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RESUMO

PINHEIRO, Patricia Fontes, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro
de 2009. Estudo da relagao quantitativa estrutura quimica-atividade
biolégica de compostos analogos aos nostoclideos e sintese de novos
y-alquilidenobutenolideos. Orientador: Luiz Claudio de Almeida Barbosa.
Coorientadores: Anténio Jacinto Demuner e Célia Regina Alvares Maltha.

Os nostoclideos sdo substancias naturais isolados de uma alga verde-
azul, Nostoc sp., encontrada em um liquen denominado Peltigera canina. Eles
pertencem a classe de compostos conhecidos como j~alquilidenobutenolideos.
Os nostoclideos vém sendo utilizados como compostos-modelo objetivando a
descoberta de novos herbicidas. Compostos do tipo 3-benzil-5-arilidenofuran-2-
(5H)-onas, analogos aos nostoclideos, desprovidos do grupo isopropila, foram
sintetizados, e a atividade fitotdxica dessas substancais foi avaliada in vitro
quanto a sua capacidade de interferir no transporte de elétrons, dirigido pela luz
da agua para o oxidante nao-biolégico ferricianeto de potassio. Para esse
experimento, foram usados cloroplastos isolados de espinafre (Spinacia
oleracea). No presente trabalho, foram buscados um entendimento dos
diferentes parametros envolvidos na correlacdo entre estrutura quimica de
diferentes analogos aos nostoclideos ja descritos na literatura bem como sua
atividade biolégica (capacidade dos analogos de interferirem com o transporte
de elétrons em cloroplastos isolados de espinafre). Para tal propdsito, foi usado
o software CODESSA (COmprehensive DEscriptores for Structural and
Statistical Analysis). Foram desenvolvidos dois modelos matematicos, e, em
ambos os modelos, o descritor de maior significancia estatistica selecionado foi
o ‘Image of the Onasager-Kirkwood solvation energy’ (SEok), que relaciona de
forma indireta a atividade fitotoxica com a polaridade das moléculas. Na
presente pesquisa, compostos analogos aos nostoclideos contendo o grupo

isopropila na posigédo 4 do anel lacténico foram sintetizados, a fim de avaliar o
XXiii



seu impacto na atividade biologica. Para a sintese desses compostos, o
composto 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona foi utilizado como material de partida.
Esse composto, na presenga de brometo de isopropil magnésio, iodeto de
cobre e cloreto de trimetilsilano, propiciou a sintese do composto 3-bromo-4-
isopropilfuran-2(5H)-ona, com 48% de rendimento. As condi¢gdes reacionais
para a sintese do referido composto foram otimizadas. Os rendimentos foram
calculados pelo Método do Padr&o Interno utilizando cromatografia gasosa. O
composto 3-benzil-4-isopropilfuran-2(5H)-ona, reagente usado na sintese dos
analogos aos nostoclideos, foi sintetizado, a partir da lactona 3-bromo-4-
isopropilfuran-2(5H)-ona, pelo acoplamento de Negishi, utilizando-se o
Pd(PPh); em DMF:THF/1:1, tendo sido o referido composto obtido com 36%
de rendimento. Posteriormente, a substéncia 3-benzil-4-isopropilfuran-2(5H)-
ona foi submetida a reacdes de alquilidenacdo com aldeidos aromaticos
diferentemente substituidos. As reacbdes foram realizadas na presenca de
diisopropiletilamina (DIPEA) e trifluorometanossulfonato de tert-butildimetilsilila
(TBDMSOTTf), em temperatura ambiente. Os intermediarios aldolicos obtidos
foram tratados com 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno (DBU) sob condi¢des de
refluxo, resultando na obtencdo de 5 substancias analogas aos nostoclideos,
com rendimentos variando de 22-86%. Novos jalquilidenobutenolideos
pertencentes a classe das 3,4-dialo-5-arilidenofuran-2(5H)-onas foram
preparados a partir das lactonas 3,4-dialofuran-2(5H)-onas e diferentes
aldeidos aromaticos pela reagdo de alquilidenacdo ja mencionada. Compostos
analogos aos nostoclideos, as 3,4-dialo-5-arilidenofuran-2(5H)-onas e diversas
lactonas precursoras, foram avaliados in vitro quanto a capacidade em inibir o
crescimento de trés espécies de bactérias, E. coli, S. aureus e B. cereus, pelo
teste de disco-difusdo. Os analogos aos nostoclideos testados nao
apresentaram inibicdo frente a nenhuma das bactérias testadas. Os compostos
pertencentes a classe das 3,4-dialo-5-arilidenofuran-2(5H)-onas e as lactonas
3,4-dibromofuran-2(5H)-ona e  3,4-diclorofuran-2(5H)-ona  apresentaram
inibicdo frente as distintas bactérias, sendo considerados potenciais agentes

antimicrobianos.
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ABSTRACT

PINHEIRO, Patricia Fontes, D. Sc., Universidade Federal de Vigcosa, October,
2009. Study of the quantitative relationship chemical structure-
biological activity of analogous compounds to nostoclides and
synthesis of new jalkylidenebutenolides. Adviser: Luiz Claudio de
Almeida Barbosa. Co-Advisers: Anténio Jacinto Demuner and Célia Regina
Alvares Maltha.

Nostoclides are natural substances isolated from blue-green seaweed,
Nostoc sp., found in a lichen called Peltigera canina. They belong to the class of
compounds known as j~alkylidenebutenolides. Nostoclides have been used as
model compounds aimed the discovery of new herbicides. Compounds 3-
benzyl-5-arylidenefuran-2-(5H)-ones, analogues to nostoclides devoid of the
isopropyl group were synthesized and phytotoxicity of these compounds was
evaluated in vitro for their ability to interfere in electron transport directed by
light, water to the non-biological oxidant potassium ferricyanide. For this
experiment were used chloroplasts isolated from spinach (Spinacia oleracea).
In this study, we look for an understanding of the different parameters involved
in the correlation between chemical structure of different analogues nostoclides
to those described in the literature and biological activity (ability of analogues to
interfere with electron transport in chloroplasts isolated from spinach) of these
compounds. For this purpose, we used the software CODESSA
(COmprehensive DEscriptors for Structural and Statistical Analysis). We
developed two mathematical models, in both models, the descriptor of greater
significance was selected 'Image of the Onasager-Kirkwood solvation energy'
(SEok), which relates indirectly to phytotoxicity with the polarity of the
molecules. In the present investigation, compounds analogues to nostoclides
containing the isopropyl group in position 4 of the lactone ring were synthesized

in order to assess the impact of this in the biological activity. For the synthesis
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of these compounds, compound 3,4-dibromofuran-2(5H)-one was used as
starting material. This compound in the presence of isopropyl magnesium
bromide, copper iodide and chloride trimethylsilane, led to the synthesis of
compound 3-bromo-4-isopropylfuran-2(5H)-one, with 48% yield. The reaction
conditions for the synthesis of this compound were optimized. Yields were
calculated by the Internal Standard Method using gas chromatography. The
compound 3-benzyl-4-isopropylfuran-2(5H)-one, reagent used in the synthesis
of analogues to nostoclides, was synthesized from the lactone 3-bromo-4-
isopropylfuran-2 (5H)-one by Negishi coupling, using Pd(PPh) in DMF:THF/1:1,
this compound was obtained with 36% vyield. Subsequently, the substance 3-
benzyl-4-isopropylfuran-2 (5H)-one was subjected to alkylidenation reactions
with differently substituted aromatic aldehydes. Reactions were performed in
the presence of diisopropylethylamine (DIPEA) and trifluoromethanesulfonate of
tert-butyldimethylsille (TBDMSOTf), at room temperature. The aldol
intermediate obtained were treated with 1,8-diazabicyclo[5.4.0]lundec-7-ene
(DBU) under reflux conditions, which resulted in 5 analogues nostoclides
substances, with yields ranging from 22-86%. New jalkylidenebutenolides
belonging to the class of 3,4-dihalo-5-arylidenefuran-2(5H)-ones were prepared
from the lactones 3,4-dihalofuran-2(5H)-ones and different aromatic aldehydes
by alkylidenation reaction already mentioned. Compounds analogues to
nostoclides as 3,4-dihalo-5-arylidenefuran-2(5H)-ones and several lactones
precursors were evaluated in vitro for their ability to inhibit the growth of three
species of bacteria, E. coli, S. aureus and B. cereus, testing by disk-diffusion.
Analogues to nostoclides tested showed no inhibition to none of the bacteria
tested. The compounds belonging to the class of 3,4-dihalo-5-arylidenefuran-2
(5H)-ones and lactones 3,4-dibromofuran-2(5H)-one and 3,4-dichlorofuran-2
(5H)-one showed inhibition against the different bacteria and they are

considered potential antimicrobial agents.
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INTRODUGAO GERAL

1. Agricultura no Brasil e o uso de Agroquimicos

O Brasil ocupa posicao de destaque no cenario internacional no tocante
a produgao agricola. O pais é o maior exportador de café, cana, agucar, alcool
e sucos de frutas; o segundo maior produtor de soja, milho, carne e frango,
além de possuir o maior rebanho bovino do mundo. O Brasil lidera ainda o
ranking das vendas externas de soja, carne bovina, carne de frango, tabaco,
couro e calcados de couro. Arroz, frutas frescas, cacau, castanhas, nozes,
além de suinos e pescados, sdo outros destaques do agronegdcio brasileiro
(VELASCO e CAPANEMA, 2006).

Cerca de um terco do PIB brasileiro € gerado pelo agronegdcio, um
setor responsavel pelo emprego de 37% da mao-de-obra economicamente
ativa do pais, além de corresponder a 40% das exportacbes nacionais,
sustentando um saldo positivo na balanga comercial brasileira por varios anos
consecutivos (BRITTO, 2009).

Dados recentes, a respeito da produgao brasileira de graos, apontam
recorde historico de 144,1 milhdes de toneladas na safra 2007/08. O resultado
foi 8,5% maior que o do ciclo 2006/07, de 131,8 milhdes de toneladas
(CONAB, 2009).

De acordo com previsdes estatisticas, o Brasil colhera na safra 2008/09
quase 10 milhdes de toneladas de graos a menos que no ciclo passado, uma
queda de 6,9% na colheita, devido a adversidades climaticas. Contudo, a
produgdo de arroz registrara crescimento, 12,7 milhdes de toneladas, um
recorde nacional. O melhor resultado até ent&do foi registrado na temporada
anterior, com 12,1 milhdes de toneladas (CONAB, 2009).



Para estimular o crescimento sustentavel da agropecuaria brasileira, o
governo federal destinara R$ 107,5 bilhdes ao setor por meio do Plano
Agricola e Pecuario (PAP) 2009/2010. O total representa 37% a mais de
recursos para o crédito agricola em relagdo & safra 2008/2009 (MINISTERIO
DA AGRICULTURA, 2009).

A agropecuaria do Brasil se converteu numa das mais eficientes e mais
competitivas do mundo, gragas a modernizagao verificada nos ultimos 30 anos
(BRITTO, 2009). O crescimento do pais no setor agropecuario pode ser
atribuido, em grande parte, ao desenvolvimento cientifico-tecnolégico e ao
emprego de técnicas modernas como a utilizagdo de maquinas agricolas, dos
fertilizantes e dos agroquimicos (VELASCO e CAPANEMA, 2006; CONAB,
2009).

A evolugédo da producgdo de graos e da ocupagao das terras agricolas
brasileiras com estas culturas, de 1980 a 2008, & apresentada na Figura 1.
Neste periodo, a produgdo cresceu mais significativamente que a area
cultivada com as culturas, evidenciando os avangos tecnologicos que

determinaram aumentos nos rendimentos médios da producgao (IBGE, 2009).
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Fonte: IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica).

Figura 1 - Producao de cereais, leguminosa e oleaginosas no Brasil —
Periodo 1980 a 2008.

O uso de agroquimicos no controle de pragas nas diversas culturas &

de fundamental importdncia na manutencdo da produtividade e da
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rentabilidade do agronegdcio brasileiro. Agroquimico quer dizer 0 mesmo que
defensivo agricola, agrotoxico, pesticida, praguicida ou biocida. Os termos
agroquimicos e defensivos agricolas sdo, normalmente, utilizados pelo setor
industrial, enquanto os demais sdo empregados por agricultores, ecologistas e
pesquisadores (MARTINS, 2000).

Dependendo do propdsito para o qual os agroquimicos s&o usados,
eles sdo divididos em grupos: acaricidas, fungicidas, herbicidas, inseticidas,
entre outros (Tabela 1) (MELNIKOV, 1971).

Tabela 1 - Classificagdo dos agroquimicos quanto as pragas controladas

Grupo de Agroquimicos Pragas Controladas
Acaricidas Acaro, aranhas, carrapato
Bactericidas Bactérias
Fungicidas Fungo
Herbicidas Planta daninha
Inseticidas Insetos
Miticidas Minusculo parasita
Moluscocidas Caracol, lesma
Nematicidas Nematodides
Rodenticidas Roedores

O consumo de agroquimicos no Brasil, dentro de cada classe,
assemelha-se ao verificado no mundo, sendo que os herbicidas respondem
por cerca de 51%, os inseticidas, por 24% e os fungicidas, por 18% do total
das vendas (VELASCO e CAPANEMA, 2006).

2. A Importancia dos Herbicidas na Agricultura

O controle de plantas daninhas € uma pratica de elevada importancia
para a obtencao de altos rendimentos em qualquer exploragao agricola e tao
antiga quanto a prépria agricultura (EMBRAPA, 2009). Apos a fase historica
em que o controle era feito manualmente ou com auxilio de ferramentas,
surgiram, no inicio do século XX, os primeiros relatos da utilizacdo de

substancias quimicas para o0 manejo de plantas daninhas (BARBOSA, 2004).
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O controle quimico de plantas daninhas teve inicio em 1900, quando
Bonnet (Franga), Shultz (Alemanha) e Bolley (EUA) evidenciaram a acao dos
sais de cobre sobre algumas espécies dicotiledoneas (folhas largas). Em
1908, o sulfato ferroso foi avaliado por Bolley, nos Estados Unidos, para
controle de folhas largas na cultura do trigo. A descoberta, em 1942 por
Zimmerman e Hitchock nos Estados Unidos, do acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D), marcou o inicio do controle quimico de plantas daninhas em escala
comercial. Cabe salientar que o 2,4-D serviu de inspiracado para a sintese de
outros derivados, como, por exemplo, o 2,4-DB e o 2,4,5-T, também usados
no controle de plantas daninhas (Figura 2). A partir de 1950, foram
descobertos novos grupos quimicos de herbicidas como as amidas (1952), os
carbamatos (1951) e as triazinas simétricas (1956) (BARBOSA, 2004).

OCH,COOH O(CH,);COCH
Cl Cl
Cl Cl
Acido 2,4-diclorofenoxiacético Acido 4-(2,4-diclorofenoxi)butirico
2,4-D 2,4-DB
OCH,COOH
Cl
Cl
Cl
Acido 2,4,5-triclorofenoxiacético
2,4,5-T

Figura 2 - Estrutura do acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e derivados.

Devido ao grande desenvolvimento da area de controle quimico de
plantas daninhas, em 1956, nos Estados Unidos, foi criada a Weed Science
Society of América - WSSA, e em 1963, no Brasil, foi fundada a Sociedade
Brasileira de Herbicidas e Plantas Daninhas (SBHPD), hoje Sociedade
Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas (SBCPD), que se reune de dois
em dois anos em congresso nacional para discutir os avangos da area de

plantas daninhas e seu controle (SILVA et al., 2007).



As pesquisas desenvolvidas no campo do controle de plantas daninhas
objetivam a obtencao de herbicidas que sejam mais eficazes, mais seguros
para 0 homem e para o meio ambiente. Também sao areas de interesse,
dentre outras, o controle biolégico, a alelopatia, bem como a tecnologia de
aplicacao de herbicidas, que tem evoluido muito nos ultimos anos (SILVA et
al., 2007).

A utilizagdo de herbicidas visa a aumentar os rendimentos no setor
agricola, sendo uma componente chave no manejo integrado de plantas
daninhas. Sem o uso dos herbicidas, a mao-de-obra corresponderia ao
principal custo da produc¢ao (MACIAS et al., 2000).

3. Resisténcia das Plantas Daninhas aos Herbicidas

Devido a maior facilidade no controle de plantas daninhas e por
proporcionarem uma diminuicdo nos custos de producdo, os herbicidas tém
sido utilizados de forma indiscriminada. Como consequéncia, 0 uso
inadequado dessas substancias provocou incidéncia crescente de resisténcia
nas plantas daninhas (SAXENA e PANDEY, 2001).

A aplicagdo de um mesmo herbicida repetidas vezes exerce uma pressao
de selecdo que leva ao aumento do numero de individuos resistentes na
populacdo. Consequentemente, a populacdo de plantas resistentes pode
aumentar até o ponto de comprometer o nivel de controle (HRAC, 1998).

A Weed Science Society of America (WSSA, 2006) definiu resisténcia
de plantas daninhas a herbicidas como “a habilidade de uma planta sobreviver
e reproduzir apds exposicdo a uma dose de herbicida normalmente letal para
o bidtipo selvagem da planta” Esta implicito nesta definicdo que a
caracteristica de resisténcia a herbicidas de uma planta pode ser de
ocorréncia natural (selecionada em populagbes de plantas daninhas de
ocorréncia natural no campo) ou induzida por técnicas como engenharia
genética ou selegcao de variantes, produzidas por culturas de tecidos ou
mutagénesis (CHRISTOFFOLETI, 2008).

Existem pelo menos trés mecanismos gerais que podem explicar o
desenvolvimento de resisténcia a herbicidas e influenciar o modo de agéao
destes compostos: a) perda de afinidade do herbicida pelo local de agédo na

enzima; b) desintoxicagdo ou metabolizacdo do herbicida a substancias
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menos fitotdxicas; c) redugdo da concentragdo do herbicida no local de agao,
absorcao foliar e/ou translocacdo do herbicida pelo bidtipo resistente
(sequestro ou compartimentalizagdo). Dentre as pesquisas desenvolvidas
sobre este fendmeno no Brasil, sdo poucos os trabalhos relacionados com as
causas fisioldgicas e/ou bioquimicas do desenvolvimento de bidtipos
resistentes de plantas daninhas (CHRISTOFFOLETI, 2008).

O primeiro caso de resisténcia foi registrado ha pouco mais de 50 anos
e ja existem mais de 311 bidtipos de plantas, no mundo, que apresentam
resisténcia a um ou mais herbicidas (SILVA et al., 2007). Os primeiros casos
de resisténcia de plantas daninhas no Brasil foram documentados em 1996,
para as espécies Bidens pilosa, Euphorbia heterophylla e Brachiaria
plantaginea, envolvendo produtos inibidores das enzimas acetolactato sintase
(ALS) e acetilcoenzima A carboxilase (ACCase). Atualmente, observam-se
frequentes relatos sobre manifestagdes de resisténcia pelos agentes de
assisténcia técnica. E possivel que esteja havendo uma aceleracdo no
processo de disseminagao de bibtipos resistentes (GAZZIERO et al., 2003).

A resisténcia de plantas daninhas € um fendmeno em evolugdo no
Brasil e afeta a producao agricola devido as dificuldades que ela proporciona
no manejo das espécies daninhas. A resisténcia, em certos casos, pode
inviabilizar o uso de determinados herbicidas. Desse modo, ha necessidade
de implantagdo de outros métodos de controle, que na maioria das vezes séo
menos eficientes, chegando a afetar a produtividade da cultura e o custo do
seu manejo. Portanto, o problema da resisténcia de plantas daninhas aos
herbicidas pode ser minimizado por meio do uso de estratégias alternativas,
associadas ao emprego de outros métodos de controle. Somente pelo manejo
racional, com emprego de varios métodos de controle, € que a resisténcia
podera ser combatida, e a probabilidade do surgimento de novos casos
minimizada (VARGAS et al., 2007).

4. Novos Herbicidas a partir de Metabdlitos Secundarios

O problema da resisténcia de plantas daninhas e as constantes
preocupagdes com 0 meio ambiente motivam a busca por novos agentes
quimicos de controle de plantas daninhas (MACIAS et al., 2000). Dentro deste

contexto, os metabdlitos secundarios podem ser considerados uma
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alternativa. Metabdlitos secundarios produzidos e liberados por plantas,
bactérias e fungos estao envolvidos numa variedade de processos ecoldgicos,
nomeadamente como semioquimicos e aleloquimicos. Adicionalmente, além
das suas possiveis fungbdes ecoldgicas, muitos metabdlitos secundarios séo
fitotoxicos, constituindo uma fonte relativamente inexplorada de novos
herbicidas (DIAS e DIAS, 2007).

Um dos principais atrativos para a utilizacdo dos metabdlitos
secundarios na busca por novos herbicidas reside na possibilidade de
obtencdo de novas moléculas que atuam sobre novos sitios de acgao,
alternativos aos dos atuais herbicidas (DUKE et al., 2000a,b). Um exemplo
que pode ser usado para corroborar tal afirmacgao é a cinmetilina, um herbicida
analogo aos monoterpenos naturais 1,4-cineol e 1,8-cineol (eucaliptol). Na
cinmetilina, a cadeia lateral benzil-éter reduz a volatilidade da substancia,
comparativamente ao 1,8-cineol, tornando-a mais apropriada como herbicida
(Figura 3). O modo de ag&do da cinmetilina ainda ndo € completamente
conhecido, mas ha evidéncias experimentais de que esta substancia pode
atuar como um pro-herbicida. Neste caso, a quebra da cadeia lateral origina o
derivado hidroxilado 2-hidroxi-1,4-cineol que atua inibindo a enzima
asparagina sintetase, que corresponde a um novo sitio de acao dos
herbicidas. A pesquisa de compostos do metabolismo secundario com
atividade herbicida tem sido geralmente feita através da prospecg¢éo de grupos
de espécies e cultivares, seguida ou nao pelo isolamento e identificacdo dos
compostos ativos (ROMAGNI et al., 2000; DIAS e DIAS, 2007).

U

1,4-Cineol 1,8-Cineol
o (@]
O\)@ OH
b H
Cinmetilina Derivado hidroxilado da cinmetilina

Figura 3 - Estruturas quimicas dos monoterpenos 1,4-cineol, 1,8-cineol e
derivados.



@) organofosforado bialafos (também conhecido como
fosfonotriacilalanil alanina) € um tripeptideo obtido da fermentagcao do
actomiceto Streptomyces hygroscopis, atualmente utilizado como herbicida. O
bialafos é um pro-herbicida, sendo convertido nas plantas daninhas no
ingrediente ativo L-fosfonotricina (Figura 4). A substancia fosfonotricina é
também produzida sinteticamente como racemato (L- e D-fosfonotricina) e
comercializada em forma de sal de amoénico. Essa formulagdo, conhecida
como glufosinato, € comercializada com uma variedade de nomes, tais como:
Liberty®, Basta®, Ignite®, Challenge®, etc (BARBOSA et al., 2008; DAYAN et
al., 2009).

Q Q Ho § Q Q
HO-P NJ\WN%OH HO/,P\/\‘)J\OH
HaC : HsC
3 NH, B0 3 NH,
Bialafos Fosfonotricina

Figura 4 — Estruturas das substancias biafalos e fosfonotricina.

A relevancia ecologica dos metabdlitos secundarios no tocante a
fitotoxicidade estda bem estabelecida (DIAS e DIAS, 2007). Assim, eles
constituem uma fonte inspiradora para a obtengao de novos herbicidas, quer
para uso direto ou como substdncias-modelo para a sintese de novos

agroquimicos.

5. Atividade Fitotoxica dos Analogos aos Nostoclideos

Os nostoclideos | e Il (Figura 5) sdo metabdlitos secundarios que vém
sendo utilizados como compostos-modelo na busca por novos herbicidas
(TEIXEIRA, 2008; TEIXEIRA et al., 2008; ROCHA, 2007; BARBOSA et al,,
2007; BARBOSA et al., 2009).



(1a) R=Cl Nostoclideo |
(1b)R =H Nostoclideo Il

Figura 5 - Estrutura dos Nostoclideos | e Il.

Esses metabdlitos foram isolados a partir de uma alga verde-azul,
Nostoc sp., encontrada em um liquen denominado Peltigera canina (XUEMIN
et al., 1993). Eles pertencem a uma familia de compostos naturais conhecidos
genericamente como jalquilidenobutenolideos.

Os butenolideos correspondem a j-lactonas insaturadas, podendo
apresentar os anéis furan-2(5H)-ona (2a) e furan-2(3H)-ona (2b) (Figura 6).
Diversos compostos contendo a unidade estrutural furan-2-(5H)-ona (2a)
apresentam diversas atividades biolégicas, tais como antioxidante,
antiinflamatério, antitumoral, anti-HIV, antimicrobiana, antifungica, fitotoxica,
etc. (SOUZA, 2006).

Dentre os butenolideos, as substancias que apresentam a estrutura
geral 3 sdo conhecidas genericamente como j-alquilidenobutenolideos (Figura
6).

L:):O D=o F@zo

o) o) R o]
Furan-2(5H)-ona Furan-2(3H)-ona  y-alquilidenobutenolideos
(2a) (2b) 3)

Figura 6 - Estruturas dos butenolideos (2a e 2b) e estrutura geral dos
alquilidenobutenolideos (3).

Diversos compostos da classe dos j-alquilidenobutenolideos ja foram
isolados de diferentes fontes naturais e apresentaram importantes atividades
bioldgicas. A xerulina e seus derivados, os rubrolideos, o lissoclinolideo, os
goniobutenolideos, além dos nostoclideos (1) mencionados previamente, séo

exemplos desta classe de compostos.
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Os compostos xerulina (4a), acido xerulinico (4b) e deidroxerulina (5),
isoladas a partir de culturas de Xerula melanotricha, causam inibigdo na

sintese do colesterol (Figura 7) (KUHNT et al., 1990).

(5) Deidroxerulina

(4a) Xerulina R=CHs
(4b) Acido xerulinico R = COOH

Figura 7 - Estrutura da xerulina e derivados.
Os rubrolideos (6a-d) (Figura 8) sdo metabdlitos secundarios isolados

das espécies Ritterella rubra e Synoicum blochmanni e apresentam atividade
antimicrobiana (MIAO e ANDERSEN, 1991; BELLINA et al., 2001).

(6) Rubrolideos

Rubrolideo A: (6a) R=Z=H; K=L=X=Y=Br
L

Rubrolideo B: (6b) R=H; K=L=X=Y=Br; Z=CI
Rubrolideo C: (6¢) R=K=Y=Z=H; L=X=Br
Rubrolideo D: (6d) R=L=X=Z=H; K=Y=Br

Figura 8 - Estrutura dos rubrolideos A-D.

O lissoclinolideo (7) foi isolado a partir de Lissoclinum patella e exibe
atividade antitumoral in vitro (RICHARDSON e IRELAND, 2004). Os
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compostos goniobutenolideos A (8a) e B (8b) apresentam atividade citotoxica
(Figura 9) (FANG et al., 1991; KOTORA e NEGISHI, 1996).

HO
(7
Lissoclinolideo
- O
/ 6 / _
Ph OH Ph OH
(8a) (8b)
Goniobutenolideo A Goniobutenolideo B

Figura 9 - Estrutura do lissoclinolideo e dos goniobutenolideos.

A cianobacterina (9) (Figura 10), isolada da alga verde-azul Scytonema
hofmanni, € um composto fitotéxico (PIGNATELLO et al., 1983) que atua na
inibicdo do transporte de elétrons no fotossistema Il da fotossintese. A
cianobacterina apresenta elevada toxicidade para cianobactérias na
concentracdo de 5 umol L™, além de inibir o crescimento de muitas algas
eucaridticas e diversas espécies de monocotiledbneas e dicotiledbneas
(GLEASON e PORWOLL, 1986; GLEASON, 1990).

OMe
9)

Cianobacterina

Figura 10 - Estrutura da cianobacterina.

Uma analise da estrutura da cianobacterina e dos nostoclideos revela
que estas substancias sido estruturalmente semelhantes. Considerando-se

este fato e a comprovada fitotoxicidade da cianobacterina, decidiu-se
11



investigar a possivel fitotoxicidade relacionada aos nostoclideos. Trabalhos
publicados recentemente na literatura relatam a sintese e a avaliacdo da
atividade fitotoxica de 55 analogos aos nostoclideos, apresentando as
estruturas gerais mostradas na Figura 11 (TEIXEIRA, 2008; TEIXEIRA et al.,
2008; ROCHA, 2007; BARBOSA et al., 2007; BARBOSA et al., 2009).

34 compostos sintetizados 12 compostos sintetizados 9 compostos sintetizados

Figura 11 - Estruturas gerais de diferentes analogos aos nostoclideos
sintetizados.

Varios analogos dos tipos | e Il sdo capazes de inibir o transporte de
elétrons in vitro, dirigido da agua para o aceptor nao biolégico ferricianeto de
potassio (KsFe[CN]s), em cloroplastos isolados de espinafre (reagdo de Hill)
(TEIXEIRA, 2008; TEIXEIRA et al., 2008; ROCHA, 2007; BARBOSA et al.,
2007). Aspectos relevantes do processo de fotossintese e da reagao de Hill
serdao discutidos posteriormente. Além disso, demonstrou-se que o0s
compostos do tipo Il apresentaram efeito inibitério sobre o crescimento de
plantulas de Sorghum bicolor (sorgo) e Cucumis sativus (pepino) (BARBOSA
et al., 2009). Cabe destacar que os analogos dos tipos I, Il e lll ja sintetizados
e descritos na literatura sao desprovidos do grupo isopropila, uma
simplificac&o estrutural em relacdo aos nostoclideos (1) (Figura 5).

