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RESUMO

Alcaloides sdo uma classe de compostos em que ha um grande interesse em seus
estudos por apresentarem atividade biolégica. A Galipea officinalis Hancock € um
arbusto encontrado na Venezuela e produz os alcaloides 1,2,34-tetra-
hidroquinolinicos (THQs) angustureina, cuspareina, galipinina e galipeina, também
conhecidos como alcaloides de Hancock. Estes compostos apresentaram atividade
antimalarica em testes bioldgicos in vitro. Desde finais dos anos de 1990 vém sendo
publicadas sinteses enantiosseletivas desses alcaloides através de varias rotas
sintéticas, sendo, apenas trés dessas, com protocolos envolvendo resolugao cinética
enzimatica. Neste trabalho foi possivel a sintese enantiosseletiva dos alcaloides de
Hancock, a partir da esterificagcao e redugao do acido quinaldinico, envolvendo uma
resolucao cinética enzimatica do a-amino éster formado, gerando os intermediarios-
chave quirais da rota, e uma reacdo de olefinagdo de Wittig seguida de
hidrogenagao. Na etapa de resolugao cinética enzimatica, empregamos uma reagao
de hidrélise catalisada por lipase B de Candida antartica imobilizada comercial e
obtivemos o intermediario-chave (R)-a-amino éster e o (S)-acido carboxilico. O (S)-a
amino éster foi preparado apos a esterificagdo do (S)-acido carboxilico produzido na
hidrélise. Os (R)-a-amino éster e (S)-a amino éster foram produzidos com 94% e
71% de excesso enantiomérico e 40% e 22% de rendimento, respectivamente. Os
alcaloides (S)-angustureina, (S)-cuspareina, (S)-galipinina e (R)- e (S)-galipeina
foram sintetizados com 80, 74, 67, 57 e 72% de excesso enantiomérico e 37, 34, 34,
32 e 34% de rendimento global, respectivamente. A diminuigdo do ee nos produtos
finais sugere que houve processo de racemizagao parcial em alguma(as) etapa(s)

da rota sintética.

Palavras-chave: Alcaloides 1,2,3,4-tetra-hidroquinolinicos. Lipase B de Candida

antartica. Alcaloides de Hancock. Reagao de Wittig. Resolugao cinética enzimatica.



ABSTRACT

Alkaloids are a class of compounds in which there is great interest in their studies
because they have biological activity. Galipea officinalis Hancock is a shrub found in
Venezuela and produces 1,2,3,4-tetrahydroquinoline alkaloids (THQs) angustureine,
cuspareine, galipinine and galipeine, also known as Hancock alkaloids. These
compounds were showed to present antimalarial activity in vitro. Enantioselective
synthesis of these alkaloids through varied synthetic routes have been published,
only three of them with protocols involving enzymatic kinetic resolution. In this work,
the enantioselective synthesis of Hancock alkaloids was performed through
esterification and reduction of quinaldinic acid, followed by enzymatic kinetic
resolution of the formed alpha-amino and then a Wittig reactions followed by
hydrogenation. In the enzymatic resolution step, we used a hydrolysis reaction
catalyzed by commercial immobilized Candida antartica lipase B and obtained the
intermediate (R)-a-amino ester and the corresponding (S)-carboxylic acid. The (S)-a
amino ester was prepared through the esterification of the (S)-carboxylic acid
produced in the hydrolysis. The (R)-a-amino ester and (S)-a-amino ester were
produced with 94% and 71.4% enantiomeric excess and 40% and 22% yield,
respectively. The alkaloids (S)-angustureine, (S)-cuspareine, (S)-galipinine and (R)-
and (S)-galipeine were synthesized with 80, 74, 67, 57 and 72% enantiomeric excess
and 37, 34, 34, 32 and 34% overall yield, respectively. The decrease of the ee of the
final products in comparison to the ee of the chiral intermediates corroborates with a

racemization process.

Keywords: 1,2,3,4-tetrahydroquinoline alkaloids. Candida antarctica lipase B.
Hancock alkaloids. Wittig reaction. Enzymatic kinetic resolution.
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1. INTRODUGAO

1.1 Alcaloides

Alcaloides (Fig. 1) sdo uma classe de compostos nitrogenados com carater
basico encontrados na natureza em variadas fontes, incluindo animais, como o
alcaloide pumiliotoxina 251D, presente na pele de alguns anfibios (OVERMAN;
BELL; ITO, 1984), e o alcaloide penta-halogenado chartelina A, encontrado em
invertebrados marinhos, como briozoarios (CHEVOLOT; CHEVOLOT, 1985); e em
fungos, como os alcaloides brevianamidas, produzidos por fungos do género
Penicillium (BIRCH; RUSSEL, 1972), os mesmos que também produzem os
antibiéticos penicilinas (NICOLAOU; SORENSEN, 1996). Esses compostos também
sao oriundos de varias espécies de plantas.

