese da ( Z)-3-bromo-5-(4-trifluorometilbenzilideno)-1-isobuti [-4-(2-
metoxifenil)pirrol-2(5 H)-ona (6a) e (E)-3-bromo-5-(4-trifluorometil-
benzilideno)-1-isobutil-4-(2-metoxifenil)pirrol-2(5  H)-ona (7a)

A um baldo de fundo redondo (25 mL) adicionaram-se a 3-bromo-5-(4-
trifluorometilbenzil)-5-hidroxi-1-isobutil-4-(2-metoxifenil)pirrol-2(5H)-ona (5a)
(0,250 g; 0,502 mmol), cloroférmio (13 mL) e acido p-toluenossulfénico (PTSA)
(14 mg; 0,075 mmol). A mistura foi refluxada por duas horas.

A segquir adicionou-se cloroférmio (20 mL) a mistura reacional que foi
lavada com solucéo saturada de bicarbonato (3 x 20 mL) e solug&o saturada de
NaCl (3 x 10 mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de magnésio anidro,
filtrada e concentrada sob pressao reduzida para obtencdo do material bruto da
reacdo, que foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel
empregando a mistura de solvente hexano:DCM 1:2,5 v/v para obtencédo dos
compostos 6a (36% de rendimento; 87 mg; 0,18 mmol) e 7a (39% de
rendimento; 95 mg; 0,20 mmol).

Os compostos 6b-6g e 7b-7g foram preparados utilizando-se
procedimento experimental similar ao descrito para a sintese dos compostos 6a
e 7a. A Tabela 4 apresenta as quantidades de reagentes e solventes utilizadas

nessas reacgoes.
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Tabela 4 - Dados referentes ao preparo das y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas 6a-6g e 7a-7g

y-hidroxipirrol-2(5H)-
ona

(g; mmol)

PTSA
(mg; mmol)

(cloroférmio)

(2)-y-alquilidenopirrol-
2(5H)-ona (mg, %)

Rendimento (E)-y-alquilidenopirrol-2(5H)- Rendimento

ona (mg, %)

14; 0,075 o
7N 87; 36 95; 39
(13 mL) ‘ \(
CF3 (6a)
/
O
Br O Br
90,049 _ 0 49: 28 55; 31
(13 mL) ~ 'L( ’ ’
‘ Cl (6b)
/
O
Br O Br
12; 0,061 o
Z N 54; 23 77; 33
(11 mL) O \(
(0,240; 0,41) Br (6C)
Continua...



Tabela 4 - Cont.

y-hidroxipirrol-2(5H)- PTSA (2)-y- _ . ' .
N _ Rendimento  (E)-y-alquilidenopirrol-2(5H)- Rendimento
ona (mg; mmol) alquilidenopirrol-
_ (mg, %) ona (mg, %)
(g; mmol) (cloroférmio) 2(5H)-ona
/
o)
O Br
2L 0.1 _ o 118; 35 151; 45
(19 mL) - '\L( ’ '
O Cl  (6d)
/
o)
O Br
21;0,11 -
. o) 102; 29 136; 39
(19 mL) N
e
(6e)
/
o)
Cl O Br
190,10 _ 99; 29 149; 43
@] ; ;
(17 mL) ~ N
RS
(0,360; 0,662) (6)
Continua...
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Tabela 4 - Cont.

y-hidroxipirrol-2(5H)- PTSA

(2)-y-alquilidenopirrol- Rendimento (E)-y-alquilidenopirrol- Rendimento
ona (mg; mmol)
o 2(5H)-ona (mg, %) 2(5H)-ona (mg, %)
(g; mmol) (cloroférmio)
/
o)
Cl O Br
2L O =0 142; 41 123; 35
(19 mL) = N\( ’ !
QL
(0,360; 0,727) o (69)
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3.4.5.1. Dados referentes ao composto ( 2)-3-bromo-5-(4-

trifluorometilbenzilideno)-1-isobutil-4-(2-metoxife nil)pirrol-2(5 H)-ona (6a)

Caracteristica: solido amarelo palido

T¢: 100,3-101,3 °C.

CCD: R¢= 0,38 (hexano:diclorometano, 1:3 v/v)

IV (cm™) ¥ max 3050; 2958; 2921; 2850; 1698; 1615; 1491; 1455; 1407; 1322;
1254; 1161; 1120; 1065; 908; 843; 751; 655.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 40,53 (d, 6H, Jog = Jigg = 6,9, H-9 e H-10); 1,33-
1,45 (m, 1H, H-8); 3,42 (dd, 1H, J7a7p = 14,1, J7as = 7,5, H-7a); 3,47 (dd, 1H,
J7b7a= 14,1, Iz g= 7,5, H-7b); 3,84 (s, 3H, -OCHjs); 6,07 (s, 1H, H-6); 7,04 (dd,
1H, J3 4 =8,4, J35=0,9, H-3); 7,07 (ddd, 1H, J5 3= 10,9, J5 4= J5 6= 7,5, H-5");
7,25 (dd, 1H, Jg 4= 1,8, Jg 5= 7,5, H-6"); 7,37 (d, 2H, Jo» 3= J57 6= 8,1, H-2" €
H-6"); 7,47 (ddd, 1H, Jy3=8,4, Jy5=7,5, Jo ¢ = 1,8, H-4"); 7,61 (d, 2H, J3» =
Js» 6= 8,1, H-3” e H-5").

RMN de *C (75 MHz, CDCl3) §19,5 (C-9); 19,6 (C-10); 27,9 (C-8); 49,6 (C-7);
55,9 (-OCHgs); 111,8 (C-3’); 113,0 (C-6); 116,6 (C-3); 119,7 (C-1); 120,7 (C-5");
124,1 (q, Jcr= 270, -CF3); 125,2 (9, Jcr= 3,7, C-3" e C-5"); 129,9 (C-2" e C-
6"”); 130,1 (q, Jcr= 32,5, C-4"); 131,2 (C-6); 131,3 (C-4"); 138,8 (C-1"); 140,1
(C-5); 146,9 (C-4); 157,2 (C-2); 167,1 (C-2).

EM, m/z (%) 481 ([M+2]", 74); 479 ([M]", C23H21BrFaNO,, 74); 401 (14); 400
(51); 358 (15); 357 (57); 356 (100); 354 (24); 345 (17); 344 (80); 342 (15); 322
(23); 320 (23); 314 (19); 313 (24); 286 (14); 272 (15); 241 (15); 207 (42); 189
(16); 159 (51); 131 (28); 115 (31); 77 (38); 57 (20): 55 (21); 41 (97); 39 (40).
IES-EM C23H2,:BrFsNO, [M+H]": 480,0781, encontrado: 480,0834.
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3.4.5.2. Dados referentes ao composto ( E)-3-bromo-5-(4-

trifluorometilbenzilideno)-1-isobutil-4-(2-metoxife nil)pirrol-2(5 H)-ona (7a)

Caracteristica: solido amorfo verde

CCD: R¢= 0,27 (hexano:diclorometano, 1:3 v/v)

IV (cm™) ¥ max 2960; 2929; 2873; 1704; 1614; 1490; 1463; 1322; 1163; 1122;
1089; 1066; 1018; 753.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 61,02 (d, 3H, Jog= 6,9, H-9); 1,03 (d, 3H, Jigg=
6,9, H-10); 2,10-2,23 (m, 1H, H-8); 3,50 (s, 3H, -OCHpg); 3,63 (dd, 1H, J7a7 =
14,4, J7a8= 7,5, H-7a); 3,69 (dd, 1H, J7p7a= 14,4, Jns= 7,8, H-7b); 6,41 (dd,
1H, J3 4+ = 8,4, J3 5= 0,9, H-3"); 6,51 (s, 1H, H-6); 6,74 (ddd, 1H, J5 3= 0,9, Js «
=75, Js¢=7,5, H-5"); 6,93-6,96 (m, 3H, H-2", H-6" e H-6"); 7,07-7,13 (m, 3H,
H-3”, H-4’ e H-5").

RMN de **C (75 MHz, CDCls) 20,2 (C-9 e C-10); 28,2 (C-8); 47,6 (C-7); 54,9
(-OCHzs); 110,1 (C-3); 113,1 (C-6); 120,1 (C-5’); 120,6 (C-3)*; 121,3 (C-1")%
123,5 (g, Jcr= 3,7, C-3" e C-5"); 123,9 (q, Jc.r = 270,6, -CF3); 129,0 (q, JcFr=
32,3, C-4"); 129,4 (C-2" e C-6"); 130,4 (C-6’); 130,5 (C-4"); 137,3 (C-1"); 139,5
(C-5); 142,3 (C-4); 155,8 (C-2’); 164,5 (C-2).

* As atribuicbes podem estar invertidas.

EM, m/z (%) 481 ([M+2]", 43); 479 ([M]", C23H21BrFsNO,, 44); 400 (23); 357
(26); 356 (50); 344 (38); 159 (28); 77 (22); 57 (31); 55 (29); 41 (33); 41 (100).
IES-EM C23H2:BrFaNO, [M+H]": 480,0781, encontrado: 480,0833.
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3.4.5.3. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-4-(5-bromo-2-

metoxifenil)-5-(3-clorobenzilideno)-1-isobutilpirro I-2(5H)-ona (6b)

Caracteristica: solido amarelo claro (purificado por cromatografia em coluna
de silica gel empregando-se hexano:DCM 1:3 v/v como eluente).

Ts: 120,2-122,0 °C.

CCD: R¢= 0,41 (hexano:diclorometano, 1:3 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3060; 2957; 2927; 2870; 1702; 1632; 1484; 1250; 1080; 1049;
1024; 914; 810; 736; 688; 621.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 50,54 (d, 3H, Jog= 6,9, H-9); 0,56 (d, 3H, Jigg=
6,9, H-10); 1,36-1,49 (m, 1H, H-8); 3,47 (d, 2H, J;s= 7,0, H-7); 3,82 (s, 3H, -
OCHpg); 5,99 (s, 1H, H-6); 6,90 (d, 1H, J3 4= 9,0, H-3); 7,13-7,16 (m, 1H, H-6");
7,26-7,27 (m, 1H, H-2"); 7,29-7,31 (m, 2H, H-4" e H-5"); 7,35 (d, 1H, Jg 4= 2,7,
H-6'); 7,55 (dd, 1H, J43=9,0, Jy ¢ = 2,7, H-4").

RMN de **C (75 MHz, CDCls) §19,6 (C-9); 19,7 (C-10); 28,0 (C-8); 49,6 (C-7);
56,2 (-OCHs); 112,7 (C-5’); 113,4 (C-6); 113,5 (C-3’); 117,0 (C-3); 121,8 (C-17);
127,7 (C-6"); 128,3 (C-2")*; 129,5 (C-4")*; 129,6 (C-5")*; 133,5 (C-6"); 134,0 (C-
4"); 134,3 (C-3”); 136,5 (C-1"); 139,4 (C-5); 145,3 (C-4); 156,4 (C-2'); 166,8 (C-
2).

* As atribuicbes podem estar invertidas.

EM, m/z (%) 529 ([M+6]", 6); 527 ([M+4]", 32); 525 ([M+2]", 42); 523 ([M]",
C22H20BroCINO,, 19); 446 (29); 444 (16); 403 (14); 402 (27); 401 (13); 400 (30);
390 (31); 388 (29); 125 (20); 114 (20); 102 (33); 101 (29); 100 (15); 94 (17); 57
(33).

IES-EM C2,H,1Br,CINO, [M+H]": 523,9622, encontrado: 523,9589.

68



3.4.5.4. Dados referentes ao composto ( E)-3-bromo-4-(5-bromo-2-

metoxifenil)-5-(3-clorobenzilideno)-1-isobutilpirro I-2(5H)-ona (7b)

Caracteristica: soélido amorfo verde (purificado por cromatografia em coluna de
silica gel empregando-se hexano:DCM 1:3 v/v como eluente).

CCD: R¢= 0,31 (hexano:diclorometano, 1:3 v/v).

IV (cm™) ¥ max 2958; 2929; 2871; 1702; 1484; 1462; 1370; 1254; 1136; 1074;
1048; 1025; 915; 809; 740; 688; 621.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) §1,01 (d, 3H, Jo,10= 6,6, H-9); 1,02 (d, 3H, Jigg=
6,6, H-10); 2,07-2,21 (m, 1H, H-8); 3,59 (dd, 1H, J7a7= 14,4, J7a8= 7,2, H-7a);
3,64 (s, 3H, -OCHy); 3,67 (dd, 1H, J7p7a= 14,4, J7 5= 8,1, H-7b); 6,48 (s, 1H, H-
6); 6,49 (d, 1H, Jz 4 = 8,7, H-3"); 6,81-6,84 (m, 2H, H-2” e H-6"); 6,95-6,98 (m,
3H, H-6’, H-4” e H-5"); 7,20 (dd, 1H, J4 3= 8,7, Jy ¢ = 2,4, H-4").

RMN de *C (75 MHz, CDCl3) §20,4 (C-9); 20,5 (C-10); 28,4 (C-8); 47,9 (C-7);
55,6 (-OCHg); 112,2 (C-3); 112,4 (C-5'); 113,6 (C-6); 121,6 (C-3); 123,4 (C-1");
127,5 (C-6")**; 127,6 (C-4")*; 128,6 (C-5")*; 129,6 (C-2")**; 132,6 (C-6)*; 133,1
(C-4’); 133,4 (C-3”); 135,5 (C-1"); 139,3 (C-5); 141,0 (C-4); 155,4 (C-2'); 164,4
(C-2).

* As atribuicbes podem estar trocadas. ** As atribuicbes podem estar trocadas.
EM, m/z (%) 529 ([M+6]", 6); 527 ([M+4]", 29); 525 ([M+2]", 40); 523 ([M]",
C2:H20BroCINO,, 17); 446 (27); 444 (13); 434 (15); 403 (14); 402 (27); 401 (12);
400 (28); 390 (29); 388 (26); 202 (13); 189 (15); 187 (14); 125 (18); 115 (14);
114 (18); 102 (34); 101 (26); 100 (15); 57 (36); 41 (100).

IES-EM Cy,H,1Br,CINO, [M+H]": 523,9622, encontrado: 523,9589.
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3.4.5.5. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-4-(5-bromo-2-

metoxifenil)-5-(4-bromobenzilideno)-1-isobutilpirro [-2(5H)-ona (6¢)

Caracteristica: soélido amarelo claro (purificado por cromatografia em coluna
de silica gel empregando-se hexano:DCM 1:3 v/v como eluente).

Tr: 191,6-192,4 °C.

CCD: R¢= 0,37 (hexano:diclorometano, 1:3 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3059; 2958; 2932; 2871; 1701; 1483; 1386; 1278; 1250; 1070;
1010; 913; 808; 736; 664, 620.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 50,54 (d, 3H, Jog= 6,6, H-9); 0,55 (d, 3H, Jigg=
6,6, H-10); 1,36-1,50 (m, 1H, H-8); 3,47 (d, 2H, J75= 7,5, H-7); 3,81 (s, 3H, -
OCHpg); 5,96 (s, 1H, H-6); 6,91 (d, 1H, J3 4+ = 8,7, H-3'); 7,13 (d, 2H, J>» 3= Jg" 5
=8,7,H-2" e H-6"); 7,33 (d, 1H, Je o = 2,4, H-6"); 7,50 (d, 2H, J3 2= Js» 6 = 8,7,
H-3" e H-5"); 7,54 (dd, 1H, J4 3= 8,7, Jy 6 = 2,4, H-4").

RMN de **C (75 MHz, CDCl3) §19,6 (C-9); 19,7 (C-10); 27,9 (C-8); 49,7 (C-7);
56,2 (-OCHs); 112,7 (C-5); 113,5 (C-3’); 113,8 (C-6); 116,9 (C-3); 121,9 (C-1");
122,4 (C-4”); 131,2 (C-2" e C-6"); 131,5 (C-3” e C-5"); 133,5 (C-6"); 133,6 (C-
1"); 133,9 (C-4’); 139,1 (C-5); 145,3 (C-4); 156,4 (C-2'); 166,9 (C-2).

EM, m/z (%) 573 ((M+6]", 10); 571 ([M+4]", 29); 569 ([M+2]", 28); 567 ([M]",
C2oH20BrsNO,, 9); 448 (19); 447 (19); 446 (32); 444 (15); 436 (18); 434 (38);
432 (22); 355 (25); 353 (31); 352 (27); 350 (23); 189 (17); 187 (15); 102 (37);
101 (26); 94 (21); 57 (32).

IES-EM C2H,1BrsNO; [M+H]": 567,9117, encontrado: 567,9079.
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3.4.5.6. Dados referentes ao composto ( E)-3-bromo-4-(5-bromo-2-

metoxifenil)-5-(4-bromobenzilideno)-1-isobutilpirro [-2(5H)-ona (7¢)

Caracteristica: solido amorfo verde (purificado por cromatografia em coluna de
silica gel empregando-se hexano:DCM 1:3 v/v como eluente).

CCD: R¢= 0,26 (hexano:diclorometano, 1:3 v/v).

IV (cm™) ¥ max 2958; 2928; 2871; 1700; 1484; 1461; 1389; 1262; 1070; 1010;
912; 848; 801; 743; 663.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 50,99 (d, 3H, Jg.10= 6,6, H-9); 1,01 (d, 3H, Jigg=
6,6, H-10); 2,07-2,21 (m, 1H, H-8); 3,56 (s, 3H, -OCHy); 3,60 (dd, 1H, J7q7 =
14,1, J7a8= 7,8, H-7a); 3,67 (dd, 1H, J77a= 14,1, J7ps= 7,8, H-7b); 6,42 (d, 1H,
J3 4 =9,0, H-3"); 6,47 (s, 1H, H-6); 6,73 (d, 2H, J»"3»= Je5 = 8,1, H-2” e H-6");
6,98 (d, 1H, Je 4= 2,7, H-6’); 7,05 (d, 2H, J3' 2= Js7 6= 8,1, H-3" e H-5"); 7,26
(dd, 1H, J43=9,0, Jp g = 2,7, H-4").

RMN de **C (75 MHz, CDCls) §20,4 (C-9); 20,5 (C-10); 28,4 (C-8); 47,9 (C-7);
55,7 (-OCHg); 112,3 (C-3); 112,4 (C-5'); 114,1 (C-6); 121,3 (C-3); 121,9 (C-17);
123,5 (C-4"); 130,4 (C-3” e C-5"); 130,8 (C-2" e C-6"); 132,6 (C-1"); 132,8 (C-
4"); 133,2 (C-6’); 138,8 (C-5); 140,8 (C-4); 155,4 (C-2'); 164,4 (C-2).

EM, m/z (%) 573 ([M+6]", 9); 571 ([M+4]", 28); 569 ([M+2]", 28); 567 ([M]",
Ca2H20BrsNO,, 9); 447 (20); 446 (32); 444 (15); 436 (17); 434 (37); 432 (21);
400 (15); 355 (24); 353 (29); 352 (27); 350 (22); 202 (15); 189 (16); 115 (18);
114 (19); 102 (36); 101 (25); 100 (15); 89 (20); 57 (35); 41 (100).

IES-EM Cy,H,1BrsNO, [M+H]": 567,9117, encontrado: 567,9085.
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3.4.5.7. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-5-(3-clorobenzilideno)-
1-isobutil-4-(5-metil-2-metoxifenil)pirrol-2(5  H)-ona (6d)

Caracteristica: solido amorfo amarelo (purificado por cromatografia em coluna
de silica gel empregando-se hexano:DCM 1:4 v/v como eluente).

Tt 150,7-151,7 °C.

CCD: R¢= 0,35 (hexano:diclorometano, 1:4 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3056; 2957; 2926; 2870; 2836; 1701; 1632; 1498; 1462; 1249;
1084; 1050; 1029; 809; 736; 689.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 40,56 (d, 6H, Jog= Jiog= 6,9, H-9 e H-10); 1,37-
1,50 (m, 1H, H-8); 2,35 (s, 3H, Ar-CHz); 3,45 (dd, 1H, J7a7b= 14,1, J7ag= 7,5, H-
7a); 3,50 (dd, 1H, J7p7a = 14,1, ;s = 7,5, H-7b); 3,80 (s, 3H, -OCHjs); 6,02 (s,
1H, H-6); 6,92 (d, 1H, Jz 4 = 8,4, H-3'); 7,01 (d compl, 1H, Je4 = 1,8, H-6");
7,12-7,16 (m, 1H, H-6"); 7,22-7,30 (m, 4H, H-4’, H-2", H-4” e H-5").

RMN de *3C (75 MHz, CDCls3) 19,6 (C-9), 19,7 (C-10); 20,7 (Ar-CHs); 28,0 (C-
8); 49,6 (C-7); 56,1 (-OCHs3); 111,8 (C-3’); 113,3 (C-6); 116,2 (C-3); 119,6 (C-
1'); 127,7 (C-6"); 128,1 (C-4")*, 129,5 (C-2")*; 129,5 (C-4')*; 130,0 (C-5"); 131,5
(C-6"); 131,7 (C-5")*; 134,3 (C-3"); 136,8 (C-1"); 139,7 (C-5); 147,1 (C-4); 155,1
(C-2"); 167,2 (C-2).

* As atribuicGes podem estar invertidas.

EM, m/z (%) 463 ([M+4]", 27); 461 ([M+2]", 100); 459 ([M]", C23H23BrCINO,,
74); 382 (39); 381 (27); 380 (72); 337 (39); 336 (71); 334 (29); 326 (28); 324
(87); 293 (21); 286 (31); 173 (34); 145 (25); 116 (20); 115 (42); 102 (24); 101
(24); 57 (32).

IES-EM C23H24BrCINO, [M+H]": 460,0673, encontrado: 460,0740.
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3.4.5.8. Dados referentes ao composto (  E)-3-bromo-5-(3-clorobenzilideno)-
1-isobutil-4-(5-metil-2-metoxifenil)pirrol-2(5  H)-ona (7d)

Caracteristica: soélido amorfo verde (purificado por cromatografia em coluna de
silica gel empregando-se hexano:DCM 1:4 v/v como eluente).

CCD: R¢= 0,26 (hexano:diclorometano, 1:4 v/v).

IV (cm™) ¥ max 2958; 2926; 2872; 1706; 1631; 1500; 1464; 1251; 1087; 1051;
1030; 810; 690.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 41,00 (d, 3H, Jog= 6,6, H-9); 1,02 (d, 3H, Jigg=
6,6, H-10); 2,11 (s, 3H, Ar-CHs); 2,14 (m, 1H, H-8); 3,59 (s, 3H, -OCHs); 3,59
(dd, 1H, J7a7= 14,1, J7as= 7,2, H-7a); 3,67 (dd, 1H, J7p7a= 14,1, J7ps= 7,8, H-
7b); 6,45 (s, 1H, H-6); 6,47 (d, 1H, J3 4 = 8,4, H-3"); 6,69-6,94 (m, 6H, H-4’, H-
6’, H-2”, H-4", H-5" e H-6").

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) §20,4 (Ar-CHs); 20,5 (C-9 e C-10); 28,5 (C-8);
47,8 (C-7); 55,4 (-OCHg); 110,4 (C-3%); 113,6 (C-6); 120,6 (C-3); 121,0 (C-17;
127,2 (C-6)*, 127,4 (C-6")*; 128,3 (C-4")*; 129,6 (C-5’); 129,7 (C-2")*; 130,6
(C-4)%;, 131,0 (C-5")*; 133,1 (C-3”); 135,7 (C-1"); 139,5 (C-5); 142,7 (C-4);
154,1 (C-2’); 164,7 (C-2).

* As atribuicbes podem estar trocadas.

EM, m/z (%) 463 ([M+4]", 27); 461 ([M+2]™, 100); 459 ([M]", Co3H23BrCINO,,
74); 430 (18); 383 (18); 382 (39); 381 (27); 380 (72); 370 (22); 368 (23); 338
(25); 337 (39); 336 (71); 334 (29); 326 (28); 324 (87); 286 (31); 202 (20); 173
(34); 145 (25); 115 (42); 57 (31); 41 (99).

IES-EM Ca3H24BrCINO, [M+H]": 460,0673, encontrado: 460,0745.
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3.4.5.9. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-5-(2-clorobenzilideno)-
1-isobutil-4-(5-metil-2-metoxifenil)pirrol-2(5  H)-ona (6e)

Caracteristica: solido amorfo amarelo (purificado por cromatografia em coluna
de silica gel empregando-se hexano:DCM 1:3,5 v/v como eluente).

CCD: R¢= 0,34 (hexano:diclorometano, 1:3,5 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3056; 2957; 2927; 2870; 1702; 1498; 1249; 1087; 1048; 1030;
938; 902; 809; 753; 735.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 50,52 (d, 3H, Jog= 6,9, H-9); 0,54 (d, 3H, Jigg=
6,9, H-10); 1,37-1,51 (m, 1H, H-8); 2,34 (s, 3H, Ar-CHs); 3,36 (dd, 1H, J7a7 =
14,1, J7a8= 7,5, H-7a); 3,43 (dd, 1H, J7p7a= 14,1, J7ps= 7,5, H-7b); 6,04 (s, 1H,
H-6); 6,91 (d, 1H, J3 4= 8,4, H-3'); 7,08 (d compl, 1H, Je 4 = 2,4, H-6"); 7,22 (dd
compl, Jy 3= 8,4, Jyg = 2,4, H-4"); 7,26-7,28 (m, 3H, H-4", H-5" e H-6"); 7,39
(m, 1H, H-3").

RMN de **C (75 MHz, CDCl3) 19,7 (C-9); 19,8 (C-10); 20,7 (Ar-CHa); 27,9 (C-
8); 49,4 (C-7); 56,0 (-OCHs3); 111,7 (C-3’); 112,2 (C-6); 116,0 (C-3); 119,5 (C-
1’); 126,3 (C-6")*; 129,5 (C-3")*; 129,6 (C-5")*; 130,0 (C-1"); 131,7 (C-6")*;
131,8 (C-4")*; 131,8 (C-4")*; 133,7 (C-5"); 134,2 (C-2"); 139,5 (C-5); 146,9 (C-
4); 155,2 (C-2"); 167,1 (C-2).

* As atribuicbes podem estar trocadas.

EM, m/z (%) 463 ([M+4)", 26); 461 ([M+2]", 100); 459 (IM]", Co3H23BrCINO,,
83); 383 (31); 382 (63); 381 (45); 380 (93); 370 (61); 368 (58); 337 (37); 336
(56); 324 (34); 289 (44); 287 (16); 286 (53); 173 (27); 116 (16); 115 (37); 102
(21); 101 (19); 57 (32).

IES-EM C23H24BrCINO, [M+H]": 460,0673, encontrado: 460,0604.
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3.4.5.10. Dados referentes ao composto ( E)-3-bromo-5-(2-

clorobenzilideno)-1-isobutil-4-(5-metil-2-metoxifen ipirrol-2(5 H)-ona (7e)

Caracteristica: sélido verde (purificado por cromatografia em coluna de silica
gel empregando-se hexano:DCM 1:3,5 v/iv como eluente).

T 123,0-124,2 °C.

CCD: R¢= 0,26 (hexano:diclorometano, 1:3,5 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3054; 2959; 2927; 2871; 2835; 1702; 1499; 1402; 1264; 1246;
1090; 1048; 1013; 806; 747; 737; 689.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 41,03 (d, 6H, Jog= Jiog= 6,6, H-9 e H-10); 2,11
(s, 3H, Ar-CHj3); 214-2,27 (m, 1H, H-8); 3,56 (s, 3H, -OCHj3); 3,63 (dd, 1H, J7a 7
= 14,4, J7a8= 7,5, H-7a); 3,69 (dd, 1H, Jm7a= 14,1, J7ps= 7,5, H-7b); 6,35 (d,
1H, J3 4 = 8,4, H-3’); 6,48 (s, 1H, H-6); 6,52 (ddd, 1H, Js' 3= 1,2, J5o 42 = J5 g =
7,8, H-5"); 6,66 (dd, 1H, Jg" 4= 1,5, Jo5-= 7,8, H-6"); 6,74 (d, 1H, Je 4= 2,1, H-
6"); 6,84 (dd, 1H, Jy 3= 8,4, Jy ¢ = 2,1, H-4’); 6,89 (ddd, 1H, J4 3= Js» 5= 7,8,
Jye=1,5 H-4"); 7,19 (dd, 1H, J34»= 7,8, J3»5» = 1,2, H-3").