Embora se tenha demonstrado a fitotoxicidade desses varios
compostos, um estudo quantitativo da correlagéo entre sua atividade biolégica
e sua estrutura quimica seria relevante a fim de que se possa entender os
diferentes parametros ligados a atividade fitotoxica dessas substancias,
possibilitando assim um planejamento racional no tocante a sintese de novos

compostos que apresentem melhoria da atividade bioldgica.
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6. Fotossintese e Reagao de Hill

A captagcdo da energia solar pelos organismos fotossintéticos e sua
conversdo em energia quimica nos compostos organicos reduzidos sédo a
fonte fundamental de quase toda a energia biolégica. Os organismos
fotossintéticos captam a energia solar e sintetizam ATP e NADPH, que usam
como fonte de energia para sintetizar carboidratos e outros compostos
organicos a partir de CO,; e HyO. Simultaneamente, eles liberam O, na
atmosfera. Os seres heterotroficos aerdbicos usam o O, assim formado para
degradar os produtos organicos energeticamente ricos da fotossintese até
CO; e HyO, gerando ATP para suas proprias atividades. O CO, formado pela
respiracao nos heterotréficos retorna a atmosfera para ser usado novamente
pelos organismos fotossintéticos. Dessa forma, a energia solar fornece a forga
que impulsiona a reciclagem continua de CO, e O, atmosféricos através da
biosfera e fornece os substratos reduzidos, combustiveis, como a glicose, da
qual dependem os organismos que nao fazem a fotossintese (LEHNINGER,
1991).

A equacao geral para a fotossintese nas plantas vasculares descreve
uma reacao de oxirredugdo em que a agua doa elétrons (como hidrogénio)

para a redugao do CO; até carboidrato (CH20),:

luz
nCO,; + nH,O ——> (CHzO)n + nO»y

Nas células eucaridticas fotossintéticas, tanto as rea¢des dependentes
da luz como as de fixacdo do carbono ocorrem nos cloroplastos, que sao
organelas intracelulares (Figura 12). Essas organelas apresentam duas
membranas, uma externa, que € permeavel a pequenas moléculas e ions, e
uma interna, que encerra o compartimento interno, onde se encontram os
tilacoides, usualmente arranjados em pilhas denominadas de granum.
Embebidos nas membranas dos tilacoides estdo os pigmentos fotossintéticos
e 0s complexos enzimaticos que promovem a sintese do ATP. O estroma
(fase aquosa envolvida pela membrana interna) contém a maioria das enzimas

requeridas para as reag¢des de assimilagdo do carbono (LEHNINGER, 1991).
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Lamelas Espago intermembrana
estromais

Envoltario

Tilacide
externo

Lamelas granais

— =

Estroma
Lamelas

estromais

Lume do
tilacdide

Envoltério
interno (pilha de tilacoides)

Fonte: Taiz e Zeiger (2009).
Figura 12 — Estrutura dos cloroplastos.

No processo de fotossintese, a energia solar € primeiramente absorvida
pelos pigmentos da plantas, que se encontram nos cloroplastos, conforme ja
mencionado. As estruturas de alguns desses pigmentos estdo mostradas na
Figura 13. As clorofilas a e b sdo abundantes nas plantas verdes, os
carotenoides sdo encontrados em todos os organismos fotossintéticos e os

pigmentos bilinas sdo encontrados nas cianoactérias e nas algas vermelhas

(TAIZ e ZEIGER, 2009).

{A) Clorofilas

- CHJ\_CﬁO
HHC H
Py |
=
H
i AN CH H,C A m
L 25 3 N N—. CHs
Clorofilab Bactorioclorifila a

(E) Carotensides (C) Pigmentosg bilinas

CH, B R . cu H s}
o HyC |
CH COOCH, 3
2
| 3 AL R
== ch, CH HyC—CH
| HeZ =,y
0 € —CH,
| He? HyC ———
“eH NH

| £ ~
CH
Hﬁ —fhs we?  cH, ©
(clel3 HC, /T Ficoeritrobilina
cH HC
i 2
CH, CH,
Clorofilaa pCarateno

Fonte: Taiz e Zeiger (2009)
Figura 13 — Estrutura molecular de alguns pigmentos fotossintéticos.

14



Potencial redox Redutor

Oxidante

O processo global da fotossintese € uma reagao quimica redox, na
qual, elétrons s&o removidos de uma espécie quimica oxidando-a, e
adicionalmente a outra espécie, reduzindo-a (LEHNINGER, 1991).

Nas plantas, dois centros de reacdo atuam em sequéncia para catalisar
o movimento dos elétrons impulsionados pela luz da H,O para o NADP". As
membranas dos cloroplastos apresentam dois tipos diferentes de
fotossistemas, cada um com seu proprio centro de reagcdo. Os dois sistemas
possuem fungdes distintas e complementares. O fotossistema Il € um sistema
de feotina-quinona que contém quantidades iguais de clorofila a e b. A
excitagdo do centro de reagdo P680 impulsiona os elétrons através do
complexo do citocromo besf com o movimento concomitante dos protons
através das membranas do tilacoide. O fotossistema | apresenta um centro de
reacdo denominado P700 e uma proporgao elevada de clorofila a em relagao
a b. O Esquema Z (Figura 14) mostra a via do fluxo de elétrons entre os dois
fotossistemas e as relagdes de energia nas reagdes luminosas (LEHNINGER,
1991).

A luz vermelha absorvida pelo fotossistema Il produz um oxidante forte
e um redutor fraco. A luz vermelho-distante absorvida pelo fotossistema |
produz um oxidante fraco e um redutor forte. O oxidante forte gerado pelo
fotossistema Il oxida a agua, enquanto o redutor forte produzido pelo
fotossistema | reduz o NADP™. O esquema Z é basico para a compreensao do
transporte de elétrons da fotossintese. O P680 e o P700 referem-se ao
comprimento de onda de maxima absorgao das clorofilas do centro de reacao

no fotossistema Il e I, respectivamente (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Redutor

) (e”]
fote T @ > NADP* ~
Redutor ___
fraco - ' E""“G-——__A\ G NADPH
_‘H"“‘V Cadeia
o

- @ Luz
transportadora T TN — .
H,0 de elétrons "“‘-—-:3 . 4\)\7/\[\"' ;g{::t'go
poe—— oty -
» TG (N2
e B Oxidante =" ) >
02 +H* fraco e \“‘“-—-D
(_ Fotossistema |
Oxidante —""'C'_

forte

Fotossistema Il

Fonte: Taiz e Zeiger (2009).
Figura 14 —Esquema Z da fotossintesse.
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Até por volta de 1930, muitos pesquisadores acreditavam que a reagao
primaria da fotossintese se iniciava pela quebra do diéxido de carbono pela luz
em carbono e oxigénio; subsequentemente, o carbono seria reduzido a
carboidratos pela agua, numa série de outras reagdes. Essa ideia foi
modificada na década de 30, quando se descobriu que diversas bactérias
eram capazes de assimilar CO; e sintetizar carboidratos sem o uso de energia
luminosa. O microbiologista van Niel fez estudos com bactérias e demonstrou
que certas bactérias podem assimilar CO, na presenca de luz sem liberar O,.
Tais bactérias nao cresciam fotossinteticamente a menos que fossem supridas
com adequado substrato doador de hidrogénio. De acordo com van Niel, a
fotossintese poderia ser representada pela equacdo geral (HALL e RAO,
1980):

luz
COs + 2H, A ———> (CHzo) +H,O+2A

em que HyA é o substrato oxidavel. Van Niel sugeriu que a fotossintese das
algas e plantas verdes € um caso especial em que HzA é H,O e 2A é O,.

A segunda observagao importante foi feita em 1937 por Robert Hill, da
Universidade de Cambridge. Esse pesquisador conseguiu isolar cloroplastos
de folhas verdes usando centrifugacao diferencial. Os cloroplastos de Hill n&o
liberavam O, quando iluminados (devido aos possiveis danos aos cloroplastos
ocorridos durante o processo de isolamento), mas o faziam se certas
substancias fossem adicionadas a suspensao iluminada. Tais substancias
eram aceptoras de elétrons (oxidantes), como o ferrioxalato de potassio ou o
ferricianeto de potassio. Mais tarde, descobriu-se que muitas quinonas e
corantes era reduzidos por cloroplastos iluminados. Entretanto, os cloroplastos
deixavam de reduzir o CO,, o aceptor natural de elétrons da fotossintese.
Esse fendmeno, conhecido como reacdo de Hill, é definido como uma
transferéncia de elétrons, dirigida pela luz, da agua para oxidantes nao-
fisiologicos (reagentes de Hill). A importancia da reacdo de Hill repousa na
demonstracdo do fato de que na fotossintese a liberacdo fotoquimica de O,
pode ser separada da reducao de CO, (HALL e RAO, 1980).

A reacao de Hill pode ser representada pela equacéo abaixo:

luz
2H,O + 2A —> 2AH, + O,
16



em que A é o receptor artificial de hidrogénio, ou reagente de Hill.

Um dos reagentes de Hill, o corante 2,6-diclorofenolindofenol, é azul
quando oxidado (A) e incolor quando reduzido (AH;), e seu uso na reagéo de
Hill permite que ela possa ser acompanhada por métodos
espectrofotométricos (Figura 15). Quando o extrato de folha suplementado
com o corante é iluminado, o corante azul torna-se incolor e ocorre a produgao
de O,. No escuro, ndo ocorre nem a producdo de O, nem a redugao do
corante. O progresso da reagdao de Hill pode também ser monitorado
empregando-se um eletrodo capaz de determinar a quantidade de oxigénio
liberada (LEHNINGER, 1991).

o) OH
Cl Cl C|©C|
N — NH
OH OH
Forma oxidada (azul) ~ Forma reduzida (incolor)

Figura 15 — Formas oxidada e reduzida do corante 2,6-diclorofenolindolfenol.

A reacao de Hill tem sido utilizada para avaliar a hailidade que certas
sustancias possuem de interferir ou ndo na fotossintese. Isso porque
sustancias que inibem a reacdo de Hill geralmente provocam inibicado do
processo de fotossintese em plantas e podem ser consideradas estruturas-

modelo para o desenvolvimento de novos herbicidas (HANSCH e LEO, 1995).
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7. Justificativa do trabalho

Conforme destacado anteriormente, os nostoclideos vém sendo
utilizados como compostos-modelo objetivando a descoberta de novos
herbicidas. Na presente pesquisa, buscou-se um entendimento dos diferentes
parametros envolvidos na correlacdo entre estrutura de diferentes analogos
aos nostoclideos ja descritos na literatura e a atividade bioldgica (capacidade
dos analogos de interferir com o transporte de elétrons em cloroplastos
isolados de espinafre) destes compostos. Para tal propédsito, foi usado o
software CODESSA (COmprehensive DEscriptores for Structural and
Statistical Analysis).

Entretanto, conforme foi também previamente mencionado, os
derivados sintetizados apresentam uma simplificagdo estrutural (auséncia do
grupo isopropila) em relacdo aos nostoclideos (1). E um fato conhecido que
simplificagbes estruturais podem, ou nao, alterar a atividade biologica. Assim,
torna-se relevante a avaliagdo do impacto do grupo isopropila no tocante a
atividade fitotéxica de analogos aos nostoclideos.

A estrutura dos nostoclideos (1) apresenta trés regides moleculares,
denominadas i, ii e iii mostradas no Esquema 1, que podem ser modificadas
visando a obtengdo de analogos. Neste trabalho, foram também
desenvolvidas metodologias para as sinteses dos compostos 3-bromo-4-
isopropilfuran-2(5H)-ona e 3-benzil-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (Esquema 1).
Este ultimo composto, intermediario na sintese dos nostoclideos | e Il (1a e
1b), foi utilizado na sintese de novos j-alquilidenobutenolideos, variando o
padrao de substituigdo da regiéo (i).

Compostos pertencentes a classe das 3,4-dialo-5-arilidenofuran-2(5H)-
onas (Esquema 1) foram também sintetizados com vistas a avaliagdo da

atividade fitotdxica dessas novas substancias.
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Br

o O

3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona

Nostoclideos | R=CI; (1a)
Nostoclideo Il R=H; (1b)

\ \/
R

3,4-dialo-5-arilidenofuran-2(5H)-onas
3-benzil-4-isopropilfuran-2(5H)-ona X =ClouBr

o O

Esquema 1 - Regides da molécula dos nostoclideos | e Il que podem ser
modificadas para a obtengdo de novas substancias analogas e
os compostos 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona e 3-benzil-4-
isopropilfuran-2(5H)-ona. Estrutura geral dos compostos 3,4-
dialo-5-arilidenofuran-2(5H)-onas.
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CAPITULO 1

ESTUDO DA RELAGCAO QUANTITATIVA ESTRUTURA QUIMICA-
ATIVIDADE BIOLOGICA DE COMPOSTOS ANALOGOS AOS
NOSTOCLIDEOS

1. Estudo da Relagdo Quantitativa Estrutura-Atividade de Substancias

Bioativas (QSAR): Aspectos Histéricos

As pesquisas na area de QSAR (Quantitative Structure-Activity
Relationships) tém como principal objetivo a construcdo de modelos
matematicos que relacionem a estrutura quimica e a atividade biologica de
uma seérie de compostos analogos. Em geral, esses compostos diferem entre
si pela presenga de um ou mais grupos substituintes em posigdes definidas da
estrutura quimica comum da série. A construgdo dos modelos requer a
elaboragdo de um conjunto ou matriz de dados contendo a medida quantitativa
da atividade biologica e os parametros fisico-quimicos e estruturais capazes
de descrever as propriedades dos compostos (FERREIRA et al., 2002).

O estudo quantitativo da relacao estrutura-atividade (QSAR) estabelece
uma relacdo matematica, sob a forma de uma equacdo, entre a atividade
biolégica e os parametros fisico-quimicos mensuraveis que influenciam a
atividade bioldgica de uma classe de compostos (NETO et al., 2006).

Nos ultimos 40 anos, vém sendo desenvolvidos estudos de QSAR,
sendo descritos na literatura inumeros trabalhos aplicados na area de
agroquimicos, farmacos e estudos de toxicologia (SELASSIE, 2003).

A descricdo quantitativa das relagcbes existentes entre a estrutura

quimica de moléculas e sua atividade biolégica permite determinar as
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propriedades fisico-quimicas desejadas na obtengdo de moléculas
potencialmente mais ativas e planejar a sintese dessas novas substancias.

O estudo de QSAR iniciou-se ha mais de um século em 1870, quando
Crum-Brown e Fraser propuseram que a resposta biolégica de uma
determinada substancia se relaciona com sua estrutura quimica. Poucas
décadas depois, em 1893, Richet mostrou que a citotoxidade de diversas
moléculas organicas demonstraram-se inversamente relacionada com a
solubilidade dessas substancias em agua (SELASSIE, 2003).

No inicio do século 20, Meyer e Overton, independentemente,
determinaram o coeficiente de particdo 6leo/agua para substancias narcoticas.
Foi constatada uma relacédo proporcional entre a intensificacdo do efeito dos
narcéticos e o aumento do coeficiente de particdo cloroformio/agua. (KUBINY],
1993). Ferguson, em 1939, introduziu os conceitos termodindmicos para
fundamentar o conceito de coeficiente de particdo, contribuindo para
classificar de forma geral o modo de acgao de farmacos (KUBINYI, 1993).

Hammett, em seu classico trabalho “Physical Organic Chemistry:
reactions, equilibria and mechamisms”, publicado em 1940, estudou a
ionizagdo de acidos benzoicos meta ou para-substituidos em agua a 25 °C,
demonstrando, pela primeira vez, a ocorréncia de relagdo linear entre os
logaritmos das constantes de ionizagcdo de acidos benzoicos substituidos e o
logaritmo da constante de ionizag&o do acido benzoico (TAVARES, 2004).

Contudo, grandes avangos na area de QSAR ocorreram a partir de um
trabalho publicado em 1964 por Hansch e Fujita. Neste estudo, as relagdes
quantitativas entre estrutura quimica e atividade biolégica foram expressas
pela Equacao 1, atualmente conhecida como Analise de Hansch (SELASSIE,
2003).

Log1/C=alogP+po +b Equacao 1

Em que:

C = concentracdo em mol L™ que produz determinado efeito bioldgico;
Log 1/C = a atividade biologica;

Log P = logaritmo do coeficiente de parti¢cao;

0 = constante de grupo; e
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a, p e b = sdo coeficientes determinados pela analise de regressao para

o conjunto de dados.

O proprio Hansch, revendo seus estudos, propds a extensdo do modelo
linear, Equacgao 1, para o modelo parabdlico, Equacao 2, pela introdugao de
termo quadratico relacionado a hidrofobicidade. A ideia envolvida na
concepgao deste modelo € que a atividade biolégica depende linearmente das
propriedades fisico-quimicas somente dentro de certos limites e, por outro
lado, moléculas muito hidrofilicas ndo sdo capazes de atravessar barreiras
muito hidrofdbicas ou vice-versa. Assim, considerando a farmacocinética
(dinamica da absorgédo, distribuicdo e eliminagdo das drogas), este modelo
estaria mais proximo do que ocorre na biofase, expressando mais
adequadamente o crescimento da atividade biolégica com a hidrofobicidade
até um maximo, a partir do qual, com o aumento desta propriedade, a
atividade biologica tende a decrescer, descrevendo o perfil parabdlico da
curva (TAVARES, 2004).

Log 1/C = a (LogP)* +b Log P + po + ¢ Equacgéo 2

A Anélise de Hansch/Fujita se aplica a estudos de séries de compostos
que apresentam estruturas quimicas similares, sendo que, em linhas gerais,
tais estruturas diferem entre si por variagcbes de grupos substituintes em
posicoes definidas (MASUNARI e TAVARES, 2006). Conforme mencionado
anteriormente, a resposta bioldégica esta intrinsicamente relacionada as
propriedades fisico-quimicas dos compostos, sendo as mais importantes a
distribuicdo eletrénica, a hidrofobicidade e a topologia das substancias sob

investigacao.

2. Modelagem Molecular

A necessidade de representar a estrutura da matéria no nivel molecular
levou ao desenvolvimento de uma nova area de pesquisa dentro da fisica e da
quimica, conhecida como modelagem molecular. O reconhecimento desta
nova area de pesquisa pelo mundo cientifico veio com o prémio Nobel em

Quimica em 1998 concedido a John Pople e Walter Kohn, pelas contribuigoes
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no desenvolvimento da quimica computacional e modelagem molecular
(SANTOS, 2001).

A modelagem molecular consiste em um conjunto de ferramentas para
a construcdo, edicdo e visualizagdo, analise e armazenamento de sistemas
moleculares complexos. Estas ferramentas podem ser aplicadas, por exemplo,
em estratégias de modelagem direta e indireta de novos farmacos e
agroquimicos. Na primeira aproximagao, faz-se o ajuste da substancia bioativa
a uma estrutura conhecida do receptor, por exemplo, através de dados de
cristalografia de raios-X ou de ressonancia magnética nuclear (RMN). Na
segunda aproximacao, faz-se a analise comparativa das estruturas de
moléculas bioativas e de moléculas inativas ao nivel de um determinado
bioreceptor, utilizando-se o0 conceito de complementaridade para o
desenvolvimento de um modelo topografico (BARREIRO e RODRIGUES,
1997).

O grande desenvolvimento da modelagem molecular deveu-se, em
grande parte, aos avangos dos recursos computacionais em termos de
hardware (velocidade de calculo) e software (programas de modelagem
molecular) (RODRIGUES, 2001).

A modelagem molecular permite a obtencdo de propriedades
especificas de uma molécula, como, por exemplo, o mapa de potencial
eletrostatico, o contorno da densidade eletrénica e a energia e os coeficientes
dos orbitais de fronteira HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) e do
LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) etc. Uma maior energia do
HOMO esta correlacionada com uma maior probabilidade de doar elétrons,
enquanto ma menor energia do LUMO esta relacionada a uma maior
facilidade em aceitar elétrons (BARREIRO e RODRIGUES, 1997).

A modelagem molecular também permite a visualizagao tridimensional
(3D) do complexo substancia bioativa-receptor, fornecendo informagdes sobre
os requisitos estruturais essenciais que permitem uma interacao adequada no
seu sitio receptor. Esta ferramenta também tem o potencial de planejar,
teoricamente, novas moléculas que satisfagam as propriedades eletronicas e
estruturais para um perfeito encaixe no sitio receptor (RODRIGUES, 2001).

A maioria dos programas de modelagem molecular é capaz de
desenhar a estrutura molecular e realizar os calculos de otimizagao

geométrica e estudos de analise conformacional (RODRIGUES, 2001).
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3. Software CODESSA e Estudos de QSAR/QSPR

Desde os estudos pioneiros de Hansch e Fujita na area de QSAR,
varias abordagens foram desenvolvidas para o entendimento da correlagéo
estrutura de compostos bioativos-atividade biolégica. Dentre estas diferentes
abordagens, menciona-se a utilizagdo do software  CODESSA
(COmprehensive DEscriptores for Structural and Statistical Analysis).
Desenvolvido gragas a uma colaboracdo entre os grupos de pesquisa do
Center of Heterocyclic Chemistry (coordenado pelo Dr. Alan Katritzky,
University of Florida, Estados Unidos) e do Institute of Chemical Physics
(coordenado pelo Dr. Mati Karelson, University of Turta, Estbnia), este
software vem sendo amplamente utilizado em estudos de correlagéo
quantitativa estrutura-atividade (QSAR) e correlagdo quantitativa entre
estrutura-propriedade (QSPR). Mais de 200 trabalhos ja foram descritos na
literatura que utilizaram o software CODESSA (SEMICHEM, 2008).

O programa CODESSA é capaz de calcular um numero relativamente
grande de descritores moleculares (acima de 400) para cada um dos
compostos envolvidos no estudo de QSAR/QSPR. Tais descritores podem ser
classificados como constitucionais, topoldgicos, geométricos, eletrostaticos,
quimico-quanticos e termodinédmicos. Os calculos dos diferentes descritores
moleculares s&o realizados com base nas informagbes da geometria
molecular e fungdes termodinamicas obtidas a partir de outro software
denominado MOPAC (KATRITZKY et al., 2006; WANG et al., 2008).

Os descritores topoldgicos contém informagao quanto ao numero, tipo e
conectividade de atomos na molécula, codificam informagdes a respeito do
tamanho, composi¢ao e grau de ramificagdo. Os descritores geométricos sao
calculados pelas coordenadas atdbmicas da molécula em 3D, incluem entre
eles o momento de inércia, volume molecular, area superficial da molécula e
indices gravitacionais. Os descritores eletrdnicos atribuem os aspectos
eletrénicos das estruturas e refletem as caracteristicas de distribuicdo de
cargas na molécula. Os descritores quimico-quanticos incluem informacdes de
energias de ligagcado e formacéo, cargas atdmicas parciais, momento de dipolo
e niveis de energia de orbitais moleculares HOMO e LUMO (XIA et al., 2008).

Uma etapa chave no desenvolvimento de um modelo matematico

QSAR consiste na otimizagao das diferentes geometrias moleculares (analise
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conformacional) dos compostos investigados. Considerando-se o software
CODESSA, este processo de otimizacdo pode ser inicialmente feito via
calculos semiempiricos AM1 (Austin Method 1) (DEWAR et al., 1985). Uma
vez que o software CODESSA utiliza como input dados do software MOPAC,
os resultados dos calculos semiempiricos AM1 devem ser carregados para
este ultimo software que realiza uma série de calculos quanto-mecanicos. As
informagdes referentes as geometrias e dados quanto-mecanicos assim
obtidos sdo, entdo, usados como input no software CODESSA para o calculo
de diversos descritores moleculares. De posse dos descritores, métodos de
regressao linear sdo aplicados visando a obtengcao de um modelo matematico
que melhor descreva a correlagdo estrutura-atividade (KATRITZKY et al.,
2004; LILL et al., 2007).

Neste capitulo, serdo descritos os resultados encontrados com respeito

a um estudo de QSAR envolvendo compostos analogos aos nostoclideos.
4. Materiais e Métodos
4.1. Calculos computacionais

Os calculos semiempiricos AM1 (DEWAR et al., 1985) foram realizados
no programa TITAN®' para determinagdo das conformacdes de menor
energia dos compostos analogos aos nostoclideos usados para o estudo de
QSAR (vide Tabelas 1 e 4 para estrutura dos compostos). Em seguida, as
estruturas foram reotimizadas empregando-se o software MOPAC?.

Os resultados dos calculos implementados no software MOPAC foram
usados como inputs do software CODESSA. Mais de 400 descritores foram
calculados para os compostos sob investigagdao no estudo de QSAR aqui
descrito. De posse dos descritores e dos valores de ICs, da atividade biolégica
(vide item 4.3.2), a matriz de dados do modelo foi construida e submetida a
um processo de regressao linear, empregando-se o Método Heuristico,
implementada pelo software CODESSA. O Método Heuristico realiza a pré-
selecdo dos descritores para constru¢do do modelo linear. Suas vantagens

sao a alta velocidade e nenhuma limitagao do software quanto ao tamanho da

! Titan; version 1; Wave function Irvine, 2000.
2 STEWART, J. J. P. MOPAC 6.0; QCPE N° 455, 1989.
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série de dados. O método Heuristico fornece rapidamente uma boa estimativa
da qualidade da correlagdo dos dados e deriva diversos modelos de
regress&o. Adicionalmente, elimina os descritores insignificantes e demonstra
quais descritores estdo altamente relacionados. Esta informagéo € muito util,
pois reduz o numero de descritores nos estudos de QSAR/QSPR (LILL et al.,
2007; XIA et al., 2008).

4.2 - Sintese das arilidenofuranonas analogas aos nostoclideos

Os compostos 10-55, encontrados disponiveis no laboratoério, (Tabelas
1 e 4), foram sintetizados por ROCHA (2007) e TEIXEIRA (2008). A rota
sintética para a obtencdo destes compostos apresentou como etapa chave a
reacao de alquilidenacao entre as lactonas 3-(4-bromobenzil)furan-2(5H)-ona

e 3-benzilfuran-2(5H)-ona e diferentes aldeidos aromaticos (Esquema 1).

X CHO
= \ 1) TBDMSOTF, TEA, DCM
o) + |

/K 2) DBU
X=HouBr R 3)HCl

X =H (Compostos 10 - 43) e
X = Br (Compostos 44 - 55)

Esquema 1 - Etapa chave na sintese dos analogos aos nostoclideos
(BARBOSA et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2008).

4.3. Determinagcao das concentragdes inibitorias (ICs0) dos analogos aos

nostoclideos
4.3.1. Isolamento de cloroplastos

Cloroplastos fotossinteticamente ativos foram extraidos de folhas de
espinafre (Spinacea oleracea), obtidas em supermercados ou feiras livres.
Para o processo de extragcdo, folhas livres da nervura central e das
extremidades basal e apical foram misturadas com uma solugédo-tampao
20 mmol L™ de N-tris(hidroximetil)metilglicina (tricina)-NaOH (pH = 8,0; 5 mL
de solugao/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.
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Esse material foi homogeneizado em um liquidificador doméstico por 30
segundos, empregando-se velocidade maxima. O material macerado foi
filtrado através de gaze cirurgica, e o filtrado, centrifugado a 4 °C (1 minuto,
500 g). O sobrenadante foi submetido a nova centrifugagéo (10 minutos, 1.500
g). Os cloroplastos, contidos no preciptado, foram entdo ressuspendidos em
uma solugcdo nao-tamponada de sacarose. A suspensao foi imediatamente
diluida (proporgao de 1:1) com uma solugédo tamponada de sacarose. A nova
suspensao assim obtida foi mantida em banho de gelo e abrigada da luz,
sendo utilizada logo apds sua preparagao. Para determinagcdo 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 conteudo de clorofila foi

calculado com base na formula de Arnon (HALL, 1980):

Clorofila (zg mL™") = 20,2 (Agss) + 8,02 (Ags3).

4.3.2. — Determinagao dos valores de ICs

Aliquotas da suspensao de cloroplastos com 20 xg de clorofila foram
incubadas a 24 °C em cubetas de 1 mL contendo solugdo 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 Ks[Fe(CN)s]. A avaliagao foi efetuada expondo-
se a cubeta a uma luz saturante (800 pmol m? s"). A taxa de reducdo do
ferricianeto foi medida a 420 nm a cada 30 segundos durante 10 minutos e
contra um branco. Atividade foi calculada sobre a porgcao linear da curva a
partir de coeficiente de extincdo molar de 1.000 M7' cm™. Nas condigcdes
adotadas, o valor para controles nao-tratados foi 59,3 + 2,0 nmol de
ferricianeto reduzido s™ (mg de cIorofiIa)'1 em 36 preparagdes independentes
de suspensdes de cloroplastos.

As arilidenofuranonas analogas aos nostoclideos 10-55 (vide Tabelas 1
e 4) foram dissolvidas em DMSO, de modo a obter solu¢des cujos valores de
concentragdo foram de 25 mmol L™ ou 50 mmol L. Em seguida, essas
solugdes foram convenientemente diluidas com agua. A avaliacdo do efeito
desses compostos, nas concentragdes de 1, 2, 5, 10, 20, 50 e 100 ymoIL'1,

sobre a reacdo de Hill, foi conduzida via adicdo desses compostos as
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suspensdes de cloroplastos preparadas como descrito no item 4.3.1. Para
cada valor de concentragdao utilizado, os experimentos foram feitos em
triplicata. Os resultados foram expressos como porcentagem dos controles
nao-tratados. Os valores de concentragcdo que provocam 50% de inibicao do
transporte de elétrons na reacgao de Hill (ICsp) foram determinados por meio de
uma regressao linear dos valores de atividade plotados contra os valores de
concentracdo. Pelo menos trés concentragdes contidas na porcao linear da
curva sigmoide resultante, foram consideradas. Os limites de confianga dos
valores de ICsy foram determinados segundo SNEDECOR e COCHRAN
(1989).