As plantas sintetizam compostos que ajudam na sua sobrevivéncia e
reproducdo denominados de metabdlitos secundarios. Sao alguns exemplos deles:
alcaloides, cumarinas, fenois, esteroides, saponinas, terpenoides, entre outros.
Dentre esses produtos naturais, os alcaloides tém grande destaque por terem sido
utilizados como farmacos na medicina tradicional desde a antiguidade na Europa
(DEBNATH et al., 2018; WINK, 2010), como o 6pio que contém o alcaloide morfina,
que é obtido da papoula e apresenta propriedades analgésicas. Esse alcaloide foi
um dos primeiros a serem isolados da natureza pelo farmacéutico Friedrich
Sertlrner em 1805. Por volta de 1820, W. Meil3ner foi o primeiro a denominar esses
compostos de alcaloides, uma vez que essas substancias se comportavam como
alcalis inorgéanicos. Hoje sabe-se que nem todos os alcaloides apresentam carater
basico, sendo um exemplo a berberina (Fig. 1) (ANISZEWSKI, 2007; LAGHEZZA
MASCI et al., 2019; ROBERTS; WINK, 1998).
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Figura 1 — Exemplos da estrutura quimica da Pumiliotoxina 251D, Chartelina
A, Brevianamida-A, Morfina e Berberina.

Na quimica, alcaloides sdo definidos em termos de sua estrutura e
reatividade. Uma definicdo aceita de alcaloides, conforme Pelletier, citado por
Simées e colaboradores (apud SIMOES, 2007) diz que, “um alcaloide é uma
substancia organica ciclica contendo nitrogénio em um estado de oxidagao negativo
que possui uma distribuicdo limitada entre os organismos vivos”. Uma forma de
classifica-los quimicamente é através de seu nucleo geral. Alguns exemplos sao:

inddis, quinolinas, isoquinolinas, imidazdis, tropanicos, etc (Fig. 2) (SIMOES, 2007).

— N
N N g
Indol Quinolina Isoquinolina

Y <A
H

Imidazol Tropano

Figura 2 — Estruturas quimicas dos nucleos de alcaloides indol, quinolina, isoquinolina,
imidazol e tropano.

Alcaloides também podem ser classificados de acordo com sua biossintese e
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seus precursores, sendo eles, alcaloides verdadeiros, protoalcaloides e
pseudoalcaloides (Fig. 3). Alcaloides verdadeiros sdo derivados de aminoacidos e
contém um atomo de nitrogénio dentro de um heterociclo, como o alcaloide quinina,
derivado do aminoacido L-triptofano, por exemplo. Os protoalcaloides também séao
derivados de aminoacidos, mas n&o possuem um atomo de nitrogénio dentro de um
heterociclo, como por exemplo, o alcaloide hordenina, derivado do aminoacido L-
tirosina. Os pseudoalcaloides ndo sao derivados de aminoacidos e o atomo de
nitrogénio pode ou nao estar dentro de um heterociclo. Um exemplo é o alcaloide
efedrina, derivado do acido piruvico (ANISZEWSKI, 2007; CUSHNIE; CUSHNIE,
2014; DEBNATH et al., 2018; SIMOES, 2007).

Quinina Hordenina Efedrina

Figura 3 — Estruturas quimicas de alcaloides classificados como verdadeiro, protoalcaloide
e pseudoalcaloide, respectivamente.

1.2 Alcaloides tetra-Hidroquinolinicos

Ha um interesse crescente nos estudos de uma classe de derivados de
alcaloides denominados tetra-hidroquinolinicos (THQs). Ha uma vasta possibilidade
de aplicagao para esses compostos, por exemplo, na conversado de energia solar em
elétrica nas células solares sensibilizadas por corantes (CHEN et al., 2007), como
agentes antituberculosos (KUMAR et al., 2010), protétipos para o desenvolvimento
de novos farmacos (COURILLEAU et al., 2012), como anticancer (BERNAL et al.,
2020), dentre outras aplicagdes (KATRITZKY; RACHWAL; RACHWAL, 1996;
MUTHUKRISHNAN; SRIDHARAN; MENENDEZ, 2019).

Muitos estudos sobre sinteses totais e atividade biologica vém sendo
publicados desde finais dos anos 90 sobre quatro alcaloides THQs, denominados
angustureina, cuspareina, galipinina e galipeina, também conhecidos como
alcaloides de Hancock (Fig. 4) (JACQUEMOND-COLLET et al.,, 1999, 2002;
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RAKOTOSON et al., 1998). Esses alcaloides tém como padréo estrutural o nucleo
1,2,3,4-tetra-hidroquinolina 2-substituido e sdo encontrados na casca do tronco de
uma arvore chamada angostura, a Galipea officinalis Hancock. Esse arbusto é
encontrado na América do Sul, principalmente na Venezuela (DAVIES et al., 2019;
DIAZ; MIRANDA; DIAZ, 2015; JACQUEMOND-COLLET et al., 1999; MUNOZ;
DUDLEY, 2015; RAKOTOSON et al.,, 1998). Ha relatos sobre aplicagbes
terapéuticas da infusdo do tronco dessa arvore na medicina popular venezuelana.
Nos anos de 1830, o extrato ja era usado contra febre, diarreia, disenteria e
dispepsia (HAYS, 1836). Esses alcaloides também apresentaram atividade
antimalarica (ICso 0,9 a 40 ug mL™") em testes in vitro em Plasmodium falciparum
contra cepas sensiveis e resistentes a farmacos tradicionais como a cloroquina
(JACQUEMOND-COLLET et al., 2002).

o~
(S)-galipinina (1) (S)-cuspareina (2)
o N
OH |
(S)-galipeina (3) (R)-angustureina (4)

Figura 4 — Estruturas quimicas da (S)-galipinina, (S)-cuspareina, (S)-galipeina e (R)-
angustureina (enantibmeros que nao séao de ocorréncia natural ndo estdo mostrados).