RMN de C (75 MHz, CDCl3) §20,3 (Ar-CHs); 20,5 (C-9 e C-10); 28,5 (C-8);
47,8 (C-7); 55,3 (-OCHg); 110,1 (C-3%); 112,8 (C-6); 120,4 (C-3); 121,0 (C-17;
125,2 (C-5"); 128,1 (C-3"); 128,8 (C-4"); 129,3 (C-1"); 130,8 (C-4"); 130,9 (C-
6"); 131,9 (C-6"); 132,7 (C-5); 133,8 (C-2"); 139,2 (C-5); 142,7 (C-4); 154,2 (C-
2"); 164,7 (C-2).

EM, m/z (%) 463 ([M+4]", 16); 461 ([M+2]", 72); 459 ([M]", Ca3H23BrCINO,,
56); 383 (27); 382 (52); 381 (40); 380 (71); 370 (50); 368 (48); 338 (18); 336
(43); 324 (29); 287 (15); 286 (51); 202 (30); 115 (53); 102 (29); 101 (29); 57
(36); 41 (100).

IES-EM C23H24BrCINO, [M+H]": 460,0673, encontrado: 460,0629.
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3.4.5.11. Dados referentes ao composto ( 2)-3-bromo-5-(2-

bromobenzilideno)-4-(5-cloro-2-metoxifenil)-1-isobu tilpirrol-2(5 H)-ona (6f)

Caracteristica: cristais amarelo claro (purificado por cromatografia em coluna
de silica gel empregando-se hexano:DCM 1:2 v/v como eluente).

Ts: 162,7-164,2 °C.

CCD: R¢= 0,22 (hexano:diclorometano, 1:2 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3058; 2959; 2871; 1706; 1643; 1486; 1463; 1281; 1251; 1026;
919; 811, 755; 670.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 50,52 (d, 3H, Jog= 6,9, H-9); 0,54 (d, 3H, Jigg=
6,9, H-10); 1,36-1,50 (m, 1H, H-8); 3,35 (dd, 1H, J7a7, = 14,1, J7a8= 7,5, H-7a);
3,42 (dd, 1H, J7p7a= 14,1, J7pg = 7,5, H-7b); 3,83 (s, 3H, -OCH>); 5,98 (s, 1H, H-
6); 6,96 (d, 1H, J3 4= 8,7, H-3"); 7,20 (ddd, 1H, Js'3-= 2,4, J5 4= 6,9, J5 6" =
8,1, H-5"); 7,29 (d, 1H, Je 4 = 2,7, H-6"); 7,27-7,36 (M, 2H, H-3” e H-4"); 7,41
(dd, 1H, J3 4= 8,7, Jz.¢ = 2,7, H-4"); 7,59 (dd, 1H, Jg 4= 1,2, Jg-5 = 8,1, H-6").
RMN de **C (75 MHz, CDCls) 19,7 (C-9); 19,9 (C-10); 28,0 (C-8); 49,5 (C-7);
56,3 (-OCHg); 113,0 (C-3%); 114,4 (C-6); 116,8 (C-3); 121,2 (C-1); 124,5 (C-2");
125,6 (C-5); 127,0 (C-4")*; 129,9 (C-5"); 131,0 (C-4’); 131,0 (C-6")*; 131,7 (C-
3")*; 132,7 (C-6"); 135,3 (C-1"); 138,8 (C-5); 145,2 (C-4); 155,9 (C-2); 166,7
(C-2).

* As atribuicGes podem estar invertidas.

EM, m/z (%) 529 ([M+6]", 9); 527 ([M+4]", 53); 525 ([M+2]", 70); 523 ([M]",
C22H20BroCINO,, 31); 446 (27); 404 (23); 403 (36); 402 (59); 401 (30); 400 (42);
390 (54); 388 (42); 309 (42); 306 (47); 189 (15); 102 (21); 101 (19); 57 (24); 55
(23).

IES-EM C2,H,1Br,CINO, [M+H]": 523,9622, encontrado: 523,9599.
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3.4.5.12. Dados referentes ao composto ( E)-3-bromo-5-(2-

bromobenzilideno)-4-(5-cloro-2-metoxifenil)-1-isobu tilpirrol-2(5 H)-ona (7f)

Caracteristica: sélido verde (purificado por cromatografia em coluna de silica
gel empregando-se hexano:DCM 1:2 v/v como eluente).

T: 140,7-142,4 °C.

CCD: R¢= 0,16 (hexano:diclorometano, 1:2 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3061; 2959; 2929; 2872; 1699; 1628; 1485; 1462; 1399; 1261;
1245; 1088; 1024; 912; 742; 710; 668.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 61,03 (d, 6H, Jog= Ji0g= 6,6, H-9 e H-10); 2,22
(m, 1H, H-8); 3,58 (s, 3H, -OCHy); 3,67 (d, 2H, J75= 7,5, H-7); 6,36 (d, 1H, J3 4
= 8,7, H-3); 6,46 (s, 1H, H-6); 6,63-6,73 (m, 2H, H-5” e H-6"); 6,84-6,89 (M, 1H,
H-4"); 6,98 (d, 1H, Je 4 = 2,7, H-6"); 7,02 (dd, 1H, Jp 3= 8,7, Ja g = 2,7, H-4");
7,42 (dd, 1H, J3 4= 7,5, J3»5 = 1,2, H-3").

RMN de **C (75 MHz, CDCls) 20,6 (C-9 e C-10); 28,5 (C-8); 47,9 (C-7); 55,8
(-OCHg); 111,4 (C-3’); 115,1 (C-6); 121,2 (C-3); 122,9 (C-17); 124,4 (C-27);
125,1 (C-5); 125,9 (C-6"); 129,3 (C-4"); 130,0 (C-4’); 130,2 (C-6"); 131,6 (C-3");
131,9 (C-5"); 134,2 (C-1"); 138,7 (C-5); 141,2 (C-4); 154,8 (C-2'); 164,4 (C-2).
EM, m/z (%) 529 ([M+6]", 15); 527 ([M+4]", 70); 525 ([M+2]", 99); 523 ([M]",
C22H20BroCINO,, 43); 446 (36); 404 (28); 403 (52); 402 (76); 400 (54); 392 (19);
391 (16); 390 (71); 389 (16); 388 (57); 356 (25); 354 (20); 309 (58); 306 (58);
102 (23); 101 (26); 57 (25); 41 (100).

IES-EM C2,H,1Br,CINO, [M+H]": 523,9622, encontrado: 523,9576.
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3.4.5.13. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-4-(5-cloro-2-

metoxifenil)-1-isobutil-5-(3-metoxibenzilideno)pirr ol-2(5H)-ona (69)

Caracteristica: solido amorfo verde claro (purificado por cromatografia em
coluna de silica gel empregando-se hexano:DCM 1:6 v/v como eluente).

CCD: R¢= 0,22 (hexano:diclorometano, 1:6 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3066; 3002; 2957; 2871; 2838; 1702; 1595; 1485; 1459; 1272;
1250; 1158; 1046; 920; 812; 700; 643.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 40,53 (d, 3H, Jog= 6,6, H-9); 0,55 (d, 3H, Jigg=
6,6, H-10); 1,41-1,55 (m, 1H, H-8); 3,52 (d, 2H, J75= 7,5, H-7); 3,81 (s, 3H, -
OCHg); 3,82 (s, 3H, -OCHy); 6,01 (s, 1H, H-6); 6,77-6,78 (m, 1H, H-2"); 6,83-
6,88 (m, 2H, H-4” e H-6"); 6,96 (d, 1H, J3 o= 9,0, H-3"); 7,23 (d, 1H, Jg o = 3,0,
H-6); 7,27 (dd, 1H, Js 4= Js5¢-= 8,0, H-5"); 7.40 (dd, 1H, J4 3= 9,0, J4 &= 3,0,
H-4").

RMN de **C (75 MHz, CDCls) J16,7 (C-9); 19,7 (C-10); 28,0 (C-8); 49,7 (C-7);
55,6 (-OCHpy); 56,3 (-OCHj3); 113,0 (C-3’); 114,0 (C-4"); 115,0 (C-2"); 115,3 (C-
6); 116,6 (C-3); 121,6 (C-1); 122,1 (C-6"); 125,6 (C-5'); 129,4 (C-5"); 130,8 (C-
4"); 130,8 (C-6’); 135,9 (C-1"); 138,7 (C-5); 145,4 (C-4); 155,9 (C-2); 159,5 (C-
3"); 166,9 (C-2).

* As atribuicbes podem estar invertidas.

EM, m/z (%) 479 (M+4]", 26); 477 ([M+2]", 100); 475 ([M]", C23H23BrCINOs,
78); 398 (16); 396 (43); 356 (17); 355 (16); 354 (37); 353 (36); 352 (50); 342
(24); 341 (21); 340 (88); 338 (24); 309 (25); 149 (14); 148 (15); 121 (23); 102
(18); 57 (24); 55 (21).

IES-EM C23H24BrCINO3 [M+H]": 476,0623, encontrado: 476,0547.
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3.4.5.14. Dados referentes ao composto ( Z)-3-bromo-4-(5-cloro-2-

metoxifenil)-1-isobutil-5-(3-metoxibenzilideno)pirr ol-2(5H)-ona (79)

Caracteristica: solido verde fluorescente (purificado por cromatografia em
coluna de silica gel empregando-se hexano:DCM 1:6 v/v como eluente).

Ts: 92,4-94,7 °C.

CCD: R¢= 0,15 (hexano:diclorometano, 1:6 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3002; 2958; 2933; 2872; 2835; 1698; 1576; 1486; 1462; 1399;
1325; 1268; 1158; 1088; 863; 733.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) 41,00 (d, 3H, Jog= 6,6, H-9); 1,01 (d, 3H, Jigg=
6,6, H-10); 2,08-2,22 (m, 1H, H-8); 3,56 (s, 3H, -OCHs); 3,60 (dd, 1H, J7a7 =
14,0, J7as = 7,0, H-7a); 3,61 (s, 3H, -OCHs); 3,68 (dd, 1H, J7p7a = 14,0, J7ps =
7,0, H-7b); 6,38 (m, 1H, H-2"); 6,44 (d, 1H, J3 4 = 8,7, H-3'); 6,50-6,56 (m, 2H,
H-4" e H-6"); 6,56 (s, 1H, H-6); 6,90 (d, 1H, Js 4 = 2,7, H-6"); 6,91 (dd, 1H, J5 4
=Js 6= 8,0, H-5"); 7,03 (dd, 1H, J4 3= 8,7, Jy o = 2,7, H-4).

RMN de **C (75 MHz, CDCls) §20,4 (C-9); 20,5 (C-10); 28,5 (C-8); 47,8 (C-7);
55,2 (-OCHj3); 55,7 (-OCHg); 111,6 (C-3%); 113,6 (C-4")*; 114,9 (C-2"); 115,7 (C-
6); 121,0 (C-3); 121,9 (C-6")*; 123,4 (C-5"); 125,1 (C-17); 128,4 (C-6')**; 129,8
(C-4); 130,1 (C-5")**; 135,0 (C-1"); 138,4 (C-5); 141,2 (C-4); 155,0 (C-2Y);
158,8 (C-3”); 164,4 (C-2). * As atribuicbes podem estar invertidas. ** As
atribuicbes podem estar invertidas.

EM, m/z (%) 479 ([M+4]", 26); 477 ([M+2]", 100); 475 (IM]", C23H23BrCINO3,
76); 434 (16); 421 (16); 398 (15); 396 (40); 354 (35); 353 (34); 352 (49); 341
(20); 340 (85); 338 (25); 309 (26); 57 (23); 43 (25); 41 (88).

IES-EM C23H24BrCINO3 [M+H]": 476,0623, encontrado: 476,0583.
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3.4.6. Sintese da 4-bromo-5-(5-cloro-2-metoxifenil) -6-(4-fluorobenzil)
piridazin-3(2 H)-ona (8h)

Em um baldo bitubulado de fundo redondo (25 mL) conectado a um
condensador, a (Z)-3-bromo-4-(5-cloro-2-metoxifenil)-5-(4-fluorobenzilideno)
furan-2(5H)-ona (4h) (0,223 g; 5,44 mmol) foi solubilizada na mistura de
solventes diclorometano:etanol 1:1 v/v (13 mL). A seguir a hidrazina
monoidratada (0,109 mg; 2,18 mmol) solubilizada em diclorometano:etanol 1:1
v/iv (2 mL) foi adicionada gota a gota ao sistema. A mistura reacional foi
mantida a 60 °C por 3 horas.

A mistura reacional adicionou-se 50 mL de DCM e a seguir a mesma foi
lavada com éagua (2 x 50 mL). A fase organica foi seca com sulfato de
magneésio anidro, filtrada e concentrada sob presséo reduzida para obtencdo
do material bruto da reagao, que foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel empregando a mistura de solvente hexano:acetato de etila 1:1 viv
para obtencédo do composto 8h (82% de rendimento; 191 mg; 0,45 mmol).

Os compostos 8i-8q foram preparados, a partir dos analogos aos
rubrolideos 4i-4q, utilizando-se procedimento experimental similar ao descrito
para a sintese do composto 8h. A Tabela 5 apresenta as quantidades de

reagentes e solventes utilizadas nessas reacoes.
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Tabela 5 - Dados referentes ao preparo das piridazin-3(2H)-onas 8h-8q

Anélogo aos Hidrazina
rubrolideos monoidratada S Rendimento
Piridazin-3(2H)-ona
(9; mmol)/ (g; mmol)/ (mg; %)
DCM:MeOH DCM:MeOH
/
0
cl O Br
o :
~ 0 0,109; 2,18
191; 82
O (2 mL)
F
(0,223; 0,54)/ 13 mL
/
o
Cl Br
o
e 0,039; 0,78
39; 44
© (1,0 mL)
NO,
(0,085; 0,19)/ 5 mL
/
O
cl Br
0
e 0,057; 1,13
100; 75
O (1,5 mL)
CFs
(0,130; 0,28)/ 7 mL
/
0
cl O Br
o) 0,055; 1,10
~ o 83; 67
O (1,5 mL)
NO,
(0,120; 0,27)/ 7 mL
Continua...
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Tabela 5 - Cont.

Anélogo aos Hidrazina
rubrolideos monoidratada S Rendimento
Piridazin-3(2H)-ona
(9; mmol)/ (g; mmol)/ (mg; %)
DCM:MeOH DCM:MeOH
/
o}
Br O Br
o}
e 0,060; 1,19
153; 70
O (1,0 mL)
CF4
(0,150; 0,30)/ 8 mL
/
o
Br O Br
_ ~o 0,102; 2,06
= "0 190; 70
Br ‘ (3,0 mL)
(0,265; 0,51)/ 13 mL
/
o}
Br O Br
0 :
=~ "0 0,081; 1,63
118; 63
O (2,5 mL)
F
(0,185; 0,41)/ 10 mL
/
o)
Br O Br
_ ~o 0,079; 1,57
e} 145; 76
Cl O (2,5 mL)
(0,185; 0,39)/ 10 mL
Continua...
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Tabela 5 - Cont.

Anélogo aos Hidrazina
rubrolideos monoidratada S Rendimento
Piridazin-3(2H)-ona
(9; mmol)/ (g; mmol)/ (mg; %)
DCM:MeOH DCM:MeOH
/
o)
Br O Br
_ o)
O 0,081; 1,61 157; 81
C O/
(0,188; 0,40)/ 10 mL
/
o)
Br O Br
o)
e 0,068; 1,37 141; 88

(0,156; 0,34)/ 8,5 mL
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3.4.6.1. Dados referentes ao composto 4-bromo-5-(5- cloro-2-metoxifenil)-
6-(4-fluorobenzil)piridazin-3(2 H)-ona (8h)

Caracteristica: solido branco (purificado por cromatografia em coluna de silica
gel empregando-se como eluente hexano:acetato de etila 1:1 v/v).

Tt: 83,8-85,4 °C.

CCD: R¢= 0,21 (hexano:acetato de etila, 1:1 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3380-3120 (N-H); 2937; 2840; 1693; 1604; 1508; 1487; 1390;
1253; 1218; 1019; 836; 653; 813; 735; 497.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 43,01 (d, 1H, J7a7 = 14,1, H-7a); 3,19 (d, 1H,
J7a7p = 14,1, H-7b); 3,76 (s, 3H, -OCH3); 4,95 (s largo, 1H, NH); 6,81-6,95 (m,
5H, H-3’, H-2", H-3”, H-5" e H-6"); 7,36 (dd, 1H, Js3 = 9,0, Jag = 2,7, H-4");
7,43 (d, 1H, Jo 4 = 2,7, H-6").

RMN de *3C (75 MHz, CDCl3) 40,8 (C-7); 56,1 (-OCHs); 93,3 (C-4); 112,7 (C-
3; 115,2 (d, Jcr = 21,0, C-3" e C-5"); 120,2 (C-1"); 121,6 (C-6); 126,0 (C-5");
129,8 (d, JcF= 3,3, C-1"); 130,1 (C-6’); 131,2 (C-4"); 131,7 (d, Jc,=7,9,C-2" €
C-6"); 151,3 (C-5); 154,9 (C-27); 162,2 (d, Jc.r = 244,3, C-4"); 165,2 (C-3).

EM, m/z (%) 426 ([M+4]", 9); 424 ([M+2]", 36); 422 ([M]", C1gH13BrCIFN,O,
27); 393 (22); 391 (20); 343 (44); 297 (19); 207 (26); 110 (22); 109 (100); 107
(14); 101 (17); 96 (17); 83 (45); 75 (31); 63 (29); 57 (19); 51 (23).

IES-EM C1gH14BrCIFN,O, [M+H]": 422,9906, encontrado: 422,9911.

3.4.6.2. Dados referentes ao composto 4-bromo-5-(5- cloro-2-metoxifenil)-
6-(4-nitrobenzil)piridazin-3(2 H)-ona (8i)
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O,N

Caracteristica: solido branco (purificado por cromatografia em coluna de silica
gel empregando-se como eluente hexano:diclorometano 1:1,5 v/v).

Ts: 173,8-175,7 °C.

CCD: R¢= 0,21 (hexano:diclorometano, 1:1,5 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3197; 3110; 3073; 2923; 2850; 1650; 1517; 1489; 1345; 1253;
1022; 860; 813; 738.

RMN de 'H (300 MHz, (CDs3),CO) 63,34 (d, 1H, J7a7 = 14,1, H-7a); 3,53 (d,
1H, J7p7a = 14,1, H-7b); 3,79 (s, 3H, -OCHs); 6,15 (s, 1H, NH); 7,11 (d, 1H, J3 4
= 9,0, H-3"); 7,36 (d, 2H, J»3» = Je5» = 8,4, H-2" e H-6"); 7,46 (dd, 1H, Jy 3 =
9,0, Jyg = 2,7, H-4"); 7,67 (d, 1H, Jg 4 = 2,7, H-6'); 8,01 (d, 2H, J3 2 = Jsr g =
8,4, H-3" e H-5").

RMN de *C (75 MHz, (CD3),CO) J41,6 (C-7); 55,2 (-OCHs); 93,8 (C-4); 113,2
(C-3’); 120,6 (C-1"); 121,5 (C-6); 122,6 (C-3" e C-5"); 124,5 (C-5"); 128,9 (C-6");
130,8 (C-4’); 131,7 (C-2” e C-6"); 143,1 (C-1"); 147,1 (C-4"); 149,6 (C-5); 155,4
(C-27); 158,1 (C-3).

EM, m/z (%) 453 ([M+4]", 14); 451 ([M+2]", 57); 449 (IM]", C1gH13BrCINzOy,
41); 421 (12); 420 (26); 419 (11); 418 (17); 372 (40); 370 (100); 326 (10); 189
(20); 106 (22); 89 (17).

IES-EM C1gH14BrCIN3O4 [M+H]": 449,9851, encontrado: 449,9852.

3.4.6.3. Dados referentes ao composto 4-bromo-5-(5- cloro-2-metoxifenil)-
6-(4-trifluorometilbenzil)piridazin-3(2 H)-ona (8j)
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Caracteristica: solido branco (purificado por cromatografia em coluna de silica
gel empregando-se como eluente hexano:acetato de etila 1.1 v/v).

T 129,1-130,7 °C.

CCD: R¢= 0,27 (hexano:acetato de etila, 1:1 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3321; 2937; 2850; 1706; 1622; 1488; 1325; 1252; 1163; 1115;
1066; 1020; 835; 812; 656.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 43,15 (d, 1H, J7a7 = 14,1, H-7a); 3,23 (d, 1H,
J7b7a = 14,1, H-7b); 3,71 (s, 3H, -OCHs); 4,94 (s, 1H, NH); 6,81 (d, 1H, J3 4 =
8,7, H-3); 7,08 (d, 1H, J»3» = Je¢v 5 = 7,8, H-2" e H-6"); 7,34 (dd, 1H, Js 3 = 8,7,
Jpe =27, H-4"); 7,39 (d, 1H, J3»»» = J56» = 7,8, H-3" € H-5"); 7,43 (d, 1H, Jg 4
= 2,7, H-6").

RMN de *3C (75 MHz, CDCl3) d41,4 (C-7); 55,9 (-OCHs); 93,0 (C-4); 112,6 (C-
3"); 120,3 (C-1"); 121,4 (C-6); 124,3 (q, Jc-F = 270,9, -CF3); 125,0 (g, Jcr = 3,7,
C-3” e C-5"); 126,0 (C-5"); 129,5 (q, Jcr = 32,1, C-4"); 130,0 (C-6"); 131,0 (C-2”
e C-6"); 131,3 (C-4"); 138,2 (C-1"); 151,2 (C-5); 154,8 (C-2'); 155,2 (C-3).

EM, m/z (%) 476 (M+4]", 11); 474 ((M+2]", 66); 472 (IM]", C19H13BrCIF3N,O,
49); 443 (40); 441 (34); 395 (30); 394 (23); 393 (100); 189 (19); 159 (59); 127
(19); 125 (20); 119 (15); 114 (20); 109 (49); 102 (21); 89 (23); 69 (51); 63 (28);
51 (31).

IES-EM C19H14BrCIFsN,O, [M+H]": 472,9874, encontrado: 472,9878.

3.4.6.4. Dados referentes ao composto 4-bromo-5-(5- cloro-2-metoxifenil)-
6-(3-nitrobenzil)piridazin-3(2 H)-ona (8k)
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Caracteristica: solido branco (purificado por cromatografia em coluna de silica
gel empregando-se como eluente hexano:acetato de etila 1:1,5 v/v).

T 214,2-215,8 °C.

CCD: R¢= 0,21 (hexano:acetato de etila, 1:1,5 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3342 (N-H); 2922; 2850; 1699; 1523; 1485; 1394; 1347; 1245;
1093; 1018; 895; 817; 698; 653; 639.

RMN de 'H (300 MHz, (CDs3),CO) 63,39 (d, 1H, J7a7 = 14,1, H-7a); 3,49 (d,
1H, J7p7a = 14,1, H-7b); 3,77 (s, 3H, -OCHs); 6,18 (s, 1H, NH); 7,08 (d, 1H, J3 4
=8,7, H-3"); 7,40 (dd, 1H, J4 3 = 8,7, Iy ¢ = 2,7, H-4"); 7,44 (dd, 1H, J5" 4 = J5 "
= 8,1, H-5"); 7,57-7,60 (m, 1H, H-6"); 7,68 (d, 1H, Jg 4 = 2,7, H-6’); 7,93-7,94
(m, 1H, H-2"); 7,98-8,01 (m, 1H, H-4").

RMN de *C (75 MHz, (CD3),CO) d41,5 (C-7); 55,3 (-OCHs); 93,7 (C-4); 113,2
(C-3); 120,6 (C-1); 121,7 (C-6); 121,8 (C-4"); 124,6 (C-5); 125,5 (C-2"); 128,8
(C-67); 128,9 (C-5"); 130,8 (C-4"); 137,1 (C-1"); 137,2 (C-6"); 147,8 (C-3");
149,6 (C-5); 155,3 (C-2); 158,1 (C-3).

EM, m/z (%) 453 ([M+4]", 23); 451 ([M+2]", 94); 449 (IM]", C1gH13BrCINzOy,
69); 434 (16); 420 (37); 418 (29); 416 (19); 414 (20); 404 (42); 402 (32); 377
(24); 375 (19); 372 (40); 371 (23); 370 (100); 324 (40); 189 (35); 136 (24); 90
(30); 89 (30).

IES-EM C1gH14BrCIN3O4 [M+H]": 449,9851, encontrado: 449,9843.

3.4.6.5. Dados referentes ao composto 4-bromo-5-(5- bromo-2-metoxifenil)-
6-(4-trifluorometilbenzil)piridazin-3(2  H)-ona (8l)
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FsC
Caracteristica: solido branco (purificado por cromatografia em coluna de silica
gel empregando-se como eluente hexano:acetato de etila 1.1 v/v).
Tt 129,4-130,4 °C.
CCD: R¢= 0,26 (hexano:acetato de etila, 1:1 v/v).
v (cm'l) V max 3329 (N-H); 2936; 2844; 1702; 1485; 1323; 1161; 1112; 1064;
1019; 834; 809; 737, 650; 621.
RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) 63,15 (d, 1H, J7a7 = 14,1, H-7a); 3,22 (d, 1H,
Jb7a = 14,1, H-7b); 3,72 (s, 3H, -OCHy); 4,82 (s, 1H, NH); 6,76 (d, 1H, J3 4
9,0, H-3); 7,09 (d, 2H, Jp» 3 = Jgv5 = 8,1, H-2" e H-6"); 7,40 (d, 2H, J3» = Js- ¢
=8,1,H-3" e H-5"); 7,47 (dd, 1H, J4 3 =9,0, Jy ¢ = 2,4, H-4’); 7,51 (d, 1H, J& &
2,4, H-6").
RMN de *3C (75 MHz, CDCls) d41,6 (C-7); 56,0 (-OCH3); 92,9 (C-4); 113,1 (C-
3"); 113,3 (C-5); 120,5 (C-1'); 121,9 (C-6); 124,3 (q, Jcr = 270,3, -CF3); 125,1
(0, e = 3,7, C-3" e C-5"); 129,6 (Jcr = 32,3, C-4"); 130,5 (C-2" e C-6"); 132,9
(C-6'); 134,2 (C-4'); 138,3 (C-1"); 151,1 (C-5); 155,3 (C-2'); 165,0 (C-3).
EM, m/z (%) 520 ([M+4]", 37); 518 ([M+2]", 88); 516 ([M]", C1gH13Br2F3N,05,
45); 489 (20); 487 (47); 485 (23); 439 (100); 437 (94); 286 (19); 189 (24); 159
(54); 109 (39); 63 (22).
IES-EM C19H14BroF3N,O, [M+H]": 516,9369, encontrado: 516,93609.

3.4.6.6. Dados referentes ao composto 4-bromo-5-(5- bromo-2-metoxifenil)-
6-(2-bromobenzil)piridazin-3(2 H)-ona (8m)
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Caracteristica: soélido amarelo (purificado por cromatografia em coluna de
silica gel empregando-se como eluente hexano:acetato de etila 1:1 v/v).

Ts: 278,5d

CCD: R¢= 0,32 (hexano:acetato de etila, 1:1 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3331 (N-H); 3069; 2935; 2840; 1699; 1484; 1388; 1264; 1135;
1055; 1023; 748; 723; 617.

RMN de 'H (300 MHz, (CD3),CO) J3,41 (d, 1H, J7a7 = 14,7, H-7a); 3,48 (d,
1H, Jd7p7a = 14,7, H-7b); 3,59 (s, 3H, -OCHs); 5,79 (s, 1H, NH); 6,96 (d, 1H, J3 »
= 9,0, H-3'); 7,06 (ddd, 1H, J4» 3 = J4»5» = 7,8, Js»g» = 1,5, H-4"); 7,16 (ddd, 1H,
Jsv 3= 1,5, J5 4 = Js5re» = 7,8, H-5"); 7,23 (dd, 1H, Jg 4~ = 1,5, Jg 5 = 7,8, H-6");
7,43 (dd, 1H, J3»4» = 7,8, J3»5» = 1,5, H-3"); 7,52 (dd, 1H, Jy 3 = 9,0, Ja e = 2,4,
H-4"); 7,79 (d, 1H, Je 4 = 2,4, H-6).