5. Resultados e Discussao

Os valores de ICso e loglCsy obtidos a partir da avaliagao in vitro da
atividade fitotéxica de lactonas analogas aos nostoclideos - 34 substancias
sintetizadas por Teixeira et al. (2008), compostos 10-43 - sobre a redugéo do
ferricianeto de potassio na presenca de cloroplastos isolados de folhas de
Spinacia oleracea, sao mostrados na Tabela 1.

As substancias de numeros 11, 13, 14, 18, 21, 25, 33, 37, 39-43 nao
apresentaram atividade inibitoria significativa (valores de ICsp superiores a 200
umol L. Uma vez que valores precisos da atividade biolégica ndo eram
conhecidos, estes compostos foram excluidos da matriz de dados utilizada
para a construgdo do modelo matematico QSAR para a descrigao da relagao
estrutura-atividade dos compostos apresentados na Tabela 1. Assim, 21
substancias e seus correspondentes descritores moleculares e valores de I1Csg
foram utilizados para o desenvolvimento do primeiro modelo matematico
QSAR utilizando o software CODESSA. Cabe salientar que os descritores
moleculares foram calculados com base nos resultados obtidos dos calculos
realizados no software MOPAC.

O melhor modelo de regresséo linear obtido pelo uso do chamado
método Heuristico apresentou o0s seguintes parametros estatisticos:
coeficiente de correlagdo (R? = 0,83); critério de Fisher (F = 23,9); desvio
padrao ao quadrado (s2 = 0,0288); e coeficiente de correlagdo co-validado
(R%, = 0,72). Para a construgdo deste modelo, foram selecionados 3

descritores, pois para cada grupo de cinco ou seis compostos incluidos no
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modelo é permitida a acomodacédo de uma variavel (FERREIRA et al., 2002).
Cabe salientar que as arilidenofuranonas 17 e 22 foram selecionadas como
outliners, ou seja, os dados referentes as estruturas destes compostos foram
retirados da planilha da matriz de dados do software CODESSA a fim de
melhorar sua linearizagdo. Com isso, este primeiro modelo de QSAR foi obtido

para um total de 19 compostos analogos aos nostoclideos.
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Tabela 1 - Avaliagao in vitro da atividade fitotoxica de lactonas analogas aos
nostoclideos sobre a redugdo do ferricianeto de potassio na
presenca de cloroplastos isolados de folhas de Spinacia oleracea®

Composto Grupo Arilideno® ICso (umol L)°  logICso

10 benzilideno 19,7 £ 3,9 4,706
1 1,3-dioxalanobenzilideno > 200" < 3,699
12 2,4 6-trimetoxibenzilideno 12,7:_r 4,4 4,896
13 4-dimetilaminobenzilideno > 200 . < 3,699
14 2-cloro-4-dimetilaminobenzilideno > 200 < 3,699
15 2,5-dimetoxibenzilideno 19,4 £5,9 4,712
16 4-nitrobenzilideno 1,7+£0,7 5,770
17 3-bromobenzilideno 170 i*42 3,770
18 4-metilbenzilideno > 200 < 3,699
19 3-nitrobenzilideno 23,1 +13,3 4,636
20 3-metilbenzilideno 73,8*1' 43,3 4132
21 4-clorobenzilideno > 200 < 3,699
22 3-clorobenzilideno 44,7 £ 6,1 4,350
23 4-metoxibenzilideno 53,7+21,2 4,270
24 4-fluorobenzilideno 21 ,9*J_r 5,3 4,660
25 4-bromobenzilideno > 200 < 3,699
26 3-fluorobenzilideno 20,5+ 5,6 4,688
27 2-fluorobenzilideno 10,1+ 3,2 4,996
28 2-clorobenzilideno 19,1+7,3 4,719
29 2-metilbenzilideno 23,5+7,2 4,629
30 4-etilbenzilideno 9,1+£3,2 5,041
31 2-bromobenzilideno 258+7,3 4,588
32 pentafluorobenzilideno 75,1 + 251 4,124
33 4-cianobenzilideno > 200 < 3,699
34 4-trifluorometilbenzilideno 83+23 5,081
35 3-trifluorometilbenzilideno 10,0+ 3,6 5,000
36 2-trifluorometilbenzilideno 11,8 +£4,5 4,928
37 3-cianobenzilideno > 200 < 3,699
38 3-dimetilaminobenzilideno 13,3 £5,4 4,876
39 4-fenilbenzilideno > 200 ) < 3,699
40 4-hidroxibenzilideno > 200 ) < 3,699
41 3-hidroxibenzilideno > 200 . < 3,699
42 2-hidroxibenzilideno > 200 ) < 3,699
43 3-hidroxi-4-metoxibenzilideno > 200 < 3,699

a A atividade foi avaliada como descrito no item 4.3; ° As concentracdes que
causaram a inibicao de 50% (ICsp) da atividade in vitro foram estimadas utilizando a
equagcdo da regressdo linear dos valores da atividade versus o logaritmo da
concentracao do inibidor. Os limites de confianga foram computados de acordo com o
método de Snedecor e de Cochran (1989); © Os compostos foram obtidos como
estereoisomeros de configuragdo Z para a ligagdo dupla exociclica, exceto o
composto 12, que foi obtido como estereoisdbmero de configuracdo E; Atividade
inibitéria nao significativa.
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A Tabela 2 apresenta os valores de X e AX, sendo eles o coeficiente de
regressdo e o0s desvios padrao relacionados a estes coeficientes,
respectivamente. Os trés descritores moleculares selecionados a partir da
matriz de dados do software CODESSA utilizados para a construgdo do
modelo também se encontram listados nesta tabela.

A Tabela 3 apresenta uma comparagao entre os valores de logICsg
calculados pelo modelo descrito na Tabela 2 (valores preditos) e os valores
experimentais, bem como a diferenga entre eles. Conforme pode ser
observado, o modelo em questdo fornece uma boa concordancia entre os
valores preditos e aqueles obtidos experimentalmente, e a maior diferenca
apresentada por eles nédo chegou a 10%. O grafico do modelo de regressao
linear obtido para os compostos analogos aos nostoclideos (19 estruturas)

esta mostrado na Figura 1.

Tabela 2 - Descritores associados ao melhor modelo de regressao linear
contendo os seguintes parametros: N=19; R = 0,83; F = 23,9; s°
= 0,0288; R%, = 0,72

N° de X AX Teste T Descritor
Descritores

0 4,921e+01 7,820e+00 6,293  Intercept
Image of the

1 4,069e+00  7,428e-01 5,478  Onsager-Kirkwood
solvatation energy
Avg bond order of a

2 -9,353e+00  1,837e+00 -5,092 ¢ atom

3 -1,661e+01  3,577e+00  -4,643 Max bonding

contribution of a MO.

R? coeficiente de correlagdo; F: critério de Fisher; s°: desvio padrdo ao quadrado;
R?.,: coeficiente de correlacéo co-validado; N: numero de substancias.
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Tabela 3 - Valores Preditos de loglCsg

A T
Composto Grupo arilideno loglCso loglCso Diferenca
Pred. Exp.

10 benzilideno 4,816 4706 0,110
12 2, 4,6-trimetoxibenzilideno 4,847 4896 -0,049
15 2,5-dimetoxibenzilideno 4,488 4,712 -0,224
16 4-nitrobenzilideno 5,772 5,770 0,002
19 3-nitrobenzilideno 4,853 4,636 0,217
20 3-metilbenzilideno 4,400 4,132 0,268
23 4-metoxibenzilideno 4,166 4270 -0,104
24 4-fluorobenzilideno 4,639 4660 -0,021
26 3-fluorobenzilideno 4,700 4688 0,012
27 2-fluorobenzilideno 4,970 4,996 -0,026
28 2-clorobenzilideno 4,624 4,719 -0,095
29 2-metilbenzilideno 4,713 4,629 0,084
30 4-etilbenzilideno 4,794 5,041 -0,247
31 2-bromobenzilideno 4,851 4588 0,263
32 pentafluorobenzilideno 4,280 4124 0,156
34 4-trifluorometilbenzilideno 4,967 5,081 -0,114
35 3-trifluorometilbenzilideno 5,001 5,000 0,001
36 2-trifluorometilbenzilideno 4,927 4,928 -0,001
38 4-trifluorometilbenzilideno 4,644 4876 -0,232
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Figura 1 - Valores experimentais de loglCsy versus valores preditos de loglCsg
obtidos pelo modelo (N=19).
O descritor ‘Image of the Onsager-Kirkwood solvation energy’ (SEok) é
aquele de maior significancia estatistica para o modelo obtido, sendo definido
pela Equacao 3 (KATRITZKY et al., 2001).

2

U =
SE., =—+—— Equacao 3
oK =MW quac¢

Em que:
1 = momento de dipolo ao quadrado calculado para cada substancia; e

MW= massa molecular.

O momento de dipolo € uma propriedade da molécula resultante da
separagao de cargas, sendo um bom indicador da lipofilicidade/hidrofilicidade
(WANG et al., 2008).

Recentemente, Rocha (2007) sintetizou uma série de 12 substancias
analogas aos nostoclideos (vide Tabela 4, compostos 44-55 para estrutura
dos compostos), apresentando um atomo de bromo na posi¢cao para do anel
aromatico do grupo benzila. Um importante aspecto associado ao estudo
desenvolvido por Rocha (2007) merece destaque neste ponto. Nos ensaios
bioldgicos de inibicao do transporte de elétrons na reagao de Hill, observou-se

para os compostos biologicamente ativos uma falta de correlagao dose-efeito
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a partir de uma dada concentragdo. Em outras palavras, observou-se que o
efeito inibitério sobre o transporte de elétrons alcangcou um patamar e néao
mais se alterou. Tal efeito & exemplificado na Figura 2, para a substéncia (52)-
3-(4-bromobenzil)-5-(benzilideno)furan-2-(5H)-ona, observando-se que a partir
da concentragdo de 10 umol L™, ndo se detecta alteragdo significativa da
atividade biologica (ROCHA, 2007).

80

60

B
o

N
o

Atividade (% de controle)

1 10 100 1000

Concentragio (umolL™)

Figura 2 - Efeito da substancia (52)-3-(4-bromobenzil)-5-(benzilideno)furan-2-
(5H)-ona sobre o transporte de elétrons na reacao de Hill
(ROCHA, 2007).

Essa falta de correlacdo dose-efeito foi atribuida a baixa solubilidade em
agua dos compostos avaliados. Além disso, uma comparagao entre a resposta
biolégica apresentada pelos compostos 10-43 (Tabela 1) e as substancias
sintetizadas por Rocha (2007) mostrou que os analogos ndo bromados sao
mais ativos em termos de inibicdo do transporte de elétrons na reagao de Hill.
Este fato foi atribuido a maior solubilidade dos analogos n&o bromados
comparativamente aos analogos bromados (TEIXEIRA et al., 2008).

Considerando-se os fatos previamente descritos na literatura e
mencionados anteriormente, bem como o descritor molecular ‘/mage of the
Onsager-Kirkwood solvation energy’ (SEok) que esta intimamente relacionado
ao momento de dipolo das substancias incluidas no modelo, € plausivel
assumir que modificacbes estruturais que resultem em um aumento da
polaridade dos compostos analogos aos nostoclideos levardo a uma melhoria

da atividade biolégica. De fato, uma maior solubilidade dos mesmos em agua
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seria benéfica pois o transporte destas substancias ao sitio de acado seria
facilitado uma vez que os processos biolégicos ocorrem em meio aquoso.

O segundo descritor ‘Average bond order of a C atom’ (Tabela 2) foi
relacionado a dependéncia da atividade biolégica de analogos aos
nostoclideos com o padrao de substituicdo do anel benzilidénico presente na
estrutura destes compostos. Como ja observado experimentalmente, para os
diferentes analogos aos nostoclideos ja sintetizados, aqueles que apresentam
grupos retiradores de elétrons no anel benzilidénico apresentam melhor
atividade fitotoxica (menores valores de 1Cs) (TEIXEIRA et al., 2008).
Katritzky e colaboradores (2004) desenvolveram um modelo quantitativo que
correlacionou a estrutura de 3-ariloxazolidin-2-onas e a concentragdo inibitoria
minima necessaria para inibir in vitro o desenvolvimento da bactéria
Staphylococus aureus. O descritor molecular ‘Average bond order of a C atom’
foi selecionado pelo programa CODESSA para a construgao do modelo. Neste
estudo, o referido descritor foi correlacionado com a dependéncia existente
entre a resposta bioldgica observada e o padrdo de substituicido do anel
aromatico das 3-ariloxazolidin-2-onas.

Para o descritor quimico-quantico ‘Max bonding contribution of a MO’,
ainda nao se dispde de uma interpretacao plausivel.

Um segundo modelo de QSAR foi desenvolvido no qual, na matriz de
dados do software CODESSA, foram introduzidas as informacgdes referentes
aos compostos 10-43 (Tabela 1) bem como dos analogos aos nostoclideos
contendo o atomo de bromo na posicao para do anel benzilico (compostos 44-
55). Os dados da avaliagdo da atividade fitotoxica para os compostos 44-55

encontram-se mostrados Tabela 4.
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Tabela 4 - Avaliacao in vitro da atividade fitotoxica de lactonas analogas aos
nostoclideos (contendo o grupo Br na posicdo para do anel
benzilico) sobre a redugao do ferricianeto de potassio na presenca
de cloroplastos isolados de folhas de Spinacia oleracea®

Br

A Ao
Ar
Composto Grupo Arilideno® ICs0 (WM)®  logICso (M)
44 1.3-dioxalanobenzilideno >200 <3,699
45 2,4 6-trimetoxibenzilideno >100 < 4,000
46 benzilideno 8,2+3,8 5,086
47 3-metilbenzilideno 444 +176 4,353
48 4-fluorobenzilideno 25,1 £15,2 4,600
49 4-bromobenzilideno 58,3 +£18,0 4,234
50 4-clorobenzilideno >200 < 3,699
51 2,5-dimetoxibenzilideno 13,3+4,6 4,876
52 3-nitrobenzilideno 35,7+18,9 4,447
53 4-trifluorometilbenzilideno 10,1+ 3,0 4,996
54 4-cianobenzilideno > 200 < 3,699
55 2-cloro-4-dimetilaminobenzilideno > 100 <4,000

2 A atividade foi avaliada como descrito no item 4.3; ® As concentragbes que
causaram a inibicao de 50% (ICso) da atividade in vitro foram estimadas utilizando a
equagao da regressao linear dos valores da atividade versus o logaritmo da
concentragao do inibidor. Os limites de confianga foram computados de acordo com o
método de Snedecor e de Cochran (1989); © Os compostos foram obtidos como
estereoisdbmeros de configuragado Z para a ligacado dupla exoclica, exceto o composto
45 que foi obtido como estereoisdmero de configuragdo E; "Atividade inibitoria nao
significativa.

Similarmente ao que foi descrito para as substancias 10-43 (Tabela 1),
alguns compostos mostrados na Tabela 4 ndo apresentaram efeito inibitorio
significativo sobre o transporte de elétrons na reacdo de Hill. Estas
substancias foram excluidas da matriz do software CODESSA.

Neste segundo modelo, as arilidenofuranonas 20, 24, 32, 46 e 49
foram selecionadas como outliners, ou seja, os dados referentes as estruturas
destes compostos foram retirados da matriz de dados do software CODESSA
a fim de melhorar a linearizacdo dos dados. Assim, foram utilizadas ao todo 23
compostos para a construgdo do segundo modelo de QSAR. Os seguintes
parametros estatisticos foram obtidos: R? = 0,81; F = 27,3; s® = 0,0309; e R%,

=0,65.
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Os valores de X, AX, Teste T e os trés descritores selecionados para a
construgdo do segundo modelo de QSAR para os compostos analogos aos
nostoclideos, encontram-se na Tabela 5.

Os valores de loglCso calculados pelo modelo descrito na Tabela 5
(valores preditos) e os valores experimentais, bem como a diferenga entre
eles, encontram-se na Tabela 6. Observa-se, mais uma vez, uma boa

concordancia entre valores preditos e experimentais.

Tabela 5 - Descritores selecionados para o segundo modelo de regressao
linear para os compostos analogos aos nostoclideos, contendo os
seguintes parametros: N=23, R? =0,81, F =27,3, s? =0,0309 e

R?»=0,65
N° de X
Descritores AX Teste T Descritor

0 2,019e+00 3,915e 5,157 Intercept
Image of the

1 2,119e-02 7,500e 6,099 Onsager-Kirkwood
solvatation energy
Vibration entropy

2 7,549e-01 1,285e 5,875 (300K)/ number of
atoms
Complementary

3 4,575e+00 4,918e 4,309 |nformation content
(order 2)

R?: coeficiente de correlagdo

F: critério de Fisher

s?: desvio padrdo ao quadrado

R2.,: coeficiente de correlagéo co-validado
N: nimero de substancias
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Tabela 6 - Valores preditos de loglCsy pelo segundo modelo de QSAR e

valores experimentais

X
/o (0]

Ar
X=H ou Br

ID Grupo arilideno loglCso loglCso Diferenca
Pred. Exp.
10 Benzilideno 4,820 4,706 0,114
12  2,4,6-trimetoxibenzilideno 4,979 4,896 0,083
15  2,5-dimetoxibenzilideno 4,891 4,712 0,179
16  4-nitrobenzilideno 5,543 5,770 -0,227
17  3-bromobenzilideno 3,766 3,770 -0,004
19  3-nitrobenzilideno 4,800 4,636 0,164
22  3-clorobenzilideno 4,513 4,350 0,163
23  4-metoxibenzilideno 4,528 4,270 0,258
24  4-fluorobenzilideno 4,679 4,660 0,019
26  3-fluorobenzilideno 4,454 4,688 -0,234
28  2-clorobenzilideno 4,521 4,719 -0,198
29  2-metilbenzilideno 4,638 4,629 0,009
30  4-etilbenzilideno 4,756 5,041 -0,285
31 2-bromobenzilideno 4,458 4,588 -0,130
34  4-trifluorometilbenzilideno 5,255 5,081 0,174
35  3-trifluorometilbenzilideno 4,858 5,000 -0,142
36  2-trifluorometilbenzilideno 4,683 4,928 -0,245
38 3-dimetilaminobenzilideno 4,846 4,876 -0,030
47  3-metilbenzilideno* 4,566 4,353 0,213
48  4-fluorobenzilideno* 4,543 4,600 -0,057
51 2,5-dimetoxibenzilideno* 4,903 4,876 0,027
52  3-nitrobenzilideno* 4,532 4,447 0,085
53  4-trifluorometilbenzilideno* 5,059 4,996 0,063

*Compostos que possuem o grupo X = Br; os outros compostos possuem X = H.

A Figura 3 apresenta o grafico do segundo modelo de regressao linear

obtido para os compostos analogos aos nostoclideos (23 estruturas).
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Figura 3 - Valores experimentais de loglCsy versus valores preditos de loglCsg
obtidos pelo segundo modelo de QSAR para os compostos
analogos aos nostoclideos.

Novamente o descritor de maior significancia estatistica para este
segundo modelo obtido foi o ‘Image of the Onasager-Kirkwood solvation
energy’ (SEok), reforcando o fato de que o fator chave para a melhoria da
atividade fitotoxica dos compostos analogos aos nostoclideos € o aumento da
sua polaridade.

O segundo descritor observado para este modelo, o ‘Vibration entropy

(300K) /number of atoms’ (VE300k/NA), € definido pela equacéo 4.

VEso0k/NA = AS,i/Na  Equacgao 4

Em que:
AS.i, = entropia vibracional; e

Na = nidmero de atomos.

Este descritor esta envolvido com as interagdes fisico-quimicas entre
um ligante e um receptor biolégico (Figura 4). O ligante livre possui uma
entropia rotacional e translacional (ASgt) € uma entropia interna (ASix)
intrinseca. Quando este ligante se conecta ao receptor, ocorre uma
contribuicdo termodindmica desfavoravel, compensada por um aumento na

entropia devido a perda da agua (ASy), acompanhada do aumento da entropia
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vibracional (menor frequéncia), associada as ligagdes nao-covalentes ligante-
receptora. Enquanto ASgr € essencialmente independente do tamanho da
substancia, os termos entropicos e entalpicos dependem do numero e da
natureza dos grupos funcionais presentes no ligante (ANDREWS et al., 1984).
Este descritor vem confirmar que os diferentes grupos funcionais presentes

nos analogos aos nostoclideos tém influéncia em sua atividade bioldgica.

Fonte: Andrews et al. (1984)

Figura 4 - Complexacao entre um ligante e seu receptor.

Os pequenos circulos representam moléculas de agua;
AHpw — entalpia de hidratag&o do ligante;

AHgrw — entalpia de hidratagao do receptor;

AHpr — entalpia de interagao ligante-receptor;

ASgt — entropia rotacional e translacional;

ASint — entropia interna;

AS,i, — entropia vibracional; e

ASw — entropia associada a perda de moléculas de agua
estruturadas.

Para o terceiro descritor, 0 ‘Complementary Information content (order

2), ainda nao se dispde de uma interpretacao satisfatoria.
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6. Conclusoes

Até o momento, foram desenvolvidos dois modelos de QSAR que
levaram a uma melhor compreensado dos fatores que estdo envolvidos na
correlacdo estrutura de diferentes analogos aos nostoclideos-resposta
biolégica. O primeiro modelo foi construido utilizando-se apenas as
informagdes relacionadas aos compostos 3-benzilarilidenofuran-2(5H)-onas.
Os seguintes parametros estatisticos foram obtidos: N=19, R?>=0,83, F 23,9,
s?=0,0288, R%,,=0,72. Para este modelo, foram selecionados os descritores
moleculares ‘Image of the Onasager-Kirkwood solvation energy’ (SEok),
‘Average bond order of a C atom’ e o descritor ‘Max bonding contribution of a
MQ’, sendo o de maior significancia estatistica o SEok, que de forma indireta
relaciona a atividade fitotéxica com a polaridade das moléculas.

O segundo modelo obtido foi construido a partir dos dados relativos as
substancias 3-benzilarilidenofuran-2(5H)-onas e das 3-(4-
bromobenzil)arilidenofuran-2(5H)-onas. Os parametros estatisticos obtidos
foram: N=23, R?=0,81; F=27,3; s°=0,0309 e R%,=0,65. Foram selecionados
novamente trés descritores: ‘Image of the Onasager-Kirkwood solvation
energy’ (SEok), ‘Vibration entropy (300K) /number of atoms’ e o descritor
‘Complementary Information content (order 2)’. Novamente, o descritor de
maior significancia estatistica foi o SEok, corroborando o fato de que o fator
chave para obter compostos mais ativos, empregando-se os nostoclideos
como compostos-modelos, sdo as modificacdes estruturais que resultem no

aumento da polaridade de novos derivados a serem sintetizados.
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CAPITULO 2

PREPARO DE NOVOS
»ALQUILIDENOBUTENOLIDEOS E SINTESE DOS ANALOGOS AOS
NOSTOCLIDEOS

1. Métodos Sintéticos Utilizados no Preparo de y~Alquilidenobutenolideos

Nas ultimas décadas, tem sido relatado um grande numero de
compostos pertencentes a classe dos jalquilidenobutenolideos de
esteroquimica definida, que foram isolados de fontes naturais. Da mesma
forma, na literatura sdo descritos diversos trabalhos no tocante ao
desenvolvimento de metodologias para a sintese desta classe de compostos.
O interesse no preparo dessas substancias deve-se, em grande parte, as
diversas atividades bioldgicas apresentadas por elas, tais como inibicdo na
biossintese do colesterol (KUHNT et al., 1990; NEGISHI et al., 2005);
citotoxidade (FANG et al., 1991; KOTORA e NEGISHI, 1996) e atividade
antibidtica (DAVIDSON e IRELAND, 1990; MIO e ANDERSON, 1991 e LEVY
et al., 2003).

Um dos trabalhos pioneiros na sintese de jalquilidenobutenolideos foi
realizado por Shaw em 1946, em que o acido joxopent-2-endico foi

convertido na substancia protoanemonina (Esquema 1).

Me—\< COOH Ac,0, HOAC, :O:O
o

H,SO, o
Acido y-oxopent-2-endico Protoanemonina
(30%)

Fonte: Shaw, 1946.

Esquema 1 — Preparagédo da protoanemonina a partir do acido j-oxopent-2-
endico.
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Diversos trabalhos publicados na literatura descrevem a sintese de -
alquilidenobutenolideos, via j<lactonas (COHEN et al., 1965), anidrido maleico
(BEGLEY et al., 1978) e 2-oxifuranos (SHING et al., 1995) (Esquema 2)
(NEGISHI e KOTORA, 1997). Entretanto, essas reacbdes de alquilidenagao
ndo sao estereosseletivas e levam ‘a formagdo da mistura dos

estereoisébmeros de configuracbes Z e E.

Via y-lactonas

Via anidrido maleico

R'R?CHM + o:\/_>:o -

O
Via 2-oxifuranos
R! R orR
/\:_—O ou ><OR + @ 0z
R2 R? ]

R1 —
%@o
R?2 0o
R1 —
%@o
R2 )
R1 —
%@o
R2 o
R1 —
L#‘:@o
R2 )

(@] OH
R1_M + Rz_&@x —_— R2_c:: / \ X J——
(@) R (@)
X=Br ou OMe

Fonte: Negishi e Kotora (1997)

Esquema 2 - Métodos sintéticos utilizados na sintese de »
alquilidenobutenolideos.
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Processos estereosseletivos para sintese de jalquilidenobutenolideos
vém sendo descritos na literatura. Reagdes de lactonizacdo catalisadas por
metais, como a prata, o paladio, o rédio sdo empregadas com frequéncia.

Lu et al. (1993) descreveram a sintese estereosseletiva de »(2)-
alquilidenobutenolideos empregando-se como materiais de partida o acido (2)-
3-bromopropendico e diferentes alquinos terminais. As reacbes foram
conduzidas na presenga de PdCIlz(PPhs)2 (3 mol%), Cul, EtsN (2 equiv.) em
CH3CN. A ocorréncia do acoplamento de Sonogashira, seguido de um
processo de lactonizacdo induzido pelo catalisador de paladio, justifica a
formagdo dos produtos. A diastereosseletividade foi superior a 90% para o
esterecisbmero Z em relagdo ao esterecisbmero E. Alguns exemplos séo

mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Sintese de jyalquilidenobutenolideos segundo metodologia descrita
por LU et al., 1993.

R=H + B COOH PdCl,(PPhg),/Cul 13_41
— (0]
(@)

Acido (Z)-3-bromopropensico Et;N, CH3CN, t.a. R

R Rendimento (%) Z/E
Ph 80 >97/3
n-C5H11 60 91/9
PhCH(OH) 56 >97/3
Me,C(OH) 86 94/6
MeOCH; 62 >97/3

Pohmakotr et al. (1998) descreveram a sintese de
arilidenobutenolideos pela reacdo regiosseletiva entre a furan-2(5H)-ona e

diferentes aldeidos aromaticos (Esquema 3).
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1-LDA, THF,
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© 2- CHO = © 2-ta.ou A
Furan-2(5H)-ona \/ y- Arilidenofuran-2(5H)-ona
N N\ S
| . R
R

1998)

Esquema 3 — Sintese de j-arilidenofuran-2(5H)-ona (POHMAKOTR et al.,

Os estereocisébmeros de configuragao Z foram obtidos como produtos

termodinamicos como mostrado na Tabela 2 (POHMAKOTR et al., 1998).

Tabela 2 — Preparagdo de jarilidenofuran-2(5H)-ona (POHMAKOTR et al.,

1998)

ArCHO Condicgoes %, Z/IE
benzaldeido t.a. (11h) 96, 32/68
benzaldeido t.a. (48h) 100, 70/30
benzaldeido t.a.(2h) e 80-90 °C (10 h) 87, 97/3

3-metoxibenzaldeido t.a.(2h) e 80-90 °C (10 h) 85, 98/2
4-metoxibenzaldeido t.a.(2h) e 80-90 °C (10 h) 84, 99/1
2,3-dimetoxibenzaldeido t.a.(2h) e 80-90 °C (10 h) 82, 99/1
3,4-dimetoxibenzaldeido t.a.(2h) e 80-90 °C (10 h) 91, 94/6

A configuracdo da ligacdo dupla C=C, apresenta influéncia na
bioatividade dos jalquilidenobutenolideos, como exemplificado no caso dos
respectivos estereoisbmeros (E)-tetrolina e (Z)-lissoclinolideo (Figura 1). A
substancia tetrolina apresenta atividade inibitéria sobre bactérias Gram
positivas, enquanto o composto lissoclinolideo age como antibiético frente as
bactérias Gram negativas. Gorth et al. (1998), com base na importancia da
estereoquimica definida dessas substancias, apresentaram a sintese
estereosseletiva de j-alquilidenobutenolideos analogos aos antibidticos
lissoclinolideo e tetrenolina, partindo de agucares especificos. Como mostrado
no esquema 4 (p. 46), a estereoquimica dos agucares empregados como
material de partida determinou a configuracdo Z ou E da ligagdo dupla

exociclica do produto final.
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OH
X OH XN
N OH o]
0 o

Lissoclinolideo
Tetrenolina

Figura 1 — Estruturas quimcas das substancias tetrolina e lissoclinolideo.