1.3 Exemplos de sintese dos alcaloides de Hancock

Apos as publicagdes de Jacquemond-Collet e colaboradores
(JACQUEMOND-COLLET et al., 1999; RAKOTOSON et al., 1998) sobre o
isolamento e caracterizacdo desses alcaloides, Zhou e colaboradores (WANG et al.,
2003) publicaram a primeira sintese dos alcaloides de Hancock com alta
enantiopureza. Eles utilizaram uma hidrogenacdo enantiosseletiva da quinolina 2-

aquil substituida empregando o sistema catalitico [Ir(COD)CI]2/MeO-Biphep/l2 para
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produzir os nor-alcaloides. A N-Metilagdo dos intermediarios produziu a galipinina
(S)-(1), cuspareina (S)-(2) e angustureina (R)- (4) com rendimento global de 81, 80 e
86% e ee de 93, 96 e 94%, respectivamente (Esquema 1) (WEN-BO WANG et al.,
2003).

HCHO
[I(COD)Cl], AcOH
N N (RIT. 1o Hy ©\/j NaBH,CN
N/ R tolue.no o N~ “R 'T‘ R
700 psi, t.a. H
5e6 8 88%, 93% ee (S)-181%, 93% ee
9 86%, 96% ee (S)-280%, 96% ee

< 0
2,6c9R= f/\©: ~ Ph, OMe
O/

MeO-Biphep (R)-(7)

vsesns EO
o )
Ph,P OMe
T

[I(COD)CIl,
(S)-11, I, H, HCHO
tolueno AcOH
B) m 700 psi, t.a. ©\/j\ NaBH3;CN ©\/j\
~ - N R — > N R
N~ "R H |
10 12 92%, 94% ee

(R)-4 86%, 94% ee

4,10e12, R = ;»i/\/\ O
Ph,P OMe

MeO PPh,
O MeO-Biphep (S)-(11)

Esquema 1 — A) Sintese da galipinina (S)-(1) e cuspareina (S)-(2) e B) Sintese da
angustureina (R)-(40).

Zhou e colaboradores estenderam essa metodologia para a preparagao da
galipeina (S)-(13), isbmero estrutural cuja estrutura foi posteriormente corrigida
(YANG; ZHOU, 2004). Na isovanilina (14), o material de partida, foi feita a
benzilagdo do grupo hidroxila, e, em seguida, a redu¢do do aldeido a alcool e a
conversao do alcool benzilico formado a brometo 15. Este ultimo composto foi

acoplado a quinaldina (16) e foi feita uma hidrogenag¢ao enantiosseletiva, seguida de
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N-Metilagdo. Por fim, a remogédo do grupo benzila produziu a galipeina (S)-(13)
(Esquema 2).

1.BnCl, NaHCO; g0 X

HO CHO
Kl, CHyCN :@AB’ 16, n-BuLi, Et,0 O 7 OBn
2. NaBH4, CH3OH MeO O
OMe

MeO I
15
14 3. PBr;, piridina 86% 17
73% (3 etapas) N

N7 04%, 06% oo | oD Cl2
0, 96% (S)-11, Iy, H,

Quinaldina 16 tolueno

500 psi

HCHO

@(j AcOH
. NaBH3CN
N~ OBn 3 @(j OBn
96%
OMe o OMe

19 18

95%, 96% ee l Pd/C, AcOEt, AcOH

OH
| /\@: 54% rendimento global
OMe

Esquema 2 — Sintese da galipeina (S)-(13) por Zhou e colaboradores (YANG; ZHOU, 2004).

Em 2012, Hii e colaboradores (TAYLOR; GOLDBERG; HIl, 2012) realizaram
uma sintese assimétrica de alguns alcaloides de Hancock utilizando uma reacao de
aza-Michael. Para a preparagédo do aceptor de Michael foi utilizado o etileno glicol
monoprotegido 20 que foi submetido a oxidagado de Swern fornecendo o aldeido 21,
seguida de olefinagdo de Wittig. A reacao aza-Michael de 23 empregando anilina em
tolueno na presenga do catalisador quiral Binap (R)-(24) produziu
enantiosseletivamente o aduto 25 correspondente com 99% de ee. O
enriquecimento enantiomérico do produto foi possivel através de recristalizagcdo de
25 utilizando uma mistura de tolueno e ciclo-hexano. A ciclizacdo de 25 utilizando
NaBHa4 na presencga de MgCl2 produziu o nucleo 1,2,3,4-tetra-hidroquinolinico de 26.
As etapas seguintes consistiram na N-Metilagdo redutiva, remocdo do grupo
carbamato e conversao a cetona na posi¢cao 4 da amina respectiva e conversao de

um grupo amino a um grupo carbonila, gerando o composto 30. A descarbonilagéao
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de 30 forneceu o intermediario 31. A desbenzilagcao de 31 foi feita empregando-se Ni

de Raney. Finalmente, os alcaloides de Hancock cuspareina (S)-(2), angustureina

(S)-(37) e galipeina (S)-(13) foram preparados pela sequéncia das reacdes de

oxidagao-olefinacao de Wittig, e redugdo, com rendimentos de 31, 44 e 32%,

respectivamente (3 etapas) (Esquema 3).