RMN de *C (75 MHz, (CD3),CO) §39,0 (C-7); 55,2 (-OCHs); 93,2 (C-4); 111,6
(C-5); 113,4 (C-3"); 120,1 (C-1"); 122,5 (C-6); 125,7 (C-2"); 127,3 (C-5"); 128,5
(C-4”); 131,21 (C-6"); 131,7 (C-67); 132,6 (C-37); 133,5 (C-4"); 134,7 (C-17);
150,3 (C-5); 156,2 (C-2); 163,8 (C-3).

EM, m/z (%) 532 ([M+6]", 2); 530 ([M+4]", 6); 528 ([M+2]", 6); 526 ([M]",
CisH13BrsN2O,, 2); 451 (49); 449 (100); 447 (48); 355 (24); 353 (25); 189 (22);
177 (17); 94 (19); 90 (21); 89 (22).

IES-EM C1gH14BrsN,O, [M+H]": 526,8600, encontrado: 526,8603.

3.4.6.7. Dados referentes ao composto 4-bromo-5-(5- bromo-2-metoxifenil)-
6-(4-fluorobenzil)piridazin-3(2 H)-ona (8n)
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Caracteristica: solido branco (purificado por cromatografia em coluna de silica
gel empregando-se como eluente hexano:acetato de etila 1:1 v/v).

Tt: 85,3-86,9 °C.

CCD: R¢= 0,24 (hexano:acetato de etila, 1:1 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3323; 3205; 2937; 2840; 1696; 1509; 1486; 1385; 1254; 1220;
1023; 835; 736; 647, 621.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 43,01 (d, 1H, J7a7 = 14,1, H-7a); 3,19 (d, 1H,
J7b7a = 14,1, H-7b); 3,71 (s, 3H, -OCHs); 4,96 (s, 1H, -NH); 6,81 (d, 1H, J3 4 =
9,0, H-3"); 6,85-6,96 (m, 4H, H-2", H-3", H-5" e H-6"); 7,50 (dd, 1H, Js 3 = 9,0,
Jre =2,4,H-4"); 7,54 (d, 1H, Jg o = 2,4, H-6").

RMN de *3C (75 MHz, CDCl3) 40,8 (C-7); 56,0 (-OCHs); 93,3 (C-4); 113,2 (C-
3’ e C-5; 115,1 (d, Jcr = 21,0, C-3” e C-5"); 120,2 (C-1"); 122,0 (C-6); 129,8
(d, Jcr = 3,3, C-1"); 131,7 (d, Jcr = 7,9, C-2" e C-6"); 132,9 (C-6'); 134,1 (C-
4'); 151,3 (C-5); 155,4 (C-2"); 162,2 (d, Jc r = 244,4, C-4"); 165,1 (C-3).

EM, m/z (%) 470 ([M+4]", 18); 468 ([M+2]", 44); 466 ([M]", C1gH13Br,FN,O,,
20); 437 (23); 389 (36); 387 (33); 340 (20); 207 (30); 109 (100); 83 (31); 63 (23).
IES-EM C1gH14Br,FN,O, [M+H]": 466,9401, encontrado: 466,9407.

3.4.6.8. Dados referentes ao composto 4-bromo-5-(5- bromo-2-metoxifenil)-
6-(2-clorobenzil)piridazin-3(2 H)-ona (80)
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Caracteristica: solido amarelo claro (purificado por cromatografia em coluna
de silica gel empregando-se como eluente hexano:acetato de etila 1:1 v/v).

Tt 266,6d

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

IV (cm™) ¥ max 3457; 3337; 3280; 3071; 2936; 2840; 1699; 1484; 1389; 1266;
1236; 1057; 1021; 803; 755; 749.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 83,22 (d, 1H, J7a7 = 14,4, H-7a); 3,38 (d, 1H,
J7b7a = 14,4, H-7b); 3,77 (s, 3H, -OCHs); 4,86 (s largo, 1H, NH); 6,79 (d, 1H,
J3 4 = 8,7, H-3"); 7,07-7,18 (m, 3H, H-4", H-5" e H-6"); 7,24-7,27 (m, 1H, H-3");
7,46 (dd, 1H, J4 3 =8,7, 4 = 2,4, H-4"); 7,51 (d, 1H, Jo 4 = 2,4, H-6").

RMN de *C (75 MHz, CDCls) 38,4 (C-7); 56,1 (-OCHs); 92,5 (C-4); 113,0 (C-
3); 113,2 (C-5); 120,4 (C-17); 122,0 (C-6); 126,8 (C-6")*; 128,7 (C-5")*; 129,6
(C-4"); 131,9 (C-3")*; 132,3 (C-2")**; 132,9 (C-6"); 134,1 (C-4’); 135,0 (C-1")**;
151,7 (C-5); 155,4 (C-2"); 165,2 (C-3). * As atribuicbes podem estar invertidas.
** As atribuicbes podem estar invertidas.

EM, m/z (%) 488 ([M+6]", 1); 486 ([M+4]", 7); 484 ([M+2]", 9); 482 ([M]",
Ci1sH13Br2CIN2O3); 451 (45); 449 (100); 447 (53); 353 (22); 189 (25); 178 (20);
125 (30);102 (23); 101 (25); 99 (18); 94 (24); 89 (34); 77 (13); 75 (22); 63 (28).
IES-EM C1gH14Br.CIN,O, [M+H]": 482,9105, encontrado: 482,9106.

3.4.6.9. Dados referentes ao composto 4-bromo-5-(5- bromo-2-metoxifenil)-

6-(3-metoxibenzil)piridazin-3(2 H)-ona (8p)

Caracteristica: solido amorfo amarelo (purificado por cromatografia em coluna
de silica gel empregando-se como eluente hexano:acetato de etila 1:1 v/v).
CCD: R¢= 0,24 (hexano:acetato de etila, 1:1 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3327 (N-H); 3003; 2933; 2841; 1704; 1589; 1486; 1385; 1260;
1154; 1028; 818; 736; 700.

91



RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) 62,99 (d, 1H, J7an = 14,1, H-7a); 3,19 (d, 1H,
J7b,7a = 14,1, H-7b); 3,73 (s, 3H, -OCHj3); 3,78 (s, 3H, -OCHs); 4,77 (s, 1H, NH);
6,52-6,54 (m, 1H, H-2"); 6,57-6,59 (m, 1H, H-6")*; 6,71-6,74 (m, 1H, H-4")*;
6,81-6,84 (m, 1H, H-3"); 7,10 (dd, 1H, Js 4> = Jsv 6 = 7,8, H-5"); 7,49 (dd, 1H,
Jog = 7,8, Joz = 2,7, H-4); 7,51 (d, 1H, Jg4 = 2,7, H-6"). * As atribuicbes
podem estar invertidas.

RMN de *C (75 MHz, CDCl3) 41,9 (C-7); 55,4 (-OCHs); 56,2 (-OCHs); 93,2
(C-4); 112,8 (C-4"); 113,1 (C-3' e C-5"); 115,9 (C-2"); 120,1 (C-1"); 122,1 (C-6);
122,4 (C-6"); 129,4 (C-5"); 132,9 (C-6’); 134,0 (C-4'); 135,6 (C-1"); 151,4 (C-5);
155,4 (C-2’); 159,6 (C-3"); 164,9 (C-3).

EM, m/z (%) 482 ([M+4]", 50); 480 ([M+2]", 91); 478 (IM]", C19H16Br.N203, 53);
451 (31); 449 (58); 447 (34); 401 (37); 399 (38); 343 (48); 341 (100); 339 (49);
212 (38); 205 (34); 153 (38); 122 (33); 121 (64); 103 (24); 102 (46); 91 (72); 89
(44); 88 (42); 78 (59); 77 (70); 65 (51); 63 (54).

IES-EM C19H17BroN,03 [M+H]": 478,9600, encontrado: 478,9602.

3.4.6.10. Dados referentes ao composto 4-bromo-5-(5 -bromo-2-
metoxifenil)-6-(3-fluorobenzil)piridazin-3(2  H)-ona (8q)

Caracteristica: solido branco (purificado por cromatografia em coluna de silica
gel empregando-se como eluente hexano:acetato de etila 1:1 v/v).

T: 75,6-76,6 °C.

CCD: R¢= 0,25 (hexano:acetato de etila, 1:1 v/v).

IV (cm™) ¥ max 3311; 3274; 3189; 2961; 2937; 1704; 1587; 1485; 1450; 1382;
1250; 1138; 1021; 820; 736; 695; 620.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 43,05 (d, 1H, J7a7 = 14,1, H-7a); 3,18 (d, 1H,
J7b.7a = 14,1, H-7b); 3,78 (s, 3H, -OCHs); 4,79 (s, 1H, NH); 6,66-6,90 (m, 3H, H-

92



2", H-4” e H-6"); 6,83 (d, 1H, J34 = 8,7, H-3"); 7,10-7,17 (m, 1H, H-5"); 7,50
(dd, 1H, Jy 3 =8,7, Jy e = 2,7, H-4’); 7,58 (d, 1H, Js 4 = 2,7, H-6").

RMN de *3C (75 MHz, CDCl3) d41,5 (C-7); 56,0 (-OCHs); 93,1 (C-4); 113,1 (C-
3’ e C-5); 114,3 (d, Jcfr = 20,8, C-4")*; 117,2 (d, Jcr = 21,4, C-2")*; 120,4 (C-
1’); 122,0 (C-6); 125,8 (d, Jcr = 2,8, C-6"); 129,8 (d, Jcr = 8,1, C-5"); 132,8 (C-
6"); 134,2 (C-4’); 136,5 (d, Jcr = 7,4, C-1"); 151,0 (C-5); 155,4 (C-27); 162,6 (d,
Jcg=244,4, C-3”); 165,1 (C-3). * As atribuicdes podem estar invertidas.

EM, m/z (%) 470 (M+4]", 35); 468 ([M+2]", 76); 466 ([M]", CigH13Br.FN,O>,
34); 439 (45); 437 (88); 435 (43); 389 (52); 387 (50); 341 (23); 236 (31); 207
(39); 147 (32); 118 (25); 110 (22); 109 (100); 104 (21); 102 (22); 83 (32); 75
(26); 63 (28).

IES-EM C1gH14BroFN,O, [M+H]": 466,9401, encontrado: 466,9404.
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4. Resultados e discussao

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

A primeira etapa do desenvolvimento deste trabalho consistiu na sintese
da 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona pela reducédo do acido mucobrémico, disponivel
comercialmente. A solucdo metanolica de acido mucobrémico foi tratada a 0 °C
com 1,5 equivalente de NaBH,4 e a seguir com acido sulflrico concentrado em
metanol. O produto bruto dessa reacdo foi recristalizado com hexano e éter
obtendo-se a lactona 1 em 83% de rendimento (Esquema 6) (BELLINA et al.,
2001b).

Brri 1) 1,5 equiv. NaBH,, MeOH, 0 °C Br
2) H,SO,4 conc., MeOH, 0 °C mo
o) 2 4 o

HO o)

Esquema 6 - Preparo da 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona.

O &cido mucobrémico, que € uma molécula altamente funcionalizada,
pode ser visto como um aldeido a,B-insaturado em equilibrio com a forma y-
lactona (Esquema 7). Embora ele exista predominantemente na forma ciclica, o
padrao de reatividade € mais bem explicitado na sua forma aciclica (CUNHA e
OLIVEIRA, 2011; BELLINA e ROSSI, 2004b; VALENTE et al., 1998; MOORE e
KATON,1978).

Br Br Bﬂ

HO™ ~o HO

Esquema 7 - Equilibrio entre a forma ciclica e aciclica do acido mucobrémico.

A funcdo aldeido da forma aciclica do acido mucobrémico &
seletivamente reduzida com boroidreto de sodio (CLAYDEN et al., 2001). Apos
a acidificacdo do meio com acido sulfarico concentrado, o alcool anteriormente
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gerado in situ participa da reacao de ciclizagao intramolecular juntamente com

0 acido carboxilico da mesma molécula (Esquema 8).

Br. B | NeBH, _ _HpS0,  Br /Br
_ o MeOH MeOH =0

HO

Esquema 8 - Reducédo do acido mucobrémico com NaBH, e H,SO,.

A confirmacéo da estrutura 1 foi feita por meio da analise dos espectros
no IV, RMN de 'H e de *C e espectrometria de massas. O espectro no IV da
3,4-dibromofuran-2(5H)-ona apresentou uma banda de absorcéo forte em 1758
cm™ referente ao estiramento da ligagdo C=0 (Figura 12). Também é possivel
observar uma banda em 1605 cm™ evidenciando a presenca da ligagdo C=C.

No espectro de RMN de *H da 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (Figura 13) é
possivel observar somente a presenca de um simpleto em 90 = 4,87 referente
aos hidrogénios metilénicos H-5.

No espectro de RMN de '3C (Figura 14) observam-se apenas quatro
sinais que foram facilmente atribuidos. O sinal da carbonila € observado em o=
166,8. Os sinais de C-4 e C-3 sdo observados em J = 143,7 e 1148,
respectivamente, sendo o deslocamento quimico de C-4 maior que o de C-3
por este carbono suportar uma carga positiva maior que C-3 devido a
ressonancia com a carbonila da lactona. Ja o carbono C-5 é o mais blindado e
encontra-se em 0= 74,4.

No espectro de massas (Esquema 9) observa-se a presenca dos ions
[M]™ em m/z = 240, [M+2]" em m/z = 242 e [M+4]" em m/z = 244, com
intensidades relativas de 11%, 30% e 15%, respectivamente. Esses sinais
estdo de acordo com a presenca de dois atomos de bromo na molécula, devido
as abundancias relativas dos isétopos de °Br e ®'Br. Além disso, é possivel
observar o sinal referente ao pico base em m/z = 161, que corresponde a perda

do radical "Br do fon molecular, conforme representado no Esquema 9.
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Figura 12 - Espectro no infravermelho (IV) da 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona 1.
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Figura 13 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do composto 1.
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Figura 14 - Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls) do composto 1.
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Esquema 9 - Espectro de massas e propostas de fragmentacbes da 3,4-

dibromofuran-2(5H)-ona 1.
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4.2. Sintese das 4-aril-3-bromofuran-2(5 H)-onas pelo acoplamento cruzado

de Suzuki-Miyaura

Na sintese das 4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas preparadas nesse
trabalho utilizou-se a reacdo de acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura entre
a 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona e diferentes acidos arilbordnicos adquiridos
comercialmente, na presenca de Ag.O, AsPh; e quantidades cataliticas de
PdCl;(MeCN),, conforme descrito por BELLINA et al. (2001b).

Como produtos dessa reacdo foram obtidos as 4-aril-3-bromofuran-
2(5H)-onas 2a-2d de interesse assim como as biarilas 3a-3d resultantes do
homoacoplamento dos acidos bordnicos utilizados. A Tabela 6 apresenta esses

produtos sintetizados e os rendimentos em que foram obtidos.

Tabela 6 - Sintese das 4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas

B(OH),
o< / \
0 o) R,
Rg U N OO
- — +
o ° o ° R 0
PdCly(MeCN),, AsPhs ! \
1 Ag,0, THF, 65 °C, 24h
2a-2d 3a-3d
R 4-Arilfuranona Rendimento (%) Biarila Rendimento (%)
H 2a 39 3a 14
Br 2b 29 3b 20
CHs 2c 37 3c 23
Cl 2d 26 3d 20

Para a realizacdo da reacédo de preparo das 4-aril-3-bromofuran-2(5H)-
onas escolheu-se o acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura ja que este pode
ser considerado como um dos métodos de catalise por metais de transicao
mais Uteis para formacgdo de ligagdo carbono-carbono (ROSSI et al., 2011).
Essa escolha se deve a varios fatores que incluem: (i) tolerancia a diversos

grupos funcionais; (ii) os acidos organobordnicos sdo estaveis ao aquecimento,
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agua e ar, além de disponiveis comercialmente; (iii) subprodutos contendo boro
sdo facilmente separados da mistura reacional; (iv) 0s compostos
organoboranos sdo degradados em produtos ambientalmente seguros (KOTHA
et al., 2002; SUZUKI, 2005; SUZUKI, 2011).

As condicdes ideais para o preparo das 4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas
foram inicialmente descritas por YAO e DENG (2000) e posteriormente
utilizadas por BELLINA e colaboradores (2001b).

No acoplamento de Suzuki-Miyaura, a base exerce um papel importante,
aumentando a nucleofilicidade do grupo organico ligado ao atomo de boro
(MIYAURA e SUZUKI, 1995).

Normalmente, as bases mais utilizadas sdo Na,CO3, Ba(OH),, K3POy,
Cs,CO3, K,CO3, KF e NaOH (KOTHA et al., 2002) e sua escolha é empirica.
Entretanto em meio basico forte juntamente com um eletréfilo a 3,4-
dibromofuran-2(5H)-ona pode reagir via ataques nucleofilicos (rota a e b), ou
sofrer decomposicéo (Esquema 10) (CUNHA e OLIVEIRA, 2011).

(@]
(@]
Base
Br Br E* Br Br E* Br Br
|5 Sl § S 0
o OE Rotaa o O Rotab E o
*BH

E*= eletrofilo

Esquema 10 - Comportamento da 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona em meio
basico (CUNHA e OLIVEIRA, 2011).

Portanto, para contornar a sensibilidade da lactona dibromada a bases

fortes, a reacdo de acoplamento cruzado foi realizada em THF na presenca da
base fraca Ag.O (YAO e DENG, 2000; BELLINA et al., 2004a).
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O sistema catalitico PdCI,(CH3CN)2/AsPh; em THF também provou ser
0 mais eficiente quando comparados com outros catalisadores em outros
solventes (BELLINA et al., 2001b).

Um mecanismo plausivel para este processo foi proposto por BELLINA e
colaboradores (2001b) e é apresentado no Esquema 11. A primeira etapa do
ciclo catalitico da reagdo de acoplamento envolve adicdo oxidativa em que a
espécie de paladio(0) quebra a ligacdo covalente do haleto de vinila com
formacao do brometo de organopaladio(ll) A.

A proxima etapa corresponde a transmetalacdo. Em particular é
proposto que o intermediario A interage com o Oxido de prata e o &cido
borbnico resultando na formacdo do intermedidrio B. Nesse caso a
transmetalacdo do boro pelo paladio que produz D, poderia ocorrer antes da

transmetalacéo do boro pela prata, via C ou diretamente do complexo B.

Br r B:_:Pd Br Ag,0 AG r/Pd Br
= e —— T O
O ArB(OH - o)
o @) o (OH); N

Ag B/Ar o)
/N
1 A HO OH B
B pelo Pd \ B pela Ag
b
Ar Br Ar-pq  Br _Br— Br
PdL = — L = - Ag -Pd
o
0 © o o (@]
25 D C

Esquema 11 - Mecanismo plausivel para a reacdo catalisada por paladio
mediada por Ag.0 entre 1 e acidos arilbordonicos (BELLINA et
al., 2001b).

A funcéo da base € aumentar a nucleofilicidade do grupo organico ligado
ao acido bor6nico j& que a transmetalacédo entre o haleto de organopalédio (ll)
e 0 organoborano ndo ocorre facilmente devido a baixa nucleofilicidade desse
grupo (MIYAURA e SUZUKI, 1995).
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Apesar de o mecanismo da adicdo oxidativa e da eliminacdo redutiva
serem razoavelmente bem entendidos, pouco se sabe sobre a transmetalagéo,
pois 0 mecanismo € dependente das condicbes reacionais ou do
organometalico usado no acoplamento (MIYAURA e SUZUKI, 1995).

Finalmente tem-se a eliminacdo redutiva. Nessa etapa ocorre a
formacao da nova ligacao carbono-carbono resultando no preparo das 4-aril-3-
bromofuran-2(5H)-onas 2a-2d e regeneracdo do catalisador de paladio (0)
(Esquema 11).

Para todas as reacdes realizadas nesse trabalho (Tabela 6) ndo se
observou a formacéo da 3,4-diarilfuran-2(5H)-ona derivada do acoplamento
cruzado em ambos os atomos de carbono C-3 e C-4 que suportam atomos de
bromo, nem a formagé&o da 3-aril-4-bromofuran-2(5H)-ona.

Em compostos que apresentam atomos de halogénio diferentes na
forma de haletos de arila é possivel determinar a seletividade em que as
reacoes de Suzuki-Miyaura ocorrem. Para esses acoplamentos cruzados, a
ordem relativa de reatividade dos haletos de arila Arl > ArBr > ArCl > ArF tem
sido observada. Esta ordem esta relacionada a forca da ligacdo Ar-X que
aumenta com a eletronegatividade do halogénio e torna a adicdo oxidativa mais
dificil (ROSSI et al., 2011). Tudo isso porque a adicdo oxidativa de haletos de
arila a espécies de paladio (0) € geralmente considerada ser o passo
determinante da seletividade para as reacdes de acoplamento de Suzuki-
Miyaura.

Entretanto no caso da 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona tem-se dois
halogénios iguais presentes na mesma molécula. Nesse caso tem-se a
necessidade da realizacdo da reacdo de acoplamento cruzado “seletivo de
posicdo”, ou seja, quando a molécula do reagente tem mais do que um
substituinte do mesmo atomo de halogénio e somente um reagira
preferencialmente.

Tais reacbes com heterociclos polialogenados séo relatadas na literatura
como abordagens eficientes para a sintese derivados substituidos mais
complexos (WANG e MANABE, 2009). Nesse caso outros parametros também
irdo determinar a seletividade da reacdo, além da forca da ligacdo, como
fatores eletronicos e estéricos (ROSSI et al., 2011; SCHROTER et al., 2005).
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No caso da reagao de acoplamento com a 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona 1
€ possivel prever a ordem e a regido das reacdes catalisadas por paladio
levando em conta que: (i) em muitas dessas reacdes o estdgio do ciclo
catalitico responsavel pela “seletividade de posicao” é a adicdo oxidativa; (ii) o
centro mais deficiente em elétrons, local onde a adicdo oxidativa ocorre,
corresponde ao sitio inicial das reacfes catalisadas por paladio, (iii) a posi¢ao 4
da 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona é mais deficiente em elétrons que a posicéao 3.
Isso pode ser evidenciado pelo fato que C-4 (0= 143,7) nesse composto tem
um maior deslocamento quimico de *C que C-3 (J = 114,9) (BELLINA e
ROSSI, 2007; HUSSAIN et al., 2011).

Tem-se entdo uma possivel explicacdo da reacdo de acoplamento

cruzado “seletivo de posicao” para a 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona.

Mais deficiente
em elétrons Menos deficiente

em elétrons
Y Br\(i >
o (0]
1

Figura 15 - Possivel explicacdo da reacdo de acoplamento cruzado “seletivo

de posicao”.

As 4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas foram formadas em rendimento
variando de 26% a 39%. A presenca dos diferentes grupos na estrutura dos
acidos bordnicos sugere uma explicagdo para os rendimentos obtidos. Como
se observa todos os acidos bordnicos utilizados apresentam o grupo metoxila
no carbono C-2 e se diferenciam somente quanto ao grupo ligado ao carbono
C-5. O é&cido 5-bromo-2-metoxiborbnico e 5-cloro-2-metoxiborénico que
possuem grupos retiradores de elétrons em C-5 resultaram em menores
rendimentos, 29% e 26%, respectivamente. Usualmente acidos arilborénicos
deficientes em elétrons s&o menos nucleofilicos e transmetalam a uma taxa
mais lenta do que acidos arilbordnicos ricos elétrons (BARDER et al., 2005).

Apesar de nao ter sido detectada a formacédo de 3,4-diarilfuran-2(5H)-
onas, quantidades significativas de biarilas (3a-3d) que s&o derivadas do

homoacoplamento dos acidos borbnicos foram isoladas a partir da mistura
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reacional, conforme mencionado anteriormente. Embora nesse trabalho as
biarilas sejam relatadas como produtos indesejaveis, as mesmas tém sido
descritas na literatura como uma importante classe de compostos para a
guimica farmacéutica e agricola (MARTIN e BUCHWALD, 2008; SAIKIA et al.,
2012).

Biarilas simétricas geradas a partir de acidos bordnicos ArB(OH), sao
frequentemente observadas na reacédo de Suzuki-Miyaura. MORENO-MANAS
e colaboradores (1996) propuseram um mecanismo para sua formacao.

O ciclo catalitico proposto por esses autores é apresentado no Esquema
12. Na etapa A ocorre a adigdo oxidativa entre o acido bordnico e o complexo
de paladio PdL,. O mesmo se aplica ao passo B. Em seguida na etapa C a
eliminacao redutiva é requerida para formar a biarila final. A eliminacdo de
tetraidroxidiborano ((HO),B-B(OH),) é muito improvavel e € mais razoavel
aceitar que o boro termina na forma de acido metabérico (MORENO-MANAS et
al., 1996; HASSAN et al., 2002).

L

|
Ar-B(OH), Ar-Pd-B(OH); Ar-B(OH),
L \<
A B

B(OH)
Ar-Pd-B(OH),
Ar
PdLy, — PdL,+2L

C

Ar-Ar
2L B(OH),
I
Hy pd
PdH; ‘_7/ B(OH).

O=B-OH
Esquema 12 - Ciclo catalitico proposto para o homoacoplamento de acidos
borénicos catalisado por paladio (MORENO-MANAS et al.,

1996).

De acordo com observacbes experimentais dos mesmos autores, a
presenca de grupos doadores de elétrons no acido borénico como metoxila

favorecem o homoacoplamento. Essas observacdes ajudam a justificar a
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formacdo de biarilas no presente trabalho. Essas foram formadas em
rendimentos variando de 14% a 23%, conforme ja apresentado na Tabela 6.

No mesmo trabalho, MORENO-MANAS e colaboradores (1996) ainda
revelaram que a presenca de oxigénio aumenta a quantidade de biarila
formada. Por isso a importancia da realizacdo dessas reacfes em atmosfera
inerte.

Em todas as reacdes de acoplamento de Suzuki, as 4-aril-3-bromofuran-
2(5H)-onas foram preparadas segundo uma mesma metodologia sintética,
sendo posteriormente isoladas da mistura reacional e purificadas por
cromatografia em coluna de silica gel e caracterizadas por espectroscopia no
infravermelho, RMN de 'H e de '°C, experimentos bidimensionais em RMN
(COSY e HETCOR) e espectrometria de massas e espectrometria de massas
de alta resolucéo. As biarilas 3a-3d foram caracterizadas da mesma forma,
exceto pela andlise de massa exata. Os dados espectroscopicos de todas as
biarilas estavam de acordo com aqueles encontrados na literatura (KOENIG et
al., 1979; CHEN, et al., 2011; KAR et al., 2009).

Os espectros obtidos para as 4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas
sintetizadas (2a-2d) apresentaram grande semelhanca; as Unicas variagfes
observadas se referem aos substituintes no anel aroméatico proveniente do
acido boronico inicialmente utilizado nas rea¢cfes de acoplamento cruzado.
Portanto, a discusséo feita a seguir € baseada nos dados do composto 2d, mas
pode ser estendida as demais 4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas sintetizadas.

A confirmacédo estrutural do composto 2d foi feita inicialmente, pela
analise de seu espectro no infravermelho (Figura 16), onde foi possivel
observar uma banda em 1769 cm™ referente ao estiramento da ligacdo da
carbonila (C=0) de uma lactona a,B-insaturada.

O espectro de RMN de *H de 2d (Figura 17) apresentou dois simpetos:
um em 9 = 3,87 referentes aos hidrogénios das metoxila e outro em 0= 5,23,
referentes aos dois hidrogénios metilénicos do anel lactonico. Este espectro
apresentou também um dupleto em 0 = 6,95 (Js+ = 9,0 Hz) referente ao
hidrogénio H-3’. No mapa de contornos COSY para este composto (Figura 18)
€ possivel visualizar o acoplamento desse sinal com um dupleto duplo em J=

7,43 (J43=9,0 Hz, Jy ¢ = 2,7 HZz) referente a H-4’, 0 que ja era esperado pela
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analise das constantes de acoplamento. Outro dupleto presente no espectro
encontra-se em 0= 7,77 referente a H-6’' com constante de acoplamento Jg 4 =
2,7 Hz.