HCI, DCM/MeOH (2:1), t.a.,

HCI, DCM/MeOH (2:1), t.a.,
24h

24h

i) t-BuMe,SiCl, peneira molecular (4 angstrons), i) t-BuMe,SiCl, peneira molecular (4 angstrons),
DMF, 3h, -78 °C—0 °C DMF, 3h, -78 °C—0°C
ii) HF/Piridina, THF, 0 °C, 4h i) HF/Piridina, THF, 0 °C, 4h

a) e b) 2,2-dimetoxipropano, Amberliste-15, DMF, t.a., 24 h; 60 °C, 3h

Esquema 4 - Obtencgao de j~alquilidenobutenolideos analogos aos antibiéticos
tetrenolina e lissoclinolideo com estereoquimica definida
(GORTH et al., 1998).
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Heurtaux et al. (2005) reportaram a sintese de diversos acidos
pulvinicos por meio da condensacao entre cloreto de oxalila com éteres
enodlicos de silicio, seguida de um processo de lactonizagdo e clivagem
hidrolitica (Esquema 5). Procedimentos similares a estes vém sendo utilizados
em outros trabalhos de sintese de jalquilidenobutenolideos (HAASE e
LANGER, 2005; LANGER, 2006).

c. 0 _ o Ar
OSiMes (0.5 ¢equi) ) OH
of cl MeO  \
Ar / \ OMe
OMe  pcw, - 78°C para 20 °C HO <
Ar o
i) DBU, MeOH
i) HCloone.
iii) 0,5 M NaOH
Ar
OH
© ~— _Ar
CO,H
(60-70%)

Esquema 5 — Preparagao de acidos pulvinicos (HEURTAUX et al., 2005).

Uma metodologia simples para sintese de j~alquilidenobutenolideos foi
descrita por Xu e colaboradores (2007). Neste trabalho, foram utilizados como
material de partida, butenolideos complexos, a- ou B-substituidos, derivados
das classes dos andrografolideos e das digoxinas. A combinagdo desses
compostos com aldeidos ou cetonas, na presenga de metanol e Na,COj3, sob
condigdes de refluxo, propiciou a sintese esterosseletiva de diversos
derivados pertencentes a classe dos j~(Z)alquilidenobutenolideos. Como
exemplo, a preparagcao de compostos do tipo 15-ideno andrografolideo esta

mostrada no Esquema 6.
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MeOH, Na,COs5 HO

Aldeidos ou cetonas, refluxo

Esquema 6 — Preparagdo de compostos do tipo 15-ideno andrografolideos.

Dentre o0os processos conhecidos para sintese de
alquilidenobutenolideos, destaca-se a metodologia utilizada por Boukouvalas
et al. (1994) no preparo dos nostoclideos | e Il que sera discutida

posteriormente.

2. Rotas sintéticas utilizadas no preparo dos nostoclideos | e Il

Diversas estratégias sintéticas visando a preparagao dos Nostoclideos |
e |l sdo reportadas na literatura.

A primeira sintese total dos nostoclideos foi realizada por Boukouvalas
e colaboradores, em 1994. O material de partida utilizado foi o furan-2-il
N,N,N’,N’-tetrametildiamidofosfato (54). A reacao deste composto com n-
butilitio resultou na formacdo do organolitio 55, que foi posteriormente
capturado in situ pelo brometo de benzila. O furano 56 obtido foi tratado com
acido férmico levando a obtencdo do composto 57 com 72% de rendimento
para as trés etapas relatadas. O grupo isopropila foi introduzido via reacao de
57 com 2-diazopropano, resultando na formagdo do cicloaduto 58 que
submetido a refluxo em benzeno por uma hora originou o composto 3-benzil-4-
isopropilfuran-2(5H)-ona (59), obtido com 56% de rendimento para as duas
etapas. A reacao de sililagdo do composto 59 com TBDMSOTT e trietilamina
em DCM propiciou a formagdo da substédncia 3-benzil-2-(tert-

butildimetilsililoxi)-4-isopropilfurano (60) com 88% de rendimento (Esquema 7).
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I\ n-Buli 7\ 0 PhcHBr [/ N\ 9
Q\ Q Bul . @\ I — 27y

OP(NM OP(NM
(NMey), THF, - 78 °C OP(NMey), o} (NMez),
(54) (55) (56)
N
N \
. ro \© CgHg, refluxo, 1h

HCOOH — MeoC=N=N
o Et,0, 0°C

o (58)

(57)
72% a partir de 54

— TBDMSOTY, EtzN i/ \g
> o~ ~OTBDMS

o O CH,Cl, 0°C—>25°C, 24 h
(59)
56% a partir de 56

(60)
88%

Esquema 7 — Sintese do furano 60 (BOUKOUVALAS et al., 1994).

O furano 60 na presenca de TBDMSOTf (acido de Lewis) e dos
aldeidos 64a e 64b, sintetizados a partir do acidos carboxilicos 61a e 61b,
conforme mostrado no Esquema 8, resultou na formacao dos adutos 65a,b e
66a,b respectivamente. A eliminagcédo do grupo fert-butildimetilsililoxi ocorreu
na presenca de DBU em cloroférmio. A adicdo de HCI 3 mol L™ & mistura

reagente propiciou a obteng¢ao dos nostoclideos (1) (Esquema 8, p. 50).
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COOH COOTBDMS CH,0H

TBDMSOTY, Et;N, DMAP DIBAL-H N (COCI)z, EtsN, DMSO,
ol g THF,0°C, 30 min. 'Cl Et,0, 25 °C, 30 min. ¢ R CH2Clz, - 60°C= 25°C
OH OTBDMS OTBDMS
. 010, (63a): 87%
(61a,b) gggg))-: e (63b): 99%
CHO
TBDMSOTf, - o
_789C. 2 ; 1. DBU, CHCls,
cl R CHxCl, - 78 °C, 2h O refluxo, 18-24h
—_—
OTBDMS 2. HCl, 25 °C
(64a): 74‘;/0 ) Cl R
(64b): 68% \ OTBDMS
0~ “OTBDMS (1a): 96%, R = Cl
(65a,b) R! = OTBDMS, R2 = H, 93% (1b): 90%, R = H
(60) (66a,b) R' = H, R = OTBDMS, 91%

Esquema 8 — Preparo dos aldeidos 64a,b e etapa final da sintese dos
nostoclideos | e Il (BOUKOUVALAS et al., 1994).

Bellina e Rossi (2002) descreveram outra estratégia para sintese do
composto 59, precursor para a sintese dos nostoclideos. Neste caso, foi
utiizado o composto 3,4-dibromo-furan-2(5H)-ona (67) como material de
partida. A reagdo do composto 67 com o organoestanico
isopropeniltributilestanho (68) via acoplamento de Stille resultou na obtengao
na lactona 69, que submetida a uma hidrogenacgao na presencga do catalisador
de Wilkinson levou ao composto 70. Por fim, a reacao de acoplamento de
Negishi entre 70 e o brometo de benzilzinco resultou na formac&o de 59,

(Esquema 9, p. 51).
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NMP, t.a., 5 dias
68 Y
o ) (69)
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W 0
o) < .
0 . 0 (70)
(59) PdCl,[(o-tolil)3P], (5 mol%) 95%

DMF/THF (1:1), 60 °C, 5h
36%

Esquema 9 - Sintese do composto 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (59) a
partir do composto 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (67) (BELLINA
e ROSSI, 2002).

Kar e colaboradores (2005) descreveram a sintese do Nostoclideo |
(1a), utilizando como material de partida o anidrido citracrénico (71).

Inicialmente, o anidrido 71 tratado com metanol/H,SO4 sob refluxo,
originou o correspondente diéster, que apos tratamento com NBS/AIBN, sob
refluxo em tetracloreto de carbono, levou a formacédo do bromometilfumarato
de dimetila (72) (Esquema 10). A reagéo entre o composto 72 e o brometo de
isopropil magnésio originou o diéster 73. Este diéster foi convertido no diacido
correspondente 74, apd6s reacdo de saponificagdo com hidroxido de litio,
seguida por acidificagcdo com HCI. A adicdo de bromo a ligagao dupla resultou
na formacdo do acido dibromocarboxilico 75. O acido 75 foi submetido a
condicdes de refluxo em anidrido acético para a obtencdo do composto 76. A
reagao entre brometo de fenil magnésio e o anidrido 76 resultou na formagao
do anidrido 77. A substancia 77 foi tratada com NaBH4, levando a formacéao
de uma mistura das lactonas 59 e 78, que foram separados por cromatografia

em coluna.
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1) CH30H, H*/H,SOy,
refluxo, 12h

2) NBS/AIBN, CCI4
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@)

i-PrMgBr (1,5 equiv.),
THF, HMPA MeO
>  MeO
-20°C, 0,5h
o

refluxo, 12h
79%
64% (73)
(72) . :
1) LiOH (10 equiv.)
THF/H,0 (3:1)
Br t.a., 18h
o O Br 2) H*/HCI
Br
@) \ A0, refluxo :8 Bry (1,5 equiv.)/CCl, HO
o) 1,5h - t.a., 6h HO
~100% © 0o
~ 0,
(76) 100% 91%
(75)
CgHsMgBr (5 equiv.) (74)
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Ph Ph
0 , 0
NaBH, (2,5 equiv.) + \
> @)
o) \ THF, 0 °C, 4h o \
o]
° (59) (78)
43%
2% 28%
(77)

Esquema 10 - Preparagdo do composto 55 partindo do acido citracrénico (65)
(KAR et al., ,2005).

O composto 59 foi utilizado na sintese do nostoclideo | (1a) em um

processo de trés etapas, como mostrado no Esquema 11.

HO
1) TBDMSOTf, TEA, DCM
_ 2) DBU
o + 3) HCI
0 cl cl >
OTBDMS
(59)
(64a) C

Nostoclideo | (1a)
79%

Esquema 11 — Sintese do nostoclideo | descrita por Kar et al. (2005).
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As metodologias apresentadas para o preparo da lactona 3-bromo-4-
isopropilfuran-2(5H)-ona (59) apresentam algumas desvantagens, como o
emprego de reagdes que requerem longos periodos de tempo, o uso de
reagentes toxicos que resultam na formagao de subprodutos de dificil remogao
(BELINA e ROSSI, 2002), formagao de isbmeros constitucionais indesejaveis
(KAR et al., 2005), além da necessidade de condigcbes de reagcdo mais
rigorosas (BOUKOUVALAS et al., 1994). Diante do exposto, foi planejado o
desenvolvimento de uma metodologia alternativa para a sintese do composto

59, cuja retrossintese esta representada no Esquema 12.

‘_%OQ<—j> ASZS\OTPS O OTIPS

(59) (79)
i
li d —

(81) (67) (70)

Esquema 12 - Analise retrossintética para o preparo da lactona 3-bromo-4-
isopropilfuran-2(5H)-ona (59).

De acordo com a analise retrossintética, o composto 59 poderia ser
preparado a partir do alquilitio 79, que seria originado do reagente sililado 80. A
lactona 80 poderia ser preparada a partir do composto 70 (3-bromo-4-
isopropilfuran-2(5H)-ona). O composto 70, por sua vez, seria produzido a partir
da reagdo da lactona dibromada 67 (3,4-dibromofuran-2(5H)-ona). Para o
preparo desta lactona, utilizar-se-ia o acido mucobrémico 81, disponivel
comercialmente.

Descreve-se neste capitulo o processo de otimizagdo das condi¢cdes de
reacao que culminaram no preparo da lactona 70. Este processo foi otimizado e
subsequentemente utilizado para o preparo de novas lactonas, similares ao
composto 70, mas com diferentes grupos alquila ligados a posigdo g do anel
lacténico.
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Os métodos utilizados no preparo do composto 59 bem como a sintese
de novos analogos aos nostoclideos sao também relatados neste capitulo.
Discute-se, ainda, o preparo de novos j~alquilidenobutenolideos pertencentes a

classe das 3,4-dialo-5-arilidenofuran-2(5H)-onas.

3. Material e Métodos

Os solventes e reagentes utilizados nas reagdes foram de grau P.A. Os
reagentes foram adquiridos de fontes comerciais e utilizados sem prévia

purificagao.

3.1. Purificagao dos solventes

3.1.1. Purificagdo do Tetraidrofurano (THF) e do Eter dietilico

A secagem do solvente tetraidrofurano (THF) foi realizada adicionando-
se hidreto de calcio ao solvente, aquecendo-se a mistura até a temperatura
de ebulicdo do THF. A mistura foi mantida sob refluxo por 24 horas. Apds
esse tempo, o solvente foi recolhido por destilagdo. Em seguida, adicionou-
se sodio metalico ao THF, e a mistura foi novamente aquecida até a
temperatura de ebulicdo do solvente e mantida sob refluxo por uma hora.
Decorrido esse periodo de tempo, adicionou-se benzofenona, deixando o
sistema sob refluxo até que a mistura adquirisse coloragcao azul. Ocorrida a
mudanca de cor, destilou-se o THF seco, que foi armazenado sobre peneira
molecular de 4 A em um recipiente vedado e sob atmosfera de nitrogénio.
Procedimento similar foi utilizado na secagem de éter dietilico (PERRIN e
ARMAREGO, 1998).

3.1.2. Purificagao do Metanol

Em um baldo de fundo redondo de 500 mL, adicionaram-se 2,5 g de

magnésio em po, 0,25 g de iodo molecular e 50 mL de metanol. A mistura
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foi mantida sob refluxo até seu descoramento (aproximadamente 1 h).
Subsequentemente foram adicionados 250 mL de metanol, mantendo o
refluxo por mais 2h, quando o solvente foi destilado e armazenado sobre
peneira molecular de 4A, em um recipiente fechado sob atmosfera de
nitrogénio (PERRIN e ARMAREGO, 1998).

3.1.3. Purificagao do Diclorometano (DCM)

Em um baldo de fundo redondo de 500 mL, adicionaram-se 250 mL de
diclorometano e certa quantidade de hidreto de calcio, a mistura foi deixada
sob refluxo por trés horas, seguido de destilagdo. O solvente foi armazenado
sobre peneira molecular de 4A em um recipiente fechado e sob atmosfera de
nitrogénio (PERRIN e ARMAREGO, 1998).

3.1.4. Purificagao do hexametilfosforamida (HMPA)

Em um baldo de 50 mL, adicionaram-se 25 mL de hexametilfosforamida
(HMPA) e certa quantidade de peneira molecular de 4A. A mistura foi mantida
sob vacuo por 24h. Decorrido esse tempo, o HMPA foi transferido para um

frasco contendo peneira molecular de 4A onde foi armazenado.

3.1.5. Titulagao do n-Butillitio (n-BuL.i)

A um baldo bitubulado de 25 mL, sob atmosfera de nitrogénio, foram
adicionados p-tosilidrazona da 1,3-difenilcetona (0,189 g; 0,50 mmol) e 3 mL
de THF anidro. Em seguida, o balédo foi resfriado numa mistura de gelo + sal.
Com auxilio de uma seringa de 1,0 mL, adicionou-se n-butillitio até o término
da titulagdo. Esse procedimento foi realizado em triplicata (LIPTON et al.,
1960)
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3.2. Cromatografia em camada delgada (CCD)

As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram
realizadas empregando-se placas cromatograficas de silica-gel impregnadas
sobre aluminio (espessura de 250 um). As separagdes por cromatografia em
coluna foram feitas utilizando-se silica-gel (70-230 mesh e 230-400 mesh)
como fase estacionaria, e os solventes utilizados como eluente foram
previamente destilados.

As placas de CCD, depois de observadas sob luz ultravioleta, foram
reveladas com solugao alcodlica de acido fosfomolibdico ou solugdo aquosa

de permanganato de potassio.

3.3. Técnicas Espectroscopicas

Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos em espectrémetro
PERKIN ELMER SPECTRUM 1000 (Departamento de Quimica — UFV). As
amostras foram analisadas em forma de filme depositado entre placas de
brometo de potassio, sendo utilizado diclorometano para dissolucdo das
amostras.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de
'H, 300 MHz) e de carbono (RMN de "*C, 75 MHz) foram obtidos em
espectrometro VARIAN MERCURY 300 (Departamento de Quimica - UFV).
Utilizou-se como solvente cloroférmio deuterado (CDCls3), e o tetrametilsilano
(TMS) como padrédo de referéncia interna (o4 = 0). As constantes de

acoplamento escalar (J) foram expressas em Hertz (Hz).
3.4. Espectrometria de massas

Amostras de misturas reagentes foram analisadas por cromatografia
gasosa e espectrometria de massas (CG-EM), em aparelho marca Shimadzu
PQ5050A, usando coluna capilar de silica fundida DBS (30m x 0,25 mm de
diametro; filme de 0,25 xm). O hélio foi usado como gas de arraste, com fluxo
de 1,6 mL min™. A temperatura do injetor foi de 290 °C. A temperatura inicial
da coluna foi de 80 °C por 5 minutos, aumentando de 80 °C a 285 °C na razéo

de 4 °C /min. A temperatura final permaneceu em 285 °C por 40 minutos. A
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temperatura do detector de massa foi de 290 °C, e a temperatura na interface
do sistema CG-EM foi de 290 °C. O detector de massas operou com ionizagao
por impacto de elétrons de 70 eV e varredura de massas entre os intervalos
de 30 e 700 Da.

As amostras de substancias puras foram analisadas por insercéo direta
no espectrdmetro de massas. A temperatura inicial variou de 40 °C min™ até
60 °C, passou a aumentar 80 °C min” até 300 °C, permanecendo nessa
temperatura por 25 minutos. A temperatura do detector foi de 300 °C. O
detector de massas operou com ionizacao por impacto de elétrons de 70 eV e
varredura de massas entre os intervalos de 50 e 700 Da.

A identificagao foi feita por comparagcédo com os espectros de massa da

biblioteca Wiley 7 e pelos tipos de fragmentagdes.
3.5. Procedimentos sintéticos

3.5.1. 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (67)

Br Br
S
67

A um baldo bitubulado de 2L, adicionaram-se acido mucobrémico (81)
(28,67 g, 111,2 mmol) e 160 mL de metanol anidro. O sistema foi resfriado a 0
°C, quando foi adicionado boroidreto de sédio (NaBH,) (6,31 g; 166,7 mmol)
em pequenas porgdes. A mistura resultante foi mantida sob agitagédo por 15
minutos a 0 °C. Uma solugdo de acido sulfarico (10,89 g; 111,2 mmol) em
metanol (55 mL), resfriada a 0 °C, foi adicionada a mistura resultante, que foi
mantida sob agitacdo por 15 minutos. Decorrido esse periodo, foi adicionado a
mistura reagente éter dietilico (1,5 L), e a solugéo resultante foi lavada com
solugéo saturada de cloreto de sodio (4 x 200 mL). As fases foram separadas,
e a fase organcia foi seca com MgSOQOy, filtrada e concentrada sob presséo
reduzida. O composto 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (67) foi purificado por
recristalizacdo utilizando a mistura hexano e éter dietilico (1:1 v/v) e foi obtido

como um sélido branco, com rendimento de 75% (20,26 g; 84,4 mmol).
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Caracteristica: sélido branco.
CCD: R¢= 0,50 (DCM-hexano 3:2 v/v).

T; = 89,3-90,2 °C. [(Tt iiteratura; 90-91 °C); BELINA et al., 2001].

IV (filme em NaCl, cm™) v max: 1757, 1605, 1338, 1216, 1023, 992, 749, 717.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) 5(J/Hz): 4,90 (s, 2H, H-5).

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

EM, m/z (%): 244 (C4H»Br.0,, [M+4]", 12); 242 ([M + 2], 27); 240 ([M]*, 10);
163 (99); 161 (100); 117 (29); 119 (28); 53 (33); 38 (96).

3.5.2. 3,4-diclorofuran-2(5H)-ona (82)

A metodologia utilizada foi similar aquela descrita para o preparo do
composto 67, utilizando-se o acido mucoclérico como material de partida. A
utilizagcado desta metolodogia resultou na obtenc¢do da 3,4-diclorofuran-2(5H)-ona
(82), com rendimento de 60% (10,21 g; 66,7 mmol).

Caracteristica: sélido branco.

CCD: R¢= 0,50 (DCM-hexano 3:2 v/v).
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Ti = 48,9-50,2 °C. [(Ttiiteratura: 49-50 °C); BELLINA et al., 2003].

IV (filme em NaCl, cm™) v 1771, 1636, 1444, 1350, 1247, 1037, 919,
751, 724, 599.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) 5(J/Hz): 4,89 (s, 2H, H-5).

RMN de '*C (75 MHz, CDCl3) 5: 79,8 (C-5); 122,1 (C-3); 148,8 (C-4); 165,8
(C-2).

EM, m/z (%): 156 (C4H2Cl,05, [M + 4]%, 4); 154 (C4H.ClL02, [M + 27, 21); 152
(IM] ™", 36); 125 (65); 123 (100); 117 (56); 87 (42): 73 (90); 61 (44); 60 (46); 59

(24); 53 (24); 52 (11).

3.5.3. 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (70)

N

44— 3
70

O método descrito a seguir foi aquele que produziu os melhores
rendimentos para a sintese da lactona 70. Toda a discussao do processo de
otimizagao das condi¢gdes de reagao para o preparo desta lactona € detalhada
na se¢do RESULTADOS e DISCUSSAO.

A um baldo bitubulado de 50 mL, sob atmosfera de nitrogénio,
adicionaram-se magnésio metalico (0,248 g; 10,2 mmol) e THF anidro (10
mL). Em seguida, brometo de isopropila (0,836 g; 6,8 mmol dissolvido em 10
mL de THF anidro) foi adicionado gota a gota a mistura reagente. Apos essa
adicao, a mistura resultante foi agitada por cerca de 40 minutos.

A um outro baldo bitubulado (125 mL), sob atmosfera de nitrogénio,
adicionaram-se CuBr.Me,S (0,349; 1,7 mmol) e 25 mL de THF anidro. O

sistema foi resfriado a -78 °C, e a mistura foi vigorosamente agitada por 5
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minutos quando, entdo, com o auxilio de uma seringa, adicionou-se, gota a
gota, a solucdo contendo o reagente de Grignard (brometo de isopropil
magnésio) previamente preparada. Em seguida, uma solugdo de 3,4-
dibromofuran-2(5H)-ona (67) (0,411 g; 1,7 mmol), BF3.Et,O (0,482 g; 3,4
mmol) em 15 mL de THF anidro foi adicionada lentamente a mistura reagente.
A mistura resultante foi mantida a -78 °C, sob agitagdo magnética, por 1h.
Apds esse tempo, permitiu-se que a temperatura da mistura reagente se
igualasse a temperatura ambiente e fosse deixada sob agitagao por 15 horas.
Em seguida, adicionaram-se 50 mL de solugéo saturada de cloreto de aménio
e deixou-se a mistura resultante sob agitacdo magnética por 30 minutos. As
fases foram separadas, e a fase aquosa foi extraida com éter dietilico (3 x 50
mL). Os extratos orgénicos foram combinados, e a fase organica resultante foi
seca com MgSOy, filtrada e concentrada sob pressao reduzida . A lactona 70
foi obtida como um 6leo de coloragdo amarelada (0,324 g; 1,6 mmol), com
rendimento de 93% (determinado pelo Método do Padr&o Interno utilizando a

técnica de cromatografia gasosa, item 3.5.4).

Caracteristica: 6leo amarelado.

CCD: Rf= 0,37 (DCM-hexano 3:2 v/v).

IV (filme em NaCl, cm™) v nax 2969, 2931, 2873, 1773, 1637, 1458, 1015,
985, 755, 724.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) & (J/Hz): 1,20 (d, 6H, J = 7, H-2"); 3,10 (sept,
1H, J=7, H-1" ); 4,80 (s, 2H, H-5).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) 6 20,1 (C-2’); 29,1 (C-1°); 70,7 (C-5); 107,2 (C-
3): 169,2 (C=0 e C-4).

EM, m/z (%): 206 (C7HeBrO», [M + 2]™; 6); 204 ([M] **, 6); 164 (27); 162 (26);
125 (19); 97 (17); 67 (53); 65 (26); 51 (28); 43 (100).
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3.5.4. Determinacao de Rendimento de Reacdes pelo Método do Padrao Interno

Utilizando-se Cromatografia Gasosa (CG)

Inicialmente, duas solugdes dos compostos 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona
(67) e 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (70), cada uma numa concentragao
de 600 ppm, foram analisadas por cromatografia gasosa (CG), em aparelho
Shimadzu GC17A com detector de ionizagdo de chama (FID), usando coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm de di&dmetro; filme de 0,25 um)
e nitrogénio como gas de arraste. A temperatura do injetor foi de 220 °C. A
temperatura inicial da coluna foi de 100 °C por 2 minutos, aumentando de 100
°C para 240 °C na razdo de 3 °C min"". A temperatura final permaneceu em
240 °C por 12 minutos. A temperatura do detector do sistema foi de 240 °C.
Foram assim determinados os tempos de retencdo dos compostos supra-
mencionados. Para o composto 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (67), o tempo de
retencdo observado foi de 7,10 minutos e para o composto 3-bromo-4-
isopropilfuran-2(5H)-ona (70), foi de 10,33 minutos.

O método do padréo interno descrito por Harris (2005) foi utilizado para a
determinacdo dos rendimentos do composto 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-
ona (70) durante o processo de otimizagao das condi¢gdes de reagao para sua
obtencgdo. Para tal propdsito, uma mistura de hidrocarbonetos contendo de 9 a
26 atomos de carbonos foi analisada por cromatografia gasosa empregando-
se as condi¢cdes previamente mencionadas. Foi escolhido o pentadecano
(C1sHs2), com tempo de retencédo de 13,01 minutos para ser usado como
padrao interno. Foram construidas duas curvas-padrdo: uma para a
determinacdo da concentragdo do composto 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (67)
(material de partida que restou apds o término de cada reagéo) e outra para a
determinacdo da concentracdo do produto de interesse 3-bromo-4-
isopropilfuran-2(5H)-ona (70). Foram preparadas quatro solu¢gdes do composto
3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (67) em DCM, cujas concentragdes utilizadas
foram de 200, 400, 600 e 800 ppm. Em todas as solug¢des foi adicionado o
padrao interno (pentadecano) de forma a obter a concentragdo de 600 ppm
para o mesmo. Estas solugbes foram analisadas por cromatografia gasosa
sob as condi¢des anteriormente descritas.

Empregando-se as areas dos compostos 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona

(67)/pentadecano, obtidas pelos cromatogramas, versus concentragdo do
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composto 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (67) em cada solugdo, foi possivel
obter uma curva padrdo com R? = 0,9997. A equacdo da reta obtida foi y =
0,0002x + 0,0003, sendo y a razdo entre as areas dos compostos 3,4-
dibromofuran-2(5H)-ona (67)/pentadecano e x a concentracdo do composto
3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (67). Um procedimento similar foi utilizado para a
obtencdo da curva padrao da substancia 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona
(70). Neste caso, foi encontrada uma correlagédo com R? = 0,9975. A equac&o
da reta obtida foi y = 0,0005x — 0,0009, sendo y a razdo entre as areas dos
compostos 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (70)/pentadecano e x a
concentracdo do composto 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (70).

Para determinagcdo das quantidades dos compostos 67 e 70, os extratos
organicos resultantes das 14 reag¢des foram analisados por cromatografia
gasosa (CG). Foram pesados 12 mg de cada amostra, e o material foi
dissolvido em DCM (grau HPLC), adicionando-se pentadecano de forma a se
obter a concentracdo de 600 ppm para o mesmo, tendo o volume sido
completado com DCM em baldo volumétrico de 5 mL. As solugdes obtidas
foram homogeneizadas e injetadas no cromatografo a gas. As concentragdes
do material de partida (3,4-dibromofuran-2(5H)-ona) (67) e do composto 3-
bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (70) foram calculadas pelas curvas padrao
determinadas previamente, conforme descrito.

Os compostos 83-86 foram sintetizados via metodologia, previamente
descrita, para a obtencao do composto 70. A estrutura dos compostos 83-86 &
suportada pelos dados espectroscopicos e espectrométricos apresentados a

seqguir.

3.5.5. 3-cloro-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (83)

Caracteristica: 6leo amarelado.

Rendimento : 40% (0,104 ; 0,65 mmol) a partir de 1,7 mmol da lactona 82.
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CCD: Rf= 0,48 (DCM-hexano 3:2 v/v).

IV (filme em NaCl, cm™) v . 2971, 2936, 2876, 1773, 1645, 1351, 1181,
1025, 758.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) &(J/Hz): 1,20 (d, 6H, J = 7, H-2’); 3,10 (sept,
1H, J = 7, H-1°); 4,80 (s, 2H, H-5).

RMN de **C (75 MHz, CDCl;) & 20,1 (C-2’); 27,7 (C-1°); 69,4 (C-5); 117,8 (C-
3); 165,1 (C=0); 169,2 (C-4).

EM, m/z (%): 162 (C7HsCIO,, [M + 2]™; 3); 160 ([M] *"; 9); 149 (7); 118 (47); 86
(61); 84 (100); 67 (38); 51(81).

3.5.6. 3-bromo-4-isobutillfuran-2(5H)-ona (84)

Caracteristica: 6leo amarelado.
Rendimento : 45% (0,167 g; 0,76 mmol) a partir de 1,7 da lactona 67.

CCD: R¢= 0,48 (DCM-hexano 3:2 v/v).

IV (filme em NaCl, cm™) v . 2959, 2930, 2871, 1769, 1634, 1456, 1345,
1151, 1027, 995, 755, 722, 669.
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RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &(J/Hz): 0,98 (d, 6H, J = 7, H-3"); 1,95 (m,
1H, J=7, H-2’); 2,38 (d, 2H, J =7, H-1"); 4,75 (s, 2H, H-5).

RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) & 22,8 (C-3’); 27,8 (C-2’); 37,8 (C-1"); 73,2 (C-
5): 109,9 (C-3); 163,5 (C=0); 176,5 (C-4).

EM, m/z (%): 220 (CgH11BrO,, [M + 2™, 4): 218 (IM]**, 4); 176 (21); 178 (21);
149 (13); 97 (17); 86 (55); 84 (100); 71 (21); 69 (19); 57 (42); 55 (33); 51 (61).

3.5.7. 3-bromo-4-etilfuran-2(5H)-ona (85)

{ Br
I—3

0720
85

Caracteristica: 6leo amarelado.
Rendimento : 50% (0,162 g; 0,85 mmol) a partir de 1,7 mmol da lactona 67.

CCD: R¢= 0,48 (DCM-hexano 3:2 v/v).

IV (filme em NaCl, cm™) v . 2977, 2939, 2881, 1778, 1759, 1644, 1460,
1441, 1154, 1024, 991, 756.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) & (J/Hz): 1,20 (t, 3H, J = 8, H-2); 2,55 (qt,
2H, J=8e J=0,9, H-1); 4,78 (t, 2H, J = 0,9, H-5).

RMN de "3C (75 MHz, CDCl;) & 11,3 (C-2’); 22,2 (C-1°); 72,4 (C-5); 108,3 (C-
3); 165,4 (C=0); 169,6 (C-4).

EM, m/z (%): 192 (CeH7BrO2, [M + 2™, 10); 190 (IM]"”, 11); 163 (29); 161 (30);
149 (9); 135 (7); 133 (7); 86 (57); 84 (97): 57 (54); 53 (100); 51 (78).
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3.5.8. 3-bromo-4-pentilfuran-2(5H)-ona (86)

5 X ' Br
g 2 4/\3
5 020

86

Caracteristica: 6leo amarelado.
Rendimento : 33% (0,131 g; 0,56 mmol) a partir da lactona 67.

CCD: Rf= 0,48 (DCM-hexano 3:2 v/v).

IV (filme em NaCl, cm™) v . 2956, 2927, 2858, 1770, 1642, 1030, 985,
755.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) § (J/Hz): 0,92; 1,35; 1,60; 2,26 (4m,8H, H-1’
aH-4’); 2,50 (t, 3H; J = 7, H-5'); 4,77 (s, 2H, H-5).

RMN de ®*C (75 MHz, CDCl3) & 14,0 (C-5'); 22,4 (CH,); 26,7 (CH,); 28,7
(CH.); 31,7(CH,); 72,7 (C-5); 105,0 (C-3); 165,1 (C=0); 168,1 (C-4).

EM, m/z (%): 234 (CoH13BrO,, [M + 2], 1); 232 (IM]*", 1); 125 (10): 95 (11); 86
(61); 84 (100); 69 (9); 55 (17); 51 (82).

3.5.9. 3-bromo-4-isopropil-2-triisopropilsiloxifurano (80)
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Em um baldo bitubulado de 25 mL, sob atmosfera de nitrogénio,
adicionaram-se 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona 70 (0,1060 g; 0,52 mmol) e
2 mL de diclorometano anidro. A solucgéo foi resfriada a 0 °C e, em seguida,
adicionaram-se tretilamina anidra (180 yL; 0,68 mmol.) e TIPSOTf (94 uL; 0,68
mmol). Apos 30 minutos de agitagdo, adicionou-se uma solugdo aquosa 5%
NaHCO;3; (10 mL), e a extragao foi realizada com DCM (3 x 4 mL). Os extratos
organicos foram combinados, secou-se com MgSQy, filtrou-se e concentrou-se
sob pressao reduzida. O 6leo marrom obtido foi purificado por cromatografia em
coluna de silica-gel eluida pela mistura hexano-Et;N (99:1). O composto 80 foi
obtido como um dleo transparente (0,1005 g; 0,25 mmol) e com rendimento de
48%.

Caracteristica: 6leo transparente.

CCD: R¢ = 0,88 (hexano-EtsN 99:1 v/v).

IV (filme em NaCl, cm™) v max: 2961; 2946; 2893; 2869; 1637; 1464; 1385;
1264; 1116; 1074; 1003.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & (J/Hz): 0,80 (m, 3H, H-1°); 1,07(d, 9H, J =
8,7, H-2’); 1,10 (d, 6H, J=7,2; H-2"); 2,66 (sept, 1H; J=7,2; H-1"); 6,93 (d,

1H, J = 1,8 ; H-5)

RMN de *C (75 MHz, CDCl3) & 12,2 (C-17"); 17,9 (C-2):. 20,0 (C-2"); 71,0 (C-
3); 137,0 (C-5); 144,0 (C-4); 167,0 (C-2).

3.5.10. 3-benzil-4-isopropillfuran-2(5H)-ona (59)

66



TENTATIVA 1 — Baseada no trabalho de Boukouvalas e Loach (2008), tentou-

se sintetizar a lactona 59, partindo-se do composto 80.

Em um baldo bitubulado de 25 mL, sob atmosfera de nitrogénio,
adicionaram-se 3-bromo-4-isopropil-2-triisopropilsiloxifurano 80 (0,1000 g; 0,25
mmol) e 3 mL de THF anidro. A solugdo foi resfriada a -78 °C. Apds 20
minutos de agitagdo, adicionaram-se 196 L de n-BuLi (solugéo previamente
titulada; 1,4 mol L' em hexano; 0,28 mmol), e a solugao foi agitada por 2
horas. Apos esse tempo, aumentou-se a temperatura (-10 °C) e adicionou-se
brometo de benzila (60 xL; 0,50 mmol). A mistura resultante foi agitada por
mais 2 horas. Apos este tempo, adicionaram-se 5 mL de solugcéo de HCI (3
mol L") e Et,O (8 mL). A fase aquosa foi extraida com Et,0 (3 x 5 mL). Os
extratos organicos foram combinados, e a fase organicafoi seca com MgSOQOy,
filtrada e concentrada sob presséo reduzida. O material obtido foi diluido em
DCM (2 mg/mL) e foi analisado por CG-EM, e nenhum sinal indicativo da

formacéao do produto foi detectado.

TENTATIVA 2 — Metodologia baseada no trabalho de BONNET et al. (2001).

Em um baldo bitubulado de 10 mL, sob atmosfera de nitrogénio,
adicionaram-se magnésio metalico (37,5 mg; 1,5 mmol) e 1 mL de THF anidro.
Apds 10 minutos de agitagdo, adicionaram-se uma solugdo de brometo de
benzila (185 mg; 0,13 mL; 1,24 mmol) e 1 mL de THF anidro. O término da
reacdo foi acompanhado por cromatografia em camada delgada (CCD)
utilizando-se a mistura de solventes DCM-hexano/3:2 (v/v).

A um segundo baldo bitubulado (25 mL), sob atmosfera inerte de
nitrogénio, adicionaram-se 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona 70 (170 mg;
0,83 mmol), o catalisador tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0) [Pd(PPh)4] (96 mg;
0,083 mmol) e 2 mL de THF anidro. A mistura foi resfriada a -78 °C e mantida
sob agitacdo por 10 minutos. Decorrido esse tempo, adicionou-se gota a gota
a solugdo do reagente de Grignard (brometo de benzil magnésio) (209 mg;
1,24 mmol), preparada previamente. O término da reacédo foi determinado pela
analise em cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando-se a mistura
DCM-Hexano/3:2 (v/v). Ao observar o consumo do material de partida,

adicionaram-se agua destilada (20 mL) e acetato de etila (80 mL). As fases
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resultantes foram separadas. A fase aquosa foi extraida com duas porg¢des (2
x 80 mL) de acetato de etila. Os extratos organicos foram combinados, e a
fase organica resultante foi lavada com solugéo saturada de NaCl (40 mL),
seca com MgSOy, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. Uma aliquota
da mistura resultante foi diluida em DCM (2 mg/mL) e analisada por CG-EM,

nao tendo sido detectado nenhum sinal indicativo da formacgao do produto.

TENTATIVA 3 — Acoplamento carbono-carbono via reacdo do composto 3-
bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (70), litiado por n-Buli, e o brometo de

benzila.

Adicionaram-se a um balédo bitubulado de 50 mL, sob atmosfera inerte
de nitrogénio, 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona 70 (0,348 g; 1,7 mmol) e 8
mL de THF anidro. A mistura resultante foi resfriada a -78 °C e adicionou-se n-
BuLi (solugao previamente titulada 1,0 mol L' em hexano, 2,5 mL; 2,5 mmol) ao
longo de um periodo de 10 minutos. A mistura resultante foi mantida a -78 °C
por 60 minutos Decorrido esse periodo, adicionou-se gota a gota uma solugao
de brometo de benzila (0,3 mL; 2,5 mmol) dissolvida em 8 mL de THF .
Deixou-se a reagao sob agitacdo magnética até que a temperatura da mistura
reagente se igualasse a temperatura ambiente. Entdo, foram adicionados
agua (20 mL) e acetato de etila (80 mL). As fases resultantes foram
separadas, e a fase aquosa extraida com duas porg¢des (2 x 80 mL) de acetato
de etila. Os extratos organicos foram combinados, e a fase organica resultante
foi lavada com solugdo saturada de NaCl (40 mL), seca com MgSOy, filtrada e
concentrada sob pressao reduzida. O extrato orgéanico resultante foi diluido em
DCM (2 mg/mL) e analisado por CG-EM, nao tendo sido detectado nenhum

sinal indicativo da formagao do produto.

TENTATIVA 4 — Acoplamento carbono-carbono via reacdo do composto 3-
bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (70), litiado por diisopropilamideto de litio

(LDA), e o brometo de benzila.

A um baldo bitubulado de 25 mL, sob atmosfera de nitrogénio,
adicionaram-se diisopropilamina anidra (121 mg; 0,17 mL; 1,2 mmol) e 7 mL

de TFH anidro. A solugao foi resfriada a -78 °C, e apds 15 minutos de agitagao
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adicionou-se gota a gota n-BuLi (solugdo previamente titulada 1,2 mol L™ em
hexano, 1 mL; 1,2 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo por 30 minutos,
na mesma temperatura.

A um segundo baldo bitubulado (50 mL), sob atmosfera de nitrogénio,
adicionaram-se o composto 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona 70 (205 mg; 1
mmol), hexametilfosforamida (HMPA) ( 342 mg; 0,33 mmol; 2,0 mmol) e 5 mL
de THF anidro. A solugéo foi resfriada a -78 °C e agitada por 10minutos. Em
seguida, adicionou-se sob gotejamento uma solugédo de diisopropilamideto de
litio (LDA) (7 mL; 1,2 mmol), previamente preparada. A mistura resultante foi
agitada por 1 hora. Decorrido esse tempo, adicionou-se uma solugcdo de
brometo de benzila (256 mg; 0,18 mL; 1,5 mmol) em 5 mL de THF anidro. A
mistura reagente foi mantida a -78 °C até o término da reagdo. Apds 2 horas,
observou-se o fim da reacdo [andlise por CCD eluida pela mistura de
solventes DCM-Hexano/4:1 (v/v)]. Apos esse tempo, a reacao foi mantida sob
agitacdo magnética até que a temperatura da mistura reagente se igualasse a
temperatura ambiente. Entdo, foram adicionados agua destilada (20 mL) e
acetato de etila (80 mL). As fases resultantes foram separadas. A fase aquosa
foi extraida com duas porgdes (2 x 80 mL) de acetato de etila. Os extratos
organicos foram combinados, e a fase organica resultante foi lavada com
solugédo saturada de NaCl (40 mL), seca com MgSOQOy, filtrada e concentrada
sob pressdo reduzida. O extrato orgénico resultante foi diluido em DCM (2
mg/mL) e foi analisado por CG-EM, nao tendo sido detectado nenhum sinal

indicativo da formagao do produto.

Sintese do composto 59 pela metodologia descrita por Bellina e Rossi, (2002).

Uma mistura contendo 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (1,03 g; 5,0
mmol), tris[dibenzilidenacetona]dipaladio (0) [Pd(dba)s] (0,1150 g; 0,125
mmol), trifenilarsina (PhsAs) (0,1550 g; 0,5 mmol) em DMF (25 mL) e THF (13
mL), sob atmosfera de nitrogénio, foi aquecida a 60 °C. Apds 20 minutos de
refluxo da solucdo, adicionou-se gota a gota uma solucdo de brometo de
benzilzinco comercializada pela ALDRICH (0,5 M; 12 mL; 6,0 mmol). A mistura
foi agitada sob refluxo por 5 horas, apods esse tempo, permitiu-se que a
temperatura da mistura reagente se igualasse a temperatura ambiente. A

elaboracao foi realizada adicionando-se uma solugdo aquosa saturada de
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NH4CI (200 mL), e a extracao foi feita com acetato de etila (5 x 50 mL). Os
extratos organicos foram combinados, lavados com H,O (6 x 50 mL). A fase
organica obtida foi seca com MgSQ,, filtrada e concentrada sob presséo
reduzida. O material marrom (1,320 g) obtido foi fracionado em coluna de
silica-gel eluida com a mistura DCM-hexano (3:2 + 1% EtOAc). O produto foi

obtido como um sélido amarelo palha (0,278 g; 25% de rendimento).

Sintese do composto 59 por metodologia adaptada de Bellina e Rossi (2002).

Em um baldo bitubulado de 25 mL, adicionaram-se zinco em pedacos
(1,178 g; 18 mmol) e 1 mL de THF anidro. Esta mistura foi colocada na
presenga de ultrassom por 15 minutos, até o escurecimento do zinco (ativagao
do metal). Apds 5 minutos de agitacdo da mistura a temperatura ambiente,
adicionou-se gota a gota uma solugdo de brometo de benzila (0,71 mL; 6
mmol) em 3 mL de THF anidro. A mistura foi aquecida até iniciar o refluxo.
Apds 40 minutos de agitagéo, verificou-se o consumo do brometo de benzila,
adicionando-se entdo 8 mL de THF anidro.

A um segundo baldo bitubulado de 300 mL, sob atmosfera de
nitrogénio, adicionaram-se 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona 70 (1,03 g; 5,0
mmol), Pd(PPh3)s (0,290 g; 0,25 mmol), 25 mL de DMF e 13 mL de THF. A
mistura foi aquecida a 60 °C. Dez minutos apds a solugdo se encontrar sob
refluxo, adicionou-se gota a gota a solugdo de brometo de benzilzinco
(previamente preparada) (0,5 mol L ™"; 12 mL; 6,0 mmol). A mistura foi agitada
sob refluxo por 5 horas. Decorrido esse tempo, permitiu-se que a temperatura
da mistura reagente se igualasse a temperatura ambiente A elaboragao foi
realizada adicionando-se uma solugao aquosa saturada de NH4CI (200 mL), e
a extracao foi feita com acetato de etila (5 x 50 mL). Os extratos organicos
foram combinados, lavados com H>O (6 x 50 mL). A fase organica foi seca
com MgSQy, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O material marrom
(1,260 g) obtido foi fracionado em coluna de silica-gel eluida com a mistura
DCM-hexano (3:1 + 1% EtOAc). O produto foi obtido como um sélido amarelo
palha (0,390 g; 36% de rendimento).

Caracteristica: solido amarelo palha.
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CCD: Rf = 0,35 (DCM-hexano 3:2 v/v).

IV (filme em NaCl, cm™) v 3061, 3027, 2963, 2921, 2850, 1750, 1665,
1601, 1494, 1453, 1345, 1173, 1070; 1055, 1010, 699 .

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & (J/Hz): 1,11 (d, 6H, J=7, H-2"); 3,07 (sept.,
1H, J=7, H-1""); 3,62 (s, 2H, H-6); 4,72 (s, 2H, H-5); 7,25 (m, 5H, H-2’-H-6").

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) &: 21,2 (C-2”); 27,5 (C-1”); 29,7 (C-6); 69,0 (C-
5); 126,7 (C-4’); 128,7 (C-3’/C-5); 128,8 (C-3); 128,8 (C-2°/C-6’); 138,5 (C-1’);

167,1 (C-4); 175,3 (C-2).

EM, m/z (%): 216 (C14H1602) (10); 173 (25); 155 (10); 129 (100); 91 (37); 65
(22); 43 (20).

3.5.11. 5(Z2)-3-benzil-4-isopropil-5-(4-nitrobenzilideno)furan-2(5H)-ona (91)

A um baldo bitubulado de 25 mL, sob atmosfera de nitrogénio,
adicionaram-se 3-benzil-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (59) (0,065 g; 0,30 mmol),
3 mL de DCM anidro, TBDMSOTf (85 xL; 0,37 mmol), DIPEA (155 xL; 0,60
mmol) e 4-nitrobenzaldeido (0,091 g; 0,60 mmol). A mistura resultante foi
agitada a temperatura ambiente por uma hora. Em seguida a mistura reagente
foi refluxada e, entdo, adicionou-se DBU (60 .L; 0,63 mmol). A mistura
reagente foi deixada sob refluxo por uma hora. Apés este tempo, transferiu-se
a mistura reagente para um funil de separagcédo, empregando-se 35 mL de
DCM. A fase organica resultante foi lavada com solugao aquosa de HCI 3 mol

L™ (2 x 15 mL) e solugdo saturada de NaCl (2 x 15 mL) e, em seguida, seca
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com MgSOy, filtrada e concentrada sob pressao reduzida, resultando num
sélido amarelo. Esse foi fracionado em coluna de silica-gel eluida com
hexano-DCM 1:1 (v/v). A grande maioria das fragdes contendo o composto 88
mostrou-se, pela analise por CCD, contaminada. Estas fracbes foram,
posteriormente, agrupadas e purificadas via recristalizagdo, empregando-se
como solvente uma mistura de hexano-DCM 50:1 (v/v). Esse procedimento
resultou na obtengdo de 38 mg (0,11 mmol) da substancia 88, com 36% de

rendimento.
Caracteristica: s6lido amarelo.
T =89,8-90,7 °C

CCD: Rf= 0,33 (hexano-DCM 1:1 v/v).

IV (filme em NaCl, cm™) v . 3100, 3070, 2925, 2852, 1768, 1518, 1433,
1342, 1110, 1075; 737, 695.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) {J/Hz): 1,34 (d, 6H, J = 7, H-2"); 3,19 (sept, 1 H,
J =7, H-1"); 3,83 (simpleto largo, 2H; H-7); 6,20 (s, 1H; H-6); 7,20-7,33 (m, 5H; ,
H-2-H-6"); 7,92 (d, 2H, J= 9; H-2""/H-6""); 8,22 (d, 2H, J = 9; H-3""/H-5"").

RMN de °C (75 MHz, CDCl;) & 21,8(C-2"); 26,8 (C-1”); 30,0 (C-7); 107,7(C-6);
123,1 (C-3"IC-5™); 127,0 (C-4’); 128,6 (C-3'/C-5); 129,0 (C-2’/C6’); 131,1 (C-
2"|C-6™"); 135,0 (C-1"); 137,8 (C-1’); 139,2 (C-3); 139,9 (C-4™"); 149,9 (C-4); 157,6 (C-
5); 170,0 (C-2).

*Essas atribuicdes podem estar invertidas.

EM, m/z (%): 349 (IM]"", C21H1gNO4, 79); 334 (8): 321 (27); 306 (23); 260 (7);
215 (18); 152 (23); 141 (21); 128 (30); 115 (32); 105 (17); 91 (100); 84 (66); 65
(24).

Os demais compostos 92-100 foram sintetizados pelo procedimento

descrito na se¢éo 3.5.11.
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3.5.12. 5(Z)-3-benzil-4-isopropil-5-(3-nitrobenzilideno)furan-2(5H)-ona (92)

" 5"NO,

Caracteristica: sélido levemente amarelado.

Rendimento: 83% (0,087 g; 0,250 mmol) a partir de 0,300 mmol da lactona 59

e 0,60 mmol de 3-nitrobenzaldeido.

Ts = 124,5-125,2 °C (purificado por cromatografia em coluna de silica-gel,
utilizando-se como eluente hexano-DCM 2:1 v/v e por recristalizacdo usando a

mistura de solventes hexano-DCM 50:1 v/v).

CCD: R¢ = 0,30 (hexano-DCM 2:1 v/v).

IV (filme em NaCl, cm™) v 3100, 3078, 3038, 1766, 1645, 1614, 1530,
1495, 1350, 1099, 1033, 1005, 910, 726, 700, 677.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl5) &(J/Hz): 1,34 (d, 6H, J = 7,0, H-2"); 3,19 (sept,
1H, J = 7,0, H-1"); 3,83 (s, 2H; H-7); 6,20 (s, 1H; H-6); 7,20-7,32 (m, 5H; H-2"-
H-6"); 7,57 (t, 1H, J=8,0; H-3""); 8,13 (ddd, 1H, J=2,1; J= 0,9; J = 8,0; H-4"");
8,17 (dupleto largo, 1H, J=8,0; H-2"); 8,44 (t, 1H; J = 2,1; H-6").

RMN de "C (75 MHz, CDCl3) & 21,8 (C-2”); 26,8 (C-1"); 29,9 (C-7); 107,7 (C-6); 123,1
(C4™); 1251 (C-6™); 126,9 (C-4’); 128,5 (C-3'IC-5"); 129,0 (C-2'/C-6"); 130,0 (C-
3™); 135,1 (C-1"); 136,0 (C-3); 138,0 (C-2""); 136,7 (C-1°); 139,1 (C-4); 157,6 (C-5);
149,2 (C-5”); 170,0 (C-2).

*Essas atribuicbes podem estar invertidas

EM, m/z (%): 349 (IM]"", C21H1gNOs, 45); 332 (17); 306 (7); 266 (5); 215 (10);
141 (14); 128 (17); 115 (21); 91 (100); 89 (23).
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3.5.13. 5(Z)-3-benzil-4-isopropil-5-(4-trifluorometilbenzilideno)furan-2(5H)-ona
(93)

Caracteristica: solido branco.

Rendimento: 40% (0,055 g; 0,150 mmol) a partir de 0,370 mmol da lactona 59

e 0,74 mmol de 4-trifluorometilbenzaldeido).
CCD: R¢= 0,30 (hexano-DCM 2:1 v/v).

T = 83,3-83,6 °C (purificado por cromatografia em coluna de silica-gel,
empregando-se como eluente hexano-DCM 2:1 v/v e por recristalizagdo usando a

mistura de solventes hexano-DCM 50:1 v/v).

IV (filme em NaCl, cm™) v 3029, 2972, 2932, 1769, 1649, 1615, 1495,
1416, 1324, 1165, 1124, 1069, 964, 699.

RMN de "H (300 MHz, CDCl3) &J/Hz): 1,33 (d, 6H, J = 7,2; H-2"); 3,17 (sept,
1H, J = 7,2; H-1"); 3,83 (s, 2H; H-7): 6,20 (s, 1H; H-6); 7,20-7,33 (m, 5H; H-2’-
H-6'); 7,62 (d, 2H, J= 8,4; H-3"/H-5""); 7,88 (d, 2H, J= 8,4; H-2""[H-6"").

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) § (J/Hz): 21,8 (C-2”); 26,8 (C-1”); 29,9 (C-7);
108,7 (C-6); 125,8 (q, Jor = 3,7; C-3"/C-5""); 126,0 (CFs); 128,5 (C-2’/C-6"); 128,9
(C-3'C-5'); 130,6 (C-4™); 130,7 (C-2""/C-6""); 134,0 (C-3); 136,5 (C-1""); 136,8 (C-
1°); 138,0 (C-4); 157,7 (C-5); 170,3 (C-2).
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EM, m/z (%): 372 (IM]™, CazH1oF302, 100): 329 (29); 301 (15); 215 (15); 173
(14); 158 (32); 141 (22); 115 (35); 105 (17); 91 (100); 65 (25); 51 (14).

3.5.14. 5(Z)-3-benzil-4-isopropil-5-(3-trifluorometilbenzilideno)furan-2(5H)-ona (94)

Caracteristica: soélido branco.

Rendimento: 22 % (0,030 g; 0,081 mmol) a partir de 0,370 mmol da lactona

59 e 0,740 mmol de 3-trifluorometilbenzaldeido.
CCD: R¢= 0,28 (hexano-DCM 2:1 v/v).

T = 89,9-90,8 °C (purificado por cromatografia em coluna de silica-gel,
empregando-se como eluente hexano-DCM 2:1 v/v e por recristalizagao

usando a mistura de solventes hexano-DCM 50:1 v/v).

IV (filme em NaCl, cm™) v 3090, 3060, 2971, 2932, 1775, 1613, 1500,
1464, 1329; 1167, 1127, 1075, 1002; 987, 802, 696; 655.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) &J/Hz): 1,33 (d, 6H, J = 7,2; H-2"); 3,17 (sept,
1H, J = 7,2; H-1"); 3,82 (simpleto largo, 2H; H-7); 6,20 (s, 1H; H-6); 7,19-7,32
(m, 5H; H-2’-H-6’); 7,48-7,56 (m, 2H; H-3’” e H-4’"); 7,88 (simpleto largo, 1H;
H-6’"); 8,08 (dupleto largo, 1H, J = 6,9; H-2"").

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & (J/Hz): 21,8 (C-2”); 25,9 (C-17); 29,9 (C-7);
108,8 (C-6); 125,0 (q, Jcr = 3,6; C-4""); 125,2 (CF3); 126,8 (q, Jc.r = 3,8; C-
6°”); 127,1 (C-4"’); 128,5 (C-2°/C-6’); 128,9 (C-3'/C-5’); 129,5 (C-3'”); 130,6
(C-5""); 133,2 (C-2"); 133,8 (C-3); 133,9(C-1’"); 136,9 (C-1’); 139,33 (C-4);
148,46 (C-5); 169,88 (C-2).
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EM, m/z (%): 372 (IM]", CooH1oF302, 30); 344 (8); 330 (100); 289 (29); 155
(28); 115 (16); 91 (50); 84 (30); 65 (12); 51 (17).

3.5.15. 5(Z2)-3-benzil-4-isopropil-5-(4-etilbenzilideno)furan-2(5H)-ona (95)

Caracteristica: soélido branco.

Rendimento: 30% (0,048 g; 0,144 mmol) a partir de 0,490 mmol da lactona 59
e 0,980 mmol de 4-etilbenzaldeido.

CCD: Rf= 0,28 (hexano-DCM 2:1 v/v).

T = 87,2-88,4 °C (purificado por cromatografia em coluna de silica-gel,
empregando-se como eluente hexano-DCM 2:1 v/v e por recristalizagdo

usando a mistura de solventes hexano-DCM 50:1 v/v).

IV (filme em NaCl, cm™) v . 3061, 3027, 2927, 2852, 1755, 1650, 1604,
1494, 1454, 1109, 1039, 863, 699.

RMN de "H (300 MHz, CDCl3) &(J/Hz): 1,24 (t, 3H, J = 7,5; CH,CH3); 1,31 (d,
6H, J = 7,2; H-2”); 2,65 (q, 2H, J = 7,2; CH,CHs); 3,15 (sept, 1H, J = 7,2; H-1");
3,81 (s, 2H; H-7); 6,16 (s, 1H; H-6); 7,20 (d, 2H, J = 8,1; H-3""/H-5""); 7,25-7,31
(m, 5H; H-2’-H-6"); 7,66 (d, 2H, J = 8,1; H-2""/H-6"").

RMN de *C (75 MHz, CDCl3) & 15,6 (CH,CHs): 21,9 (C-2”); 26,7 (C-1");
29,0 (CH,CHs); 29,8 (C-7); 110,8 (C-6); 126,7 (C-4’); 128,5 (C-3"/C-5"");
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128,6 (C-3°/C-57)"; 128,9 (C-2’/C-6")"; 129,1 (C-2'"/C-6""); 130,8 (C-1""); 130,9
(C-3); 138,5 (C-1°); 145,6 (C-4); 146,8 (C-4"); 158,0 (C-5); 171,0 (C-2).

*Essas atribuicdes podem estar invertidas

EM, m/z (%): 332 (IM] **, C23H240,, 100); 317 (16); 261 (8); 241 (6); 211 (12);
183 (9); 146 (12); 131 (42): 115 (21); 91 (50); 84 (28); 65 (9); 51 (11).

3.5.16. 5(Z)-3,4-dibromo-5-benzilidenofuran-2(5H)-ona (96)

Caracteristica: s6lido marrom.

Rendimento: 15% (0,018 g; 0,055 mmol) a partir de 0,370 mmol da lactona 67

e 0,780 mmol de benzaldeido.
CCD: Rf= 0,29 (hexano-DCM 2:1 v/v).

Ts = 100,0-100,6 °C (purificado por cromatografia em coluna de silica-gel,
empregando-se como eluente hexano-DCM 2:1 v/v e por recristalizagdo

usando a mistura de solventes hexano-DCM 50:1 v/v).

IV (filme em NaCl, cm™) v . 3057, 1769, 1647, 1556, 1221, 1180, 990,
969, 869, 755, 696.

RMN de "H (300 MHz, CDCl;) &J/Hz): 6,16 (s, 1H; H-6); 7,39-7,43 (m, 3H, H-3'-
H-5'); 7,79-7,82 (m, 2H; H-2'/H-6").

RMN de 3C (75 MHz, CDCl;) & 113,4 (C-3); 114,5 (C-6); 129,3 (C-2’/C-6)*;
130,5 (C-4’); 131,3 (C-3'/C-5")*; 132,1 (C-1°); 137,6 (C-4); 145,8 (C-5); 163,6
(C-2).