(CICO),, DMSO

EtsN, CH,Cl 22, CH,Cl,, t.a. Q Q
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-, ~OBn ~,, ~OBn N~ O
NT 88% ” 87% H
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-2, (S)-13 -37 \ [TfO* O
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Esquema 3 — Sintese estereosseletiva da cuspareina (S)-(2), galipeina (S)-(13) e
angustureina (S)-(37) por Hii e colaboradores (TAYLOR; GOLDBERG; Hil, 2012).

Dudley e colaboradores sintetizaram a angustureina (R)-(4) utilizando como
etapas principais a resolugdo cinética enzimatica do [(-amino éster 38 e
posteriormente a adigdo de um grupo alquinil ao B-amino éster (S)-39. Inicialmente
foi feita a resolugdo cinética enzimatica do composto 38 empregando-se lipase B de
Candida antarctica imobilizada comercial (Novozyme® 435), obtendo-se o composto
quiral (S)-39. Na sequéncia de 3 reagdes produziu-se o composto 43 em 72% de
rendimento. A conversdo do composto 43 empregando MeLi forneceu o
intermediario acetileno 44. A hidrogenacao de 44 seguida de N-Metilagdo produziu a

angustureina (R)-(4) com 96% de rendimento (Esquema 4).

o}
THF, H,O CH,Cl,, 60 °C N OMe
PN 2 N OMe 2
N H
38

OMe > _— Br

O
(S)-39 o Et
Br)K(csz a1
Br t-BuMgCl
40 THF, 60 °C J
C,Hsg Meli Tf,0, Et3N
Z Tolueno CH,Cl,, -78 °C
N - N - N
H
67% 0P P Notf 72% (3 etapas) o o
44 Et £t
43 42

2. CH3l, K,CO4, acetona

SO

|
(R)-angustureina (4)

Esquema 4 — Sintese estereosseletiva da angustureina (R)-(4).

o6 \ 1. Hy, PA/C, CH,Cl,
0

Diaz e colaboradores (DIAZ; DIAZ; REIS, 2013a) também utilizaram a
resolucdo cinética enzimatica do B-amino éster 38 empregando a lipase B de
Candida antarctica imobilizada comercial (Novozyme® 435) para a preparagédo dos

enantibmeros angustureina (R)-(4) e angustureina (S)-(37). Com os -amino ésteres
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enantioméricos (S)-39 (91% ee) e (R)-45 (96% ee) resolvidos, esses foram
submetidos a N-Metilagdo seguida da redugdo do grupo éster usando LiAlH4,
posteriormente, a reagdo de Appel para producdo do iodeto (S)-48 e (R)-49 com
89% de rendimento. O tratamento dos compostos (S)-48 e (R)-49 com o brometo de
alilmagnésio (50) seguido de hidrogenacéo catalitica forneceu a angustureina (R)-(4)
e a (S)-(37) em 90% de rendimento para ambas e 95 e 96% de ee, respectivamente

(Esquema 5).

m
N OCH,
H
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THF, H,0
(0] 0]
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N OCH, N =" ONa®
1 (s)39 (R)-45 ©
1. CHsl, K2CO3, acetona
50 °C, 48 h 54%, 91% ee 30%,96% ee | CHasl, K;CO3, DMF, 60 °C, 48 h
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- L)
N OH N "”AOCHs
| (R)-a7

| (S)-46

CH4CN, 0°C 2 h 2.1y, PPh, CH,Cl,, 0°C, 1 h

@(\/I\/\ ©\/j"’//\
N | 'T‘ ' N"Mger

| (S)-48 (R)-49

I, PPhs, imidazol, tolueno J 89% 94% l 1. LiAIH4,THF, 4 h

50
1.50, THF, 4 h o 1.50, THF, 4 h
2. Hy, Pd/IC 90%, 95% ee 90%, 96% ee 2. H,, Pd/C
CHgOH, 20 h CH5OH, 20 h
©\/Nj\/\/\ ©\/Nj"///\/\
|
(R)-4 (5)-37

Esquema 5 — Sintese estereosseletiva da (R)- e (S)-angustureina.

Samec e colaboradores (AKKARASAMIYO et al.,, 2018) sintetizaram a

cuspareina (S)-(2) empregando a resolugdo cinética enzimatica do alcool 53
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intermediario, para isso utilizando a enzima CAL-B. A sintese inicia-se com a reagao
de Grignard entre o composto 51, comercialmente disponivel, e o reagente de
Grignard 52, seguido de redugcdo com NaBHs, assim produzindo o alcool 53
racémico. A resolugao cinética enzimatica do composto 53 forneceu o precursor 55
com 21% de rendimento. A sequéncia de reagdes de Sonogashira, Tsuji—Trost e
hidrogenagao produziu a cuspareina (S)-(2) em 71% de rendimento e 96% de ee

(Esquema 6).