No espectro de RMN de *3C de 2d (Figura 19) os sinais para 0os 4tomos
de carbono C-5, C-3’, C-4’ e C-6’ foram facilmente atribuidos pela analise do
mapa de contornos HETCOR para o mesmo composto (Figura 20) devido as
correlacdes entre esses carbonos e os atomos de hidrogénios imediatamente
ligados a eles. As atribuicdes para C-3 (0 = 109,4) e C-2 (J = 169,6) foram
auxiliadas pela andlise dos deslocamentos dos mesmos sinais atribuidos
previamente para a 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona.

No espectro de massas de 2d (Esquema 13) foram observados os picos
referentes ao jon molecular em m/z = 302, [M+2]" em m/z = 304 e [M+4]" em
m/z = 306 com intensidades relativas de 64%, 85% e 21%, respectivamente, 0
que esta de acordo com a presenca de um atomo de bromo e um de &tomo de
cloro na molécula. O pico base em m/z = 223 foi atribuido pela perda de um
radical Br do ion molecular. A proposta mecanistica para a fragmentacédo do
ion anteriormente citado, assim como as propostas para a formagéo de outros
fragmentos razoavelmente estaveis em m/z = 273, 258, 195, 179 e 165 sao

apresentadas no Esquema 13.
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Figura 16 - Espectro no infravermelho (IV) do composto 2d.
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Figura 17 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do composto 2d.
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Figura 18 - Mapa de contornos COSY do composto 2d.
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Figura 19 - Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls) do composto 2d.
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Figura 20 - Mapa de contornos HETCOR do composto 2d.
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4.3. Sintese dos analogos aos rubrolideos pela reac  ao de alquilidenacéo

Para a sintese dos analogos aos rubrolideos, as 4-aril-3-bromofuran-
2(5H)-onas 2a-2d previamente preparadas foram submetidas a uma reacao de
alquilidenacao utilizando-se diferentes aldeidos aromaticos. A metodologia
utilizada foi semelhante aguela de TEIXEIRA e colaboradores (2008a).

Os anélogos aos rubrolideos 4a-4q, também chamados genericamente
de 5-alquilideno-4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas ou y-alquilidenofuran-2(5H)-
onas, preparados nesse trabalho e os rendimentos em que foram obtidos s&o

apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Sintese dos analogos aos rubrolideos

1) CHO /
/ N 0
o | /K R1 _ Br
Ry Br R, )
— L
o o) B(B:['z/IMSOTf, DIPEA, /
2a-2d 2) DBU, refluxo \\|R2
4a-4q
Composto R1 R, Rendimento (%)
e : p-CFs 63 (2)
4 Br m-Cl 44 (2)
e o p-Br 45 (2)
4d CHs, m-Cl 63 (2)
te CHs o-Cl 68 (2)
4 Cl 0-Br 58 (2)
"9 cl m-OCHs 65 (2)
" c p-F 54 (Z)
4i+4y Cl p-NO, 11 (Z+E)
Y c p-CFs 39 (2)
A Cl m-NO; 35 (2)
N i p-CFs 40 (2)
o i o-Br 60 (2)
o i p-F 61 (2)
40 Br o-Cl 63 (2)
4P Br m-OCHs 62 (2)
* i m-F 45 (2)

No preparo dessas substancias, uma solugédo de diclorometano anidro
de uma das 4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas foi tratada com 2,2 equivalentes de
tert-butildimetilsililtrifluorometanossulfonato (TBDMSOTTf), 3,0 equivalentes de

diisopropiletilamina (DIPEA) e 1,1 equivalente de um aldeido aromético. Depois
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de agitacdo por uma hora a temperatura ambiente a mistura reacional foi
tratada com 2,2 equivalentes de 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno (DBU) sob
refluxo por trés horas e entdo com solucéo 3 mol L™ de HCI para preparar as 5-
alquilideno-4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas 4a-4q analogas aos rubrolideos.

Uma proposta mecanistica para a reacao de alquilidenacéo utilizada no
preparo dos compostos 4a-4q foi elaborada por TEIXEIRA (2008b) e é
mostrada no Esquema 14. Inicialmente ocorre um ataque nucleofilico da 4-aril-
3-bromofuran-2(5H)-ona ao TBDMSOTf, com eliminacdo do bom grupo
abandonador triflato. A seguir a DIPEA captura um dos hidrogénios acidos H-5
do intermediario anterior para a formacao do intermediario 2-oxofurano sililado,
gue na proxima etapa ataca a carbonila do aldeido, formando uma mistura de
diastereoisomeros. Essa etapa ocorre pela regeneracdo do acido de Lewis
TBDMSOTHT, ja que o silicio sofre ataque nucleofilico do ion triflato (CLAYDEN
et al.,, 2001). Na etapa final, a base DBU captura o segundo hidrogénio acido
H-5 do anel lacténico com formacao da dupla exociclica.

A B-eliminacdo do grupo tert-butildimetilsililoxila a partir desses
diastereoisdmeros € estereosseletiva. Na formacgédo dos compostos 4a-4h e 4j-
4g somente os estereoisbmeros com configuragdo Z foram obtidos. J& na
reacao utilizando-se a 3-bromo-4-(5-cloro-2-metoxifenil)furan-2(5H)-ona e 4-
nitrobenzaldeido foi formada a mistura de isémeros (Z)-3-bromo-4-(5-cloro-2-
metoxifenil)-5-(4-nitrobenzilideno)furan-2(5H)-ona (4i) e (E)-3-bromo-4-(5-cloro-
2-metoxifenil)-5-(4-nitrobenzilideno)furan-2(5H)-ona (4i’) na proporcéo de 3,3:1
e que ndo pbde ser separada por cromatografia em coluna de silica gel.

O fato de a maioria dos analogos aos rubrolideos ter sido formado com
geometria Z, pode ser atribuido a presenca do grupo aromatico na posic¢ao (3 da
lactona. Entretanto esse ndo deve ser o Unico fator que justifica essa formacéo
ja que no trabalho de XU e colaboradores (2007) varios Y-
alquilidenobutenolideos foram sintetizados exclusivamente como
estereoisOmero Z a partir de furan-2(5H)-onas desprovidas de substituintes na
posicao f3.

Todos os compostos foram caracterizados pelas espectroscopias no 1V,
RMN de 'H e de C, experimentos bidimensionais (COSY e HETCOR) e

espectrometria de massas. Além disso, a estereoquimica das V-
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alquilidenofuran-2(5H)-onas 4a-4q foi atribuida com base no experimento de
NOEDIF.

Ar Br Ar Br
— -~ Me
\Z/SQ" Me, Me @ N (fLé)'—éi
2 §CF (‘ Ho\e |

M

(i-Pr)zEt%H

C) BH
TBDMSO

Esquema 14 - Proposta mecanistica para a reagéo de alquilidenacgéo utilizada
na sintese das 5-alquilideno-4-aril-3-bromofuran-2(5H)-onas
4a-4q analogas aos rubrolideos (TEIXEIRA, 2008b).

Os espectros obtidos para as y-alquilidenofuran-2(5H)-onas sintetizadas
apresentaram grande semelhanca; as Unicas variagdes observadas referem-se
aos substituintes presentes nos anéis aromaticos provenientes do &acido
borbnico inicialmente utilizado na reacdo de Suzuki, e do aldeido aromatico

utilizado nas reacgfes de alquilidenacao. Portanto, a discussao feita a seguir €
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baseada nos dados do composto 4f, mas pode ser estendida aos demais
compostos sintetizados.

O espectro no 1V de 4f (Figura 21) apresentou uma banda de absorcgéo
intensa em 1768 cm™ referente ao estiramento do grupo carbonila de lactona
a,B-insaturada.

A interpretacdo do espectro de RMN de 'H de 4f (Figura 22) foi iniciada
pela atribuicdo do sinal referente ao hidrogénio H-3' que apresenta um dupleto
em 0= 7,02 (J3 4= 9,0 Hz), acoplado com H-4' que apresenta um dupleto duplo
em 0= 7,18 (Jp3 = 9,0 Hz; Jy s = 2,7 Hz). Também ¢é possivel observar um
dupleto referente ao hidrogénio H-6' (Jg 4 = 2,7 HZ) que esta acoplado com H-
4’. A multiplicidade destes sinais e os deslocamentos quimicos dos mesmos
estdio de acordo com o precursor de 4f, a 3-bromo-4-(5-cloro-2-
metoxifenil)furan-2(5H)-ona 2d.

Ainda no espectro de RMN de 'H de 4f, os sinais referentes aos
hidrogénios provenientes do aldeido aromatico foram facilmente atribuidos. O
sinal referente ao hidrogénio H-3" apresentou um dupleto duplo em 6= 7,58
(Js 4= 7,8 Hz, J3»5-= 1,2 Hz) e esta acoplado com H-4" (duplo dupleto duplo,
Joz = Jgr5 = 7,8 Hz, Jpe» = 1,8 Hz) e H-5" (duplo dupleto duplo complexo,
Js» 42 = J5re» = 7,8 Hz, J53» = 1,2 Hz). As correlagbes entre os hidrogénios que
acoplam entre si também foram facilmente visualizadas pelo mapa de
contornos COSY para o mesmo composto (Figura 23).

No espectro de RMN de **C de 4f (Figura 24) os sinais referentes aos
carbonos do anel lactbnico e do grupo aril ligado ao carbono C-4 também
apresentaram deslocamentos quimicos proximos aos sinais de carbono da 3-
bromo-4-(5-cloro-2-metoxifenil)furan-2(5H)-ona 2d. O sinal referente ao
carbono C-6 encontra-se em 0= 112,1 e os sinais referentes aos carbonos C-
37, C-4”, C-5” e C-6" apresentaram deslocamento quimico em o0 = 133,3,
130,8, 128,1 e 132,3, respectivamente. Todos esses sinais foram atribuidos
pela analise de mapa de contornos HETCOR (Figura 25) para o mesmo
composto.

A estereoquimica da ligacdo dupla C(5)=C(6) foi definida pelo
experimento de NOE diferencial (NOEDIF) (Figura 26). A irradiacdo do

hidrogénio H-6 em J = 6,44 produziu uma intensificacdo do sinal do hidrogénio
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aromatico H-6" mostrando que ambos estdo proximos no espaco. Além disso,
também foi observado um aumento pouco significativo no sinal do hidrogénio
H-6" do anel aromatico proveniente do aldeido aromatico. Este resultado
mostra que o0 composto 4f apresenta geometria Z. O mesmo tipo de
experimento foi feito para os demais compostos que também revelaram
apresentar geometria Z, comprovando a estereosseletividade da reacao.

Aqui, com esses resultados € possivel verificar que a reacdo de
acoplamento de Suzuki-Miyaura realizada anteriormente entre a 3,4-
dibromofuran-2(5H)-ona e os &cidos bordnicos aconteceu em C-4 conforme ja
havia sido comentado. Caso o acoplamento tivesse ocorrido em C-3, néo
haveria a intensificagdo do sinal do hidrogénio aromético H-6" quando H-6
fosse irradiado, devido a distancia espacial em que esses hidrogénios estariam
nessa situacao.

No espectro de massas de 4f (Figura 27), foi observado o pico referente
ao ion molecular em m/z = 468 e os sinais em m/z = 470, 472 e 474 referentes
aos ijons [M+2]", [M+4]" e [M+6]", 0o que esta de acordo com a presenca de
dois atomos de bromo e um de cloro na mesma molécula. As propostas
mecanisticas para a formacdo de alguns fragmentos razoavelmente estaveis

da y-alquilidenofuran-2(5H)-onas 4f sdo apresentadas no Esquema 15.
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Figura 22 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do composto 4f.
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Figura 23 - Mapa de contornos COSY do composto 4f.
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Figura 24 - Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls) do composto 4f.
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Figura 25 - Mapa de contornos HETCOR do composto 4f.
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125



4.4. Sintese das y-hidroxipirrol-2(5 H)-onas

Para o preparo das y-hidroxipirrol-2(5H)-onas a partir das VY-
alquilidenofuran-2(5H)-onas utilizou-se a reacdo de converséo lactona-lactama
também conhecida como reacéo de lactamizacédo (GOH et al., 2007).

Nesse processo, as y-hidroxipirrol-2(5H)-onas 5a-5g foram sintetizadas
pela dissolugéo das y-alquilidenofuran-2(5H)-onas 4a-4g em diclorometano a O
°C e tratadas com excesso de isobutilamina. A escolha da isobutilamina foi feita
por essa estar disponivel em maior quantidade no laboratério. A Tabela 8 a
seguir apresenta as y-hidroxipirrol-2(5H)-onas preparadas e os rendimentos em

que foram obtidas.

Tabela 8 - Reacdo de conversdo lactona-lactama das y-alquilidenofuran-

2(5H)-onas
0
" == g )\/NHz
=0 7 DCM, 0 °C, 3h
Q
X
R
4a-49 Sa-5g
Composto R1 R2 Rendimento (%)
5a H p-CF3 85
5b Br m-Cl 78
5c Br p-Br 85
5d CHs m-Cl 84
5e CHs o-Cl 84
5f Cl 0-Br 76
59 Cl m-OCHj; 76

Por causa dos potencias sitios reativos nas y-alquilidenofuran-2(5H)-

onas, a temperatura da reacao deve ser mantida a 0 °C para controlar a
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regioquimica da reacdo no atomo de carbono da carbonila (C-2), ja que
temperaturas mais baixas permitem o controle cinético o que favorece a
ocorréncia da adi¢éo direta, ou adi¢cdo-1,2, em relacdo a adi¢cdo conjugada.

Todas as reacfes foram completadas em trés horas, monitoradas por
cromatografia em camada delgada (CCD) e purificadas por cromatografia em
coluna de silica gel. Os rendimentos obtidos foram satisfatérios em todos os
casos e variaram de 76% a 85%.

A formacdo das y-hidroxipirrol-2(5H)-onas pode ser explicada pela
sequéncia de reacdes apresentada no Esquema 16. Uma molécula de amina
ataca a carbonila da lactona seguida pela abertura do anel para formar uma
amida como intermediério I. A seguir o equilibrio ceto-endlico permite a
formacao do isdbmero mais estavel na forma ceto (II) que por sua vez cicliza
para formacdo do anel lactamico. Na etapa de ciclizacdo o ataque nucleofilico
do nitrogénio a carbonila pode ocorrer por duas faces distintas da carbonila, por

isso 0s produtos foram obtidos como mistura de enantidbmeros.

Esquema 16 - Mecanismo proposto de formacao das y-hidroxipirrol-2(5H)-
onas (GOH et al., 2007).
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Todos os produtos reportados foram caracterizados por espectroscopia
no IV, RMN de *H e de *C, experimentos bidimensionais (COSY e HETCOR) e
espectrometria de massas.

A discussao feita a seguir é baseada nos dados da y-hidroxipirrol-2(5H)-
ona 5f, mas pode ser estendida as demais y-hidroxipirrol-2(5H)-onas
sintetizadas ja que as estruturas das mesmas diferem apenas nos substituintes
ligados em cada anel aromatico.

O espectro no IV de 5f (Figura 28) apresentou uma banda de
intensidade média um pouco alargada em 3221-3397 cm™ referente ao
estiramento da hidroxila. Também foi possivel observar a banda intensa
referente ao estiramento da carbonila em 1688 cm™.

Pelo espectro de RMN de *H de 5f (Figura 29) foi possivel confirmar a
estrutura do produto desejado. O simpleto em J = 4,86 € referente ao
hidrogénio da hidroxila. Para os hidrogénios geminais H-6 foram observados
dois dupletos: um em J = 3,30 (Jeaep = 15,0 Hz) e outro em 0= 3,41 (Jgp6a =
15,0 Hz) devido a presenca do centro assimétrico no carbono C-5.

Os sinais referentes aos hidrogénios do grupo alquil da isobutilamina
utilizada na reacéo de lactamizacédo também foram identificados no espectro do
produto. Os dois hidrogénios H-7 também apresentaram diferentes
deslocamentos quimicos devido a presenca do centro assimétrico na molécula.
Dessa vez, além do acoplamento geminal entre os hidrogénios H-7a com H-7b,
também foi possivel observar o acoplamento desses hidrogénios com H-8,
portanto para H-7a foi observado um dupleto duplo em J= 3,07 (J7a7b = 13,8
Hz, J7as= 7,8 Hz) e para H-7b outro dupleto duplo em 6= 3,50 (J7p7a= 13,8 Hz,
Js = 7,8 Hz). O multipleto em J = 2,19-2,36 foi atribuido para H-8 e os dois
dupletos blindados foram atribuidos para H-9 (0= 0,94, Jog= 6,6 Hz) e H-10 (&
= 0,95, Jips= 6,6 Hz). A anéalise do mapa de contornos COSY de 5f (Figura 30)
permite visualizar todos esses acoplamentos entre os atomos de hidrogénio
vicinais e geminais.

As atribuicbes dos sinais dos hidrogénios aromaticos de 5f foram
auxiliadas pela andlise das constantes de acoplamento entre esses
hidrogénios, pelo mapa de contornos COSY (Figura 30) e por compara¢ao com

o espectro de RMN de *H do precursor da y-hidroxipirrol-2(5H)-ona 5f.
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No espectro de RMN de **C de 5f (Figura 31) foram observados dois
sinais proximos, um em o= 20,7 e outro em J = 20,9 atribuidos aos carbonos
C-9 e C-10, respectivamente. O sinal em 0= 41,5 é referente ao carbono C-6 e
foi distinguido do sinal em J = 48,2 referente ao carbono C-7 pela andlise do
mapa de contornos HETCOR (Figura 32) onde é possivel observar a
correlagédo entre os atomos H-7a e H-7b com C-7. O mesmo foi feito para C-8
em J = 27,8. A atribuicdo dos sinais referentes aos atomos de carbono dos
anéis aromaticos também foi auxiliada pela analise do mapa de contornos
HETCOR, o que ainda n&o permitiu a atribuicdo precisa para todos os sinais
devido a proximidade dos mesmaos.

No espectro de massas de 5f (Esquema 17), néo foi possivel observar o
sinal do pico do ion molecular, entretanto foram observados picos em m/z =
523 referente ao ion [M-H,O]" e em m/z = 372 referente a perda do fragmento
benzil ligado ao anel lactamico. As propostas mecanisticas para as
fragmentacdes dos ions anteriormente citados, assim como a proposta para a

formacéo dos ions em m/z = 444 e 316, sdo apresentadas no Esquema 17.
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Figura 28 - Espectro no infravermelho (IV) do composto 5f.
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Figura 29 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do composto 5f.
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Figura 30 - Mapa de contornos COSY do composto 5f.
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4.5. Sintese das y-alquilidenopirrol-2(5 H)-onas

A Ultima etapa para obtencdo das y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas
consistiu na desidratacdo das y-hidroxipirrol-2(5H)-onas de acordo com
metodologia desenvolvida por GOH e colaboradores (2007).

De acordo com esse protocolo, as y-hidroxipirrol-2(5H)-onas 5a-5g foram
solubilizadas em cloroférmio anidro, tratadas com &acido p-toluenossulfénico
(PTSA) em quantidade catalitica (0,3 mmol equivalente) e mantidas em refluxo
por duas horas. A Tabela 9 a seguir apresenta as y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas

sintetizadas 6a-6g e 7a-7g e os respectivos rendimentos em que foram obtidas.

Tabela 9 - Sintese das (2) e (E)-y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas

p-TsOH +
CHClj, refluxo
2h
5a-5¢g 7a-79
Composto/ _
_ Composto/ Rendimento  Relacéo
R1 R2 Rendimento _
Rendimento (%) total (%) (Z:E)
(%)
H p-CF3 6a (36) 7a (39) 75 1:1,08
Br m-Cl 6b (28) 7b (31) 59 1:1,11
Br p-Br 6¢c (23) 7c (33) 56 1:1,43
CHs m-Cl 6d (35) 7d (45) 80 1:1,29
CHs o-Cl 6e (29) 7e (39) 68 1:1,34
Cl 0-Br 6f (29) 7f (43) 72 1:1,48
Cl  m-OCHs; 69 (41) 79 (35) 76 1,18:1

Como se pode observar, as y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas foram obtidas

nas geometrias Z e E, e na maioria dos casos os rendimentos foram superiores
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para as (E)-y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas 7a-7g em relacdo aos seus isbmeros
Z. O Uunico caso em que o isémero Z foi obtido em rendimento maior que E foi
para 6g.

O fato de a maioria das y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas ter sido obtida na
geometria E parece estar relacionado a natureza volumosa do grupo isobutil
ligado ao nitrogénio das pirrolonas. Provavelmente durante o processo de
formacdo das y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas, o grupo isobutil confere maior
impedimento espacial que o grupo aril ligado no carbono C-4, conforme pode

ser visto no Esquema 18.

Esquema 18 - Formacéo das (Z) e (E)-y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas.

As estruturas das (Z) e (E)-y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas foram definidas
mediante anélises espectroscépicas no IV, RMN de 'H e *3C, experimentos
bidimensionais (COSY e HETCOR) e espectrometria de massas, cujos
resultados confirmaram as estruturas propostas e formulas moleculares em

todos os casos.
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Como exemplo, sera feita uma discussdo dos dados espectroscopicos
obtidos para o composto 6f e apresentacdo de seus espectros. Em alguns
pontos também sera feita uma comparacdo dos dados espectroscopicos de 6f
com os de seu isbmero 7f.

A confirmacao inicial da estrutura de 6f se deu pela analise de seu
espectro no IV (Figura 33) onde é possivel observar uma banda intensa
referente ao estiramento da carbonila em 1706 cm™. Por sua vez, seu isémero
7f absorveu em 1699 cm™ (Figura 34).

Ao se comparar o numero de onda das absor¢des das carbonilas das (2)
e (E)-y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas com o das y-hidroxipirrol-2(5H)-onas 5a-5g
e y-alquilidenofuran-2(5H)-onas 4a-4g se observa um determinado padrao ja
esperado (Tabela 10).

O efeito indutivo retirador de elétrons do oxigénio é maior que o doador
de elétrons por ressonancia, o que fortalece a ligacdo C=0O das Y-
alquilidenofuran-2(5H)-onas fazendo com que as carbonilas das mesmas
absorvam em numero de onda maior em relacdo as das carbonilas das y-
alquilidenopirrol-2(5H)-onas que apresentam o nitrogénio ligado a carbonila,
cujo efeito doador de elétrons é mais significativo que o efeito indutivo retirador
de elétrons.

Ja as carbonilas das y-hidroxipirrol-2(5H)-onas absorvem em numeros
de onda menores que as das y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas. Esse fato ocorre
devido a presenca da insaturacdo exociclica adjacente ao nitrogénio das y-
alquilidenopirrol-2(5H)-onas, que permite uma maior deslocalizacdo dos
elétrons ndo ligantes do nitrogénio e aumenta a constante de forca da ligacéo
C=0 nas y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas. Isso eleva o niumero onda de absor¢ao
das carbonilas desses compostos em relagéo ao das y-hidroxipirrol-2(5H)-onas.

Em relacdo aos isébmeros (Z) e (E)-y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas, ndo ha
correlacdo entre a geometria da dupla desses isbmeros e numero de onda das

absorcdes das carbonilas conforme pode ser visto na Tabela 10.
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Tabela 10 - Numero de onda (v) referente a vibracdo de estiramento das
carbonilas (v C=0) das (Z)-y-alquilidenofuran-2(5H)-onas 4a-4q, y-
hidroxipirrol-2(5H)-onas 5a-5g e das (Z) e (E)-y-alquilidenopirrol-
2(5H)-onas 6a-69 e 7a-7g

— Ry Br
g © 0 | //N o
Q R
4adg” 5a:59 7a-7g
R; R» v (cm™) v (cm™) v (cm™)
H p-CFs 1779 (4a) 1682 (5a) 1698 (6a) 1704 (7a)
Br m-Cl 1764 (4b) 1691 (Sb) 1702 (6b) 1702 (7h)
Br p-Br 1773 (4c) 1693 (5¢) 1701 (6¢) 1700 (7c)
CH;  m-Cl 1769 (4d)  1675(5d) 1701 (6d) 1706 (7d)
CHs o-Cl 1766 (4e) 1689 (5e) 1702 (6e) 1702 (7e)
cl 0-Br 1768 (4f) 1688 (5f) 1706 (6f) 1699 (7f)
Cl  m-OCH; 1767 (4g)  1685(5g) 1702 (6g) 1698 (7g)
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Na Figura 35 é possivel observar os espectros de RMN de 'H dos
isbmeros 6f e 7f. No espectro de RMN de 'H de 6f é possivel observar dois
dupletos duplos préximos, um em o= 3,35 referente ao hidrogénio H-7a (J7a7 =
14,1 Hz, J7a8= 7,5 Hz) e outro em o= 3,42 referente ao hidrogénio H-7b (J7p7a
= 14,1 Hz, J7, 5= 7,5 Hz). Também foi possivel observar um multipleto para H-8
em o= 1,36-1,50 e dois dupletos referentes aos hidrogénios H-9 e H-10 em 0=
0,52 (Jgs=6,9 Hz) e 0= 0,54 (J108= 6,9 Hz), respectivamente. Em relacdo aos
hidrogénios ligados aos anéis aromaticos foi possivel atribuir com precisdo o
dupleto em 0= 6,96 (J3 4 = 8,7 Hz) referente ao hidrogénio H-3’ e os dupletos
duplos em o= 7,41 referente ao hidrogénio H-4’ (J3 4= 8,7 Hz, J3 ¢ = 2,7 Hz) €
0=1759 (Jeosar = 1,2 Hz, Jg»5» = 8,1 Hz) referente ao hidrogénio H-6". A
atribuicdo desses sinais foi auxiliada pela analise do mapa de contornos COSY
para esse composto (Figura 36).

Para confirmar a estereoquimica da dupla ligacdo exociclica das y-
alquilidenopirrol-2(5H)-onas sintetizadas foram realizados experimentos de
NOEDIF com todos os isbmeros.

No caso do isbmero 6f € possivel observar na Figura 37 que quando H-6
(0 = 5,98) é irradiado observa-se uma intensificacdo do sinal do hidrogénio
aromatico H-6’ evidenciando que esses hidrogénios estdo proximos no espago
e, portanto se trata do isbmero Z. No caso do isdmero E (7f), a irradiacdo de H-
6 produz uma intensificacdo dos sinais H-7 e H-8 mostrando a proximidade no
espaco entre H-6 e esses dois hidrogénios.

Outra diferengca entre os isomeros (Z) e (E)-y-alquilidenopirrol-2(5H)-
onas pode ser obtida pela comparacdo dos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios H-6 desses compostos. Como se pode observar na Tabela 11 os
hidrogénios H-6 dos isbmeros Z apresentam deslocamentos quimicos na faixa
de 0= 5,96-6,07 e, portanto sdo mais blindados que os mesmos hidrogénios H-
6 dos isdbmeros E que apresentam deslocamento quimico na faixa de o= 6,45-
6,56. Provavelmente, a maior desblindagem de H-6 dos isdmeros E deve
ocorrer pela maior proximidade desses hidrogénios em relacdo atomo de

nitrogénio nesses isémeros.
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Tabela 11 - Deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio H-6 das (Z) e

(E)-y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas 6a-6g e 7a-79g

(2)-y-alquilidenopirrol- (E)-y-alquilidenopirrol-
2(5H)-ona 2(5H)-ona
R R2 Composto OH-6 Composto OH-6
H p-CF3 6a 6,07 7a 6,51
Br m-Cl 6b 5,99 7b 6,48
Br p-Br 6C 5,96 7c 6,47
CHs; m-Cl 6d 6,02 7d 6,45
CH3 o-Cl 6e 6,04 7e 6,48
Cl 0-Br 6f 5,96 7f 6,46
Cl m-OCH3; 69 6,01 79 6,56

No espetro de RMN de *3C (Figura 38) de 6f é possivel observar o sinal
referente a carbonila em 0= 166,7. O sinal referente a metoxila foi observado
em o= 56,3. Como ja se esperava o carbono C-7 (o= 49,5) é mais desblindado
que C-8 (0 = 28,0) pela maior proximidade de C-7 em relagdo ao nitrogénio.
Para os carbonos C-9 e C-10 foram observados dois sinais diferentes (0= 19,7
e 0= 19,9) provavelmente devido a rigidez da molécula que ndo permite livre
rotacdo do grupo isobutila. Os sinais referentes aos carbonos aromaticos so
puderam ser atribuidos com precisdo pela analise do mapa de contornos
HETCOR para a mesma molécula (Figura 39).