*Essas atribuicbes podem estar invertidas
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EM, m/z (%): 332 (C11HeBr20,, [M+4]", 48); 330 ([M + 2", 100); 331 (IM]*,12);
328 (49); 249 (11); 193 (39); 118 (65); 90 (83); 61 (70).

3.5.17. 5(Z2)-3,4-dibromo-5-(3,4-metilenodioxibenzilideno)furan-2(5H)-ona (97)

Caracteristica: sélido amarelo.

Rendimento: 64,5% (0,179 g; 0,477 mmol) a partir de 0,74 0 mmol da lactona
67 e 1,560 mmol de piperonal.

CCD: R¢= 0,30 (hexano-DCM 2:1 v/v).

Ts = 170,5-171,2 °C (purificado por cromatografia em coluna de silica-gel,
empregando-se como eluente hexano-DCM 2:1 v/v e por recristalizagdo

usando a mistura de solventes hexano-DCM 50:1 v/v).

IV (filme em NaCl, cm™) v . 3075, 2917, 1768, 1651, 1569, 1502, 12609,
1254, 1106, 1017, 983, 930, 656.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) &(J/Hz): 6,04 (s, 2H, -O-CH,-0-); 6,36 (s, 1H, H-
6); 6,84 (d, 1H, J = 8,1; H-3); 7,21 (dd, 1H, J = 8,1; J = 1,8; H-2’); 7,46 (d, 1H; J
= 1,8; H-6").

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) & 101,8 (-O-CH,-0-); 108,5 (C-3'); 109,0 (C-6°);

110,3 (C-6); 125,4 (C-2'); 127,5 (C-3); 129,9 (C-1’); 132,0 (C-4); 148,7 (C-5');
149,8 (C-4’); 161,1 (C-2’); 162,0 (C-5).
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EM, m/z (%): 376 (C12HeBrz04, [M+4]", 45); 374 ([M + 2", 100); 372 (IM]*,53);
162 (52); 134 (58); 133 (24); 76 (82); 51 (27); 50 (86).

3.5.18. 5(2)-3,4-dibromo-5-(4-nitrobenzilideno)furan-2(5H)-ona (98)

Caracteristica: s6lido amarelo.

Rendimento: 13% (0,030 g; 0,080 mmol) a partir de 0,147 mmol da lactona 67

0,730 mmol de 4-nitrobenzaldeido.
CCD: R¢= 0,23 (hexano-DCM 2:1 v/v).

Ts = 188,0-189,0 °C (purificado por cromatografia em coluna de silica-gel,
empregando-se como eluente hexano-DCM 2:1 v/v e por recristalizagdo

usando a mistura de solventes hexano-DCM 50:1 v/v).

IV (filme em NaCl, cm™) v nax: 3041, 1724, 1593, 1609, 1518, 1345, 1108,
1024, 859, 786.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &(J/Hz): 6,77 (s, 1H; H-6); 8,00 (d, 2H, J=9; H-
3'/H-5%); 8,27 (d, 2H; J = 9; H-2'/H-6").

RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) & 105,0 (C-6); 119,1 (C-3); 123,8 (C-3'/C-5')*;
129,8 (C-2'/C-6")*; 135,3 (C-4); 137,0 (C-1°); 146,0 (C-5); 148,5 (C-4’); 158,3
(C-2).

*Essas atribuicdes podem estar invertidas
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EM, m/z (%): 377 (C1iHsBraNOs4, [M+4]", 45): 375 ( [M + 2", 100); 373
(IM]*,53); 162 (52); 134 (58); 133 (24); 76 (82); 51 (27); 50 (86).

3.5.19. 5(2)-3,4-dicloro-5-(3,4-dioxametilbenzilideno)furan-2(5H)-ona (99)

Caracteristica: s6lido amarelo.

Rendimento: 70 % (0,310 g; 0,829 mmol) a partir de 0,740 mmol da lactona

82 e 1,56 mmol de piperonal.
CCD: R¢= 0,32 (hexano-DCM 2:1 v/v).

Ts = 159,0-160,0 °C (purificado por cromatografia em coluna de silica-gel,
empregando-se como eluente hexano-DCM 2:1 v/v e por recristalizagao

usando a mistura de solventes hexano-DCM 50:1 v/v).

IV (filme em NaCl, cm™) v nax: : 3075, 2916, 1769, 1651, 1618, 1570, 1503,
1453, 1269, 1254, 1108, 1015, 803, 741.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) §J/Hz): 6,03 (s, 2H, -O-CH,-0-); 6,31 (s, 1H, H-
6); 6,84 (d, 1H, J = 8,1; H-3"); 7,18 (dd, 1H, J= 8,1; J = 1,8; H-2'); 7,44 (d, 1H; J
=1,8; H-6").

RMN de "3C (75 MHz, CDCl3) & 102,0 (-O-CH,-0-); 109,0 (C-3’); 110,4 (C-6");

113,0 (C-6); 126,2 (C-2’); 127,4 (C-3); 130,2 (C-1°); 132,3 (C-4); 148,7 (C-5');
149,8 (C-4’); 161,5 (C-5); 162,4 (C-2).
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EM, m/z (%): 288 (C12HeCl.O4, [M + 41", 11); 286 (M + 2]*, 65); 285 ([M +
1",21); 284 (IM]*", 100); 162 (37); 51 (16); 50 (26).

3.5.20. 5(2)-3,4-dicloro-5-(4-nitrobenzilideno)furan-2(5H)-ona (100)

Caracteristica: s6lido amarelo.

Rendimento: 10% (0,017 g; 0,061 mmol) a partir de 0,093 mmol da lactona 82

e 0,730 mmol de 4-nitrobenzaldeido.
CCD: Rf= 0,33 (hexano-DCM 2:1 v/v).

RMN de "H (300 MHz, CDCl;) &J/Hz): 6,44 (s, 1H; H-6); 7,92-7,95 (m, 2H, H-3'-
H-5); 8,26-8,29 (m, 2H; H-2'/H-6").

RMN de 3C (75 MHz, CDCl;) & 160,0 (C-2); 121,7 (C-3); 146,4 (C-4); 143,9
(C-5); 101,0 (C-6); 141,0 (C-1’); 127,8 (C-2); 123,9 (C-3’): 148,1 (C-4’); 122,9
(C-5%); 126,9 (C-6").

EM, m/z (%):289 (C11HsCLNO,, [M + 4]",12); 288 (IM + 3]*", 9); 287 (M +
21" ,67); 285 ([M] ", 100); 255 (50); 163 (13); 133 (70); 51 (88); 50 (33).
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3.4. Resultados e Discussao

3.4.1. Sintese dos compostos 3,4-dialofuran-2(5H)-onas

Os acidos mucobrémico (81) e mucoclérico (98) (Figura 2) sao
disponiveis comercialmente e considerados uteis do ponto de vista sintético
(ZHANG et al., 2005). Na literatura, sdo conhecidos diversos exemplos de
utilizacdo destes compostos em sintese organica. Por exemplo, Bellina e
colaboradores (2001) descreveram a sintese de (Z)-4-aril-5-[1-(aril)metileno]-
3-bromo-furan-2(5H)-onas a partir do acido mucobromico (81). Em 2002,
Belina e Rossi utilizaram o mesmo acido para o preparo do composto 3-
bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (59), precursor dos nostoclideos | e I,
conforme ja mencionado. O acido mucocldrico (98) foi utilizado como material
de partida para a sintese de diversos compostos: 4-aril-3-cloro-furan-2(5H)-
onas, (Z)-4-aril-5-[1-arilmetileno]-3-cloro-furan-2(5H)-onas e 3,4-diaril-furan-
2(bH)-onas (BELLINA et al., 2003). Recentemente, Zhang e colaboradores
(2005) descreveram a sintese de diversos novos butenolideos j~substituidos,

utilizando como materiais de partida os acidos 81 e 98.

X X X X
The—\
HO o
H OH
81 X =Br 81' X =Br
98 X =Cl 98' X = ClI

Figura 2 - Estrutura dos acidos mucobrémico (81) e mucoclérico (98) nas
formas ciclica e aberta.

Conforme mostrado na Figura 2, os acidos 81 e 98 podem ser
interconvertidos nas formas abertas (81’ e 98’). Este fato pode explicar a
facilidade com que estes acidos sofrem reducdo na presenca de boridreto de
sédio (NaBH4). O grupo aldeido, presente na forma aberta, sofre redugéo na
presenca do boridreto de sddio, levando a formagao in situ do alcool
correspondente, e apods acidificagcdo do meio ocorre a ciclizagao, levando a

obtenc&o dos compostos 67 e 82 (Esquema 13).
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H OH OH OH o
81' X = Br 81" X = Br 67 X=Br
98' X = ClI 98" X = C| 82X=_Cl

Esquema 13 - Reducio dos acidos 81 e 98 na presenca de NaBHa.

O desenvolvimento deste trabalho teve como ponto de partida o
preparo das lactonas 67 e 82, via reducao dos acidos 81 e 98. As lactonas 67
e 82 foram obtidas com rendimentos de 75% e 60%, respectivamente.

A caracterizagdo das furanonas 67 e 82 iniciou-se pela analise dos
respectivos espectros no V. No espectro da substancia 67, foram observadas
as bandas em 1757 e 1023 cm ' referentes aos estiramentos das ligagdes
C=0 e C-O, respectivamente, e em 749 e 717 cm ' correspondentes aos
estiramentos das ligagbes C-Br (Figura 3). Para o composto 82, foram
observadas bandas em 1771 cm™ e em 1037 cm™ referentes aos estiramentos

das ligacbes C=0 e C-O, respectivamente.
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Figura 3 - Espectro no |V (flme, NaCl) da lactona 67.
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No espectro de massas da lactona 67 (Figura 4), a presenga do pico em
m/z 240 ([M]") €& consistente com a férmula molecular do composto
(C4H2Br;0,), e os picos em m/z 242 (M + 2] ©') e em m/z 244 (M + 4] ™)
confirmaram a presenga de dois atomos de bromo na molécula. O pico do ion

molecular foi também observado para o composto 82 em m/z 152,

confirmando a férmula molecular do composto (C4H2CI,O,), e os picos em
m/z 154 (IM + 2]"") e em m/z 156 ([M + 4] ™) comprovaram a presencga dos

dois atomos de cloro na molécula.

161
38 M+ 2]
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;\3 H ]
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Figura 4 - Espectro de massas da lactona 67.

O espectro de RMN de 'H da substancia 67 apresentou apenas um
sinal (simpleto) em & 4,90 (H-5). No espectro de "*C da lactona 67 (Figura 5),
o sinal em &¢ 166,8 corresponde ao grupo carbonila, e os sinais em 6c143,8 e
114,9 correspondem aos carbonos ligados aos atomos de bromo. Ja o sinal
em oc 74,4 foi relacionado ao C-5. Quanto ao composto 82, no espectro de
RMN de 1H, o sinal dos hidrogénios metilénicos foi observado em &4 4,89, e o

espectro de RMN de "*C apresentou os sinais em & 79,8; 121,0; 148,8; 165,8.
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Figura 5 - Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCls) da lactona 67.

3.4.2. Busca por uma metodologia alternativa para a sintese da

substancia 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (70)

O composto 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (70) foi sintetizado por
Bellina e Rossi (2002) e n&o ha outros relatos descritos na literatura a respeito
da sintese deste composto. Conforme ja mencionado (Esquema 14), a
metodologia empregada por estes autores utiliza reagentes tdxicos
(organoestanicos), de custo elevado (catalisador de paladio e catalisador de
Wilkson) e longo tempo de reagao (5 dias de reac&o). Em vista destes fatos,
buscou-se o desenvolvimento de uma metodologia alternativa para o preparo
do composto 70. Neste sentido, varias reagbes quimicas foram realizadas
para obtencédo das melhores condi¢des de reagao para o preparo do composto
70.

A primeira reag¢ao implementada visando a obtencao de 70 foi baseada
no trabalho de Kar e colaboradores (2005). Neste trabalho, em uma das
etapas da sintese do nostoclideo |, utilizaram-se o reagente de Grignard
(brometo de fenil magnésio) na presengca de iodeto de cobre e

hexametilfosforamida (HMPA) para a substituicdo nucleofilica de um atomo de

85



bromo do composto 76 por um grupo fenila, para a obtengédo do composto 77

(Esquema 14).

CeHsMgBr (5 equiv.),

o r Cul (0,1 equiv.), o Ph
Et,O/HMPA
[e]
o \ -59%, ta. o \
0] (0]
76 77

Esquema 14 - Processo de substituicdo de um grupo bromo presente no
composto 76 por um grupo fenila, para a obtencdo do
composto 77 (KAR et al., 2005).

Inspirado pelo trabalho de Kar (2005) e considerando-se a possibilidade
de substituir-se um atomo de bromo do composto 67 pelo grupo isopropila
proveniente do reagente brometo de isopropil magnésio (reagente de
Grignard), foi realizada a primeira tentativa de sintese do composto 70
(Esquema 15). A lactona 70 foi obtida com apenas 5% de rendimento e

recuperou-se 80% do material de partida (composto 67).

Br
_ Br MgBr _ Br
o A\ (6eq) Cul(01eq) o
o o)
67 Eter dietilico/HMPA 70
-5°C .
30 minutos 5%

Esquema 15 - Condi¢cdes usadas na primeira tentativa de preparacao de 70.

Nesta primeira tentativa, o composto 70 foi obtido com um baixo
rendimento (5%). Especulou-se que, possivelmente, uma extensdo do tempo
de reagao (30 minutos) poderia ser benéfico para aumentar o rendimento de
70. Assim, empregando-se as mesmas condi¢des mostradas no Esquema 15,
uma nova tentativa de preparagcdo de 70 foi realizada, sendo a reagao
monitorada por cromatografia em camada delgada por um periodo de trés
horas. Neste caso, o composto 70 foi obtido com rendimento de 10%, sendo

que 10% do material de partida (67) foi recuperado.
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Na terceira tentativa de preparo do composto 70, o éter dietilico e o co-
solvente HMPA foram substituidos por THF anidro, sendo o tempo de reacao
igual a 16 horas. O rendimento obtido para o composto 70 foi de 13%. Com
este resultado, presumiu-se que a adicdo do co-solvente HMPA nao era
necessaria, e que os solventes THF ou éter etilico ndo apresentaram
diferengas consideraveis em termos de rendimento do produto 70.

Diante dos resultados descritos anteriormente, na tentativa de sintetizar
o composto 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (70), decidiu-se utilizar uma
adaptacdo da metodologia descrita por Tereng et al. (1998). Estes
pesquisadores estudaram uma reagdo de adigcdo-eliminagdo conjugada
(Esquema 16), em que o cloreto de trimetilsilano, organocupratos e 2-
bis(metiltio)nitroetileno foram utilizados, sendo o resultado a sintese de
compostos do tipo  2-metiltio-2-alquil/aril-1-nitroetilenos com  alta

estereosseletividade.

OZNIH RMgBr/Cul/Me;SiCl OZNIH
| Et,O/THF/-78 °C
Mes” “SMe 2 Mes” R
R Rendimento (%)
Et 61
n-Pr 72
i-Pr 71
CeHs 65
4-MeOCgH,4 69

Esquema 16 - Sintese de compostos do tipo 2-metiltio-2-alquil/aril-1-
nitroetilenos descrita por TERANG et al., 1998.

Baseado no trabalho de Terang e colaboradores (1998), as condi¢des
reacionais utilizadas na quarta tentativa do preparo de 70 encontram-se
mostradas no Esquema 17. A temperatura de -78 °C foi mantida por 1h e apds
este tempo deixou-se a temperatura da reacado igualar-se a temperatura
ambiente (t.a), e a mistura reagente foi agitada por 16 horas. Apos este tempo,
foi observado via andlise por cromatografia em camada delgada que todo o
material de partida havia sido consumido, e o composto 70 foi obtido um

rendimento de 48%.
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BrZ:S:Br MgBr _ Br
4 eq.), Cul (2 eq.)
0 ( 0
(@) /\ @)
67 Me3SiCl (1eq.), Et,O/THF anidro 70
-78°C (1h); t.a (15h) 48%

Esquema 17 - Condicbes de reagdo empregadas para o preparo de 70
adaptadas de TERANG et al., (1998).

Esta metodologia empregada para o preparo do composto 70 é
totalmente inédita. Comparando-a com a metodologia utilizada por Bellina e
Rossi (2002), ela apresenta algumas vantagens, tais como o uso de reagentes
de baixo custo, curto tempo de reacdo e obtencdo do composto 70 em uma
unica etapa. Os resultados promissores alcancados neste ponto motivaram a
busca de condi¢cdes que pudessem melhorar ainda mais os rendimentos da
reacao de preparo do composto 70.

Em um recente trabalho, Bernasconi e Rappoport (2009) reportaram os
avangos no entendimento do mecanismo de substituigdo nucleofilica vinilica
(SNV). As reacgbes SV apresentam muitas variagdes mecanisticas, devido as
diferencas entre os substituintes, nucledfilos, grupos abandonadores,
solventes, entre outros fatores. O mecanismo de reacao de adicao-eliminacao
da S\V foi alvo de estudo nesse trabalho. Observacdes experimentais e
calculos computacionais foram usados para a realizacdo da proposta
mecanistica mostrada no Esquema 18. Na primeira etapa, ocorre ataque
nucleofilico sobre a ligacao dupla originando o intermediario carbanion A. No
estado de transicdo envolvido nesta etapa (estrutura B, Esquema 18), ocorre a
formagao da ligacdo C-Nu e a quebra da dupla ligagdo. Sendo o grupo X um
nucleofugo em potencial, ocorre a etapa de eliminagdo de X com a

regeneragao da dupla ligagao.
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\/:E'R]
Y o X
B
Esquema 18 - Proposta mecanistica de adicao-eliminacdo da S\V

(BERNASCONI e RAPPOPORT, 2009)

A proposta mecanistica de reacbes de adigao-eliminagcdo da S\V
descrita por Bernasconi e Rappoport (2009) € baseada em estudos de
reacbes com ions tiolatos, reacbes de alcoxidos com ions hidréxidos e
reacdbes com aminas. Contudo, as observacdes descritas nesse trabalho se
estendem para o entendimento de outros tipos de reacbdes de adicio-

eliminagdo, caso da reacao representada no Esquema 17.

3.4.3. Resultados do processo de otimizagao da metodologia empregada

no preparo do composto 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (70)

A otimizagéo das condi¢cbdes da reagdo mostrada na Tabela 3 (p.92) foi
realizada com a variagdo dos seguintes parametros: temperatura (0 ou -78
°C), solvente (éter dietilico ou THF anidro), acido de Lewis (Me3SiCl ou
BF3Et,0) e sal de cobre (Cul ou CuBr.Me;S).

Foram realizadas 14 reag¢des em duplicata. Para facilitar o trabalho, os
rendimentos foram calculados pelo método do padrao interno utilizando-se a
técnica de cromatografia gasosa. O padrao interno escolhido foi o
pentadecano devido a sua acessibilidade no laboratério e por n&o interferir no
processo de analise com respeito a possibilidade de o mesmo apresentar
tempo de retencdo idéntico aos compostos de interesse na analise. Este
ultimo fato foi determinado com base nas informagdes dos tempos de retengao
obtidos a partir de uma mistura de hidrocarbonetos, que poderiam ser usados
como padrédo interno, e que foi previamente analisada por cromatografia
gasosa (vide secao 3.5.4). Em algumas reacdes realizadas para a sintese do
composto 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (70), verificou-se que o material

de partida (composto 67) ndo era totalmente consumido. Por este motivo,
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foram construidas duas curvas-padrdo: uma para calcular a porcentagem do
material de partida 67 que nao foi consumido (Figura 6) e outra para

determinar o rendimento do composto 70 (Figura 7).

y = 0.0002x + 0.0003 Br. Br
R? = 0.9997 —
(0]
0.25 @)
67

0.20

0.15 /

o
s /
{; 0.10
< /
0.05
0.00 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

Conc. (ppm)

Figura 6 - Curva padrdo para o composto 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (67).
AG67 é igual a area do composto 67 e API corresponde a area do
padrao interno (pentadecano).

Por meio das equagdes obtidas pelas curvas padrao (Figuras 6 e 7),
foram calculadas as porcentagens de material de partida ndo consumido

(composto 67) e os rendimentos obtidos para o composto 70.

y = 0.0005x - 0.0009 __Br
R? =0.9975 0

0.50 o]

1.40 - 70
1.30 - /

1.20

0.10 /

000 T T T T

AT70/API

Conc. (ppm)

Figura 7 - Curva padrao para o composto 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona
(70). A70 é igual a area do composto 70 e API corresponde a area
do padrao interno (pentadecano).
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Os 14 diferentes experimentos realizados no processo de otimizagao da
reacao de preparacao de 70 foram realizados em duplicata, as médias dos
rendimentos das reagdes e as porcentagens de material de partida (composto

67) que ndo reagiram encontram-se na Tabela 3 (p. 92).
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Tabela 3 — Dados experimentais das reagdes realizadas para a otimizagdo da metodologia alternativa utilizada no preparo do
composto 70

Br. r MgBr
z———/—io (4 equiv.), CuX - o
0 Ac. Lewis, solvente, 7C:)
67 temperatura (0 °C ou - 78°C, 1h),
agitacéo por 15h, t.a.
Experimento CuX CuX (equiv.) | Acido de | Acido de Lewis Solvente | Temperatura | % Composto % 67
Lewis (equiv.) 70

1 Cul 1 _ _ THF anidro -78°C 2% _
2 Cul 1 Me;SiCl 2 THF anidro -78°C 63% 11%
3 Cul 1 BF;.Et,O 2 THF anidro -78°C 48% 4%
4 CuBr.Me,S 1 _ _ THF anidro -78°C 11% _
5 CuBr.Me,S 1 Me;SiCl 2 THF anidro -78°C 27% _
6 CuBr.Me,S 1 BF3.Et,O 2 THF anidro -78°C 93% 1%
7 CuBr.Me,S 1 BF3.Et,O 1 THF anidro -78°C 55% _
8 CuBr.Me,S 0,5 BF3.Et,O 1 THF anidro -78°C 28% _
9 Cul 1 _ _ Et,O anidro 0°C 4% _
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Cont. Tabela 3

Experimento CuX CuX (equiv.) | Acido de | Acido de Lewis Solvente | Temperatura % % 67
Lewis (equiv.) Composto70
10 Cul 1 Me;SiCl 2 Et,O anidro 0°C 55% 4%
11 Cul 1 BF;.Et,O 2 Et,0 anidro 0°C 64% 1%
12 CuBr.Me,S 1 _ _ Et,O anidro 0°C 19% _
13 CuBr.Me,S 1 Me;SiCl 2 Et,O anidro 0°C 39% 26%
14 CuBr.Me,S 1 BF;.Et,O 2 Et,0O anidro 0°C 22% 78%
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De acordo com os resultados do processo de otimizagdo, o melhor
rendimento para a obtengéo de 70 foi de 93% (Experimento 6, Tabela 3), e as
condicdes de reacio correspondentes foram uso de THF anidro como solvente,
temperatura de -78 °C, uso de BF3.Et,O como acido de Lewis e o CuBr.Me,S
como sal de cobre.

A caracterizacdo da lactona 70 foi realizada via espectroscopia no |V,
RMN "H e ®C, DEPT e espectrometria de massas.

No espectro no IV (Figura 8), destacam-se as bandas em 2969-2873 cm”
! referentes aos estiramentos das ligacbes C-H de carbonos sp®, a banda
correspondente ao grupo carbonila em 1773 cm™ e a banda em 755 cm’

correspondente ao estiramento C-Br.

100

95

90

2931 5873

1458
724

85

< 2
~ (]
© o 2' ~ 0
© 80+ . 2 g R
«O " 1 Bl' A [fol=
= Z 3 S
E — -
) 75 4
C
c 530270
|_
70
70 5
. N
65 : , : , : , : , : , : ,
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 8 - Espectro no IV (flme, NaCl) do composto 70.

Pelo espectro de massas (Figura 9), a férmula molecular do composto
(C;HgBrO,) estd em acordo com os picos em m/z 204 [M*' ] e o pico em m/z
206 correspondente ao ion [M™ + 2], este ultimo com intensidade relativa em

torno de 98% em relacdo a do ion molecular, comprovando a presenc¢a do

atomo de bromo na molécula.
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Figura 9 - Espectro de massas do composto 70.

Com relacdo ao espectro de RMN 'H (Figura 10), foram observados
sinais em oy 1,20 (dupleto, integrado para seis atomos de hidrogénio)
referentes aos hidrogénios H-2’; em 6y 3,10 (septeto, integrado para um atomo
de hidrogénio) referentes ao hidrogénio H-1'; e em &y 4,80 (simpleto, integrado
para dois atomos de hidrogénio), referentes aos hidrogénios metilénicos do
anel lacténico (H-5).

O sinal observado em & 169,2 no espectro de RMN de *C (Figura 11)
foi atribuido ao atomo de carbono do grupo carbonila. Os sinais em & 169,5 e
em o&c 107,2 foram atribuidos aos atomos de carbono C-4 e C-3 (ligagao dupla
conjugada com o grupo carbonila). Os deslocamentos quimicos
correspondentes aos carbonos C-2' e C-1’ foram observados, respectivamente,
em oc 20,1 e & 29,1. Essas atribuicdes foram confirmadas pelo experimento
DEPT (Figura 12).
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Figura 10 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) da lactona 70.
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Figura 11 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCls) da lactona 70.
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Figura 12 - Espectro DEPT da lactona 70.
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4.4. Sintese do composto 3-cloro-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (83)

As condicbes otimizadas de reacgdo, utilizadas para o preparo do
composto 70 (experimento 6; Tabela 3; p. 92), foram empregadas para a
sintese da substancia 83 que foi obtida com 45% de rendimento. O composto
83 foi sintetizado para ser testado em posteriores procedimentos sintéticos.

A estrutura do composto 83 foi confirmada pelas espectroscopias no IV e
de RMN 'H e RMN "3C e espectrometria de massas. No espectro |V para a
lactona 83 (Figura 13), foram observadas bandas em 1773 cm™ referentes ao

grupo C=0, e em 758 cm™ , caracteristicas do estiramento da ligacdo C-ClI.
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Figura 13 - Espectro no IV (flme, NaCl) do composto 83.
O espectro de massas para o composto 83 (Figura 14) apresentou os

picos em m/z 162 (C7HoCIO2, [M + 2], 3%) e em 160 ([M] ™", 9%), confirmando

a féormula molecular do composto e a presenca do atomo de cloro.
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Figura 14 - Espectro de massas para a lactona 83.

Os sinais observados no espectro de RMN de 'H para o composto 83
(Figura 15) foram oy 1,20 (dupleto referente a seis atomos de hidrogénio dos
grupos metilas H-2’); 3,10 (septeto referente a um atomo de hidrogénio do
grupo H-1’); e 4,80 (simpleto, referente a dois atomos de hidrogénios

metilénicos do anel lacténico, H-5 ).
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Figura 15 - Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCls) da lactona 83.
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No espectro de RMN de 'C para a lactona 83 (Figura 16), foram
observados os sinais em: 6¢c 20,1 (C-2); 27,7 (C-1’); 69,4 (C-5); 117,8 (C-3);
165,1 (C=0); e 169,1 (C-4).

o al
4= 3

83

c-5

s

.WJ‘L A w_,‘rh TSN EPIRY TORRERERTE | P W '_',.“;umJMl

I T I T I
150 Ppm 100 a0

Figura 16 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCls) da lactona 83.

4.5. Sintese dos compostos 3-bromo-4-alquillfuran-2(5H)-onas e tentativa
de sintese dos compostos 3-bromo-4-alquenilfuran-2(5H)-onas e 3-

bromo-4-arilfuran-2(5H)-onas

Para demonstrar a utilidade sintética da nova metodologia de adig&o-
eliminagdo aqui descrita, tentou-se realizar esta transformacado com diferentes
tipos de haletos de alquila, arila e alquenila, haletos estes precursores dos
correspondentes reagentes de Grignard. Assim, os compostos 84, 85 e 86
foram sintetizados empregando-se as condigdes otimizadas para a sintese do
composto 70. Os resultados encontram-se na Tabela 4. Pode ser observado
que as lactonas alquiladas foram obtidas com rendimentos moderados. No
entanto, a tentativa de produgao de lactonas contendo grupos arila ou alquenila
foi infrutifera. Na tentativa de reagir o composto 67 com grupos alquenilas, nao
houve formagdo de nenhum produto e todo o material de partida foi
recuperado. Na tentativa de introduzir grupos fenilas, observou-se formacéo

das correspondentes biarilas, devido ao processo de homoacoplamento.
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As informacdes disponiveis até o presente momento, referentes as
reacdes de adicao-eliminacdo aqui descritas, apontam para o fato de que
somente grupos alquila podem ser introduzidos na posi¢ao 4 do anel de cinco
membros das lactonas dialogenadas empregadas como material de partida
(Tabela 4).

Tabela 4 - Resultados experimentais da reacado de sintese dos compostos 3-
bromo-4-alquillfuran-2(5H)-onas (84, 85 e 86) e tentativa de
sintese dos compostos 3-bromo-4-alquenilfuran-2(5H)-onas e 3-
bromo-4-arilfuran-2(5H)-onas

Br. Br R Br

Z:L\ RMgBr (4 eq.), CuBr.Me,S (1 eq.) Z:L
o~ ~O BF3.E0 (1eq.), THF anidro (-78 °C, 1 h) o ~o
ta, 16 h
Composto Grupo R % Conversao % Recuperado

70 isopropil 90* 5
84 isobutila 45 10
85 Etila 50 12
86 Pentila 33 15
87 Vinila - 60
88 isopentenila _ 65
89 Fenila L 70
90 2 4-dimetoxifenila 63

*Rendimento do composto 70 obtido apds sua purificagdo por
cromatografia em coluna.