OH
1.52, THF CAL-B, 54
©\/\/\L 0 °C ata. tolueno, 35 °C %
NS NaBH4 NHMe 21% NHMe
51 EtOH, 0 °C 55
0 1. Arl, Pd(PPh3),Cl,
B /\o)l\ 51%, 99% ee |  Cul, E&N, 50°C
- 54 2. LiAIH,, THF, ta.
@j [Pd(alil)Cl],, BiPhePhos o
N O AgOTH, tolueno, t.a. = SN
| -
~ ~
0 71% NHMe 0
57 56
Ha, PAIC | 779, 96% ee
EtOH, t.a.
©\/'\lj"'/ o\
| ~
(S)-cuspareina (3) 0]

Esquema 6 — Sintese estereosseletiva da (S)-cuspareina.

1.4 Correcgao estrutural da (S)-galipeina

Na literatura houve algumas divergéncias na analise de dados espectrais de
RMN das sinteses da (-)-galipeina. Em 2017, foram feitas duas publicagbes por
Munoz e colaboradores e Davies e colaboradores (DAVIES et al., 2017; DIAZ-
MUNOZ et al., 2017). Ambos os grupos, trabalhando separadamente, identificaram
algumas discrepancias nos dados espectroscopicos da galipeina quando
comparados aos dados originais publicados por Jacquemond-Collet e

colaboradores. Até essa data, somente duas sinteses da galipeina tinham sido
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publicadas, por Zhou e colaboradores e Hii e colaboradores (TAYLOR; GOLDBERG,;
HII, 2012; YANG E ZHOU, 2004), sendo que esses autores n&o tinham percebido
qualquer anomalia na analise dos dados espectrais dessa molécula.

No trabalho feito por Mufoz e colaboradores, a galipeina racémica foi
preparada através de uma etapa-chave envolvendo a olefinacdo de Wittig em
mistura bifasica (CH2Cl2/H20) utilizando o aldeido 60 derivado do acido quinaldinico
(58) e o respectivo ilideo, preparado in situ a partir do sal de Wittig 61 (Esquema 7).
Neste trabalho foi apontado que as atribuigdes dos sinais de RMN de '3C referentes
a alguns carbonos do anel aromatico da cadeia lateral foram questionadas pelos
autores, verificando-se que os mesmos foram incorretamente atribuidos por
Jacquemond-Collet e colaboradores, afirmacado confirmada através da analise
criteriosa dos espectros de HSQC e HMBC da galipeina racémica e comparada a
dados da (-)-galipeina natural (DIAZ-MUNOZ et al., 2017).

Etl, K,CO; DIBAL-H
N DMF, 60 °C X CH,Cl,, -78 °C X
(PN OH —— (A OBt s A n
quant. 82% N
(58) © 59 O 60 0o
o @
BrPhsP OBn 61, NaOH, CH,Cl,
l Hzo,t.a
61 OMe
Hy, PtO,

MeOH, t.a. SN
N oHt % OB
— n
H O 82% N
63 OMe 62

90% HCHO, NaBH3CN
AcOH, MeCN, t.a.

OMe

® o
0O
64 OMe
Esquema 7 — Sintese da galipeina racémica (64) por Mufoz e colaboradores com a

estrutura proposta por Jacquemond-Collet e colaboradores.

No trabalho feito por Davies e colaboradores, a (—)-galipeina, com a estrutura
proposta por Jacquemond-Collet e colaboradores (JACQUEMOND-COLLET et al.
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1999), foi preparada através de uma sintese assimétrica envolvendo uma adi¢céo
conjugada do (R)-N-benzil-N-(a-metil-p-metoxibenzil)amideto de lito a 5-(o-
bromofenil)-N-metdxi-N-metilpent-2-enamida e um acoplamento intramolecular de
Buchwald-Hartwig (Esquema 8). Os dados de rotagéo especifica, RMN de 'H e '3C
do composto foram compativeis com os de Zhou e colaboradores e Hii e
colaboradores (TAYLOR; GOLDBERG; HIl, 2012; YANG; ZHOU, 2004), mas, alguns
desses dados ndo se correlacionam com os da (-)-galipeina natural, atribuidos
inicialmente por Jacquemond-Collet e colaboradores (JACQUEMOND-COLLET et
al., 1999), os mesmos que também foram questionados por Munoz e colaboradores.
Os sinais de RMN de '3C do carbono fenilico ligado a hidroxila foi trocado com o
sinal do carbono fenilico ligado ao grupo metoxilico. Isto levou os autores a propor
que se trata da estrutura do regioisdmero (S)-13, em vez do produto natural (S)-3.
Na tentativa de achar uma explicacéo plausivel na atribuicdo errada de alguns sinais
dos espectros de RMN de 'H e '3C da (-)-galipeina (3) feitas inicialmente por
Jacquemond-Collet e colaboradores, ainda neste trabalho, Davies e colaboradores
sintetizaram o composto isomérico (S)-3 utilizando a mesma rota sintética anterior,
mas, usando desta vez, o brometo 75 (regioisbmero do brometo 73) (Esquema 9).
Os resultados dos dados espectroscopicos foram compativeis com os dados da
estrutura regioisomérica (—)-galipeina (3). Desta forma foi corrigida a estrutura deste
alcaloide natural e foi possivel concluir que realmente houve um erro na
interpretacdo dos espectros de RMN por Jacquemond-Collet e colaboradores
(DAVIES et al., 2017).
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Esquema 8 — Sintese realizada por Davies e colaboradores da galipeina (S)-(52) com a
estrutura proposta por Jacquemond-Collet e colaboradores.
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Esquema 9 — Sintese da galipeina (S)-(3), com a estrutura corrigida por Davies e
colaboradores.