No espectro de massas de 6f (Esquema 19) é possivel observar o sinal
do ion molecular em m/z = 523. Também é possivel observar 0 pico base em
m/z = 41 que € proveniente da fragmentacdo do grupo isobutil. O fragmento
responsavel pelo sinal em m/z = 444 ¢ referente a perda de um radical bromo
Br do ion molecular. Esse mesmo fragmento perde uma molécula de
isobutileno com formacdo do fragmento em m/z = 388. As propostas
mecanisticas para as fragmentacdes dos ions anteriormente citados, assim
como a proposta para a fragmentacdo do ion em m/z = 400, sdo apresentadas

no Esquema 19.
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Figura 35 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) dos compostos 6f e 7f.
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Figura 37 - Espectro de NOEDIF (CDCls) para os compostos 6f e 7f.
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4.6. Sintese das piridazin-3(2 H)-onas

No preparo das piridazin-3(2H)-onas, as y-alquilidenofuran-2(5H)-onas
foram solubilizadas em diclorometano:etanol 1:1 v/v e reagidas com hidrazina a
60 °C por 3h.

Nesse caso, somente 0s analogos aos rubrolideos 4h-4q foram reagidos
com hidrazina, resultando nas respectivas piridazin-3(2H)-onas 8h-8q. A
Tabela 12 a seguir apresenta as piridazin-3(2H)-onas preparadas e 0s

rendimentos em que foram obtidas.

Tabela 12 - Sintese das piridazin-3(2H)-onas

/
o}
Ry Br
- N,H,.H,0
=~ 0 o
DCM:MeOH (1:1 viv)
= | 60 °C, 3h
X
R
4h-4q 8h-8q
Composto R R> Rendimento (%)
8h Cl p-F 82
8i Cl p-NO; 44
8k Cl m-NO, 67
8l Br p-CF3 70
8m Br o-Br 70
8n Br p-F 63
8o Br 0-Cl 76
8p Br m-OCH3 81
8q Br m-F 88

A formacdo das piridazin-3(2H)-onas pode ser explicada pelo
mecanismo proposto no Esquema 20. Uma molécula de hidrazina ataca a

carbonila da lactona ocasionando a abertura do anel com consequente
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formacdo do intermediario I. A seguir o equilibrio ceto-endlico permite a
formacdo do isdbmero mais estavel na forma ceto (II) que por sua vez cicliza
para a formacao do intermediario Ill. Em seguida esse intermediario sofre uma

desidratacéo para a formacgao das piridazin-3(2H)-onas.
Br

Ar _ o
—— \NH

S T

Ar Br Ar Br
- HO —
- «——  HO
\ 0] O]
Ar NN, NTN,
H Ar H H

Esquema 20 - Mecanismo proposto para a formacéo das piridazin-3(2H)-onas.

As reacOes foram completadas em trés horas, monitoradas por
cromatografia em camada delgada (CCD) e purificadas por cromatografia em
coluna de silica gel. Os rendimentos variaram de 44% a 88%.

Todas as piridazin-3(2H)-onas obtidas foram caracterizas por
espectroscopia no infravermelho, RMN de 'H e de '°C, experimentos
bidimensionais em RMN (COSY e HETCOR), espectrometria de massas e
espectrometria de massas de alta resolucao.

A discusséo feita a seguir € baseada nos dados da piridazin-3(2H)-ona
80, mas pode ser estendida as demais piridazin-3(2H)-onas sintetizadas ja que
as estruturas das mesmas diferem apenas nos substituintes dos anéis
aromaticos.

No espectro no IV de 8q (Figura 40), podem-se observar bandas em
3311, 3275 e 3189 cm™ que provavelmente se referem ao estiramento da
ligacdo N-H da piridazin-3(2H)-ona. No mesmo espectro pode-se observar uma

banda intensa em 1704 cm™ referente ao estiramento da carbonila.
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Figura 40 - Espectro no infravermelho (IV) do composto 8q.

No espectro de RMN de 'H de 8q (Figura 41) pode-se observar um
dupleto para H-6" em 0= 7,58 (Jg 4 = 2,7 Hz), um dupleto duplo em o= 7,50
referente ao hidrogénio H-4’ (Jp 3 = 8,7 Hz, Jy ¢ = 2,7 Hz) e um dupleto em o=
6,83 referente ao hidrogénio H-3’ (J3 4 = 8,7 Hz) que puderam ser confirmados
pela analise do mapa de contornos COSY (Figura 42) dessa mesma
substancia. Também se observou um simpleto em J = 4,79 para o hidrogénio
do grupo NH, além de dois dupletos, um em o0 = 3,05 e outro em o0 = 3,18
referentes aos hidrogénios H-7a (J7a7n = 14,1 Hz) e H-7b (774 = 14,1 H2z),
respectivamente.

No espectro de RMN de **C de 8q (Figura 43) podem-se observar todos
0s sinais referentes aos carbonos que acoplam com o atomo de flior, como o
dupleto em 0= 162,6 (Jcr = 244,4 Hz) referente ao carbono C-3” e os dupletos
em 136,5 (Jcr = 7,4 Hz), 129,8 (Jcr = 8,1 Hz), 125,8 (Jcr = 2,8 Hz), 117,2 (Jcr
= 21,4 Hz) e 114,3 (Jcr = 20,8 Hz) referentes aos carbonos C-1", C-5", C-6",

C-2” e C-4”, respectivamente. As atribuicbes para esses atomos de carbonos
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foram auxiliadas pela analise das constantes de acoplamento entre os atomos
de carbono e flior e pelo mapa de contornos HETCOR (Figura 44). Ainda
assim, as atribuicbes para C-2” e C-4” podem estar invertidas, ja que
apresentam valores proximos de deslocamento quimico e de constante de
acoplamento com o atomo de fluor.

No espectro de massas de 8q (Esquema 21) observou-se o sinal do ion
molecular em m/z = 466, [M+2]" em m/z = 468 e [M+4]" em m/z = 470 com
intensidades relativas de 35%, 76% e 34%, respectivamente, 0 que esta de
acordo com a presenca de dois atomos de bromo na molécula. O pico em m/z
= 387 foi atribuido pela perda de um radical Br do ion molecular e o pico base
em m/z = 109 é referente ao cétion 3-fluorobenzilico. As propostas para a

formacao desses fragmentos séo apresentadas no Esquema 21.
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5. Conclusao

Foi descrita uma sequéncia de reacfes que consistiu no preparo de y-
alquilidenofuran-2(5H)-onas analogas aos rubrolideos. A lactamizacdo de
algumas dessas y-alquilidenofuran-2(5H)-onas permitiu a sintese de y-
hidroxipirrol-2(5H)-onas e y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas. J& a reacdo das y-
alquilidenofuran-2(5H)-onas com hidrazina resultou no preparo das piridazin-
3(2H)-onas, o0 que ainda ndo havia sido descrito na literatura.

No total, quarenta e oito moléculas foram sintetizadas, das quais:
dezessete y-alquilidenofuran-2(5H)-onas, sete y-hidroxipirrol-2(5H)-onas, sete
(2)-y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas, sete (E)-y-alquilidenopirrol-2(5H)-onas e dez
piridazin-3(2H)-onas, que foram caracterizadas pelas espectroscopias no 1V,
RMN de 'H e 3C, experimentos bidimensionais (COSY e HETCOR) e
espectrometria de massas. Experimentos de NOEDIF determinaram a
configuracéo da ligacdo dupla exociclica sempre que necessario.
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1. Introducéo

1.1. Biofilmes bacterianos

O biofilme bacteriano pode ser descrito como uma populacdo bacteriana
vivendo em uma estrutura organizada, complexa e dinamica, associada a uma
superficie em presenca de umidade. Essa populacdo bacteriana é encapsulada
em uma matriz de substancias exopoliméricas, produzidas e secretadas pelas
préprias bactérias e constituida de exopolissacarideos, proteinas e em alguns
casos DNA, que confere estabilidade, permite a estruturacdo e protege as
células bacterianas (DAVIES, 2003; HALL-STOODLEY et al., 2004).

Em ambientes naturais biofilmes podem ser formados cada vez que uma
superficie entra em contato com agua. Eles estdo presentes em praticamente
todos os ambientes: na placa dentaria, nas pedras escorregadias dos rios, nos
filmes gelatinosos de vasos de plantas, sobre lentes de contato, no interior de
canos, na superficie de aguas estagnantes, no interior de esponjas de limpeza
e de catéteres médicos, no interior de organismos vivos, sejam animais ou
vegetais, sobre tecidos vivos e em infec¢des persistentes.

Devido a esta ubiquidade, grande parte dos biofilmes microbianos causa
enormes prejuizos ao homem, em equipamentos danificados, contaminacao de
produtos, infec¢des e contaminacdes de dispositivos implantaveis, por exemplo
(MUSK e HERGENROTHER, 2006).

Embora a maior parte do conhecimento sobre o metabolismo bacteriano
tenha sido obtido através do estudo de bactérias em estado plancténico (de
vida livre ou néo aderida), estima-se que 80% da biomassa bacteriana mundial
exista na forma de biofiime (DAVIES, 2003), o que justifica o interesse na
descoberta de mecanismos que possam controlar o desenvolvimento destas

comunidades bacterianas.

1.2. Formagao do biofilme bacteriano

Ainda que cada tipo de bactéria possa necessitar condicdes especificas

para producdo de um biofilme, existem muitas similaridades entre biofilmes
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produzidos por espécies bacterianas distintas. De uma forma geral, o ciclo de
vida de um biofilme pode ser dividido em cinco estagios diferentes (Figura 1)
(MUSK e HERGENROTHER, 2006).

Fonte: MUSK e HERGENROTHER (2006).

Figura 1 - Ciclo de vida do biofilme. 1) fixacdo reversivel a uma superficie; 2)
secrecdo de substancias exopoliméricas e adesao irreversivel das
bactérias sobre a superficie; 3) o biofilme adota uma forma
tridimensional, crescendo tanto pela multiplicacdo da populagéo
originalmente aderida quanto pelo recrutamento de bactérias
planctonicas; 4) maturacdo do biofilme que atinge o limite

populacional; 5) disperséao.

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

No préximo estagio a fixacdo das bactérias a superficie torna-se
irreversivel. Inicia-se também aqui a etapa de secrecdo da matriz extracelular
que vai estruturar o biofilme. Essas substancias sdo de extrema importancia
para o biofilme, conferindo as bactérias maior resisténcia aos antimicrobianos,
protecdo contra desidratacéo, radiagdo UV e resposta imune do hospedeiro
(RICHARDS e MELANDER, 2009).
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Depois da fixacao irreversivel e do agrupamento de microcoldnias inicia-
se a etapa de maturacdo da comunidade bacteriana, que coincide com a
secrecdo continuada de substancias exopoliméricas e no recrutamento de
bactérias planctbnicas para integrarem o biofime maduro e com a
diferenciacdo metabdlica das bactérias aderidas (MUSK e HERGENROTHER,
2006).

Na proxima fase, o biofilme matura completamente e assume uma forma
tridimensional. Essa estrutura ndo é aleatdria. Ela é fruto da organizacéo
otimizada de células a fim de facilitar ao maximo a difusdo de nutrientes e
permitir o estabelecimento de uma comunidade microbiana. Frequentemente
essas comunidades de bactérias apresentam formas de pilares apresentando
cavidades que servem como canais de transporte de agua e bactérias
planctonicas por todo biofilme, além de ajudar na eliminacdo de residuos
(MUSK e HERGENROTHER, 2006).

Esse tipo de organizagcdo confere ao biofilme maduro uma grande
heterogeneidade estrutural, com a presenca de diferentes microambientes que
diferem entre si quanto a disponibilidade de O, e nutrientes. Por sua vez, essa
diversidade estrutural induz a diferenciacdo das bactérias no interior do biofilme
(DAVIES, 2003).

No dultimo estagio ocorre a dispersdao do biofilme. Bactérias que
compdem a periferia do biofilme, ou ainda individuos localizados no interior do
mesmo, tém sua diferenciacdo do estado séssil ao estado flagelar movel
induzida por sinais quimicos produzidos pela comunidade microbiana, e
desligam-se da matriz do biofilme quer individualmente, passando novamente
ao estado planctonico, quer sob a forma de agregados, de forma a colonizar

um novo ambiente.

1.3. Resisténcia dos biofilmes bacterianos e suasi  mplicacbes

Devido a natureza compacta da estrutura do biofilme, as taxas reduzidas
de crescimento das bactérias no biofilme, & protecdo conferida pela matriz
polimérica e a possivel existéncia de subpopulagfes resistentes nos biofilmes,
agentes naturais e artificiais, como a exposi¢cao aos raios UV, exposicdo a

acidos, alvejantes, desidratacéo e salinidade, fagocitose e agentes antibioticos
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sao incapazes de atacar adequadamente as populacdes de bactéria do biofilme
(HALL-STOODLEY et al., 2004; ROMERO et al., 2011).

Por esses motivos as bactérias do biofilme podem ser de 10 a 1.000
vezes mais resistente a varios agentes antimicrobianos do que a mesma
bactéria no estado livre (DAVIES, 2003; RASMUSSEN e GIVSKOV, 2006). Por
exemplo, a concentracdo de hipoclorito de sdédio necesséaria para eliminar
biofilmes de Staphylococcus aureus € 600 vezes maior do que aquela capaz de
eliminar organismos planctonicos da mesma cepa (LUPPENS et al., 2002).

Deve-se destacar também que as células do biofilme séo
fisiologicamente distintas daquelas planctbnicas e possuem protecao
especifica, tais como um maior nimero de bombas de efluxo de multidrogas,
que sado capazes de transportar substancias para fora da célula (DAVIES,
2003). Devido a essa resisténcia, os biofilmes tém sido reconhecidos como
uma séria ameaca a sociedade nos ultimos vinte anos. Eles podem estar
presentes em dutos industriais, tubulacdes de distribuicdo de &gua, sistemas
de ar condicionado e hospitais, por exemplo (HALL-STOODLEY et al., 2004).

Nesse ultimo caso, a correlacdo entre biofilmes e doencas infecciosas
estd bem documentada na comunidade médica. O Instituto Nacional de Saude
dos Estados Unidos estima que 80% de todas as infec¢des ocorrendo no corpo
humano estéo relacionadas a biofilmes (DAVIES, 2003). Exemplos comuns de
patologias relacionadas aos biofilmes microbianos estdo bem documentados
na literatura, e incluem: infeccbes em cateteres e implantes, carie dentaria,
doenca gengival, infeccdo cronica de feridas, além de contaminagcfes de
instrumentos médicos etc. (HALL-STOODLEY et al.,, 2004, STEWART e
FRANKLIN, 2008).

Portanto, como a maioria das bactérias patogénicas existe como
comunidades de biofilmes, o que reduz a eficacia dos antibibticos e facilita a
evolucdo de variedades resistentes, considera-se que a descoberta de
compostos capazes de inibir a formacdo de biofilme tenha um profundo

impacto na medicina e saude publica.

1.4. “Quorum sensing” e estratégias utilizadas para controle dos

biofilmes
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“Quorum sensing” (QS) € um mecanismo de controle da expresséo
génica que permite as populacbes bacterianas monitorar o tamanho da
comunidade em que vivem através da concentragdo de moléculas
sinalizadoras denominadas autoindutores (Als), que séo produzidas e liberadas
por cada membro da populacdo e acumulam a medida que a o tamanho dessa
populacdo aumenta. Quando as moléculas autoindutoras atingem uma
concentracdo limite, os genes controlados pelo QS sao ativados ou
desativados simultaneamente em todos os membros da comunidade. (KELLER
e SURETTE, 2006).

Em bactérias Gram-negativas, a principal classe de Als é representada
por compostos tipo acil-homoserina lactonas (AHLs), cujas diferencas
estruturais em suas cadeias alifaticas determinam a especificidade de
reconhecimento e da resposta ao sinal do Al. Em bactérias Gram-positivas, as
moléculas do “quorum sensing” sdo usualmente pequenos peptideos
modificados ou aminoacidos (JAYARAMAN e WOOD, 2008; ROMERO et al.,
2011).

O QS regula a expressao de uma série de genes que controlam um
grande espectro de fenétipos, como bioluminescéncia, producéo de fatores de
viruléncia (tais como enzimas e toxinas), esporulacdo, producdo de
polissacarideos extracelulares, fixagdo de nitrogénio e muitos outros (HGIBY et
al., 2010; NADELL et al., 2008; PAN e REN, 2009). Um exemplo importante de
comportamento em grupo controlado por QS é a formagcdo de biofilme
bacteriano (NADELL et al., 2008).

Tendo em vista o controle exercido via “quorum sensing” sobre fenétipos
tais como viruléncia e formacéo de biofilme, e como a maioria das bactérias
patogénicas existe como comunidades de biofiime, a descoberta e o
desenvolvimento de compostos moduladores antibiofilme pela inibicdo do
“quorum sensing” pode fornecer um novo tratamento de infeccbes microbianas.

De acordo com MUSK e HERGENROTHER (2006), a grande maioria
dos compostos inibidores de biofilme exerce suas propriedades através da
interferéncia no QS. Normalmente estes inibidores incluem agentes naturais e
sintéticos e podem ser organizados em trés classes: moléculas pequenas néao

peptidicas, peptideos e proteinas (PAN e REN, 2009).
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Esses inibidores interrompem o QS pela repressao da geracao do sinal,
bloqueio dos receptores de sinais ou degradacéo desses sinais. Diferente dos
antibioticos, os inibidores do QS ndo matam os patdgenos, o que implica em
uma reducdo da pressdo de selecdo e menor probabilidade de
desenvolvimento de resisténcia pelas bactérias. Apesar dessas vantagens, as
informacdes sobre o QS sé&o limitadas e a maioria dos inibidores do QS esta
em estagio pré-clinico (PAN e REN, 2009; HENTZER e GIVSKOV, 2003).

Além da estratégia de interferéncia no QS, que leva a inibicdo do
desenvolvimento da estrutura do biofilme e de sua diferenciacdo, outras
estratégias de combate aos biofilmes também existem, como: inibicdo da
aderéncia bacteriana as superficies, inativacdo das células do biofilme e
inducao da disperséo precoce do biofilme (YANG et al., 2012).

1.5. Busca por inibidores do biofilme bacteriano

Devido ao pequeno numero de moléculas conhecidas que inibem a
formacdo de biofilmes bacterianos, varios trabalhos tém buscado novos
compostos com atividade antibiofiime pela avaliacdo de cole¢cbes de
substancias com diferentes estruturas e de diferentes origens
(WORTHINGTON et al., 2012).

No trabalho de SAMBANTHAMOORTHY et al. (2011) aproximadamente
66000 compostos incluindo produtos naturais e sintéticos foram avaliados
guanto a capacidade de inibir o biofilme de diferentes espécies de bactérias, o
que levou a descoberta do benzimidazol 9 (Figura 2) denominado de ABC-1.
Esse composto foi capaz de prevenir a formacdo do biofilme bacteriano de
varias bactérias patogénicas, sem afetar o crescimento das mesmas. O valor
de 1Cso (concentracdo necessaria para inibir a formacéo do biofilme em 50%)
desse composto para Pseudomonas aeruginosa foi 45,9 nM.

Além desse trabalho, outras triagens em amplas bibliotecas de
compostos, além de outros produtos naturais isolados de varios organismos e
compostos sintéticos capazes de interferir na formacgéo de biofilme podem ser
encontrados principalmente na revisao publicada por WORTHINGHTON et al.
(2012). Outro trabalho, que merece ser citado, embora menos abrangente, é o
de PEACH e colaboradores (2011).
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Dentre as diferentes classes de compostos listadas nesses trabalhos, é
dado destaque ao grupo das furanonas halogenadas naturais. Os fimbrolideos,
gue pertencem a essa classe, (Figura 2) foram isolados da alga vermelha
Delisea pulchra e possuem o nucleo 4-halo-3-butil-5-halometilenofuran-2(5H)-
ona em comum e apresentaram atividade inibitéria contra a formacdo de
biofilme em Escherichia coli e Bacillus subtilis (GIVSKOV et al., 1996; REN et
al., 2001; REN et al., 2002).

R
Br
H —
! R
N o B — 2
)—S R,
MeO N
H R;= H, OH, OAc
R,=H, Cl, Br, |
9 (ABC-1) Rs=H, Cl, Br, |

Fimbrolideos

Figura 2 - Benzimidazol (9) e fimbrolideos.

Esse trabalho de busca por furanonas naturais com atividade
antibiofilme tém direcionado outras pesquisas no intuito de preparar estruturas
similares desses compostos na busca por melhorias nas atividades bioldgicas,
como as apresentadas a seguir (Figura 3) (RICHARDS e MELANDER, 2009).

No trabalho de HAN et al. (2008) foram sintetizadas um grupo de
furanonas com algumas variagdes estruturais (10-14) com o intuito de estudar
seus efeitos na formacdo de biofiime bacteriano de Escherichia coli. Os
resultados obtidos indicam que existe relacdo entre a estrutura e a atividade
dessa classe de compostos. Os compostos 10, 11 e 12 na concentracéo de 60
pug/mL  inibiram a formacdo desse biofilme em 75%, 63% e 80%,
respectivamente enquanto 13 e 14 inibiram pouco ou nao inibiram esse
biofilme. A analise das estruturas mostra que 0os compostos ativos apresentam
um brometo vinilico exociclico conjugado com um grupo carbonilico.

A sintese de outras lactonas semelhantes (15a-15c, 16a-16¢, 17, 18 e
19) (STEENACKERS et al., 2010) e a avaliacdo contra a formacao de biofilme

da Salmonela typhimurium revelou que a variacdo do grupo etil, butil e hexil
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exerce pouco efeito sobre a atividade bioldgica. O maior impacto é causado
pelo padréo de bromacdo, j& que os compostos 15a-15¢ (ICso= 10,74-23,12
HUM) que apresentam o atomo de bromo na posicao 4, sdo mais ativos que 16a-
16¢ (ICso= 148,0-199,9 uM). O composto 19, que possui 0 atomo de bromo na
posicdo 4 apresentou atividade similar ao grupo 15a-15c, enquanto o composto
18 nédo foi ativo. J& o composto 17, que possui 0 padrdo de bromacédo

relacionado a maior atividade antibiofilme apresentou ICso= 57,46 UM.

10: R1:CH3, R2:R4: Br, R3:H
11: R1:CH3, R2:H, R3:H, R4:Br
12: R1:CHBI‘2, RZZH, R3:R4:Br

Figura 3 - Furanonas halogenadas e diidropirrol-2-onas que possuem atividade

antibiofilme.

Semelhante a estrutura e atividade biolégica dessas lactonas, o grupo
das diidropirrol-2-onas (20) foi capaz de reduzir a adesdo do biofilme de
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus quando essas substancias
foram imobilizadas na superficie de APTS (3-aminopropiltrietoxilsilano) (HO et
al., 2010). O desenvolvimento desse tipo de trabalho envolvendo o tratamento
de superficies com agentes antibiofiime tem ganhado destaque, pois a
prevencdo da formacdo desses biofiilmes em instrumentos médicos €

importante j& que 0os mesmos estdo associados a diversos tipos infeccdes.
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2. Justificativa

A maioria das bactérias patogénicas existe como comunidade de
biofilmes, logo, a descoberta e o desenvolvimento de agentes com a habilidade
de limitar a formacdo desses biofilmes, ou mesmo de erradica-los quando ja
estabelecidos, tera o potencial para aumentar a eficacia de antibioticos que séo
pouco efetivos contra essas estruturas.

Como previamente mencionado, algumas furanonas halogenadas
naturais e sintéticas sédo capazes de inibir a formacao de biofilme bacteriano de
diversos micro-organismos patogénicos.

Assim, considerando a similaridade estrutural entre essas lactonas
halogenadas e os rubrolideos que s&o lactonas bromadas, avaliou-se o
potencial inibidor da formacao de biofilme bacteriano das 4-aril-5-benzilideno-3-
bromofuran-2(5H)-onas analogas aos rubrolideos (4a-4g) e de seus derivados
y-hidroxi-y-lactamas (5a-5g) e y-alquilideno-y-lactamas (6a-6g e 7a-7Q)

sintetizados nesse trabalho.
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3. Material e métodos

As 4-aril-5-benzilideno-3-bromofuran-2(5H)-onas analogas aos
rubrolideos (4a-4g) e seus derivados y-hidroxi-y-lactamas (5a-5g) e y-
alquilideno-y-lactamas (6a-6g e 7a-7g) sintetizadas conforme apresentado no
Capitulo 1 foram submetidas a ensaios de inibicdo da formacédo de biofilme

bacteriano conforme apresentado a seguir.

3.1. Preparo de solugbes utilizadas no ensaio biol6  gico

As solugbes aquosas de DMSO (dimetilsulfoxido) e sacarose foram
preparadas em agua destilada e autoclavadas a 120 °C por 20 minutos antes
de serem adicionadas ao meio de cultura.

Os compostos a serem testados foram solubilizados em DMSO 100% e
posteriormente diluidos em meio Tryptic Soy Broth (TSB) na concentracéo
inicial de 175 pg/mL, utilizada para realizacdo dos testes de inibicdo de
biofilme. A concentracdo de DMSO em todos o0s ensaios foi mantida constante
a 3,5%.

3.2. Material biolégico e meio de cultura

As linhagens bacterianas foram cultivadas em TSB (Tryptic Soy Broth,
Acumedia), e durante os ensaios de inibicdo de biofilme, quando necessario, foi
acrescentado ao meio sacarose (4% m/v) e DMSO (3,5% v/v) (dimetilsulfoxido).
As bactérias utilizadas nesse estudo foram: Enterococcus faecalis (ATCC
19433), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Staphylococcus epidermidis (ATCC 35547) e Streptococcus
mutans (ATCC 25175). Resultados prévios mostraram que nessa
concentragdo, DMSO né&o interfere no crescimento bacteriano e na formagao
do biofilme.

3.3. Ensaios de inibicdo de aderéncia e formacdo de  biofilmes
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As cepas-teste foram cultivadas por 24 h em meio TSB a 37 °C sem
agitacdo e apds as primeiras 8 h de incubagdo foram plaqueadas em meio
agar-sangue para verificacdo da pureza. As culturas puras foram diluidas a 10°
UFC/mL e 100 pL destas suspensdes foram depositados nos pogos das
microplacas de poliestireno. Foram em seguida adicionados ao primeiro pogo
de cada série 100 puL de solucdo de cada composto a ser testado, resultando
em uma concentracao inicial de 87,5 pug/mL, e realizadas diluigbes sucessivas,
em razao de 2 para o preparo das solucdes a 43,8, 21,9, 10,9, 5,5, 2,73, 1,37,
0,68, 0,34 e 0,17 pg/mL destes compostos (4a-4g, 5a-5g, 6a-6g e 7a-7g). O
experimento controle foi realizado da mesma forma, mas sem a presenca de
algum composto. As microplacas foram entdo incubadas em camara Uumida a
37 °C pelo tempo necessério a formacdo do biofiime de cada linhagem. No
caso da linhagem de S. mutans os testes foram realizados em ambiente de
microaerofilia. Ao final da incubacao, o crescimento bacteriano foi quantificado
por absorbancia a 630 nm usando um leitor de microplacas, para avaliar os
efeitos dos compostos testados sobre o crescimento bacteriano antes da
quantificacdo do biofilme. As suspensdes bacterianas foram entéo descartadas
e 0s pocos foram repetidamente lavados com agua destilada a fim de eliminar
as bactérias ndo aderidas.