Os compostos 84, 85 e 86 foram caracterizados pelas técnicas
espectroscopicas no IV, RMN de 'H, RMN de ®*C e DEPT, bem como pela
espectrometria de massas. Uma descricdo do processo de caracterizacdo da
substancia 84 sera apresentada a seguir, uma vez que o processo de
caracterizagao dos compostos 85 e 86 foram bastante similares.

Inicialmente, a caracterizagao do composto 84 deu-se pelo espectro de

massas (Figura 17). A férmula molecular do composto (CgH1BrO,) esta em

acordo com o pico em m/z 218 ([M] ™). Além disso, a presenca do pico em m/z

220 ([M+2]™), de intensidade aproximadamente igual & do pico do ion

molecular, corrobora a presenca do atomo de bromo na molécula.
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Figura 17 — Espectro de massas para a lactona 84.

O espectro no IV para o composto 84 (Figura 18) apresentou bandas na
regido compreendida entre 2959-2871 cm™ , caracteristicas de estiramento
das ligagbes C-H de carbonos hidribizados sp>. Em 1769 cm™ , pdde-se
observar uma banda correspondente ao grupo carbonila e em 756 cm™” , uma

banda referente ao estiramento da ligagéo C-Br.
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Figura 18 - Espectro no IV (flme, NaCl) do composto 84.
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Com relacdo ao espectro de RMN de 'H para a substancia 84 (Figura
19), destacam-se os sinais observados em &4 0,98 (dupleto, integrado para seis
atomos de hidrogénio) referentes aos hidrogénios H-3’; em o4 1,95 (multipleto,
integrado para um hidrogénio) referentes ao hidrogénio H-2'; em &y 2,38
(dupleto, integrado para dois hidrogénios) referentes aos hidrogénios H-1’; e
em &y 4,75 (simpleto, integrado para dois hidrogénios), que correspondem aos
hidrogénios metilénicos (H-5) presentes no anel lactonico.

No espectro de RMN '®C para o composto 84 (Figura 20), o sinal
observado em ¢ 163,3 foi atribuido ao atomo de carbono do grupo carbonila
(C-2). Os sinais em &¢c 176,5 e em 109,9 foram atribuidos aos carbonos C-4 e
C-3, respectivamente. Os carbonos referentes ao grupo isobutila foram
observados em o¢ 73,2; 37,8; 27,8 e 22,8.

Os sinais observados pelo espectro de DEPT para o composto 84
(Figura 21) vém comprovar os carbonos metilénicos e o grupo metila do gupo

isobutila.
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Figura 19 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) da lactona 84.
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Figura 20 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCls) da lactona 84.

I
130

Fpm

I
100

106




C-5

c-1

C-2

C-3

Figura 21 - Espectro de DEPT (75 MHz, CDCIs) da lactona 84.
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4.6. Sintese do composto 3-benzil-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (59)

Incialmente, a proposta para a sintese do composto 3-benzil-4-
isopropilfuran-2(5H)-ona foi baseada no preparo do composto 80
(intermediario sililado) (Esquema 19), que ao reagir com n-BuLi produziria o
organolitio 79 (in situ) e em seguida, reagindo com o brometo de benzila
levaria a formagao do composto sililado correspondente. Posteriormente, em
meio acido seria obtido o composto 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona 59.

O composto 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona 59 nao foi obtido pela
metodologia proposta. O material organico resultante da reacao foi analisado
por CG-EM e observou-se a formagao do composto 1,2-difeniletano, devido
ao homoacoplamento entre dois grupos benzilicos.

Uma hipétese para explicar a nao formacdo do composto 3-benzil-4-
isopropilfuran-2(5H)-ona (59) pela metodologia proposta (esquema 19) seria,
em principio, a possibilidade de o atomo de bromo do composto 80 estar
impedido espacialmente, devido a presenca do grupo isopropil na posicéao 4
do anel lacténico, a ponto de impedir a formagédo do organolitio 79, o que

pode ter inviabilizado o prosseguimento das outras etapas.

Br . Br
TIPSTf (1,3 equiv.)

O Et;N (1,3 equiv.) /o\ O—Si{
8 /K

0
64
n-BuLi (1,1 equiv.), THF, -78 °C, 2h

R
OS|

Esquema 19 - Tentativa de sintese do composto 59.
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Em recente trabalho, Boukouvalas e Loach (2008) sintetizaram
diversos compostos butenolideos a-substituidos (compostos do tipo 104),
utilizando o intermediario 3-bromo-2-siloxifurano (102) (Esquema 20). Foi
possivel neste trabalho a obtengdo dos compostos 3-metilfuran-2(5H)-ona,
3-propenilfuran-2(5H)-ona, 3-benzilfuran-2(5H)-ona, dentre outras
substancias, com rendimentos de 83%, 84% e 85%, respectivamente.
Contudo, o composto 101, utilizado como material de partida, ndo possuia
grupo substituinte na posicdo 4 do anel lactonico. Estes resultados
apresentados corroboram o fato de que o impedimento do atomo de bromo
do intermediario 80 (esquema 19, p. 108), devido a presenca do grupo
isopropil na posigao 4 do anel butenolideo, seja realmente a causa do n&o

sucesso em obter o composto 59 por esta metodologia.

B : R
_ Br TIPSTf (1,3 equiv.) @r \( 577-2%3, THF, @ \(
O@o EtsN (1,3 equiv.) O—Si{ o—Si{
A A

o RX, -25 °C ©
101
102 X=CI, F,Brel — 103 =
R = alquil, benzil, alquenil
aq. HCI
R
O
O
104

Esquema 20 - Sinteses de compostos butenolideos a-substituidos
realizadas por Boukouvalas e Loach (2008).

Buscando uma alternativa para a sintese do composto 3-benzil-4-
isopropilfuran-2(5H)-ona (59), vislumbrou-se a utilizagdo do acoplamento de
Kumada, que € um tipo de reagcdo que envolve o acoplamento de reagentes
de Grignard com haletos de arila, vinila ou alquila, catalisada por complexos

de metais de transicao, tais como Ni ou Pd (Esquema 21).
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Ni ou Pd ,
R'X + RMgX R—R

R = aril, vinil ou alquil
R'= aril, vinil
X=Cl, Broull

Esquema 21 — Reacado de acoplamento de Kumada na formagéo da ligagéo
carbono-carbono.

Na tentativa de sintese do composto 3-benzil-4-isopropilfuran-2(5H)-
ona (59), via acoplamento de Kumada, utilizou-se uma metodologia adaptada
do trabalho de Bonnet et al. (2001) (Esquema 22).

A lactona 3-bromo-4-isopropilfuran-2(56H)-ona 70 foi utilizada como
material de partida, o catalisador de paladio usado foi o Pd(PPhs)s e o
reagente de Grignard correspondeu ao brometo de benzil magnésio. A
solucdo de brometo de benzil magnésio foi preparada previamente pela
reagcdo entre magneésio metalico e brometo de benzila em THF anidro. A
reacao descrita no Esquema 22 foi repetida por 3 vezes consecutivas e em
nenhuma das tentativas observou-se a formagdo do composto (59). Pela
analise em CG-EM do material bruto da reagao, observou-se a formagao do
composto 1,2-difeniletano. O material de partida, o composto 3-bromo-4-

isopropilfuran-2(5H)-ona (70), permaneceu inalterado.

MgBr
é o
H | O
PPh3)4 (10 mol %) @)

59

Esquema 22 - Tentativa de sintese do composto 3-benzil-4-isopropilfuran-
2(5H)-ona via acoplamento de Kumada, baseada no
trabalho de Bonnet et al. ( 2001).

Com vistas ao preparo do composto 3-benzil-4-isopropilfuran-2(5H)-
ona (59), tentou-se realizar a reagdao entre o composto 3-bromo-4-
isopropilfuran-2(5H)-ona com n-Buli, levando a formagdo do organolitio
correspondente, que posterirormente reagiria com brometo de benzila

(Esquema 23). Novamente o produto obtido foi o composto 1,2-difeniletano.
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O composto 59 nao foi formado, e o material de partida (composto 70) foi
totalmente degradado conforme observado pela analise da mistura reagente
por CG-EM.

Br n-Buli (1,2 eq.)
THF, -78 °C (1h)

o o) Br h o) O
(1,5 eq.), THF, -78°C, 2h

70 59

Esquema 23 - Tentativa de reacdo entre o composto 3-bromo-4-
isopropilfuran-2(5H)-ona (70), litado por n-Buli, e
brometo de benzila.

Uma nova tentativa de promover a formagéao de uma ligagéo carbono-
carbono via reagao do composto 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (70)
litiado (in situ), levando a formag&do do organolitio correspondente, que
posteriormente reagiria com brometo de benzila, foi realizada (Esquema 24).
A base utilizada nesta reagao foi di-isopropilamideto de litio (LDA), preparado
via reagao da amina di-isopropilamina e n-BuLi. Novamente, o produto obtido
foi o composto 1,2-difeniletano. O composto 59 nao foi formado, e o material

de partida (composto 70) foi degradado.

Br
__ LDA (1,2 eq.), HMPA,
THF, -78 °C (1h _
=0 (i v
Br 0 o)
70 (1,5 eq.), THF, -78 °C, 2h

59

Esquema 24 - Tentativa de reagcdo do composto 3-bromo-4-isopropilfuran-
2(5H)-ona (70), litiado por LDA, e brometo de benzila.

O composto 3-benzil-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (59) foi sintetizado
por Bellina e Rossi (2002) pela reagdo do composto 3-bromo-4-
isopropilfuran-2(5H)-ona (70) com brometo de benzilzinco, na presenga do
catalisador PdCly[(o-Tolil)sP].. (Esquema 25). Esta reagédo € conhecida como

Acoplamento de Negishi.
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ZnBr
Br é (1,2 equiv.) _
= 0

0 > (0]

(0] DMF/THF (1:1), 59
70 PdCl,[(o-tolil)sP]5 (5 mol%), o
60 °C, 5h 36%

Esquema 25 — Sintese da lactona 3-benzil-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (59)
(BELLINA e ROSSI, 2002).

O acoplamento de Negishi foi desenvolvido em 1977 por Negishi e
colaboradores (KING et al., 1977). Derivados organozincos, haletos
organicos e catalisadores a base de Pd ou Ni sdo utilizados neste tipo de
reacao. A utilizagcdo de organozincos em relagdo ao reagente de Grignard
(RMgX), utilizado no acoplamento de Kumada, apresenta algumas
vantagens, pois esses reagentes possuem maior quimiosseletividade e maior
reatividade catalitica (NEGISHI e ANASTASIA, 2003).

O ciclo catalitico do acoplamento de Neguishi baseia-se nas etapas de

adicao oxidativa, transmetalagao e eliminacao redutiva (Figura 22).

LPd? R%-X

R-R?

Eliminacéo
Redutiva

R?_—PdqI)Ln—R! RZ—Pd{lllLn— X

Transmetalacéo
nX, R1ZnX

Figura 22 — Ciclo catalitico referente ao acoplamento de Negishi.

Diante das dificuldades apresentadas nas tentativas de sintese do
composto 3-benzil-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (59) e inspirado na literatura,
resolveu-se sintetizar o referido composto via acoplamento de Negishi.
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Foram estudadas duas metodologias para a sintese do referido composto,
que diferiram entre si pela natureza do catalisador de paladio utilizado, bem
como pelo uso de diferentes solugbes de brometo de benzilzinco (comercial
ou preparada previamente).

Inicialmente, utilizaram-se as condicbes mostradas no Esquema 26
para a preparagao do composto 59. A reacdo de acoplamento de Negishi
entre o composto 70 e o brometo de benzilzinco (solugdo comercial da marca
ALDRICH) se processou na presenga do catalisador Pdy(dba)s (2,5 mol%) e
10 mol% de trifenilarsina (PhsAs), sob condi¢gdes de refluxo por 5h. O
composto 59 foi obtido com 25% de rendimento. Um subproduto da reagao
caracterizado foi o composto 1,2-difeniletano, formado pela reacdo de

homoacoplamento entre dois grupos benzilas.

ZnBr
Lo S <O C
O ¢ ° ) O

¢) DMF:THF (1:1), Pdy(dba)s (2,5 mol%)/PhsAs (10 mol%)
70 60°C,5h

59 1,2-Difeniletano
25% 30%

Esquema 26 — Sintese da lactona 3-benzil-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (59).

Alternativamente, a reagcdo de acoplamento de Negishi foi realizada
entre o composto 70 e uma solugdo de brometo de benzilzinco (0,5mol L™),
preparada previamente, na presenca de Pd(PPh)s (5 mol%) (Esquema 27). A
reagdo se processou sob temperatura de 60 °C por 5h. O composto 59 foi
obtido com um rendimento de 36%, semelhante ao melhor resultado
encontrado por Bellina e Rossi (2002). Houve também formacgdo do
composto 1,2-difeniletano. Esta metodologia utilizada para o preparo do
composto 59 apresenta como vantagem o preparo da solugao brometo de
benzilzinco que a torna economicamente mais viavel, uma vez que esta

solucao comercial apresenta um elevado custo.

MgBr
(2eq.)
Br
0,
o O Pd(PPhs), (10 mol %), 1,2- leemletano
DMF:THF (1:1),
70 60°C, 5 h 36% 28%

Esquema 27 — Sintese da lactona 3-benzil-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (59),
metodologia adaptada de Bellina e Rossi (2002).
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A solucao de brometo de benzilzinco foi preparada conforme descrito
por Berk et al. (1990). A ativacado do zinco foi feita em ultrassom por alguns
minutos, até observacao de escurecimento deste metal. O término da reagao
foi observado por cromatografia em camada delgada, com o
desaparecimento da mancha referente ao brometo de benzila.

O composto 3-benzil-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (59) foi caracterizado
por espectroscopia no infravermelho, RMN de 'H e RMN de "*C, bem como
por espectrometria de massas. A férmula molecular da lactona (C14H1602)
esta em acordo com o pico em m/z igual a 216 (10%), presente no espectro

de massas da Figura 23.

100 4 129

on 1"
80 4—3 ]

60 59

Intensidade Relativa (%)

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

m/z

Figura 23 — Espectro de massas para a lactona 59.

O espectro no IV para o composto 59 (Figura 24) apresentou bandas
na regido compreendida entre 3061-3027 cm™ caracteristicas de estiramento
das ligagdes C-H de carbonos sp? de compostos aromaticos. Em 2963-2850
cm™ , observaram-se bandas referentes a estiramentos de ligagdes C-H de
carbono sp®. Em 1750 cm™ , pdde-se observar uma banda correspondente
ao grupo carbonila, tipica de lactonas «,/+insaturadas, apresentando um anel
de cinco membros (BARBOSA, 2007) e em 1601, 1494 e 1453 cm™ |,

referentes aos estiramentos da ligagdo C=C de anel aromatico.
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Trangmeinda (%)
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Figura 24 — Espectro no IV (filme, NaCl) do composto 59.

Com relacdo ao espectro de RMN "H para a substancia 59 (Figura 25),
destacam-se os sinais observados em o4 1,11 (dupleto, integrado para seis
atomos de hidrogénio) referentes aos hidrogénios H-2” e em oy 3,07
(septeto, integrado para um hidrogénio) referentes ao H-1". Os sinais
observados emay 3,62 (simpleto, integrado para dois hidrogénios) referentes
aos hidrogénios H-6 e em &y 4,72 (simpleto, integrado para dois hidrogénios)
referentes aos hidrogénios metilénicos H-5 presentes no anel lacténico e um
multipleto na regido de 7,24-7,26 referente aos hidrogénios do anel aromatico
(H-2’-H-6’), integrado para cinco atomos de hidrogénio, também foram

observados.
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H-2’' — H-6
H5
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Figura 25 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) da lactona 59.
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No espectro de RMN "*C do composto 59 (Figura 26), o sinal observado
em o¢c 175,3 foi atribuido ao atomo de carbono do grupo carbonila (C-2). Os
sinais em o¢ 167,1 e em 128,7 foram atribuidos aos carbonos C-4 e C-3,
respectivamente. Os carbonos referentes ao grupo isopropila foram observados
em ¢ 21,1 (C-2”) e em 27,5 (C-17).
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C-2/C-6"; C-3; C-3'/C-5’ C-2
\ C-2'/C-6"; C-3; C-3/C-5
c4 !
P CDCl, 9
129.00 125‘ 50 us‘ (il 127‘ 50 127‘ (il 59
C-5 C-6
c-4
c-1”
C-4 -1
[l
C-2
T | T | T | T
150 100 ppm a0

Figura 26 — Espectro de RMN "*C (75 MHz, CDCls) para a lactona 59.
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Levando-se em consideracao os resultados apresentados no preparo do
composto 3-benzil-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (59), intermediario-chave na
sintese dos analogos aos nostoclideos, um novo plano sintético foi
determinado para a preparacdo das 3-benzil-4-isopropilfuran-2(5H)-onas, cuja
etapa determinante na sintese desses compostos, a reacado de alquilidenacéo,
foi baseada no trabalho de Boukouvalas et al. (1994). O plano esta

retrossinteticamente representado no Esquema 28.

H._O
A —
Ei\/\olzoﬁo = Z/oi\ OTBDMS
R

(59b)

Analogos aos
nostoclideos

(91)-(95)

Br. Br Br Br Br —
/Z:L ——— o o — o < o O
HO™ g~ =0 o ©

67 70
81

Esquema 28 — Analise retrossintética para a preparagcdo das 3-benzil-4-
isopropil-5-benzilidenofuran-2(5H)-onas.

De acordo com a analise retrossintética, a etapa-chave na sintese dos
analogos aos nostoclideos baseou-se no preparo do intermediario sililado
(59b), que pela reacédo de alquilidenagdo com diferentes aldeidos aromaticos
proporcionaria obten¢do das lactonas analogas aos nostoclideos. O composto
59 poderia ser obtido a partir do composto 70. O composto 70 seria obtido a
partir do 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (67), que por sua vez seria obtido pela

reducao do acido mucobrémico (81), disponivel comercialmente.
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4.7. Sintese de Compostos Analogos aos Nostoclideos

O composto 3-benzil-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (59) foi utilizado como
material de partida nas reagdes de alquilidenagcdo, e a uma metodologia
adotada foi baseada no trabalho de Boukouvalas et al. (1994). O tratamento da
lactona 59 com DIPEA na presenca de TBDMSOTf, em DCM e a temperatura
ambiente, levou a formacéo in situ do correspondente sililfurano 59b (Esquema
29). Em seguida, os aldeidos aromaticos foram adicionados, na presenca de
um excesso do acido de Lewis TBDMSOTf, levando a formacdo dos
intermediarios alddlicos 59¢, que nao foram isolados. A mistura reagente foi,
entdo, submetida a condigdo de refluxo. Subsequentemente, adicionou-se
DBU, levando a eliminagdo do grupo tert-butildimetilsililoxi, com consequente

formagao dos correspondentes analogos aos nostoclideos 91-95.

CHO
X
_ | .
TBDMSOTY, DIPEA /A 2
o) OTBDMS R

© CH,Cl,, ta., 1h 0

(59)

Refluxo, DBU, CH,Cl,

1-3h

(91)-(95)

Esquema 29 — Sintese dos compostos analogos aos nostoclideos (91-95).

Os compostos analogos aos nostoclideos 16, 19, 30, 34 e 35 (Esquema
30) sintetizados por Teixeira (2008) inibiram in vitro o transporte de elétrons,
dirigido pela luz, da agua para o oxidante nao-biolégico ferricianato de potassio.
Contudo, conforme ja mencionado, esses compostos foram sintetizados
desprovidos do grupo isopropila na posi¢géo 4 do anel lactonico. Simplificagdes
estruturais podem, ou ndo, resultar em compostos com menor atividade
biolégica, por este motivo, compostos analogos semelhantes aos

supramencionados foram sintetizados contendo o grupo isopropila na posicéo 4
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do anel lacténico (compostos 91-95, Tabela 5) para serem testados quanto a

referida atividade.

16 19 30 34 35

FONTE: Teixeira et al. (2008).

Esquema 30 — Compostos analogos aos nostoclideos (16, 19, 30, 34 e 35)
sintetizados recentemente.

Os compostos analogos aos nostoclideos (91-95) foram obtidos com
rendimentos semelhantes aqueles relatados na literatura para compostos
desta natureza (BARBOSA et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2008) (Tabela 5).

Tabela 5 — Dados experimentais da reagdo de sintese dos analogos aos
nostoclideos 91-95

CHO 1) DIPEA, TBDMSOTY,
_ . K CHCl, ta., 1h
o =0 |/\ 2) DBU, refluxo, 1-3 h
R

Composto Grupo Arilideno Rendimento (%)
91 4-nitrobenzilideno 36(2)
92 3-nitrobenzilideno 83(2)
93 4-trifluorometilbenzilideno 40(2)
94 3-trifluorometilbenzilideno 22(2Z)
95 4-etilbenzilideno 30(2)

A caracterizagdo estrutural dessas substancias (91-95) foi realizada
empregando-se espectroscopia no IV, RMN 'H, ™C, DEPT, técnicas
bidmensionais (NOEDIFF e HETCOR), espectrometria de massas e dados da
literatura (ROCHA, 2007; TEIXEIRA, 2008; TEIXEIRA et al., 2007; TEIXEIRA
et al., 2009).
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Uma discuss&o sobre a caracterizagédo do composto 91 [(5Z2)-3-benzil-4-
isopropil-5-(4-nitrobenzilideno)furan-2(5H)-ona] sera apresentada a seguir. A
caracterizagao dos compostos 92-95 foi realizada de modo similar aquela
descrita para a substancia 91.

No espectro de IV da substancia 91, observam-se as bandas em 3100 e
3070 cm™ referentes ao estiramento da ligacdo C-H de carbonos sp® de
compostos aromaticos (Figura 27). A presenca de uma banda de forte
absorc&o observada em 1768 cm™ no mesmo espectro e o sinal observado em
Sc 170,0 no espectro de RMN de '®*C (Figura 31, p. 127) confirmaram a

presenca do grupo carbonila (C-2) na estrutura do composto 91.
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Figura 27 - Espectro no IV (filme, NaCl) do composto 91.
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. A formula molecular do composto 91 (C21H1gNO4) estda em acordo com
o pico em m/z igual a 349 (79 %), presente no espectro de massas da Figura
28. O pico base (100%), observado em m/z igual a 91, esta relacionado com a

formagao do ion tropilio

100 - o

349
80

60 -
84

Intensidade Relativa (%)

40 51

65 128 321

306

141
20 105 260

215 334

50 100 150 200 250 300 350

m/z

Figura 28 - Espectro de massas do composto 91.

Com relagdo ao espectro de RMN 'H do composto 91 (Figura 29, p.
125), destacam-se os sinais o4 1,34 (dupleto, integrado para seis atomos de
hidrogénio, H-2”) e em 3,19 (septeto, integrado para um atomo de hidrogénio,
H-1"), confirmando a presenca do grupo isopropila. O sinal em &y 3,83
(simpleto largo, integrado para dois atomos de hidrogénio), referente ao grupo
CHy- benzilico (H-7), confirmado pelo espectro de DEPT (Figura 32, p. 128),
apresenta-se voltado para baixo. Um sinal em &4 6,20 (simpleto, integrado para
um atomo de hidrogénio), referente ao H-6, vem confirmar a presenca da
ligacdo dupla exociclica no composto. Os sinais em oy 7,20-7,33 (multipleto,
integrado para cinco atomos de carbono) e os dois dupletos em &, 7,92 e 8,22,
cada um integrado para dois atomos de hidrogénio, referem-se aos hidrogénios
do grupo benzilico (H2'-H6’) e do grupo benzilidénico (H-2"’/H-6" e H-3"/H-
5, respectivamente.

Para confirmar a estereoquimica da ligacdo dupla exociclica do

composto 91, foi realizado o experimento de NOEDIFF. O sinal em &4 6,20,
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referente ao H-6, foi selecionado para ser irradiado. Como resultado,
observaram-se no espectro incrementos dos sinais em o4 1,34 (7,72%); 3,19
(12,31%) e 7,92 (17,54%) (Figura 30, p. 126). Com base neste experimento, foi
posssivel atribuir ao composto 91 configuragdo Z para a ligagao dupla,
configuragdo esta observada em varios j-alquilidenobutenolideos providos de
fontes naturais, bem como na maioria dos compostos analogos aos
nostoclideos sintetizados por Rocha (2007) e Teixeira (2008).

Os compostos analogos aos nostoclideos sintetizados (91-95)
apresentaram, sem excec¢ao, configuragdao Z, como ja mostrado na Tabela 5, p.
121.

No espectro de RMN de "*C, (Figura 31), o sinal observado em & 30,0
foi atribuido ao carbono benzilico C-7. Os sinais observados em & 127,0 e
137,8 foram atribuidos aos C-1’ e C-4’, respectivamente. Os sinais em &c 123,1;
131,1; 139,9 e 149,9 foram atribuidos aos carbonos do grupo benzilidénico. As
atribuicdes para os sinais de RMN '*C foram realizadas com base no mapa de
contornos HETCOR e dados da literatura (BARBOSA, 2007; TEIXEIRA, 2008;
TEIXEIRA et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2009).

Pelos sinais observados no mapa de contornos HETCOR (Figura 33),
observam-se as correlacdes entre o C-2” e o H-2”, C-1" e H-1", C-7 e H-7,
bem como a correlagdo entre C-6 e H-6. Observaram-se ainda as correlacoes
entre o C-3"’/H-3"” com os hidrogénios H-3'"/H-5", C-4 e H-4, C-3’/C-5 e os
hidrogénios H-3'/H-5', C-2’/C-6’ e os hidrogénios H-2'/H-6’, bem como a
correlagado entre C-2"°/C-6” e os correspondentes hidrogénios H-2""/H-6"",

confirmando as atribui¢des realizadas.
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Figura 29 — Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCls) para o composto 91.
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Figura 30 — Espectro de NOEDIFF (CDCI3) para o composto 91.
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Figura 31 — Espectro de RMN "*C (75 MHz, CDCls) para o composto 91.
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Figura 32 - Espectro de DEPT para o composto 91.
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Figura 33 — Mapa de contornos HETCOR do composto 91.
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4.8. Sintese de 3,4-dialo-5-arilidenofuran-2(5H)-onas

Na busca de novos j-alquilidenobutenolideos com potencial atividade
fitotoxica, vislumbrou-se a sintese de compostos do tipo 3,4-dialo-5-
arilidenofuran-2(5H)-onas. Para o preparo desses compostos, foram utilizados
como material de partida os compostos 3,4-dialo-furan-2(5H)-onas (67) e (82),
sintetizados a partir da reducédo dos acidos mucoalicos, conforme discutido na
secdo 3.4.1. A etapa chave na sintese desses compostos foi a reacao de
alquilidenagao (BOUKOUVALAS et al., 1994) (Esquema 31). Na literatura, nao
ha relatos da sintese dessa classe de compostos, exceto do composto 97, que
foi obtido por Sarma et al. (2007), como um produto de desidratacdo do

derivado alddlico.

X X
X X CHo 1) DIPEA, TBDMSOT, _
_ CH,Cl,, ta., 1h
Z_<A\ ol N — ~ o °
o O /\ 2) DBU, refluxo, 1-3 h y
R |
X = Cl ou Br \\R

Esquema 31 - Sintese de compostos do tipo 3,4-dialo-5-alquilidenofuran-
2(5H)-onas.

Os compostos 96-100 sintetizados, bem como os dados experimentais

referentes a eles, estdo descritos na Tabela 6 (p. 131).
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Tabela 6 — Dados experimentais da reacao de sintese de 3,4-dialo-5-
alquilidenofuran-2(5H)-onas 96-100

Composto Estrutura Rendimento (%)
Br. Br
96 @d 15 (2)
Br, Br
97 Q/foLo 64 (2
O\/O
98 Br. Br
/g o
13 (2)
NO,
99 o~
Q/{L © 70 (2)
O\/O
100 o
o O
10 (2)
NO,

Atribui-se a esses compostos a configuragdo Z para a dupla exociclica.
De acordo com Boukouvalas et al. (2007), a eliminagdo do grupo ftert-
butildimetilsililoxila que ocorre na presenca da base DBU €& um processo
altamente estereosseletivo, sendo que somente esterecisbmeros com
configuragdo Z sao obtidos, e tal fato € atribuido a presengca de um grupo
volumoso na posicéo B do anel lactbnico.

A caracterizacao estrutural dessas substancias (96-100) foi realizada
empregando-se espectroscopia no IV, RMN de 'H e *C.

Os dados de caracterizagdo obtidos para o composto 96 [(52)-3,4-
dibromo-5-(benzilideno)furan-2(5H)-ona] serao apresentados a seguir.

No espectro de IV da substancia 96, observa-se uma banda em 3057
cm’’' referentes ao estiramento da ligacdo C-H de carbono sp® de composto
aromatico (Figura 34). A presenga de uma banda de forte absor¢ao observada

em 1769 cm™ confirma a presenca do grupo carbonila na estrutura do
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Figura 34 - Espectro no IV (flme, NaCl) do composto 96.

No espectro de massas da furanona 93 (Figura 35), a presenga do pico
em m/z 328 ([M]") é consistente com a formula molecular do composto
(C11HgBr202), e os picos em m/z 330 (M + 2] *) e em m/z 332 (([M + 4] ™),

confirmaram a presenca de dois atomos de bromo na molécula.