(S)-galipeina (3)

Estrutura revisada

1.5 Biocatalisadores em sintese organica

Algumas sinteses enantiosseletivas dos alcaloides de Hancock foram feitas
através de protocolos envolvendo resolugao cinética de um intermediario-chave por
enzimas (COSGROVE et al.,, 2018; DIAZ; DIAZ; REIS, 2013b; TUMMATORN;
MUNOZ; DUDLEY, 2013).

A resolucéo cinética enzimatica consiste em uma técnica de separagao de
uma mistura racémica em que um dos enantidbmeros € convertido em produto por
uma enzima mais rapidamente que o outro (KAGAN; FIAUD, 1988). Devido a
natureza quiral do sitio ativo das enzimas, um enantidbmero se encaixa melhor no
sitio ativo, assim a enzima exibe preferéncia na transformagéo quimica de um deles.
Nesse caso, a constante de velocidade da reacgao Kr é diferente de Ks (Kr #Ks) (Fig.
5) (FABER, 2018; GOSWAMI; STEWART, 2015).

R ———» P
Ks
S — = Q
Figura 5 — Resolucéo cinética enzimatica. Onde R e S s&o os substratos e P e Q os

produtos, respectivamente sendo R e S enantibmeros, assim como P e Q.
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Quando a reacdo ocorre de modo completamente enantiosseletivo e a
conversao € completa em uma resolugcdo cinética enzimatica, 50% do produto
enantiopuro é obtido e 50% do substrato (correspondente a um dos enantidmeros)
permanece inalterado no fim da reagao, sendo 50% o rendimento maximo possivel,
uma vez que o material de partida € constituido de uma mistura racémica (FABER,
2018; STRAATHOF; JONGEJAN, 1997).

A enantiosseletividade de uma resolugao cinética pode ser expressa através

da razao enantiomérica, E. Para o calculo de E utiliza-se a equacao Equacéo 1:

_ In[1-0)(1-ees)] _ In[1-c(1+e.e.p)]
E = In[(1-c)(1+e.e.s)] - In[1-c(1—e.e.p)] (Eq. 1)

Onde ¢ € a conversao, parametro que expressa a propor¢cao de substrato que é
consumida, e ees e eep sao 0s excessos enantioméricos do substrato e do produto,
respectivamente.

Através da enantiosseletividade é possivel medir a habilidade de uma enzima
em distinguir um enantidmero do outro. Como regra geral, valores de E<15 n&o séo
viaveis, E entre 15 e 30 sado bons e E>30 sao excelentes (BORNSCHEUER;
KAZLAUSKAS, 2006; FABER, 2018; STRAATHOF; JONGEJAN, 1997).

Desde meados de 1970, a aplicagdo de enzimas em reacdes quimicas
ganhou destaque pelo numero de publicagdes e pelas aplicagdes nos processos
industriais. A aplicacdo mais importante desses biocatalisadores em sintese
organica é para a producdo de compostos opticamente ativos (BUCHHOLZ;
KASCHE; BORNSCHEUER, 2012).

As enzimas podem ser empregadas em reagdes organicas dentro da propria
célula que as produz, na forma parcial ou totalmente purificada em solugdo ou na
forma insoluvel e imobilizada em suporte. Destaque na utilizagdo de enzimas na
forma imobilizada é devido a sua maior estabilidade, facil remog¢ao ao fim de uma
reacdo e pela possibilidade de ser reutilizada (GOSWAMI; STEWART, 2015).
Algumas vantagens do uso de enzimas como biocatalisadores, em relagdo ao uso
de catalisadores ndo enzimaticos, sao: alta quimio-, regio- e enantiosseletividade,
menor ocorréncia de produtos colaterais, capacidade de operar em condi¢des

amenas de reacao em relacdo a temperatura, pressao e pH. Em contrapartida, elas
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podem apresentar algumas desvantagens: sao instaveis em baixos pHs, em altas
temperaturas e em solventes organicos, podem ser inibidas pelo produto da reagao
e por alguns metais e porque algumas enzimas sao muito caras (BUCHHOLZ;
KASCHE; BORNSCHEUER, 2012; GOSWAMI; STEWART, 2015).

As lipases sdo enzimas amplamente utilizadas em sintese organica. Essas
podem ser encontradas em animais, plantas e micro-organismos (BORNSCHEUER,;
KAZLAUSKAS, 2006; BUCHHOLZ; KASCHE; BORNSCHEUER, 2012). Em sistemas
bioldgicos, a principal fungao da lipase € catalisar a hidrélise de triacilglicerideos em
acidos graxos e glicerol (SCHWEIGER et al., 2006).