Apés lavagens sucessivas com 4gua para retirada do excesso de
corante, as bactérias aderentes (biofilme) foram coradas com 120 uL de uma
solugao de cristal violeta 0,1% (m/v). Em seguida solubilizou-se o cristal violeta
fixado nas bactérias aderidas com uma solucdo 1% (m/v) de dodecil sulfato de
sédio (SDS) para permitir a quantificacdo da coloracdo pelo leitor de
microplacas a 595 nm. Cada ensaio foi realizado em triplicata. Os resultados
obtidos foram calculados em relagdo ao tratamento controle. Os dados foram
tratados e os valores de ICsy (concentracdo necessaria para inibir 50% da

formacao do biofilme bacteriano) foram determinados.
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4. Resultados e discussao

4.1. Efeito dos compostos sobre o crescimento planc ténico

Antes da quantificacdo da inibicdo da formacdo do biofilme pelas y-
alquilideno-y-lactonas (4a-4g), y-hidroxi-y-lactamas (5a-5g) e y-alquilideno-y-
lactamas (6a-6g e 7a-7g) (Figura 4), o efeito desses compostos no crescimento
de E. faecalis, S. epidermidis, P. aeruginosa, S. aureus e S. mutans foi
avaliado. Essa analise € importante para estabelecer se eventuais efeitos na
formacéo do biofilme ocorreram especificamente devido a inibicdo da aderéncia
bacteriana ou poderia ser atribuida também a um efeito indireto dos compostos
na viabilidade bacteriana. Para isso, o crescimento bacteriano foi quantificado
na presenca de cada composto nas concentracbes de 87,5, 43,8, 21,9, 10,9,
5,5,2,73, 1,37, 0,68, 0,34 e 0,17 pg/mL pela absorbancia a 630 nm usando um
leitor de microplacas. Esses dados sdo apresentados nas Tabelas 1, 2, 3, 4 e
5.

o]
Ry Br
= e} o
Q

R R> \\Rz

H p-CF3 4a 5a 6a 7a

Br m-Cl 4b 5b 6b 7b

Br p-Br 4c 5c 6C 7c
CH; m-Cl 4d 5d 6d 7d
CHs o-Cl 4e 5e 6e 7e

Cl 0-Br Af 5f 6f 7f

Cl  m-OCHjs; 49 59 60 79

Figura 4 - Estrutura dos compostos 4a-4g, 5a-5¢g, 6a-6g e 7a-7g.

Os resultados da Tabela 1 mostram que apenas a y-hidroxi-y-lactama 5a

na concentracao de 87,5 ug/mL inibiu o crescimento planctonico de E. faecalis
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acima de 20%, enquanto outras lactamas e lactonas ndo mostraram nenhum
efeito inibitorio significante no crescimento de E. faecalis.

O efeito dos compostos sobre o crescimento bacteriano de S.
epidermidis (Tabela 2) mostra que o composto 5d inibiu o crescimento
bacteriano em 28,5% na concentracédo de 43,8 ug/mL e o composto 6d inibiu
esse crescimento em aproximadamente 39% nas concentragdes de 43,8 pg/mL
e 21,9 yg/mL. J& o composto 6a inibiu o crescimento desse micro-organismo
em 21% e 22% nas concentracbes de 2,73 pg/mL e 0,17 pg/mL,
respectivamente.

Em relacdo aos ensaios feitos com P. aeruginosa, nenhum composto
inibiu significativamente o crescimento bacteriano dessa espécie, conforme
Tabela 3. P. aeruginosa € a Unica bactéria Gram-negativa avaliada nesse
trabalho e esse resultado mostra uma atividade seletiva para esses compostos
avaliados, desde que eles ndo inibem o crescimento dessa bactéria, o que é
importante para uma menor pressao de selecao.

Na Tabela 4, pode-se observar que o composto 6a inibiu o crescimento
de S. aureus de 29% a 36% na faixa de concentragao de 21,9 pg/mL a 1,37
pug/mL, e que o composto 7a inibiu o crescimento da mesma espécie em 21,7%
na concentracdo de 2,73 ug/mL. J4 a Tabela 5 mostra que os compostos 5a,
6d, 7a e 7d foram capazes de interferir no crescimento planctbnico de S.
mutans em mais de 20% em diferentes concentracées. Em geral pode ser
observado que apenas as lactamas 5a, 6a e 7a (série a) e 5d, 6d e 7d (série d)
mostram alguma atividade contra o crescimento plancténico dos micro-
organismos previamente mencionados.

Conforme mencionado, a andlise prévia da atividade dos compostos
sobre o crescimento bacteriano € importante para estabelecer se os efeitos na
formacdo do biofilme ocorreram especificamente devido a uma inibicdo da
aderéncia bacteriana ou se também é influenciado pela inibicdo do crescimento
planctbnico. Portando, considerou-se que a atividade do composto sobre a
inibicdo do biofilme bacteriano ndo € exclusiva quando o mesmo é capaz de
inibir o crescimento plancténico em mais de 20%.

Por esse motivo a concentracdo maxima de trabalho escolhida para a

avaliacado do efeito do composto especificamente na formagcao do biofilme foi
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aguela que inibiu menos do que 20% do crescimento plancténico. Esse limite
arbitrario foi escolhido baseado em nossa experiéncia prévia, considerando que
nao existe nenhuma recomendacao padrao para esse tipo de estudo.
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Tabela 1 - Efeito dos compostos 4a-4g,
concentracbes de 87,5, 43,8, 21,9, 10,9, 5,5, 2,73, 1,37, 0,68, 0,34 e

0,17 pg/mL sobre o crescimento planctdnico de E. faecalis

5a-5g,

6a-6g e 7a-7g

nas

Efeito sobre o crescimento planctdnico (%)*

Concentracdo (pg/mL)

Composto

87,5 438 21,9 109 55 2,73 137 068 034 0,17
da 66,5 463 260 152 71 -48 -76 91 -6,7 -45
4b 72,1 38,8 348 184 149 160 144 48 0,8 7,2
4c 35,9 22,3 9,6 199 9,6 1,1 8,8 104 -0,3 0,8
4d 55,8 396 194 17,7 174 9.8 9,1 -4,7 -79 -64
4e 63,8 28,8 18,2 51 19,1 199 271 339 299 210
af 68,7 470 475 332 363 238 -08 -34 -4,7 0,8
49 40,5 24,1 19,7 9,2 9,7 118 0,3 -5,6 41 -15
5a -24,6 -1,2 70 22,7 181 84 34 11,3 1,7 1,9
5b 48,7 30,3 9,3 65 -21 -44 1,3 -0,8 -4,7 1,3
5c 42,4 28,1 158 104 84 8,9 3,2 6,3 100 -8,0
5d 53,1 36,8 249 5,8 4,2 4,8 2,1 3,3 0,7 -2,5
5e 86,4 63,4 46,0 438 416 354 19,1 -124 -156 -3,7
5f 78,0 539 384 367 324 302 193 -106 -19 51
59 60,6 382 216 198 -80 95 3,0 4,0 1,0 -4,0
6a 45,0 11,2 4,0 -42 -80 -66 -52 -10,2 -104 -24
6b 94,2 26,3 204 200 218 270 251 179 121 9,3
6c 82,8 59,7 58,1 559 430 339 175 -13 0,3 2,2
6d 64,5 61,8 46,8 344 31,1 145 119 116 6,9 6,0
6e 95,3 62,1 522 451 419 330 246 69 7.4 4.2
6f 100,8 70,0 615 53,3 351 449 451 19,2 0,0 -4,1
69 94,6 55,6 45,7 39,3 425 29,1 210 59 25 0,2
7a -189 175 158 111 9,2 109 16 2,3 0,4 3,3
7b 98,2 755 673 573 488 425 330 235 201 16,1
7c 57,1 225 181 106 9,6 20,2 158 1,8 -4,4 0,8
7d 81,4 384 31,8 194 105 50 1.4 1.4 6,8 0,4
Te 82,0 58,8 469 36,1 36,6 278 157 -1,0 -18  -15
7f 60,9 43,4 324 42,7 434 333 192 91 7,4 0,5
79 56,3 335 301 208 337 81 -48 -6,0 -6,4 -94

* Valores positivos referem-se a inducao do crescimento planctdnico
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Tabela 2 - Efeito dos compostos 4a-4g,

5a-5g,

6a-6g e 7a-7g

nas

concentracbes de 87,5, 43,8, 21,9, 10,9, 5,5, 2,73, 1,37, 0,68, 0,34 e

0,17 pg/mL, sobre o crescimento plancténico de S. epidermidis

Efeito sobre o crescimento planctdnico (%)*

Concentragéo (pg/mL)

Composto

87,5 43,8 21,9 10,9 55 2,73 1,37 0,68 0,34 0,17
4a 14,7 30,7 18,7 10,3 -9,1 12,9 2,9 -16,5 -148 -12,1
4b 28,4 20,6 8,8 8,6 1,6 0,1 -2,4 -1,6 -6,1 -1,7
4c 31,9 22,1 3,9 -1,5 1,0 4,5 -2,2 -0,2 0,6 8,1
4d 33,8 12,7 8,9 -3,1 4,0 -4,0 4,9 11,9 10,3 13,2
de 70,5 36,5 15,8 13,5 3,7 -0,7 8,5 0,9 -0,1 -1,6
af 746 425 27,3 12,1 3,9 2,9 25 11,1 51,8 9,5
4q 10,6 5,6 -1,3 -5,5 -4,6 -2,4 -4,7 -1,5 0,1 3,7
5a 0,5 16,3 13,8 16,4 10,7 3,5 0,1 1.4 1,9 6,3
5b 38,2 35,9 30,2 25,8 24,3 20,9 22,8 23,2 34,1 17,5
5c 29,8 43,6 55,8 11,2 -2,4 4,8 8,0 -5,4 4,3 2,1
5d -78 -285 -7,3 -172 12,0 1,9 0,9 1,2 2,4 3,5
5e 60,7 48,3 34,6 22,6 16,5 2,8 6,4 2,7 24,8 6,0
5f 17,6 28,8 13,2 4,2 6,4 21,5 7.8 9,4 2,6 9,4
5g 14,5 15,7 6,9 -0,3 6,4 34 4,7 51 3,3 10,0
6a -6,3 37,8 38,7 6,6 -148 -21,2 -179 -132 -170 -22.1
6b 72,2 84,7 57,9 23,2 2,1 6,8 9,8 5,6 6,4 2,2
6¢ 88,4 78,7 32,6 12,3 0,9 11,2 57 10,0 14,1 3,3
6d -126 -38,8 -386 -19,8 11 11,4 6,4 -4,2 2,4 5,6
6e 65,8 464 31,7 13,1 3,3 -5,5 -4,4 3,4 17,8 4,0
6f 6,9 13,5 2,1 -3,2 -5,7 -6,0 -3,8 -5,2 -0,2 -2,5
69 35,5 24,6 11,3 0,9 -2,3 -3,8 -2,6 55 -0,7 5,8
7a -5,5 40,1 88,5 36,6 1,0 -6,4 11 -10,2 -2,2  -16,7
7b 70,2 56,1 27,7 10,8 21,1 11,4 1,0 4.8 49 2,1
7c 11,4 7,7 -1,0 1,0 2,7 -5,7 -1,2 2,1 0,4 -3,3
7d 39,2 33,5 16,6 14,3 8,4 18,1 4,2 6,3 16,2 13,9
Te 23,5 26,9 59 6,0 -1,0 0,4 -2,3 -6,1 3,6 -2,9
7f 31,5 21,8 10,6 -0,4 2,7 -3,7 -0,4 -2,2 55 1,9
79 453 449 25,4 12,7 4,1 15 4,2 0,3 0,4 0,7

* Valores positivos referem-se a inducao do crescimento planctdnico
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Tabela 3 - Efeito dos compostos 4a-4g,

5a-5g,

6a-6g e 7a-7g

nas

concentracbes de 87,5, 43,8, 21,9, 10,9, 5,5, 2,73, 1,37, 0,68, 0,34 e

0,17 pg/mL, sobre o crescimento plancténico de P. aeruginosa

Efeito sobre o crescimento planctdnico (%)*

Concentragao (pg/mL)

Composto

875 438 21,9 109 55 2,73 137 068 0,34 0,17
da 151 34,3 580 499 7.9 -7,0 57 -1,3 -04 -13
4b -7,3 95 -150 -169 -198 -21,1 -132 -3.1 0,3 14
4c -129 -12,1 -151 -17.6 -220 -19,2 -8,6 -1,8 -19  -1.8
4d 7.8 -85 -12,1 -140 -89 -48 0,8 -0,1 -48 -3,0
4e 11,1 -2,0 -68 -102 -53 -41 -75 -7,8 -86 -3.8
4f -82 91 -134 52 81 -7,7 -70 -5,1 -5,3 -38
49 95 87 -116 -148 -194 -160 -7,3 0,7 0,5 -1,2
5a -108 -78 -12,2 -162 -17,2 -184 -193 -65 3,7 4,7
5b 3,3 4,3 14 3,2 -3,1 0,1 -6,6 -9,0 54 -73
5c 394 639 583 64,1 583 0,8 -4,5 -7,0 57 -4,0
5d -11,6 -106 -7,9 96 -86 -70 -34 -2,6 -1,3  -1,6
5e 325 171 -56 -175 -176 -20,3 -7,4 -4,7 -45 25
5f 24,8 57 -9,2 -149 -135 -138 -56 -6,4 9.6 -7,2
59 -36 -23 -3,7 -33 55 -189 4.2 -6,7 -5,8 -4,0
6a 352 440 532 356 -1,7 92 59 0,1 1,7 21
6b 146 -56 -4,8 90 -31 0,1 3,0 -0,3 -4,4 0,6
6c 12,6 3,4 -1,3 -2,6 0,6 0,8 1,0 -0,2 0,3 4,1
6d 353 256 21,3 135 8,8 3,0 0,0 0,8 0,8 0,9
6e o8 -111 -133 -138 -138 -60 -106 -7,7 -55 -19
6f 100 -6,6 96 -115 -55 -31 0,4 -0,1 -40 -25
69 21 -89 -100 -155 -9,1 0,2 0,8 1,0 2,8 3,2
7a 30,6 34,8 9,1 -41 -158 -13,1 -104 -4,0 52  -23
7b 155 -3,2 -4,5 -7,0  -40 4,7 50 3,4 -3,3 1,8
7c -82 -62 -11,7 -155 -16,1 -17,1 -193 -55 2,6 0,9
7d 29,8 10,5 7,8 1,8 15 0,3 -0,9 -1,3 22 23
Te 43 -7,7 -132 -150 -178 -188 -10,0 -2,7 0,6 12
7f 91 -146 -146 -181 51 -58 -58 -7,5 -39 -18
79 9,6 24,2 19,6 8,8 2,8 -53 -6,6 0,3 2,9 18,0

* Valores positivos referem-se a inducao do crescimento planctdnico
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Tabela 4 - Efeito dos compostos 4a-4g,

0,17 pg/mL, sobre o crescimento plancténico de S. aureus

5a-5g,

6a-6g e 7a-7g
concentracbes de 87,5, 43,8, 21,9, 10,9, 5,5, 2,73, 1,37, 0,68, 0,34 e

nas

Efeito sobre o crescimento planctdnico (%)*

Concentracdo (ug/mL)

Composto

87,5 43,8 21,9 10,9 55 2,73 1,37 0,68 0,34 0,17
4a 81,2 47,3 26,7 9,7 9,9 6,6 -0,5 -2,3 -2,0 -3,6
4b 121,6 75,8 43,1 43,6 36,6 30,1 27,0 20,0 14,5 13,8
4c 9,4 13,1 23,1 15,8 8,3 5,6 6,7 0,8 0,5 -1,6
4d 131,0 66,1 39,3 349 354 468 506 522 475 230
de 37,0 25,3 7.3 10,9 8,3 16,9 16,9 10,9 8,3 6,0
af 14,6 -2,9 -8,3 -16,9 -16,7 -144 -140 -10,6 -100 -7,9
4q 134,6 80,5 47,2 43,1 344 395 521 4772 30,5 10,3
5a -154  -17,0 -17,0 -5,8 -4,1 0,5 2,5 -5,6 -2,8 -4,8
5b 35,1 30,3 23,8 4,2 16,6 0,6 -2,0 31 6,1 -4,6
5c 7,4 -13,7 -156 -11,3 -90 -179 -148 -108 -34 1,1
5d -12,1 5,0 34 4,3 54 12,8 9,7 10,8 11,4 6,7
5e 16,5 2,3 -10,8 -6,8 5,0 0,5 -3 -2,5 -0,5 -1,3
5f 14,3 12,8 4,2 -2,4 -9,0 -1,3 59 3,7 6,2 8,4
5g 22,1 0,7 -15,1 -9,9 -8,1 2,3 6,8 -5,0 0,7 2,0
6a 18 -154  -293 -338 -335 -356 -30,9 -18,1 -14,7 58
6b 18,4 16,3 51 2,4 0,5 -2,7 -7,2 11 -1,1 -3,5
6¢ 6,0 55 0,8 1,0 2,1 -2,4 -0,5 -0,5 0,3 -3,9
6d 4,8 6,6 4,0 13,2 18,4 12,6 12,0 9,2 11,8 10,8
6e 33,8 8,9 -6,3 -134 -120 -6,6 -134 -49 -3,3 -4,2
6f 48,0 23,6 7,5 -1,2 25 2,7 12,4 12,2 17,2 11,2
69 13,0 -11.3 7.2 -7,2 -35 -13,7 57 -9,6 -3,0 -2,6
7a 91,0 59,8 4,9 -38 -185 -21,7 -149 52 -1,6 0,0
7b 12,8 -5,2 -131  -119 -160 -140 -178 -196 -17,1 -18,7
7c 68,6 36,6 27,8 16,8 14,9 15,4 9,4 18,5 6,3 2,2
7d -3,2 1,8 0,6 0,0 4,6 9,2 12,5 5,8 2,9 4,1
Te 20,1 4,6 -132 -11,2 94 -104 -46 -3,6 -6,6 -6,6
7f 3,6 -4,3 -6,2 -4,6 0,2 7,5 -2,5 3,0 -0,7 2,7
79 9,8 20,4 14,0 11,5 923 340 362 391 498 455

* Valores positivos referem-se a indugéo do crescimento planctdnico
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Tabela 5 - Efeito dos compostos 4a-4g, b5a-5g, 6a-6g e 7a-7g nas
concentracbes de 87,5, 43,8, 21,9, 10,9, 5,5, 2,73, 1,37, 0,68, 0,34 e

0,17 pg/mL, sobre o crescimento planctbnico de S. mutans

Efeito sobre o crescimento planctdnico (%)*

Concentragao (pg/mL)

Composto

87,5 43,8 21,9 10,9 55 2,73 1,37 0,68 0,34 0,17
da 58,9 21,5 0,6 -9,3 -4,8 -4,0 -6,5 -1,7 11 -3,1
4b 14,9 0,5 -5,8 13,4 12,4 16,2 8,9 8,4 7,6 -1,0
4c -135  -11,3 4,0 7.2 10,3 15,0 12,3 7,0 3,8 4,5
4d 34,9 19,8 12,1 -2,7 5,2 8,2 0,0 -5,8 9,9 10,2
4e 18,9 7,4 -3,3 -136 0,8 -4,1 15 5,6 6,4 15
4f 57,5 26,9 22,8 8,2 8,6 4,1 45 5,6 5,6 19,0
49 49,0 22,7 14,0 18,8 19,7 37,3 34,3 23,9 25,7 26,9
5a -36,3 -299 -26,9 -239 -18,7 1,7 12,4 10,9 6,2 0,7
5b 26,1 16,9 15,4 6,6 9,6 7,0 12,1 10,3 55 11
5¢c 0,2 -179  -13,7 -8,0 -3,0 -6,0 4,0 -8,0 -70  -13.2
5d -31,2  -21,0 -125 -76  -11,0 -29 -4.8 11 2,4 3,0
5e 15,3 27,2 39,8 28,7 35,6 30,7 12,6 13,0 11,1 7,3
5f 24,4 24,4 15,4 9,0 9,0 1,6 3,5 -7,7 -138 -16,1
59 9,0 6,5 -0,6 -3,7 1,6 0,3 -8,7 -125 -125 -14,0
6a 3,6 -135 -116 -129 -3,0 14,0 10,7 55 0,6 0,3
6b -4,0 -15,3 -10,1 -19,1 1,5 -6,2 2,7 11,4 6,7 -1,2
6c -158 -31,4 -14,6 -5,0 -3,3 -5,3 8,3 5,8 -0,3 6,0
6d -46,7 -425 -336 -32,3 -26,3 -188 -149 -60 -4,1 -4,4
6e 49,5 19,2 14,6 7,8 8,9 3,9 -0,4 2,1 -1,4 -4,6
6f 23,4 7,4 10,4 -3,3 -1,6 9,6 8,5 11,0 10,4 12,4
69 30,8 12,3 6,2 12 2,6 -6,5 44  -17,3 -182 -19,6
7a -46,9 -553 -12,0 -19,3 -158 -0,8 10,6 6,0 -5,4 7.9
7b -7,3 2,5 -7,5 8,3 2,8 12,6 15,3 -6,5 7,0 6,0
7c 22,8 9,0 6,0 7,6 10,1 12,0 -3,3 14,4 12,0 13,9
7d -325 -283 -22,7 -124 -64 -6,8 -4,9 -2,3 -2,3 -1,7
Te 20,1 20,1 13,8 18,6 25,4 24,3 20,6 9,0 18,1 11,9
7f 6,4 1,5 7,0 -4,3 1,8 -3,3 -82 -134 -18,8 -195
79 76,4 44,1 14,8 17,0 8,3 3,5 -3,9 -1,7 6,1 2,2

* Valores positivos referem-se a indugéo do crescimento planctdnico
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4.2. Inibicdo da formacéao do biofilme bacteriano

O efeito inibitério dos compostos 4a-4g, 5a-5g, 6a-6g e 7a-7g sobre a
formacao do biofilme bacteriano de E. faecalis, S. epidermidis, P. aeruginosa,
S. aureus e S. mutans foi avaliado utilizando o ensaio de coloragdo com cristal
violeta.

Nos experimentos utilizando as espécies E. faecalis, S. epidermidis, P.
aeruginosa houve uma boa correlagéo entre a inibicdo da formacao do biofilme
e a concentracdo dos compostos avaliados, indicando que o efeito observado
foi dependente da dose. Assim, nos ensaios com esses micro-organismos foi
possivel calcular para uma boa parte dos compostos os valores de ICsg
(concentracdo dos compostos necessaria para inibir em 50% a formacdo do
biofilme bacteriano), conforme apresentado na Tabela 6.

Todos os valores de ICso foram obtidos a partir do experimento realizado
em triplicata. As curvas dose-resposta sigmoidais log[substancia] versus
porcentagem de inibicdo da formacdo do biofilme foram inicialmente
construidas e os valores de ICsq calculados, como ilustrado para 5¢ que inibe a

formacao do biofilme de S. epidermidis (Figura 5).
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Figura 5 - Inibicdo do biofilme de S. epidermidis por 5c. A curva dose-resposta
log[5c] versus inibicdo do biofilme foi obtida a partir de experimento
realizado em triplicata. 1Cso= 13,3£3,6 pg/mL para 5c contra S.

epidermidis.
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Os ensaios de inibicdo do biofilme bacteriano de S. aureus e S. mutans
revelaram que para a maioria dos compostos avaliados ndo foi possivel
calcular o valor de 1Cs, ja que ndo houve uma correlacao direta entre a inibigdo
do biofilme e as concentracdes dos compostos testados, indicando que o efeito
observado nao foi dependente da dose utilizada. Além disso, em alguns casos
o valor de ICsp € superior a maior concentracao testada. Portanto para esses
micro-organismos, optou-se por apresentar os dados de inibicdo da formacéo
desses biofilmes em que os compostos foram avaliados na concentracéao de 44
ug/mL, conforme Figuras 6 e 7.

Como a atividade desses compostos nao foi estudada completamente
considerando seus efeitos nas bactérias em estudo, ndo é sabido se, além de
afetar a formacdo do biofilme, eles também interferem em outros caminhos
metabdlicos. Apesar de os compostos nao afetarem a viabilidade bacteriana, o
que € importante para a caracterizacao especifica da atividade antibiofilme, n&o
pode ser excluido que outros caminhos metabdlicos possam também ser
afetados. Entdo se tem a hipotese de que a falta de correlacdo direta dose-
resposta da inibicdo do biofilme obtida para varios compostos contra a
formacéo de biofilme de S. aureus e S. mutans pode ser devido a diferentes
atividades desses compostos sobre esses micro-organismos e que poderiam
indiretamente afetar a formacgéo desses biofilmes.

No ensaio de inibicdo do biofilme bacteriano de E. faecalis, para as
lactonas testadas, 4d foi o composto mais ativo (ICso= 1,5 pg/mL), seguido por
4b (ICso= 6,9 pug/mL) e 4c (ICso= 18,7 pg/mL). Para as y-hidroxi-y-lactamas, 5b,
5c, 5d e 5g néo foram observadas inibicdes expressivas da formacdo do
biofilme de E. faecalis (ICso> 33 pug/mL). Ao contrario, os compostos 5e (ICso=
1,1 pg/mL) e 5f (ICso= 1,3 pg/mL) foram bastante ativos. A caracteristica
estrutural que diferencia as lactamas 5e e 5f das demais € a presenca de um
substituinte na posicao orto do anel do grupo alquilideno.

Ainda para os ensaios com E. faecalis, em geral as y-alquilideno-y-
lactamas 6a-6g e 7a-7g foram mais ativas em relacdo aos analogos
hidroxilados correspondentes 5a-5g, com a maioria dos compostos

apresentando 1Csp< 3,5 pg/mL. Por comparacdo, apenas trés dos 14
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compostos das séries previamente discutidas 4a-4g e 5a-5g apresentaram
ICs0< 3,5 pug/mL.

A comparacgao entre a bioatividade de (Z) e (E)-y-alquilideno-y-lactamas
indicam que os isbmeros E foram ligeiramente mais ativos do que os isbmeros
Z, exceto para 6b (ICsp= 3,3 ug/mL) que foi mais ativo que 7b (ICsp= 3,5 pug/mL)
e 69 (ICso= 1,5 pg/mL) que foi mais ativo que 7g (ICso= 3,3 pg/mL).

Nos ensaios de inibicdo da formacgdo do biofilme de S. epidermidis
(Tabela 6) pode-se observar que a maioria dos compostos foi menos ativa
contra a formacao do biofilme desse micro-organismo do que contra o de E.
faecalis. Dentre todos os compostos avaliados, os mais ativos sédo a (E)-y-
alquilideno-y-lactama 7a com ICso= 12,2 pg/mL (25,4 pM) e a y-hidroxi-y-
lactama 5¢ com ICsp= 13,3 pg/mL (22,6 uM).

Entre os trés grupos de lactamas, é possivel observar que as (Z) e (E)-y-
alquilideno-y-lactamas séo mais ativas contra a formacdo do biofilme de S.
epidermidis que as correspondentes y-hidroxi-y-lactamas, exceto para 5¢ (ICso=
13,3 pg/mL) que é mais ativa que 6¢ (ICso= 67,5 pg/mL) e 7¢c (ICso> 87,5
pg/mL).

Os resultados apresentados na Tabela 6 também indicam que os
compostos 5a e 5g foram capazes de induzir a formacdo do biofilme de S.
epidermidis. Na concentracdo de 87,5 pg/mL 5a e 5g induziram a formagé&o
desse biofilme em 143,61£56,6% e 46,9+16,7%, respectivamente, enquanto 5b-
5f inibiram sua formag&o. O mesmo resultado de indugdao do biofilme desse
micro-organismo foi obtido para a lactona dibromada 15b (Figura 3, p. 174) na
faixa de concentracédo de 1,25-20 uM (KUEHL et al., 2009). Esses resultados
para as compostos 5a-5g sugerem que mudancas nos grupos ligados aos
anéis aromaticos dessas lactamas promovem uma resposta diversa na
formacgé&o do biofilme dessa bactéria.

Nos ensaios realizados com P. aeruginosa foi observado que dentro da
classe das y-hidroxi-y-lactamas (5a-5g) o composto 5g foi bastante ativo com
ICs0= 2,2 pg/mL (4,4 pM), enquanto os outros compostos dessa classe néo
mostraram nenhum efeito mensuravel. Ainda nos ensaios com esse micro-
organismo, as lactonas 4f e 4g foram bastante ativas inibindo a formacéo

desse biofilme (ICs0= 3,9 pg/mL e 1,7 ug/mL, respectivamente). Em geral, entre
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todas as substancias testadas contra P. aeruginosa, as mais ativas foram as
(2)-y-alquilideno-y-lactamas 6d e 6f com valores de I1Cso de 0,6 pg/mL (1,3 uM)
e 0,7 yg/mL (1,3 puM), respectivamente.