100 330
90
80
< et 118
T
£ 60 88
k)
[5)
S 51 328 339
3
% 40 63 193
=
50
20 o 142
‘ 249
0 L T T T ‘ T T T T T T T
50 100 150 200 250 300

m/z
Figura 35 - Espectro de massas do composto 96.
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Com relagdo ao espectro de RMN 'H do composto 96 (Figura 36),
destacam-se os sinais &4 6,16 (simpleto, integrado para um atomo de hidrogénio)
referentes ao H-6, que vém confirmar a presencga da ligagao dupla exociclica no
composto. Os sinais em &y 7,39-7,43 (multipleto, integrado para trés atomos de
hidrogénio) e em 7,79-7,82 (multipleto, integrado para dois atomos de

hidrogénio) referem-se aos hidrogénios do anel aromatico (H-2' — H-6).

H-3'/H-5' e H-4’

H-6

H-2/H-6'

. I

& LB w8

\ \ \
7.50 7.00 6.50
ppm (f1)

Figura 36 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) da lactona 96.

No espectro de RMN de *C, (Figura 37), o sinal observado em & 114,5
foi atribuido ao carbono C-6 . Os sinais observados em & 130,5; 131,3; 1321
e em 137,6 foram atribuidos aos carbonos do anel aromatico. Em &c 163,6, foi

observado um sinal referente ao carbono da carbonila.
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Figura 37 — Espectro de RMN *C (75 MHz, CDCls) para o composto 96.

5. Conclusoes

Uma nova metodologia para o preparo do composto 3-bromo-4-
isopropilfuran-2(5H)-ona (70) foi estabelecida, bem como as condigdes
otimizadas para seu preparo. A partir desta metodologia, foram obtidos os
compostos 84, 85 e 86 que se apresentam como precursores para a sintese
de novos jalqulidenobutenolideos.

O composto 3-benzil-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (59), intermediario
chave na sintese dos nostoclideos | e Il, foi sintetizado via acoplamento de
Negishi. O brometo de benzilzinco utilizado na reagdo foi preparado
previamente, e o catalisador utilizado foi o Pd(PPhs)s. O rendimento obtido
(36%) foi semelhante ao descrito na literatura (BELLINA e ROSSI, 2002).

De posse do composto 3-benzil-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (59), os
compostos analogos aos nostoclideos, novos j~alqulidenobutenolideos, foram
sintetizados. A reacido de alquilidenagcdo entre o correspondente sililado do
composto 59 e os diferentes aldeidos, com eliminagdo do grupo siloxi pela
base DBU, foi utilizada no preparo dos compostos: 5(Z)-3-benzil-4-isopropil-5-
(4-nitrobenzilideno)furan-2(5H)-ona (91); 5(Z)-3-benzil-4-isopropil-5-(3-
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nitrobenzilideno)furan-2(5H)-ona (92); (2)-3-benzil-4-isopropil-5-(4-
trifluorometilbenzilideno)furan-2(5H)-ona (93); 5(Z)-3-benzil-4-isopropil-5-(3-
trifluorometilbenzilideno)furan-2(5H)- onan (94) e (Z)-3-benzil-4-isopropil-5-(4-
etilbenzilideno)furan-2(5H)-ona (95), com rendimentos de 36, 83, 40, 22 e 30%,
respectivamente.

Compostos do tipo 3,4-dialo-5-arilidenofuran-2(5H)-onas (96-100) foram

sintetizados com rendimentos de 10 a 70%.
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CAPITULO 3

AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE COMPOSTOS
ANALOGOS AOS NOSTOCLIDEOS, DE COMPOSTOS DO TIPO 3,4-DIALO-
5-ARILIDENOFURAN-2(5H)-ONAS E DE SEUS PRECURSORES

1. Introdugéao

1.1. Uso de Antibiéticos — Aspectos Histéricos

Os primeiros relatos do uso de antibidticos pelo homem sdo muito
antigos, como a descri¢do do uso de sapatos mofados por chineses para curar
feridas infeccionadas nos pés (3000 anos a.C.). Porém, o primeiro metabdlito
fungico de notdria eficacia foi, sem duvida, a penicilina, substancia produzida
pelo fungo Penicillium chrysogenun, cuja capacidade de inibir o crescimento
bacteriano foi descoberta acidentalmente por Fleming em 1928 (TAKAHASHI e
LUCAS, 2008). Nao obstante, somente durante a Segunda Guerra Mundial,
quando houve a necessidade urgente de curar soldados aliados de infecgdes
de ferimentos, € que a penicilina de Fleming foi valorizada. Por meio do
esforgo conjunto de muitos microbiologistas da Inglaterra e dos Estados Unidos
a penicilina, ela comegou a ser obtida em grande quantidade e salvou
inumeras vidas. Em 1945, Fleming, Florey e Chain ganharam o Prémio Nobel
por seus trabalhos com a penicilina (PELCZAR JR. et al., 1996).

Concomitantemente, os quimioterapicos ou substancias sintéticas
empregados no tratamento de doengas vém sendo utilizados ha varios séculos.

No periodo de 1854 — 1915, Paul Ehrlich fez diversas descobertas e
introduziu o conceito de toxicidade seletiva, indicando que determinado agente
exibia uma acdo danosa aos microrganismos, sem afetar as células do

hospedeiro. No século XVIII, Ehrlich e Hata realizaram testes com compostos
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arsenicais, em coelhos com sifilis e descobriram que o composto 606,
arsfenamida, era ativo. No ano de 1910, foi langado o medicamento Salvarsan
(nome comercial da arsfenamida), para o tratamento da sifilis (PELCZAR JR. et
al., 1996).

Desde 1830, os europeus utilizavam a quinina extraida da casca da
cinchona para o tratamento da malaria. Em 1945, o mercurio foi utilizado no
tratamento da sifilis (PELCZAR JR. et al., 1996). A partir de 1953, a industria
investiu milhares de ddlares na busca de novas drogas antimicrobianas, sendo
que tal linha de pesquisa perdura até hoje em todo o mundo, empregando
diversos tipos de abordagens.

Na década de 70, ocorreu uma expansao do uso dos antibiéticos devido
a descoberta de substancias com maior espectro de acdo. Além disso, com a
descoberta de novas classes de antibioticos (B-lactamas, cefalosporinas,
macrolideos, tetraciclinas e amino-glicosideos), conseguiram-se medicamentos
mais potentes, com melhor farmacocinética e maior seguranga relacionada ao
seu uso (menos efeitos colaterais). A descoberta das cefalosporinas, por
exemplo, foi extremamente importante j4 que nao causavam descolorimento
de dentes em criangas, efeito colateral tipico das tetraciclinas, nem geravam
tanta resisténcia, como as penicilinas (TAKAHASHI e LUCAS, 2008).

Diversos agentes microbianos sintéticos foram descobertos e vém sendo
utilizados ao longo dos anos, entre eles, encontram-se as sulfonamidas, o
trimetoprim, os nitrofuranos, a isoniazida e o acido nalidixico (PELCZAR JR. et
al., 1996).

As formulas estruturais de alguns antibioticos representando diferentes

classes quimicas sdo mostradas na Figura 1.

O, LSO )

fOH
Penicilina G Cloranfenicol
6]
H OH A4
o NH, HO & N
HN |
S mNHz
OH
OIN\QVOAC OH O OH O O
CO,H Tetraciclina

Cefalosporina
Figura 1 - Estrutura de antibidticos de diferentes classes quimicas.
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Ao longo dos anos, foram descobertos diversos farmacos

antimicrobianos, sendo eles produzidos por fungos, bactérias ou de forma
sintética (quimioterapicos). A Tabela 1 apresenta a ordem cronolégica em que

esses medicamentos entraram no mercado.

Tabela 1 — Origem das classes de farmacos antimicrobianos disponiveis no

mercado
Descoberta | Antimicrobiano Classe Fonte
1929 Penicilina G Slactamico Penicillium sp.
1932 Sufapiridina Sulfonamida Sintese
1944 Estreptomicina Aminoglicosideo Steptomyces griseus
1945 Cefalosporina Slactamico Cephalosporium
1947 Cloranfenicol Fenilpropanoide Streptomyces venesuelae
1948 Cloritetraciclina Tetraciclina Streptomyces rimosus
1950 Eritromicina Macrolideo Streptomyces erytheus
1955 Vancomicina Glicopeptideo Streptomyces orientalis
1955 Virginaminicina Streptogramina Streptomyces virginae
1955 Amfotericina Polieno Streptomyces nodosus
1955 Lincomicina Licosamida Streptomyces lincolnensis
1959 Rifamicina Ansamicina Streptomyces mediterranei
1962 Acido nalidixico Quinolona Sintese
1969 Fosfomicina Fosfonato Streptomyces fradiae
2000 Linezolideo Oxazolidinona Sintese
2003 Daptomicina Lipopeptideo Streptomyces roseosporum

Fonte: Takahashi e Lucas (2008).

Os principais mecanismos de acao de agentes antimicrobianos sao
classificados como inibidores que atuam na membrana plasmatica, inibidores
da sintese de acidos nucleicos, inibidores da sintese da parede celular,

inibidores do acido fdlico, inibidores da sintese proteica, etc. (Figura 2).
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Fonte: Brock et al. (1994).
Figura 2 — Locais de acgéo de diferentes tipos de agentes microbianos.

Apesar do desenvolvimento de farmacos eficientes no combate as
infeccoes bacterianas ter revolucionado o tratamento médico, a disseminagao
do uso de antibidticos lamentavelmente fez com que as bactérias também
desenvolvessem defesas relativas aos agentes antibacterianos, com o
consequente aparecimento de resisténcia. O fenbmeno da resisténcia
bacteriana a diversos antibidticos e agentes quimioterapicos impde sérias
limitacbes as opgdes para o tratamento de infecgcbes bacterianas,
representando uma ameaca para a saude publica. Esta resisténcia prolifera-se
rapidamente, pela transferéncia genética, atingindo algumas das principais
bactérias Gram-positivas, como enterococos, estafilococos e estreptococos
(SILVEIRA et al., 2006).

1.2. Resisténcia Bacteriana

No inicio dos anos 60, o problema da resisténcia antimicrobiana limitava-
se aos Staphylococcus aureus resistentes a penicilina. Com o decorrer do
tempo, nas décadas de 70 e 80, surgiram bactérias com diferentes
mecanismos de resisténcia, de maneira mais comum e avassaladora, tanto em
relacdo aos organismos Gram-positivos, como para os Gram-negativos.
Recentemente, o aumento da resisténcia antimicrobiana levou ao surgimento
de microorganismos quase indestrutiveis ou com escassas opgoes terapéuticas
(FILE JR., 1990; WUNDER, 2004).
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Dentre as bactérias Gram-positivas, o surgimento de enterococos e
estafilococos com mecanismos de resisténcia a glicopeptideos (vancomicina e
teicoplanina), além do aumento da resisténcia do Staphylococcus aureus a
oxacilina, foram algumas das ocorréncias. Em relacdo aos bacilos Gram-
negativos, o aumento da prevaléncia de bactérias produtoras de flactamases
de espectro estendido (ESBL) entre as enterobactérias, principalmente por
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, se destaca como outro importante
fendbmeno (WUNDER, 2004).

Varios sdo o0s mecanismos pelos quais 0s microrganismos podem
escapar dos efeitos dos antimicrobianos, entre eles incluem-se: alteracdo da
estrutura molecular dos antimicrobianos, producao de enzimas que inativam a
droga, alteracéo das proteinas que se ligam na penicilina ou em outros pontos-
alvo nas paredes das células, alvos modificados da DNA-girase, mutagdes de
permeabilidade e modificagdes ribossdmicas (FILE JR., 2000).

Na década de 80, acreditava-se que a guerra contra as infecgoes
estava ganha, resultando em um declinio da pesquisa nesta area por parte das
industrias farmacéuticas. Todavia, alguns fatores tém levado a um retorno do
interesse em novas classes de substancias com atividade antibiética, como,
por exemplo, surgimento de novos alvos bacterianos ou evolugao de doengas
infecciosas nos ultimos 20 anos (Escherichia coli O157:H7, Helicobacter pylori,
Ebola, Hantavirus); desenvolvimento de resisténcia aos antibioticos existentes
pelas bactérias patogénicas, fato diretamente ligado ao extenso uso destes
medicamentos, muitas vezes sem prescricgdo médica, em subdosagens ou por
um periodo de tempo insuficiente; toxicidade de alguns antibiéticos em uso
clinico, caso da gentamicina, que apresenta elevada nefrotoxicidade e
ototoxicidade, limitando seu uso; custo elevado da antibioticoterapia,
principalmente para pessoas de baixa renda, que costumam ser mais
susceptiveis a doengas infecciosas por estarem frequentemente expostas a
condicdes sanitarias precarias; demanda de novas classes de pacientes ou de
melhor adequagdo da antibioticoterapia a individuos imunossuprimidos,
portadores do virus HIV, idosos, recém-nascidos, alérgicos etc. (TAKAHASHI e
LUCAS, 2008).

Diante do surgimento de inumeras linhagens de microrganismos
patogénicos resistentes a antibidticos, novos agentes antimicrobianos sao

necessarios. Com vistas a avaliacdo da atividade antimicrobiana, os compostos
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16, 19, 30, 34, 35, 59, 67, 70 82 e 91-100 foram testados “in vitro” frente a
cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Bacilus cerreus. Nao ha
relatos na literatura a respeito da atividade antimicrobiana desses compostos.
As bactérias utilizadas neste estudo foram selecionadas por apresentarem
elevada resisténcia a varios agentes antimicrobianos. Suas caracteristicas

fisiolégicas seguem descritas abaixo.

1.3. Aspectos Fisiolégicos das Bactérias Staphylococos aureus,
Escherichia coli e Bacillus cereus

As bactérias Staphylococcus aureus sao esféricas (coccus), e no
exame microscopico aparecem em pares, cadeias curtas, ou agrupadas como
cachos de uva. Estes organismos sao bactérias Gram-positivas. Algumas
cepas sao capazes de produzir uma toxina altamente estavel ao calor que
causa doenga em humanos (FDA).

As manifestacées clinicas do Staphylococcus aureus podem ser
cutdneas ou sistémicas. As manifestacbes cutaneas incluem: foliculite,
impetigo, furunculos, carbunculos e a sindrome estafilococécica da pele
escaldada. Staphylococcus aureus é, com frequéncia, isolada em feridas pos-
cirargicas, sendo, portanto, um grave problema para infecgdes sistémicas.
Tendo causado uma bacteremia, esta bactéria pode produzir endocardite,
osteomelite, piocardite e meningite. A sindrome do choque téxico, que esta
relacionada com a producido da toxina de mesmo nome, € caracterizada por
febre, hipotensdo, vertigem, descamacao, vémitos, cefaleia, calafrios e
faringite. Dentre os agentes de infecgdes hospitalares, o Staphylococcus
aureus € o microrganismo com maior indice de morbimortalitalidade (KLEIN e
GULARD, 2008)

As bactérias Escherichia coli sdo classificadas como bastonetes retos,
Gram-negativas, nao formadoras de esporos, possuem motilidade através de
flagelos ou sdo imodveis. Sdo anaerobias facultativas e utilizam D-glicose e
outros carboidratos com a formacéo de acido e gas. E um microrganismo tido
como habitante natural da flora microbiana do trato intestinal de humanos e da
maioria dos animais de sangue quente, sendo, portanto, normalmente
encontrado nas fezes destes animais (FDA).

Atualmente ha seis classes de E. coli enteropatogénicas reconhecidas,

dentre elas a cepa E. coli O157:H7, que pertence ao grupo das E. coli
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enterohemorragicas (EHEC). A patogenicidade das cepas EHEC parece estar
associada a uma série de fatores, incluindo a produgao de varias citotoxinas,
conhecidas como verotoxinas (VTs) ou “shiga-like” toxinas (SLTs), similares a
toxina produzida pela bactéria Shigella dysenteriae. As VTs provocam uma
doenga chamada de colite hemorragica, sendo os sintomas diarreia
sanguinolenta e dores abdominais severas (SILVA et al., 2003).

Bacillus cereus € uma bactéria Gram-positiva, facultativamente
anaerdbica, apresenta células em forma de bastonetes, méveis, com esporos
termo resistentes, responsavel por doengas de origem alimentar. Este bacilo é
encontrado no solo e é um contaminante comum de cereais e outros alimentos.
Alguns esporos poderao sobreviver a confecgao e tomar forma vegetativa que
poderdo crescer e produzir toxinas (FDA). As toxinas produzidas por B. cereus
sdo classificadas em quatro grupos: enterotoxinas, hemolisinas (cereolisina e
hemolisina Il), fosfolipase C (fosfatidilinositol hidrolase, fosfatidilcolina hidrolase
e esfingomielinase) e toxina emética. As enterotoxinas sdo responsaveis pela
sindrome diarreica, doenga provocada pela ingestdo de cepas de B. cereus
que, no intestino, produzem as toxinas, embora ndo existam evidéncias
suficientes para se concluir se essa sindrome é causada pela ingestdo da
toxina pré-formada no alimento ou se a toxina € produzida no intestino (LAGO
et al., 2007)

O teste de disco-difusdo foi realizado para os compostos 16, 19, 30, 34,

35, 59, 67, 70, 82 e 91-100 frente as bactérias supramencionadas.

1.4. Testes de Sensibilidade a Antimicrobianos por Disco-difusao

Os testes de avaliacdo antimicrobiana sdo padronizados pela NCCLS
(National Committee for Clinical Laboratory Standards). Diversos métodos
laboratoriais podem ser utilizados para medir a sensibilidade in vitro das
bactérias aos agentes antimicrobianos. Em muitos laboratoérios de microbiologia
clinica no Brasil, utiliza-se rotineiramente o método de disco-difusdo em agar
para testar os patdgenos mais comuns, de crescimento rapido e determinadas
bactérias fastidiosas.

O método de disco-difusao foi inventado por Bauer e colaboradores em
1966. O principio deste método baseia-se na difuséo, através do agar, de um

antimicrobiano impregnado em um disco de papel-filtro. A difusdo do
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antimicrobiano leva a formacdo de um halo de inibicdo do crescimento
bacteriano, cujo diametro € inversamente proporcional a concentragao inibitoria
minima (MIC) (BARRY, 1991; JORGENSEN et al.; 1999). Esse método &
qualitativo, ou seja, de acordo com a NCCLS (2000), ele permite classificar a
amostra bacteriana em suscetivel (S), intermediaria () ou resistente (R) ao
antimicrobiano (SEJAS et al.; 2003).

2. Materiais e Métodos

2.1. Amostras Bacterianas

As suspensbes de bactérias foram obtidas no Departamento de
Microbiologia da UFV. Os microorganismos usados foram: Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e Bacillus cereus e Escherichia coli (ATCC 11229). Os
organismos foram mantidos em agar nutriente (Sigma) a 37 °C. Apds 24 horas,
as culturas foram preparadas no meio nutriente BHIB (Brain Heart Infusion

Broth - Sigma) e a concentracao ajustada para 10° UFC mL™.

2.2. Preparagao dos meios de cultura para os testes de suscetibilidade

Para o teste de suscetibilidade foi utilizado o meio Mueller-Hinton agar.
As suspensdes dos microorganismos (10° UFC mL™) foram espalhadas de
forma homogénea nas places de Petri.

Os discos de papel de filtro (6 mm de diametro) foram impregnados com
200 pg de cada composto (16, 19, 30, 34, 35, 59, 67, 70, 82 e 91-100), exceto
para o composto 100, em que os discos foram empregnados com 100 ug da
substancia. Para tal propdsito, os compostos foram dissolvidos em
dimetilsulféxido (DMSO). Foram usados 6 mg de cada substancia em 300 pL
de DMSO, e as solucdes foram adicionados 30 discos de papel de filtro, os
quais foram impregnados na concentragao de 200 ug/disco.

As placas contendo os discos impregnados com os compostos (16, 19,
30, 34, 35, 59, 67, 70, 82 e 91-100) foram incubadas por 48 horas a 37 °C nos
casos das bactérias S. aureus e E. coli e a 32 °C para a bactéria B. cereus. Os
didmetros das zonas de inibicdo foram medidos e expressos em milimetros.
Os controles positivos e negativos foram incluidos em cada experimento. Os

antibioticos Vancomicina (30 ug), Penicillina G (10 Ul), Eritromicina (15 ug),
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Gentamicina (10 pg), Estreptomicina (10 pg) foram usados como controles
positivos, e a agua estéril, juntamente com o DMSO, usada no preparo das
solugdes dos compostos testados que serviram como controles negativos.

Para cada teste, foram realizadas trés triplicatas com trés repeti¢cdes. Os
resultados foram analisados no software GENES (Genetics and Statistical
Analysis-UFV), utilizando o teste de Tukey (P < 0.05). A sensibilidade dos
diferentes compostos testados foi classificada pelo diametro do halo de
inibicdo: ndo sensivel (-) para didmetros menos de 8 mm; sensivel (+) para
didmetros 9-14 mm; muito sensivel (++) para didametros 15-19mm; e
extremamente sensivel (+++) para didmetros maiores que 20 mm. Os

didmetros foram medidos por régua milimétrica.

3. Resultados e Discussao

Apobs 48 h de incubacgao, foi medido o didmetro do halo de inibi¢do (zona
transparente) formado a volta do disco, onde n&do crescem colonias do
microrganismo. Os valores em milimetros dos halos de inibigdo apresentados
pelos compostos 16, 19, 30, 34, 35, 59, 67, 70, 82 e 91-100 (Esquema 1)

encontram-se na Tabela 2.
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Esquema 1 — Estruturas quimicas dos compostos utilizados no teste disco-
difusdo frente as bactérias E. coli, S. aureus e B. cereus.
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Tabela 2 — Valores dos halos de inibicdo dos compostos

Diametro da zona de inibicdo (mm)
Microorganismos G(-) G(+)
E. coli S. aureus B. cereus

Compostos
16 6 Ac 6 Ag 6 Ah
17 6 Ac 6 Ag 6 Ah
30 6 Ac 6 Ag 6 Ah
34 6 Ac 6 Ag 6 Ah
35 6 Ac 6 Ag 6 Ah
59 6AC 8 Aefg 6 Ah
67 17 Ba 7 Cfg 20 Ab
70 6 Ac 8 Aefg 8 Agh
82 16 Aab 7 Bfg 16 Ade
91 6 Ac 6 Ag 6 Ah
92 6 Ac 6 Ag 6 Ah
93 6 Ac 6 Ag 6 Ah
94 6 Ac 6 Ag 6 Ah
95 6 Ac 6 Ag 6 Ah
96 8 Bc 15 Ad 17 Acd
97 6 Bc 10 Ae 10 Afg
98 7 Bc 10 Ae 10 Afg
99 6 Bc 9 Abef 7 Bh
100 6 Bc 6 Bg 11 Afg
Controles

Vancomicina 30 g 13 Bb 24 Ac 13Bb
Penicillina G 10 Ul 8Bc* 51 Aa 8 Bgh
Eritromicina 15 ug 6 Cc* 31 Ab 18. Bbcd
Gentamicina 10 ug 16Ba 18 ABd 20 Abc
Estreptomicina 10 yg 16 Ba 15 Bd 24. Aa
Agua estéril 6 Ac 6Ag 6Ah

DMSO 6 Ac 6Ag 6Ah
Médias seguidas da mesma letra, maiusculas na horizontal e minusculas
na vertical, ndo diferem enre si pelo teste de Tukey (P < 0.05), . *bactérias
resistentes.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2, os compostos
analogos aos nostoclideos (16, 19, 30, 34, 35, 91-100) ndo apresentaram
atividade frente a nenhuma das cepas bacterianas testadas. A baixa
solubilidade desses compostos em agua pode ser um dos motivos para

explicar este resultado, uma vez que 0s processos bioldégicos ocorrem em meio
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aquoso. Em um recente estudo de correlagao da estrutura quimica de diversos
analogos aos nostoclideos e a atividade biolégica (QSAR), foi demonstrado
que para a melhoria da ativiade fitoxica desses compostos um fator crucial
seria 0 aumento da sua polaridade (TEIXEIRA et al., in press). Apesar de ter
sido levada em consideracdo a atividade fitotoxica apresentada por esses
compostos, o resultado possivelmente se estende para o entendimento de
outras possiveis atividades biologicas apresentadas por esta classe de
compostos.

As lactonas 67 e 82. inibiram consideravelmente o crescimento das
bactérias E. coli e B. cereus, sendo este efeito inibitério comparavel ao
apresentado pelos antibioticos gentamicina (10 ug) e estreptomicina (10 ug)
(controles positivos).

A presengca dos halogénios nas posi¢oes 3 e 4 do anel lactdnico
aparentemente influencia a atividade antimicrobiana. Os compostos
dialogenados 97-99 inibiram, moderadamente, o crescimento da bactéria S.
aureus. O composto 96 inibiu o crescimento das bactérias Gram-positivas, S.
aureus e B. cereus de forma semelhante aos antibiéticos estreptomicina (10
ug) e eritromicina (15 ug). Dos compostos pertencentes a classe das 3,4-dialo-
5-arilidenofuran-2(5H)-onas, o composto 96 foi o que apresentou melhor
atividade antimicrobiana, diferindo a estrutura deste composto dos demais

pela auséncia de grupo substituinte no anel benzilidénico.

Os compostos 97, 98 e 100 inibiram, de forma moderada, o crescimento
da bactéria B. cereus. Vale ressaltar que o composto 100 foi testado em uma
concentragcdo 50% inferior a dos demais compostos testados. Além dos
halogénios, os compostos 98 e 100 apresentam o grupo nitro na estrutura.
Deve-se notar que alguns nitrocompostos vém sendo utilizados como agentes
antimicrobianos, sendo eles, o cloranfenicol, o metronidazol, o nitrofural e o
nifuroxazida (PAULA et al., 2009).

De forma geral, as lactonas dibromadas apresentaram maior efeito
inibitério frente as bactérias testadas do que as correspondentes dicloradas. A
substituicdo do anel benzilidénico pelos grupos nitro (retirador) e dioxametil
(doador) nao influenciou a atividade antimicrobiana das 3,4-dialo-5-

arilidenofuran-2(5H)-onas testadas.

Em outros trabalhos, ha relatos da atividade antimicrobiana de

compostos lactbnicos contendo halogénios na estrutura. Baveja e
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colaboradores (2004) demonstraram que o composto 3-(1’-bromohexil)-5-
dibromometileno-furan-2(5H)-ona é capaz de inibir o crescimento da bactéria S.
epidermidis. Recentemente, em um estudo de modelagem molecular
envolvendo compostos hagenados e ndo-halogenados derivados da classe das
N-acil-3-aminofuran-2(5H)-onas em relagédo a seu efeito inibitério na sintese de
proteinas de bactérias Gram-negativas, foi demonstrado que os compostos
halogenados sdo mais ativos que os nao-halogenados, devido a interagdes
especificas com proteinas da familia LuxR (ESTEPHANE et al., 2008).

Contudo, o composto 70, apesar de possuir um atomo de bromo em sua
estrutura, ndo apresentou atividade antimicrobiana relevante frente a nenhuma
das bactérias testadas.

O teste de disco-difusdo € qualitativo e indica quais compostos
apresentam potencial atividade antimicrobiana. A Figura 3 ilustra a atividade

antimicrobiana apresentada pelos compostos dibromados e diclorados.

Figura 3 — Halos de inibicdo apresentados pelos compostos dibromados e
diclorados frente as bactérias B. cereus, E. Coli e S. aureus.
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4. Conclusao

O teste de disco-difusdo, apesar de preliminar e qualitativo, permite
concluir que compostos diclorados e dibromados 67, 82, 96-100 apresentaram
potencial atividade antimicrobiana. Os compostos 67 e 82 inibiram o
crescimento das bactérias E. coli (Gram-negativa) e B. cereus (Gram-positiva).
Os compostos 96-99 inibiram o crescimento somente das bactérias Gram-
positivas (S. aureus e B. cereus). O composto 100 mesmo em concentragao
inferior aos demais compostos apresentou atividade frente a bactéria B.
cereus.

Os compostos analogos aos nostoclideos (16, 19, 30, 34, 35, 91-95) n&o
apresentaram atividade antimicrobiana frente a nenhuma das cepas de

bactérias testadas.
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CONCLUSOES GERAIS

O estudo de QSAR realizado para o entendimento da correlagao
estrutura de diferentes analogos aos nostoclideos e atividade biolégica aponta
para o fato de que o aumento da polaridade dos compostos podera acarretar
uma melhoria na atividade fitotéxica.

Analogos aos nostoclideos semelhantes aos cinco compostos de maior
potencial atividade fitoxica sintetizados por Teixeira (2008) foram obtidos (91-
95), contendo o grupo isopropila na posi¢cao 4 do anel lacténico, a fim de avaliar
seu impacto na atividade bioldgica.

O composto 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (70) foi sintetizado por
uma nova metodologia, otimizada e utilizada na sintese de outros compostos
contendo diferentes grupos alquilas na posi¢cao 4 do anel lactonico.

O composto 3-benzil-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (59), precursor na
sintese de compostos analogos aos nostoclideos, foi sintetizado via
acomplamento de Negishi.

Novos jpalquilidenobutenolideos pertencentes a classe das 3,4-dialo-5-
arilidenofuran-2(5H)-onas foram obtidos (96-100).

A atividade antimicrobiana dos compostos analogos aos nostoclideos,
das 3,4-dialo-5-arilidenofuran-2(5H)-onas e de suas lactonas precursoras, foi
avaliada. O teste de disco-difusdo foi realizado para as bactérias E. coli, S.
aureus e B. cereus. Os compostos analogos aos nostoclideos né&o
apresentaram atividade frente a nenhuma das cepas bacterianas testadas. Os
compostos dialogenados apresentaram atividade inibitéria e podem ser

considerados potenciais agentes antimicrobianos.
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