Lipases estdo entre as enzimas mais utilizadas em biocatalise, sendo
comumente usadas em sintese organica para hidrolisar ésteres e catalisar reagcdes
de esterificacdo, transesterificacdo e amindlise (ORTIZ et al., 2019; REETZ, 2002),
podendo ser também aplicadas em reagdes nao usuais, o que é denominado
promiscuidade catalitica. Lipases podem, por exemplo, catalisar reagao alddlica,
reacdo de Mannich, reacdo de Morita-Baylis-Hillman e adicdo de Michael
(DWIVEDEE et al., 2018). A facilidade do emprego dessa enzima se deve ao seu
uUsSO em meio aquoso ou em solventes organicos (maior atividade para hidrélise em
um meio bifasico), termoestabilidade, capacidade de operar sem cofator e ao seu
custo relativamente baixo. (FABER, 2018; ORTIZ et al., 2019).

1.6 Reacgao de Wittig

Também sao relatadas reacdes de acoplamento C-C como etapas
determinantes nas sinteses dos alcaloides de Hancock (CRISENZA; DAUNCEY;
BOWER, 2016; MELZIG et al., 2011; O'BYRNE; EVANS, 2008; YANG; ZHOU, 2004).

Uma abordagem eficiente para acoplamento C-C é através da reacao de
Wittig, também conhecida como olefinacdo de Wittig. Esse tipo de reacdo ocorre
normalmente entre um aldeido ou cetona e um ilideo de fésforo produzindo um
alceno e oxido de fosfina como subproduto. Para a producao do ilideo de fésforo é
utilizado um sal de fosfénio e uma base. Quando a base utilizada nessa etapa nao
contém litio, é dito que o ilideo € livre de sal, como, por exemplo as bases NaH e t-
BuOK (BYRNE; GILHEANY, 2013).



31

Por sua vez, o sal de fosfénio € produzido por uma reagdo de SNz utilizando
um haleto de alquila e, normalmente se emprega como nucledfilo a trifenilfosfina,
podendo ser utilizada também outra fosfina que n&o possui um hidrogénio alfa
(SMITH; MARCH, 2020).

Os ilideos que possuem um grupo retirador de elétrons ligado ao carbanion
sdo categorizados como estabilizados, os que possuem um grupo arila ou alila,
como semi-estabilizados e com H ou aquila, como ndo estabilizados (Fig. 6)
(BYRNE; GILHEANY, 2013; SMITH; MARCH, 2020).

H H
D _C
Dol

Estabilizado Semi-estabilizado N&o estabilizado

H
® c. 0O @
O P

T Phg
@)

Figura 6 — Exemplos de ilideos estabilizado, semi-estabilizado e n&o estabilizado.

Para reagdes de Wittig livre de sais, 0 mecanismo de reagao é bem definido,
0 mais aceito € aquele que envolve uma cicloadicdo [2+2]. Na primeira etapa ocorre
a adigao do ilideo ao aldeido ou cetona formando um intermediario ciclico de 4
membros chamado de oxafosfetano. Nessa etapa, o estado de transicdo determina
a propor¢cao de produtos com configuragdes relativa E e Z. Por fim ocorre a
ciclorreversao produzindo os alcenos (E e Z) e o 6xido de fosfina (Esquema 10)
(BYRNE; GILHEANY, 2013; CHAMORRO et al, 2020; FARFAN; GOMEZ;
RESTREPO, 2019a, 2019b).
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Esquema 10 — Mecanismo da Reagéo de Wittig.

Ha muitas propostas da formacdo de um intermediario diibnico denominado
betaina na reagcdao de Wittig, mas existem poucas evidéncias para isto
(MARYANOFF; REITZ, 1989; NEUMANN; BERGER, 1998). Evidéncias mais
significativas indicam a formacdo somente do oxafosfetano, como analise do
espectro de RMN-P. A presenca ou ndo da betaina no mecanismo de reagao
contendo litio ainda ndo € um assunto concluido (BYRNE; GILHEANY, 2013;
CHAMORRO et al., 2020; FARFAN; GOMEZ; RESTREPO, 2019b; MARYANOFF;
REITZ, 1989; SMITH; MARCH, 2020).

Em virtude da histéria medicinal estabelecida da casca da angostura, das
promissoras atividades bioldgicas de seus extratos organicos, e de um interesse
crescente na sintese de compostos possuindo nucleos tetra-hidroquinolinicos, neste
trabalho propomos a sintese enantiosseletiva dos alcaloides de Hancok galipinina
(S)-(1), cuspareina (S)-(2), galipeina (S)-(3) e (R)-(111) e angustureina (S)-(37).
Nosso interesse nessas sinteses decorre de um desejo de explorar os a-amino

ésteres quirais obtidos por processos biocataliticos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver uma rota quimioenzimatica e métodos eficientes e sustentaveis
para a obtencdo, em sua forma enantiomericamente pura, dos alcaloides tetra-
hidroquinolinicos 2-substituidos (R)- e (S)-galipeina, (S)-cuspareina, (S)-galipinina e

(S)-angustureina.

2.2 Especificos

Propor uma rota sintética inédita para os alcaloides (R)- e (S)-galipeina, (S)-
cuspareina, (S)-galipinina e (S)-angustureina.