Encontrar substancias que sao capazes de inibir o biofime de P.
aeruginosa tém atraido muita atencdo uma vez que a formacéo do biofilme
desse patdégeno estd associado a infeccbes pulmonares e contaminagdo de
implantes (SIMOES, 2011; MATTMANN e BLACKWELL et al., 2011).

Na busca por moléculas capazes de prevenir o biofilme bacteriano, foi
reportada a atividade para a substancia ABC-1 (9) (Figura 2, p. 173) em uma
triagem feita com 66000 moléculas (SAMBANTHAMOORTHY et al.,, 2011).
Essa substancia foi capaz de inibir a formagéo de P. aeruginosa apresentando
ICs0= 45,9 nM. No presente estudo, os melhores resultados obtidos foram para
6d (ICs0= 1,3 pM) e 6f (ICs0= 1,3 uM). Apesar dos resultados obtidos para
essas lactamas estarem em uma escala de atividade diferente daquela obtida
com ABC-1 (9), esses dois compostos foram encontrados a partir de uma
triagem feita com poucas moléculas. Assim, pode-se sugerir que outras
modificacdes na estrutura dessas lactamas possam levar a novas substancias

com maior atividade do que as apresentadas.
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Tabela 6 - Concentracdo dos compostos 4a-4g, 5a-5g, 6a-6g e 7a-7g
capazes de inibir em 50% (ICsp) a formacao do biofilme bacteriano

de E. faecalis, S. epidermidis e P. aeruginosa

ICs0 (Hg/mL)
Composto
E. faecalis S. epidermidis P. aeruginosa

4a * > 87,5 > 87,5
4b 6,9+1,7 40,0+ 8,0 > 87,5
4c 18,7+5,1 41,3+5,8 > 87,5
4d 15+0,1 > 87,5 > 87,5
4e * * *

4f > 87,5 48,0+ 2,0 3,9+£0,2
49 53,1 +16,7 > 87,5 1,7+0,6
5a * *x > 87,5
5b > 87,5 > 87,5 *

5c 33,4+17,0 13,3+3,6 *

5d > 87,5 > 87,5 *

5e 1,1+0,1 > 87,5 > 87,5
5f 1,3+0,2 83,4+£3,6 > 87,5
59 > 87,5 *x 2,2+0,6
6a 12,0+4,6 23,0+£8,8 *

6b 3,3%£1.3 31,1+4,1 > 87,5
6C 6,6 +0,4 67,5+30,4 > 87,5
6d 62,6 £9,7 67,4 +16,6 0,6 £0,04
6e 1,1+0,3 > 87,5 57%4,0
6f 15+0,1 > 87,5 0,7£0,04
69 15+0,3 410+11,1 > 87,5
7a 3,0+£0,7 12,2 +0,7 25,2+0,7
7b 3,5+£0,2 46,7 £5,3 > 87,5
7c 34104 > 87,5 25+0,6
7d 59,3+11,1 81,4+21,0 24+£04
Te 1,0+0,2 > 87,5 1,4+0,9
7f 0,8+0,2 33,2+£13,6 > 87,5
79 33+15 > 87,5 *

* N&o foi possivel calcular o ICs, devido a resposta irregular de inibicdo do biofilme em funcao
da concentracao da solu¢do do composto testado.
** Observou-se inducdo da formacdo do biofilme. Na concentracdo de 87,5 pg/mL 5a e 5g
induziram a formacdo do biofime de S. epidermidis em 143,6156,6% e 46,9+16,7%,
respectivamente, e 7g induziu a formacé&o do biofilme de P. aeruginosa em 84,6+17,7%.
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Avaliando-se os dados de inibicado da formacéao do biofilme de S. aureus
(Figura 6), pode-se observar em todos os casos que pelo menos uma das y-
alquilideno-y-lactamas, seja Z ou E, é mais ativa que a correspondente lactona,
exceto para o0 caso em que 4d é mais ativa que 0S compostos
correspondentes. Ainda € possivel observar que ocorrem diferengas
significativas na atividade biolégica quando comparadas as y-alquilideno-y-
lactamas que diferem apenas na estereoquimica Z e E, como é o caso de 6e
que induz esse biofilme em 3,6% e 7e que inibe esse biofilme em 34%. Como
também se observa, ndo ha uma estereoquimica especifica das y-alquilideno-y-

lactamas que seja mais ativa que a outra.
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Figura 6 - Efeito dos compostos 4a-4g, 5a-5g, 6a-6g e 7a-7g na concentracao
de 44 pg/mL sobre a formacdo do biofilme de S. aureus. *Os
compostos 7a e 5f apresentam ICso= 45,7+0,4 pg/mL e 3,7+0,04

ug/mL, respectivamente.

Ainda avaliando os dados de inibicdo da formacdo do biofilme de S.
aureus, 0 composto mais ativo na concentracdo de 44 ug/mL foi a y-hidroxi-y-
lactama 5f (80,9 puM) que foi capaz de inibir esse biofilme em 53,1%, sendo
mais ativo que a lactona correspondente. Além disso, somente para 0s

compostos 5f e 7a foi possivel calcular o valor de concentracdo capaz de inibir
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a formacgéao do biofilme em 50% (ICsp), que foram de 3,7+0,04 pg/mL (6,8 uM) e
45,7+£0,4 pg/mL (95,1 uM), respectivamente.

Novamente, o composto ABC-1 (9) (Figura 2, p. 173) foi testado contra
S. aureus USA 300 em placas de poliestireno (SAMBANTHAMOORTHY et al.,
2011). Esse composto inibiu esse biofilme em aproximadamente 36% a 25 uM
enquanto 5f foi mais ativo inibindo 50% da formacé&o do biofilme de S. aureus a
6,8 UM.

Teoricamente, um composto identificado como capaz de prevenir a
formacao de biofilme sobre poliestireno poderia também inibir a formacéo deste
biofilme em diferentes superficies. Desta forma, a imobilizacdo dos compostos
avaliados nesse trabalho poderia potencialmente evitar a adesdo de biofilme
em diferentes materiais. Um estudo deste tipo foi realizado com as diidropirrol-
2-onas (20) (Figura 3, p. 174), estruturas similares as lactamas (séries 6 e 7),
que foram imobilizadas na superficie de APTS e foram capazes de reduzir a
adesado de biofilme de P. aeruginosa e S. aureus (HO et al., 2010) que séo
responsaveis por algumas infeccdes associadas a cateteres (TRAUTNER e
DAROUICHE, 2004).

O estudo da inibicdo do biofilme de S. mutans apresentado na Figura 7
mostrou que 0s compostos mais ativos foram 7a, 6d e 7d sendo capazes de
inibi-lo em 88,8%, 34,0% e 31,7%, respectivamente. Os demais compostos
foram menos ativos, mas ainda assim é possivel observar que em todos 0s
casos, pelo menos uma lactama € mais ativa que lactona correspondente, 0
que justifica o preparo das lactamas partindo da lactona correspondente na

busca por moléculas capazes de inibir esse biofilme bacteriano.
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Figura 7 - Efeito dos compostos 4a-4g, 5a-5g, 6a-6g e 7a-7g na concentracao
de 44 png/mL sobre a formacéo do biofilme bacteriano de S. mutans.

*O composto 7a apresenta ICso= 28,3+0,04 pg/mL.

Apesar de o composto 7a ser bastante ativo contra este biofilme, a
furanona bromada 21 (Figura 8) é capaz de inibir o biofilme de S. mutans
OMZ175 em 26% a 6 pM (LONN-STENSRUD et al., 2007).

21

Figura 8 - Estrutura da (Z)-5-bromometileno-2(5H)-furanona 21.

Uma comparacéo entre a inibicdo do biofilme de S. aureus e S. mutans
mostra que o grupo de compostos da série d (4d, 5d, 6d e 7d) atua em
caminhos opostos promovendo a formacéo ou inibicdo dos mesmos (Figuras 6
e 7). Até o momento ndo se tem uma explicacdo clara para essa diferenca,

nem para qualquer promocao da formacéo de biofilme dessas espécies.
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Além disso, entre todos 0os compostos avaliados nesse ensaio contra S.
mutans, somente foi possivel calcular o valor de ICsy para 7a na faixa de
concentracao testada, que foi de 28,3+0,04 pg/mL (58,9 uM).

Como pode ser visto os compostos avaliados sdo em geral muito ativos
contra a formacédo do biofilme dos micro-organismos testados, apesar de que
cada um desses biofilmes sejam diferentemente afetados por esses
compostos. Pode-se também notar que ndo ha seletividade na atividade
biolégica contra as bactérias Gram-positivas S. aureus, S. epidermidis, E.
faecalis e S. mutans comparada a Gram-negativa P. aeruginosa.

Ainda considerando a atividade especifica para cada micro-organismo
pode-se notar que nenhuma relagéo estrutura-atividade pode ser obtida visto
que as modificacdes estruturais de cada classe de compostos foram limitadas a
poucas variacoes.

Os resultados obtidos nesse trabalho abrem a possibilidade de usar
essas substancias na producdo de materiais resistentes a formacédo de
biofilmes, devido a diversidade de bactérias testadas. O trabalho nessa éarea ja

esta em curso em nosso laboratério.
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5. Conclusao

Os ensaios de inibicdo da formacao de biofilme bacteriano de S. aureus,
P. aeruginosa, S. epidermidis, E. faecalis e S. mutans pelos analogos dos
rubrolideos y-alquilideno-y-lactonas e seus derivados y-hidroxi-y-lactamas e y-
alquilideno-y-lactamas mostraram pela primeira vez que essas classes de
compostos influenciam o crescimento desses biofilmes, com pouca ou
nenhuma inibicdo do crescimento plancténico dessas espécies para a maioria
dos compostos utilizados.

De maneira geral pode-se observar que 0os compostos avaliados sao
mais ativos contra a formacao de biofilme de E. faecalis, S. epidermidis e P.
aeruginosa podendo em alguns casos inibir a formacdo do biofime de P.
aeruginosa em 50% na concentracao de 0,6 pg/mL e 0,7 pg/mL, como € o caso
de 6d e 6f, respectivamente.

Também foi observado que a transformacéo das y-alquilideno-y-lactonas
nas respectivas y-hidroxi-y-lactamas e y-alquilideno-y-lactamas é importante ja
gue pelo menos uma dessas lactamas é mais ativa que a lactona precursora,
na maioria dos casos. E evidente também que entre as lactamas, as V-
alquilideno-y-lactamas s&o mais ativas que as outras na maioria dos casos, 0
que sugere a importancia da presenca da ligacdo dupla exociclica na estrutura
dessas moléculas para a melhoria de suas atividades biologicas.

Essa investigacdo enfatiza a utilidade da reacdo de lactamizacdo de
lactonas para a descoberta de novas moléculas que previnam a formacédo de
biofilme bacteriano, o que pode ser estendido para as lactonas isoladas da alga
marinha vermelha Delisea pulchra, ja conhecidas por inibir alguns biofilmes

bacterianos.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA ATIVIDADE FITOTOXICA DAS yALQUILIDENO-
yLACTONAS ANALOGAS AOS RUBROLIDEOS E DE SEUS

DERIVADOS yHIDROXI-yLACTAMAS, yALQUILIDENO-y
LACTAMAS E PIRIDAZIN-3(2 H)-ONAS
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1. Introducéo

1.1. Fotossintese

O termo fotossintese significa “sintese utilizando a luz”. Nesse processo
os organismos fotossintéticos captam a luz solar e convertem CO, em
carboidrato com a liberacéo de oxigénio (TAIZ e ZEIGER, 2013). A equacéo a

seguir descreve esse processo.

luz

nCO, + nH,O

nO; + (CH20);,

A fotossintese ocorre no interior do cloroplasto (Figura 1) e pode ser
dividida em duas etapas. A primeira etapa corresponde as reacdes luminosas,
que ocorrem pela absorcdo da energia luminosa por pigmentos (clorofila a e b),
gue sdo encontrados nos tilacdides, dentro dos cloroplastos. Essa energia é
utilizada para a sintese de ATP e NADPH, utilizados na proxima etapa em que
ocorrem as reacoes de fixacdo de carbono, resultando na sintese de amido e
sacarose, trioses fosfato e outros produtos no estroma do cloroplasto (TAIZ e
ZEIGER, 2013).

Lamelas Espago intermembrana
estromais

Envoltdrio
externc

Tilacoide

Lamelas granais

r'_"L_‘u

unme | Lamelas
) tilacoide estromais
Ervoltano

Intermo (pilha de tilacdides)

Fonte: TAIZ e ZEIGER (2013).

Figura 1 - Estrutura dos cloroplastos.
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O esquema fotossintético mostrado na Figura 2, chamado de esquema
Z, representa mais detalhadamente a conversdo da energia luminosa em
energia quimica pelas unidades denominadas fotossistemas Il e | ligados por
uma cadeia transportadora de elétrons. As clorofilas especializadas do centro
de reacao (P680 e P700) sédo excitadas pelos protons e um elétron é ejetado e
transferido por uma série de compostos que atuam como doadores e aceptores
de elétrons (LEHNINGER, 2006; TAIZ e ZEIGER, 2013).

forte

Redutor

2H,0

Luz
vermelho-
-distante
o Oxidante © ..
o - bgrzmelha forte
2 . e P680 \') Fotossistema |
N

g D D

Fotossistema Il

Potencial redox

Oxidante

Fonte: TAIZ e ZEIGER (2013).

Figura 2 - Esquema Z da fotossintese.

1.2. Reagéo de Hill

A reacdo de Hill, descoberta em 1937, ocorre quando cloroplastos
isolados sdo iluminados na presenca de um aceptor de elétrons 'A’ ndo
biolégico. O aceptor € reduzido para AH, e ocorre producdo de oxigénio
molecular (WALKER, 2002).

luz

2H,0 + 2A 2AH; + Oy

7

‘A’ é o receptor artificial de hidrogénio, ou reagente de Hill. Um exemplo
€ o corante 2,6-diclorofenolindofenol, que é azul quando oxidado (A) e incolor
quando reduzido (AHy) (Figura 3), 0 que permite acompanhar a reacdo. Hill

percebeu que, quando o extrato de folha na presenca do corante foi iluminado,
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0 corante azul tornou-se incolor e O, foi liberado. Entretanto, no escuro nao

ocorria a reducao do corante nem a liberacao de O, (TAIZ e ZEIGER, 2013).
0 OH
N — NH
OH OH

Forma oxidada Forma reduzida
(azul) (incolor)

Figura 3 - Estrutura com corante na forma oxidada e reduzida.

Esta foi a primeira constatacdo que a absor¢cdo da energia luminosa
promove um fluxo de elétrons da agua para um receptor de elétrons. Hill
também observou que, nessas condi¢cdes, o CO, ndo era necessario nem
reduzido a uma forma estavel, e que assim, a producdo do O, pode ser
dissociada da reducdo do CO,. Somente mais tarde mostrou-se que o NADP* é

o receptor bioldgico de elétrons nos cloroplastos, de acordo com a equacéao:

luz

2H,0 + 2NADP”* 2NADPH + 2H" + O,

A partir de entdo tem sido demonstrado que muitas substancias atuam
como receptores de elétrons. Tal processo ficou conhecido como reacao de Hill
(WALKER, 2002).

1.3. Herbicidas bloqueadores do fluxo de elétrons

O uso de herbicidas para eliminar plantas indesejaveis € largamente
adotado na agricultura moderna. Muitas classes diferentes de herbicidas foram
desenvolvidas e eles agem blogueando a biossintese de aminoacidos,
carotendides ou lipideos, ou perturbando a divisdo celular, além de outros
diferentes mecanismos de agédo (VENCILL et al., 2012). Outros herbicidas,
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como o paraquat, diquat, chloridazon, atrazina e metribuzin atuam como
inibidores fotossintéticos por meio do bloqueio do fluxo de elétrons da
fotossintese (Figura 4) (TEIXEIRA et al., 2012; CASIDA, 2009).

7\ 2Br A a
\ o N®/ HaC NC/>—<\://\N CHj | 2Cl

Diquat Paraquat

O ey

HN N o PN )\ /)\ )\ H3C N- /)\

2 H3C ll\l N l}l CH3 N SCH3
Cl H H

Chloridazon Atrazine Metribuzin
Figura 4 - Alguns herbicidas comerciais inibidores da fotossintese.

O paraquat e o diquat agem recebendo elétrons dos aceptores primarios
do fotossistema I, resultando na forma radicalar do herbicida, que reduz o
oxigénio molecular para formar radicais superoxidos (O2). Esses radicais
levam a formacao de peréxido de hidrogénio e de radicais hidroxi que destroem
a clorofila e a membrana lipidica, ocasionando a morte da planta (VENCILL et
al., 2012).

Outros herbicidas como o chloridazon, metribuzin e atrazina atuam
bloqueando o fluxo de elétrons nos aceptores quinona do fotossistema II.
Especificamente a atrazina e outras triazinas inibem a fotossintese ligando-se
ao sitio de ligacdo da plastoquinona Qg. O chloridazon também atua nesse
fotossistema (CASIDA, 2009; VENCILL et al., 2012).

Apesar de existir uma variedade de herbicidas que controlam um grande
espectro de plantas daninhas, existe uma demanda crescente por novos
produtos, que sejam mais especificos, utilizados em doses menores e mais
seguros para o homem e para o meio ambiente (BARBOSA, 2004; SILVA e
SILVA, 2007). Além disso, as plantas daninhas desenvolvem resisténcia a tais

compostos apos certo tempo de contato com eles. Com isso, eles passam a

204



ser menos efetivos e muitas vezes perdem totalmente a atividade (BARBOSA,
2004; BURGOS et al., 2013).

Portanto, muitos trabalhos tém sido feitos para descobrir novos
COmpostos que sejam mais seguros, menos toxicos e que controlem
seletivamente as plantas daninhas por meio da inibicAo do sistema
fotossintético (TEIXEIRA et al., 2012).

1.4. Produtos naturais e a sintese organica na desc oberta de novos

herbicidas

Na busca por esses novos compostos potencialmente fitotoxicos,
produtos naturais tém sido utilizados como modelo (WALTER, 2002). De
acordo com DUKE et al. (2002) e DAYAN et al. (2009), o isolamento de
compostos naturais a partir de plantas e micro-organismos é talvez a melhor
abordagem para a descoberta de fitotoxinas naturais e novos sitios de agéo
herbicida. Assim, é importante o estudo do metabolismo secundario dessas
espécies, ja que podem fornecer compostos com potencial uso como herbicida
e que sejam menos agressivos ao homem e ao meio ambiente.

Seguindo a identificacdo da substancia quimica natural e fitotoxica,
intensa pesquisa e testes séo feitos para aperfeicoar a estrutura e entender sua
acado. Dependendo da natureza dos grupos funcionais presentes na molécula,
diferentes transformacdes quimicas podem ser realizadas, como a introdugao
de grupos que alterem o comportamento lipofilico do composto em estudo.
Também sdo avaliados os efeitos na atividade biologica decorrentes da
presenca de grupos doadores e receptores de elétrons (LEIN et al., 2004;
HUTER, 2011).

Vérios trabalhos cientificos tém sido publicados nos Ultimos anos a
respeito de novos inibidores fotossintéticos, como é apresentado por TEIXEIRA
et al. (2012), que destaca por exemplo, os analogos sintéticos dos
nostoclideos.

Vérios desses derivados com diferentes grupos benzilideno foram
preparados e avaliados quanto a capacidade de interferir na reducdo do
ferricianeto de potassio promovida pela luz, junto a cloroplastos isolados de

espinafres (Tabela 1). Como tendéncia geral, os derivados com forte grupo
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retirador de elétrons na posicdo para, exibiram a maior porcentagem de
inibicdo, como é o caso dos compostos 21b e 21d (TEIXEIRA et al., 2008).

Tabela 1l - Efeito dos andalogos sintéticos dos nostoclideos na reducao de
ferricianeto de potassio promovida pela luz, junto a cloroplastos

isolados de espinafres

R——

Composto R 10 pm*
2l1a m-NO, 39,5+0,8*
21b p-NO; 57,8+1,0
21c m-CF3 499+1,7
21d p-CF3 555+1,7
2le 0-Br 21,8+2,2

*Concentracdo dos analogos aos nostoclideos utilizada no ensaio. **Os valores foram
expressos como porcentagem de inibicdo da taxa de reducéo de ferricianeto de potassio.

Em outro trabalho do mesmo grupo de pesquisa (BARBOSA et al.,
2012), compostos derivados dos rubrolideos foram sintetizados e avaliados da
mesma forma que os anélogos aos nostoclideos previamente mencionados. Os
derivados mais ativos 22a-22d e seus respectivos valores de ICs
(concentracdo necessaria para inibir em 50% a reducdo de ferricianeto de

potassio) sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Efeito dos analogos sintéticos dos rubrolideos na reducdo de
ferricianeto de potassio promovida pela luz, junto a cloroplastos
isolados de espinafres

Composto X Grupo benzilideno ICs0 (umol L)
22a H 4-nitrobenzilideno 1,1+£0,2
22b H 4-trifluorometilbenzilideno 35+£04
22¢ F 4-nitrobenzilideno 1,3+0,3
22d F 4-trifluorometilbenzilideno 8,1x+21
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2. Justificativa

Como previamente mencionado os compostos analogos aos rubrolideos
22a-22d e outros sintetizados no trabalho de BARBOSA et al. (2012) sé&o
capazes de interferir na reducdo do ferricianeto de potassio na presenca de
cloroplastos de espinafre.

Desse modo, os novos analogos aos rubrolideos sintetizados no
presente trabalho (4a-4q) e seus derivados y-hidroxi-y-lactamas (5a-5g) e y-
alquilideno-y-lactamas (6a-6g e 7a-7g) e piridazin-3(2H)-onas (8h-8q) tiveram
suas fitotoxidades avaliadas pela capacidade de interferir na reducdo do
ferricianeto de potassio na presencga de cloroplastos de espinafre (reagdo de
Hill).

Além disso, também foi avaliada a atividade fitotoxica desses compostos
(4a-4q, 5a-5g, 6a-6g, 7a-7g, 8h e 8j-8q) sobre o crescimento radicular e da
parte aérea de plantulas de sorgo e pepino em experimentos realizados em
placa de Petri. O composto 8i nao foi avaliado devido a pequena quantidade
desse material disponivel para a realizacdo desse ensaio. Para os compostos
mais ativos nos ensaios com sorgo e pepino, também foi avaliada a atividade
herbicida pré-emergente sobre as plantas daninhas corda-de-viola e brachiaria

em experimentos conduzidos em casa de vegetagao.
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3. Material e métodos

As substancias 4a-4q, 5a-5g, 6a-6g, 7a-7g e 8h-8qg sintetizadas
conforme apresentado no Capitulo 1, foram submetidas a ensaios para
avaliacdo de suas atividades fitotoxicas conforme apresentado a seguir.

3.1. Ensaio de inibicdo da sintese de ATP

3.1.1. Isolamento de cloroplastos

Cloroplastos fotossinteticamente ativos foram extraidos de folhas de
espinafre (Spinacea oleracea L.), obtidas em supermercados ou feiras livres.
Para o processo de extragdo, folhas livres da nervura central e das
extremidades basal e apical foram misturadas com uma solucdo-tampéo 20
mmol L™* de N-tris(hidroximetil)metilglicina (tricina)-NaOH (pH = 8,0; 5 mL de
solucdo/g de material vegetal), previamente resfriada em banho de gelo e
contendo 10 mmol L™ de NaCl, 5 mmol L™ de MgCl, e 0,4 mol L™ de sacarose.
Esse material foi homogeneizado em um liquidificador doméstico por 30
segundos, empregando-se velocidade maxima. O material macerado foi filtrado
através de gaze cirargica, e o filtrado, centrifugado a 4 °C (1 minuto, 500 g). O
sobrenadante foi submetido a nova centrifugacdo (10 minutos, 1.500 g). Os
cloroplastos, contidos no precipitado, foram entdo ressuspendidos em uma
solucdo nao-tamponada de sacarose. A suspensédo foi imediatamente diluida
(proporcédo de 1:1) com uma solucdo tamponada de sacarose. A nova
suspensao assim obtida foi mantida em banho de gelo e abrigada da luz, sendo
utilizada logo apds sua preparacdo. Para determinacdo do teor de clorofila,
aliquotas dessa suspensao foram pipetadas e convenientemente diluidas com
acetona 80% (v/v). Apos diluicdo, medidas de absorbancia foram feitas nos
comprimento de onda de 645 e 663 nm. O contetdo de clorofila foi calculado
com base na formula de Arnon (HALL, 1980):

Clorofila (ug mL™) = 20,2 (Asss) + 8,02 (Ass3)
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3.1.2. Avaliacdo da atividade fitotoxica dos compos  tos 4a-4q, 5a-5g, 6a-69,
7a-7g e 8h-8q sobre a reducao do ferricianeto de po  tassio na presenca de
cloroplastos isolados de folhas de  Spinacia oleracea

Aliguotas da suspensao de cloroplastos com 20 pg de clorofila foram
incubadas a 24 °C em cubetas de 1 mL contendo solugcdo tamponada de
tricina-NaOH (pH = 8,0), 10 mmol L™* de NaCl, 5 mmol L™ de MgCl,, 0,2 mol L™
de sacarose e 1 mmol L™ de K3[Fe(CN)g]. A avaliacdo foi efetuada expondo-se
a cubeta a uma luz saturante (800 pmol m? s™). A taxa de reducéo do
ferricianeto foi medida a 420 nm a cada 30 segundos durante 10 minutos e
contra um branco. A atividade foi calculada sobre a porcao linear da curva, a

partir de coeficiente de extingdo molar de 1.000 M* cm™.

Nas condi¢oes
adotadas, o valor para controles nao-tratados foi 59,3 + 2,0 nmol de ferricianeto
reduzido s* (mg de clorofila)* em 36 preparaces independentes de
suspensodes de cloroplastos.

Os compostos 4a-4q, 5a-5g, 6a-6g, 7a-7g e 8h-8qg foram dissolvidos em
DMSO, de modo a obter solucdes cujos valores de concentracdo foram de 25
mmol L™* ou 50 mmol L. Em seguida, essas solucées foram convenientemente
diluidas com agua. A avaliagdo do efeito desses compostos, nas
concentracdes de 10 umol L™, sobre a reacéo de Hill foi conduzida via adicéo
desses compostos as suspensdes de cloroplastos preparadas como descrito
previamente neste capitulo. Os experimentos foram realizados em triplicata e

os resultados foram expressos como porcentagem dos controles ndo-tratados.

3.2. Ensaios biolégicos para avaliagdo da atividade dos compostos 4a-4q,
5a-5g, 6a-6g, 7a-7g, 8h e 8j-8q sobre o crescimento radicular e da parte
aérea de plantulas de pepino ( Cucumis sativus) e sorgo (Sorghum

bicolor)

3.2.1. Preparo das solucdes utilizadas no ensaio bi  olégico

Para o preparo das solugdes, 1,5 mg de determinado composto foi

dissolvido numa mistura de tween 80 (15 pL) e pentan-3-ona (3 pL). A
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suspensao resultante foi agitada por 1 minuto e transferida para um balédo
volumétrico de 15 mL. O volume foi completado com agua destilada para obter
uma concentracédo final de 100 ppm dos compostos, e a solugéo resultante foi

sonicada por 5 minutos.

3.2.2. Avaliagao da atividade dos compostos 4a-4q, 5a-5g, 6a-6g, 7a-7g, 8h
e 8j-8q sobre o crescimento radicular e da parte aé rea de plantulas de

pepino ( Cucumis sativus) e sorgo ( Sorghum bicolor)

O experimento foi conduzido com 50 tratamentos (compostos 4a-4q, 5a-
5g, 6a-6g, 7a-7g, 8h, 8j-8q, agua, controle negativo e herbicida) e em triplicata.
O composto 8i ndo foi avaliado devido a pequena quantidade desse material
disponivel para a realizacdo desse ensaio. O tratamento controle negativo
correspondeu a solugéo contendo apenas tween 80 e pentan-3-ona na mesma
concentracdo em que foram utilizados no preparo das solugdes. O herbicida
comercial utilizado foi Dual.

Cada tratamento foi composto por trés placas de Petri (8,0 cm de
didametro por 1,0 cm de altura), as quais inicialmente foram adicionados um
papel de germinacdo, 20 sementes de sorgo (Dow AgroSciences) ou pepino
(Topseed Garden) e posteriormente 5,0 mL da solucdo a 100 ppm de
determinado composto. No experimento controle negativo foi realizado o
mesmo processo, mas sem a presencga de algum composto.

As placas de Petri foram seladas e levadas a cAmara para germinacéo a
25 °C + 0,5 °C, onde permaneceram por sete dias. Apds esse periodo, mediu-
se o0 crescimento radicular e da parte aérea das plantulas utilizando-se o
programa Photomed 1.0. Foi calculada a média do crescimento radicular e da
parte aérea e suas porcentagens de inibicdo em relagdo ao tratamento
controle. Para comparacdo das médias, utilizou-se o teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
3.2.3. Avaliacéo da atividade herbicida dos compost  os 4k, 4n, 4p, 8l, 8p e

80 sobre a biomassa de raiz e parte aérea das plant as daninhas Corda-de-

viola (Ipomoea grandifolia) e Brachiaria ( Brachiaria decumbens)
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Os ensaios fitotoxicos preliminares com Sorghum bicolor e Cucumis
sativus indicaram que os compostos 4k, 4n, 4p, 8l, 8p e 8g apresentaram 0s
melhores resultados de inibicdo do crescimento da raiz e da parte aérea
dessas plantulas inibindo em mais de 30% o crescimento de uma dessas
partes. Desse modo esses compostos foram escolhidos para o ensaio fitotoxico
com plantas daninhas em casa de vegetacdo. Esses ensaios foram realizados
no Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa e foram
utilizadas duas plantas daninhas: Corda-de-viola (Ipomoea grandifolia) e
Brachiaria (Brachiaria decumbens), disponiveis na época dos testes.

O experimento foi conduzido com nove tratamentos (compostos 4k, 4n,
4p, 8l, 8p, 8q, agua, controle negativo e herbicida Dual) e em quatro
repeticbes. Os compostos foram avaliados a 100 ppm e as solu¢cbes foram
preparadas da mesma forma que aquelas utilizadas nos ensaios fitotoxicos
com sorgo e pepino.

Cada tratamento foi composto por quatro potes de plasticos (50 mL)
preenchidos com areia lavada (70 gramas) isenta de matéria organica. A cada
um desses potes foram adicionadas duas sementes de Ipomoea grandifolia ou
quatro sementes de Brachiaria decumbens previamente germinadas que foram
acondicionadas a aproximadamente um centimetro de profundidade. Em
seguida a areia de cada pote foi saturada pela adicdo de 5,0 mL da solucédo a
100 ppm com o composto a ser testado. No experimento controle negativo foi
realizado o mesmo processo, mas sem a presenca de algum composto. O
herbicida Dual foi utilizado como controle positivo.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo e aguadas sempre
que requerido para manter a umidade da areia. Além disso, foi adicionada
solucdo de Hoagland a meia forca em cada pote, trés vezes por semana
(BARBOSA et al., 2008).

Vinte e um dias apds a semeadura as plantas foram colhidas e as raizes
e parte aéreas foram separadas e secadas em estufa de ventilacdo forcada a
70 °C até peso constante. As massas secas foram determinadas e as
porcentagens de inibicdo da raiz e parte aérea foram calculadas em relacdo a
massa seca do respectivo controle. Para comparacdo das médias, utilizou-se o

teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4. Resultados e discussao

4.1. Ensaio de inibicdo da sintese de ATP

Os compostos 4a-4q, 5a-5g, 6a-6g, 7a-7g e 8h-8q (Figura 5) foram
avaliados in vitro junto a cloroplastos isolados de espinafre quanto a
capacidade de interferir no transporte de elétrons fotossintéticos (reacao de
Hill).

O/ O/
R; Br Ry Br
g0 O
. A
Q J
R, Rz
4a-4q 5a-59 6a-6g Ta-79
R1 R Ri R2 Ri R2 R1 R>
4a H p-CF3(2) 5a H p-CFs 6a H p-CFs 7aH p-CFs
4  Br m-Cl(2) 5b Br m-Cl 6b Br m-Cl 7b Br m-Cl 8i CI p-NO;
4c  Br p-Br(2) 5¢c Br p-Br 6¢c Br p-Br 7c Br p-Br 8] CI p-CFs
4d  CHs m-Cl (2) 5d CHz m-Cl 6d CHz m-Cl 7d CH; m-Cl 8k Cl m-NO;
4e CHs o-Cl (2) 5e CHj; o-Cl 6e CHjs; o-Cl 7e CHs o-Cl 8l Br p-CF3
4  Cl 0-Br(2) 5f CI o-Br 6f Cl o-Br 7f CI  0-Br 8m Br o0-Br
4g ClI m-OCHs (2) 5 CI m-OCHs 6g CI m-OCHs 79 CI m-OCHs  8n Br p-F
4h ClI p-F(2) 8o Br o-Cl
4i/4i" CI  p-NO, (Z+E) 8p Br m-OCHs
4j Cl p-CF3(2) 8gq Br m-F

4k Cl m-NO: (2)
4  Br p-CFs:(2)
4m Br 0-Br(2)

4n  Br p-F(2)

40 Br o0-Cl(2)

4p Br m-OCHs (2)
490 Br m-F(2)

Figura 5 - Estrutura dos compostos 4a-4q, 5a-5g, 6a-6g, 7a-7g e 8h-8q.

A Tabela 3 apresenta a atividade medida na presenca desses

compostos na concentracdo de 10 pM. Os valores foram expressos como
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porcentagem de inibicdo da taxa de reducdo de ferricianeto de potassio em
relacdo ao controle.

Dos 48 compostos avaliados, dez sé&o capazes de inibir a taxa de
reducdo de ferricianeto de potassio em mais de 20%, que correspondem as
substancias 4a, 4b, 4i/4i’, 4, 41, 4n, 5c, 5e, 5f e 80, sendo o tratamento mais
ativo a mistura de isbmeros 4i/4' que casou inibicdo de 62,2% dessa taxa. Seis
desses compostos correspondem aos analogos dos rubrolideos y-alquilideno-y-
lactonas (4a, 4b, 4i/41’, 4}, 4l e 4n), trés sdo y-hidroxi-y-lactamas (5c, 5e e 5f) e
uma piridazin-3(2H)-ona (80).

Como se observa, é possivel fazer uma breve relagdo da estrutura dos
compostos do grupo das y-alquilideno-y-lactonas com suas atividades nesse
ensaio. Os analogos aos rubrolideos 4a, 4h, 4i/47', 4j, 4l e 4n que contém
grupos retiradores de elétrons como nitro, trifluorometil ou fllior na posicao para
do anel do grupo benzilideno, levaram a uma inibicdo mais pronunciada do
transporte de elétrons fotossintéticos que os demais analogos que contém
esses grupos na posicdo meta desse anel, como € o caso de 4k e 4q.

BARBOSA et al. (2012) avaliaram os mesmos efeitos de y-alquilideno-y-
lactonas analogas aos rubrolideos e concluiram que os compostos mais
efetivos foram aqueles com grupo eletronegativo em suas estruturas, também
na posicdo para do anel do grupo benzilideno, o que esta de acordo com
observado no presente trabalho. No trabalho de BARBOSA et al. (2012) n&o
foram sintetizados e avaliados analogos com fortes grupos retiradores de
elétrons na posicdo meta do anel do grupo benzilideno, o que ndo permitiu a
comparagao com o presente trabalho.

Além disso, observa-se que a presenca das unidades y-alquilideno e y-
lactonas nos compostos mais ativos 4a, 4b, 4h, 4i/4i’, 4j, 4 e 4n sé&o
importantes para a manutencdo dessa atividade biolégica, uma vez que as
suas lactamas e piridazin-3(2H)-onas correspondentes apresentaram atividade

bioldgica reduzida.
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Tabela 3 - Avaliagéo in vitro da atividade fitotoxica dos compostos 4a-4q, 5a-
59, 6a-6g, 7a-7g e 8h-8g na concentracdo de 10 pM sobre a
reducdo do ferricianeto de potassio na presenca de cloroplastos

isolados de folhas de Spinacia oleracea

Composto Atividade Composto Atividade Composto Atividade
da 29,8+1,8 5a 0,7+1,7 7d 83+1,4
4b 20,8+1,2 5b 6,1+1,7 Te 129+0,9
4c 125+1,2 5c 258+2,1 7f N
4d 126 +5,6 5d 0,7+£2,0 79 N
4e 11,4+15 5e 20,2+2,0 8h N
4f 17,7+2,2 5f 28,1+15 8i 192+14
49 13,3+1,3 59 N* 8 18,8+0,8
4h 19,0+0,8 6a 7,0+1,6 8k 15+1,3

4i/4v 62,2+2,9 6b 10,7+0,9 8l 18,2+1,0
4 23,0+3,1 6c 6,9+2,1 8m 16,5+2,3
4k 84+45 6d 59+1,4 8n 126+1,0
4 248+5)9 6e 6,3+2,1 80 219+15
4m 7,6+6,3 6f N 8p 11,0+2,1
4n 253+15 69 7,3+1,0 8q 6,3+1,2
40 7,7+11,2 7a 10,8+0,6 Diuron 95,1 +0,7**
4p 6,3+0,7 7b N
4q 16,3+3,6 7c 106 +1,2

*N= nenhum efeito. **Valor obtido no trabalho de Teixeira et al. (2008).

Conforme se observa, os compostos 4a do presente trabalho e 22b,
relatado previamente e obtido por nosso grupo de pesquisa (BARBOSA et al.,
2012) correspondem a mesma molécula. Entretanto os resultados de inibi¢éo
do transporte de elétrons fotossintéticos para esses compostos sao diferentes,
ja que 22b foi mais ativo e apresentou ICso de 3,5 + 0,4 pmol L™ (Tabela 2, p.
207). Até o presente momento ndo se tem uma explicacdo clara para o
ocorrido, embora tenha sido observado que na realizagdo dos ensaios
biolégicos aqui apresentados, houve a formacdo de precipitado quando a
solucdo estoque em DMSO desses compostos foi diluida em agua, o que nao
havia ocorrido no ensaio com 22b. Portanto, essa diferenca de solubilidade
durante a realizacdo dos ensaios deve ser responsavel pela diferenca nas

atividades biol6gicas em questéao.
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4.2. Ensaio para avaliagcdo da atividade fitotoxica sobre o crescimento

radicular e da parte aérea de plantulas de pepinoe  sorgo

Os efeitos dos compostos 4a-4q, 5a-5g, 6a-6g, 7a-7g, 8h e 8j-8q sobre
o crescimento radicular e da parte aérea de sorgo (Sorghum bicolor) e pepino
(Cucumis sativus) realizados em placas de Petri na concentracdo de 100 ppm
sao apresentados na Tabela 4 e nas Figuras 6 e 7.

Inicialmente € importante mencionar que devido a baixa solubilidade em
agua desses compostos, mesmo utilizando-se diferentes formulagbes, os
mesmos nao foram avaliados em concentracdes maiores que 100 ppm.

Para as lactonas estudadas pode ser observado que na maioria dos
casos elas sao mais ativas contra Sorghum bicolor do que contra Cucumis
sativus e que apenas os compostos 4k, 4n e 4p foram capazes de inibir o
crescimento radicular de S. bicolor (Figuras 6 e 7) em mais de 30%. Apesar de
uma grande quantidade de lactonas terem sido avaliadas, ndo foi possivel
encontrar uma relacéo entre as atividades fitotOxicas e suas correspondentes
estruturas.

Uma boa seletividade contra as espécies testadas foi obtida para as y-
hidroxi-y-lactamas 5a-5g desde que esses compostos na maioria dos casos
exibem efeitos opostos contra o crescimento radicular dessas espécies, ja que
5b-5g inibem o crescimento da raiz de S. bicolor (Tabela 4 e Figura 6)
enguanto 5c-5g induzem o crescimento da raiz de C. sativus. Esses resultados
revelam que os analogos aos rubrolideos representam uma boa plataforma
estrutural para a descoberta de novos compostos seletivos com propriedades
fitotoxicas.

Os resultados obtidos para as (Z)-y-alquilideno-y-lactamas (6a-69) e (E)-
y-alquilideno-y-lactamas (7a-7g) revelam que ambas as classes de compostos
fracamente inibem essas espécies avaliadas nesses ensaios. A maioria desses
compostos induz o comprimento da raiz e a parte aérea de S. bicolor e C.
sativus (Tabela 4 e Figuras 6 e 7). As indugcbes mais expressivas foram obtidas
para as lactamas 6f, 6g, 7e e 7f que induzem até 53,8% da parte aérea de S.

bicolor na concentracéo de 100 ppm.
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Os resultados obtidos com as piridazin-3(2H)-onas a 100 ppm mostram
gue os compostos 8h, 8n, 8p e 8g sé&o os mais ativos sobre o crescimento da
raiz de sorgo, inibindo-a em mais de 20%, ndo apresentando resultados que
diferissem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Dentre esses compostos mencionados 0 mais ativo € 8q, pois inibiu em 51,5%
0 crescimento dessa raiz, valor préximo daquele observado para o herbicida
(Dual) utilizado como controle positivo, que foi de 60,6%. Esse mesmo
composto também foi o mais ativo contra o crescimento da parte aérea dessa
plantula, inibindo-a em 25,6%, ao contrario de 8j, 8k e 8n que a induziram na
faixa de 20,3% a 24,9%.
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Tabela 4 - Efeito dos compostos 4a-4q, 5a-5g, 6a-6g, 7a-7g, 8h e 8j-8q na
concentracéo de 100 ppm sobre o crescimento radicular e da parte
aérea de plantulas de pepino e sorgo

Sorghum bicolor Cucumis sativus
Compr. Comopr.
Comp. Cgr;gr. Inib. Parte Inib. Cg;isr' Inib. Parte Inib.
(mm)° (%) aérea (%) (mm)® (%) aérea (%)
(mm)® (mm)*
Agua 42,0 abcd - 62,3 ab - 38,5 abc - 42,3 abc -
Controle 41,7 abcd - 51,6 ab - 39,9 abc - 38,6 abcd -
4a 36,5abcd 124 58,0ab -12,5 46,1 abc -15,6 38,3abcd 0,8
4b 36,4abcd 12,8 538ab -4,3 389abc 25 40,8 abc  -5,7
4c 46,0 abcd -10,3 60,7ab -17,8 33,9abc 150 36,3abcd 6,0

4d 352abcd 155 533ab -34 39,9 abc 0,1 37,7 abcd 2,3
4e 35,3abcd 153 532ab -3,2 38,7abc 3,1 38,6 abcd 0,0
4f 41,8abcd -0,3 61,1ab -185 39,2abc 1,7 40,4 abc  -4,6
49 30,5abcd 27,0 448ab 131 345abc 134 33,0abcd 145

4h 30,9abcd 259 446ab 134 386abc 34 42,0 abc  -8,7
4i/47 32,3abcd 22,6 428ab 17,1 354abc 11,4 350abcd 9,4
4j 34,7abcd 16,8 526ab -2,0 351abc 12,1 339abcd 12,1
4k 27,7bcd 33,5 369b 284 34,2abc 14,3 37,4abcd 3,2
4] 39,1 abcd 6,3 54,7ab -6,1 36,9 abc 7.4 37,3abcd 3,3
4m 38,6 abcd 7.4 56,4ab -9,3 38,6 abc 3,2 34,7 abcd 10,2
4n 28,9 bcd 30,7 42,0ab 18,6 354abc 114 36,0abcd 6,7
40 33,2abcd 20,3 45, 7ab 11,3 33,2 bc 16,8 31,0 abcd 19,7
4p 27,2bcd 34,8 428ab 17,0 37,4abc 6,2 39,8abc  -3,2
4q 33,2abcd 20,3 47,1ab 8,6 42,8abc  -7,2 40,8 abc  -5,7
5a 47,3 abcd -13,3 649ab -258 39,2abc 1,7 36,0 abcd 6,7
5b 34,2abcd 18,1 52,0ab -0,9 33,1bc 16,9 37, 7abcd 2.2

5c 36,9abcd 116 545ab -5,6 428abc  -7,3 44,9 ab -16,4
5d 31,7abcd 24,1 576ab -11,8 46,2 abc -15,8 42,2 abc -9,4
5e 32,4abcd 22,3 53,1ab -3,0 46,8 abc -17,4 45,7 ab -18,4
5f 37,3abcd 106 46,1ab 10,6 429 abc -7,5 42,2 abc -9,3
5g 299bcd 284 592ab -14,9 43,6 abc  -9,2 43,7ab  -13,3
6a 36,9abcd 115 549ab -65 38,0abc 4,7 35,6 abcd 7,9

6b 41,8abcd -02 51,2ab 0,8 40,6 abc  -1,7 41,3abc  -6,9

6c 38,3 abcd 8,1 556ab -7,8 488ab -22,3 41,4 abc -7,3

6d 35,1abcd 158 56,0ab -8,6 39,3abc 1,6 41,8abc  -8,3

6e 33,7abcd 19,3 48,0ab 6,8 50,0 ab  -25,2 46,2 ab -19,6
Continua...
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Tabela 4 - Cont.
6f 53,3 ab -27,7 65,6ab -27,1 50,8ab -27,4 47,9 a -24,2
69 52,4abc -259 63,4ab -22,9 455abc -14,0 47,1 ab -22,0
7a 41,2 abcd 1,4 63,7ab -23,6 43,6 abc  -9,6 34,5abcd 10,6
7b 36,9abcd 115 552ab -7,1 42,6 abc -6,8 48,6 a -25,8

7c 48,6 abcd -16,6 59,9ab -16,2 54,2 a -35,8 47,1 ab -22,0
7d 32,6 abcd 21,9 457ab 11,3 425abc -6,6 42,0 abc -8,8
7e 62,3 a -49,4 79,3a -53,8 454 abc -13,8 41,4 abc -7,2

7f 47,4 abcd -13,7 67,5ab -30,9 50,2ab -25,9 45,2 ab -17,2
79 455abcd -90 57,2ab -10,9 454 abc -13,9 39,7abcd -2,7

8h 31,6 abcd 24,2 47,9ab 7,1 39,6 abc 0,6 40,0 abc -3,8
8j 415abcd 06 62,0ab -20,3 34,0abc 149 28,2bcd 26,9
8k 41,2 abcd 11 63,7ab -23,5 351abc 12,1 30,7abcd 20,5
8l 38,7abcd 7,3 532ab -31 27,3cd 316 24,5 cd 36,6

8m 38,7 abcd 7.1 446ab 135 41,5abc  -3,9 35,5 abcd 8,0
8n 322abcd 22,8 64,4ab -249 36,7 abc 8,0 33,7abcd 12,0

80 35,8abcd 14,2 474ab 8,0 451 abc -13,0 41,6 abc -7,8
8p 28,1 bcd 326 46,2ab 10,3 39,5 abc 11 35,2 abcd 8,8
8q 20,2 cd 515 384ab 256 435abc -9,0 39,5abcd -2/4
Herbicida 16,4 d 60,6 299b 421 125d 68,7 20,8d 46,1

®Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
Comp.= composto, compr.= comprimento, inib.= inibicao.
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Figura 6 - Efeito dos compostos 4a-4q, 5a-5g, 6a-6g, 7a-7g, 8h e 8j-8q na concentracdo de 100 ppm sobre o crescimento

radicular e da parte aérea de plantulas de Sorghum bicolor, sete dias apdés a semeadura.
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Figura 7 - Efeito dos compostos 4a-4q, 5a-5g, 6a-6g, 7a-7g, 8h e 8j-8q na concentracdo de 100 ppm sobre o crescimento

radicular e da parte aérea de plantulas de Cucumis sativus, sete dias ap0s a semeadura.
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A analise dos ensaios das piridazin-3(2H)-onas com pepino mostra que
alguns compostos tiveram as atividades biologicas invertidas em relagdo
aguelas obtidas com sorgo, 0 que mostra a seletividade dessas moléculas.
Como ocorre com 0s compostos 8o e 8q que inibem o crescimento radicular de
sorgo, mas estimulam esse crescimento nas plantulas de pepino em 13,0% e
9,0%, respectivamente.

Ja os compostos 8j, 8k e 8| que pouco inibem o crescimento radicular de
sorgo e estimulam o crescimento de sua parte aérea, atuam como os inibidores
mais ativos de pepino, ja que inibem o crescimento radicular dessa espécie em
14,9%, 12,1% e 31,6%, respectivamente e o crescimento da parte aérea da
mesma espécie em 26,9%, 20,5% e 36,6%, respectivamente.

Uma caracteristica comum a esses compostos é que eles sdo 0s Unicos
dentre os compostos avaliados que possuem em comum 0S grupos retiradores
de elétrons nitro e trifluorometil na unidade benzilideno. Novamente, assim
como no ensaio de reducéo da taxa de transporte de elétrons dirigido pela luz
em cloroplastos utilizando-se as y-alquilideno-y-lactonas, esses grupos também
sao responsaveis pela maior atividade biologica das piridazin-3(2H)-onas sobre

a inibicdo do crescimento da raiz e parte aérea de plantulas de pepino.

4.3. Avaliagao da atividade herbicida sobre a bioma ssa de raiz e parte
aérea das plantas daninhas Corda-de-viola ( Ipomoea grandifolia) e

Brachiaria ( Brachiaria decumbens)

Considerando que as melhores atividades fitotbxicas sobre o
crescimento radicular e da parte aérea de Sorghum bicolor e Cucumis sativus
foram obtidas para os compostos 4k, 4n, 4p, 8l, 8p e 8q, esses compostos
foram escolhidos para os ensaios com plantas daninhas corda-de-viola
(Iromoea grandifolia) e brachiaria (Brachiaria decumbens) em casa de
vegetacao.

Os resultados da avaliacdo da atividade fitotoxica desses compostos
na concentracdo de 100 ppm mostrou que as lactonas 4k, 4n e 4p foram
menos ativas contra Brachiaria decumbens em relacdo as piridazin-3(2H)-onas
8l, 8p e 8q (Tabela 5). O melhor resultado contra B. decumbens foi obtido para

80 que inibiu a biomassa da raiz dessa espécie em 41,7% e da parte aérea em
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28,6%. A Figura 8 mostra os resultados obtidos para 8g no ensaio com B.
decumbens. Na mesma figura € também apresentado o efeito do herbicida
Dual utilizado nesse ensaio como controle positivo. A escolha desse herbicida
foi feita pelo fato de que ele € utilizado na pré-emergéncia de plantas daninhas

(SILVA e SILVA, 2007). Sua formula estrutural é apresentada na Figura 9.

Tabela 5 - Efeito dos compostos 4k, 4n, 4p, 8|, 8p e 8g sobre o crescimento
de Ipomoea grandifolia e Brachiaria decumbens em casa de

vegetacdo durante 21 dias

Brachiaria decumbens Ipomoea grandifolia
Massa Massa
Massa : . Massa . :
Comp. raiz Inib. parte Inib. raiz Inib. parte Inib.
(mg)* (%) aérea (%) (mg)* (%) aérea (%)
(mg)® (mg)®
Agua 92,8 bc - 94,1 ab - 19,0 abc - 75,4 abc -
Controle  127,0 ab - 88,5 ab - 25,0 abc - 83,0 ab -
4k 1846a -453 928ab -48 46,1a -845 97,0 a -16,8
4n 104,7abc 175 839ab 52 248abc 1,0 67,0abc 19,3
4p 161,5ab -27,1 103,5a -16,9 17,8 abc 28,8 54,7 bcd 34,1
8l 103,0 abc 18,9 950a -7,3 36,1ab -44,3 80,5abc 3,0
8p 945abc 256 79,7ab 99 147bc 413 73,7abc 11,3
8q 74,1 be 41,7 63,2b 28,6 6,0c 76,0 43,2 cd 48,0
Dual 28,7¢ 77,4 20c 98 19¢c 92,4 27,6 d 66,7

*Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade
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Figura 8 - Efeito fitotoxico de 8gq na concentracdo de 100 ppm contra B.

decumbens em casa de vegetacao por 21 dias.

N\ —
/< Z N N—N
N N
/_< H,oN (0]
_ Cl
F5;C
Dual Chloridazon Norflurazon

Figura 9 - Estrutura dos herbicidas comerciais Dual, Chloridazon e Norflurazon.

Nos ensaios realizados com |. grandifolia foi possivel perceber que a
lactona 4k também estimula o crescimento dessa espécie assim como o de B.
decumbens. Entre os analogos aos rubrolideos testados contra B. decumbens
0 composto mais ativo foi 4p, capaz de inibir o desenvolvimento da parte aérea
dessa espécie em 34,1%. A Figura 10 mostra que as plantas de B. decumbens
utilizadas no ensaio com 4p apresentaram as folhas levemente amareladas,

indicando que esse composto causa clorose nessas folhas.
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Herbicida

Figura 10 - Efeito fitotoxico de 4p na concentragdo de 100 ppm sobre I.

grandifolia em casa de vegetacao por 21 dias.

Entre as piridazin-3(2H)-onas avaliadas 8| promoveu indugédo de
biomassa da raiz de |. grandifolia em 44,3%. Novamente, dentre todos os
compostos avaliados nesse ensaio, 8q também foi o mais ativo inibindo a
producdo de biomassa da raiz e da parte aérea de |. grandifolia em 76,0% e
48,0%, respectivamente, conforme pode ser visto na Figura 11.

Os resultados obtidos nesse bioensaio reforcam o0 uso das piridazin-
3(2H)-onas na busca por novos agentes fitotoxicos, como € o caso dos
herbicidas comerciais Chloridazon e Norflurazon (Figura 9) que séo utilizados
como herbicidas pré-emergentes nas culturas de beterraba e citricos,
respectivamente (SUWALSKY et al.,, 1998; MAES, 2007; LEBARON et al.,
2008).

Figura 11 - Efeito fitotoxico de 8g na concentracdo de 100 ppm sobre |I.

grandifolia em casa de vegetacédo por 21 dias.
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5. Conclusao

Os resultados dos ensaios de avaliacdo da atividade fitotoxica dos
compostos 4a-4q, 5a-5g, 6a-6g, 7a-7g e 8h-8q sobre a inibicdo do transporte
de elétrons fotossintéticos mostraram que as y-alquilideno-y-lactonas analogas
aos rubrolideos correspondem a classe de compostos, dentre as avaliadas,
gue mais sao capazes de interferir nesse processo.

Os resultados mostraram que os analogos aos rubrolideos 4a, 4h, 4i/41,
4j, 41 e 4n que contém grupos retiradores de elétrons como nitro, trifluorometil
ou fldor na posicédo para do anel do grupo benzilideno levaram a uma inibicéo
mais pronunciada do transporte de elétrons fotossintéticos que os demais
analogos que contém esses grupos na posicao meta desse anel. Além disso,
ficou evidente que a presenca das unidades y-alquilideno e y-lactonas nesses
compostos é essencial para a manutencao dessa atividade biologica, uma vez
que houve perda da atividade biologica das lactamas e piridazin-3(2H)-onas
correspondentes.

Ja os resultados sobre o desenvolvimento da parte aérea e do sistema
radicular de plantulas de sorgo e de pepino com esses compostos mostraram
que alguns deles sdo ativos, além de apresentarem seletividade, como obtido
para algumas y-hidroxi-y-lactamas e piridazin-3(2H)-onas. Como exemplo o0s
compostos 80 e 8q que inibiram o crescimento radicular de plantulas de sorgo,
mas o induziram em pepino, e os compostos 8] e 8k que inibiram o crescimento
da parte aérea de plantulas de pepino, mas a induziram em sorgo.

O bioensaio de avaliacdo da atividade herbicida pré-emergente sobre
Ipomoea grandifolia e Brachiaria decumbens mostrou que as piridazin-3(2H)-
onas 8l, 8p e 8q foram as mais ativas reforcando o uso dessa classe de

compostos na busca de novos herbicidas.
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