Mostrar a versatilidade desta metodologia, que permitiria, através de uma
unica via sintética, acessar a todos os alcaloides de Hancock e os seus derivados
ndo naturais, com a sintese dos enantibmeros THQs e galipeina (S)-(3) e (R)-(5),
respectivamente.

Obter intermediarios quirais a-amino éster através de resolugcdo cinética
enzimatica.

Avaliar a enantiosseletividade da lipase CAL-B frente a reagdes com um

substrato a-amino éster racémico.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise retrossintética

As reagbes-chave na sintese dos alcaloides de Hancock tetra-
hidroquinolinicos galipinina  (S)-(1), cuspareina (S)-(2), galipeina (S)-(3),
angustureina (S)-(37) e galipeina (R)-(111), segundo a analise retrossintética
mostrada no esquema 11, envolve a resolugéo cinética enzimatica do a-amino éster
racémico 79 e a olefinagdo de Wittig entre o quinaldeido (R)-85 e os ilideos de
fésforo (fosforanas) 102, 103, 104 € 105 e entre o quinaldeido (S)-86 e o ilideo de
fésforo 104 (os ilideos preparados in situ a partir dos respectivos sais de fosfonio
pelo tratamento com uma base). Os quinaldeidos 85 e 86 podem ser obtidos por
resolucdo cinética enzimatica do a-amino éster racémico 79, que, por sua vez, pode
derivar do acido quinaldinico (58), comercialmente disponivel. Ja os sais de Wittig
que sao os precursores dos ilideos podem ser preparados, respectivamente, a partir
da conversdo do alcool 3-hidroxi-4-benzilbenzilico, alcool piperonilico, alcool 3,4-
dimetoxibenzilico em brometos de alquila, além do 1-bromobutano, comercialmente
disponivel e, todos eles, posteriormente tratados com trifenilfosfina (PhsP). Destaca-
se a versatilidade desta metodologia, pois através de uma unica via sintética pode-
se acessar todos os alcaloides de Hancock e os seus derivados ndo naturais, com a

sintese dos enantidmeros THQs e galipeina (S)-(3) e (R)-(111), respectivamente.
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Esquema 11 - Anadlise retrossintética dos alcaloides THQs galipinina (S)-(1), cuspareina
(S)-(2), galipeina (S)-(3), angustureina (S)-(37) e galipeina (R)-(111).

3.2 Preparagao do éster racémico 79.

A sintese dos compostos THQs se inicia com a preparagéo do alfa-amino

éster racémico 78 a partir do acido quinaldinico (58) obtido comercialmente

(Esquema 12). Na primeira etapa, ocorre a esterificagdo do acido quinaldinico

utilizando iodoetano e K2CO3 em DMF.

AN Etl, K,CO3, DMF
P OH 60 °C, 18 h
N quantitativo
(¢

Acido quinaldinico (58)

NaBH;CN

\

OEt

78

THF/MeOH
2:1, HCI
bromocresol

overnight

TZ

86% 79

Esquema 12 — Preparacao do éster racémico 79.

OEt
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O mecanismo de esterificacdo proposto indica uma reacéo acido-base, onde
o COs% desprotona o &acido carboxilico e o carboxilato formado reage com o
iodoetano através de uma reagdo Sn2, liberando o |- como grupo abandonador,

assim produzindo o éster 78 (Esquema 13).

L s, by — OOy . OO

.e .. — I~ :0: |

7 (53H C?O/C\Oé N 3 o OEt

o o 0
78

(58)

Esquema 13 — Mecanismo de esterificagdo do acido quinaldinico (58).

A esterificagdo se torna evidente pela analise do espectro de RMN de 'H (Fig.
7). A presenga de um quarteto em 4,57 ppm (J = 7,1 Hz) e um tripleto em 1,50 ppm
(J = 7,2 Hz) integrando para dois e trés hidrogénios, respectivamente, confirma a
etilagdo. Os sinais de carbono do espectro de RMN de '3C (Fig. 8) em 62,3 e 14,4

ppm, também evidenciam a formagao do produto desejado.
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Figura 7 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) do éster etilico 78.
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Figura 8 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, CDCls) do éster etilico 78.

A reducgao do nucleo quinolinico do composto 78 foi realizada empregando-se
NaBH3CN em THF/MeOH em meio acido (Esquema 12), utilizando-se a metodologia
adaptada do trabalho de Alatorre-Santamaria e colaboradores (ALATORRE-
SANTAMARIA; GOTOR-FERNANDEZ; GOTOR, 2010). Para ajustar o pH utilizou-se
uma solugdo 4 mol L' de HCI em 1,4-dioxano e como indicador, o verde
bromocresol, até que a coloragdo do meio (azul) permanecesse amarelada.

O cianoboro-hidreto de sd6dio € um agente redutor altamente seletivo e é
estavel em pH proximo de 3. O grupo CN- possui um efeito retirador de elétrons,
portanto, aumenta a acidez de Lewis sobre o boro, o que leva a diminuicdo do poder
de redugdo (em comparagédo a outros boro-hidretos semelhantes) e melhora sua
estabilidade, permitindo maior quiomiosseletividade (HUTCHINS; NATALE, 1979;
SEYDEN-PENNE, 1997). Assim, o ciano-borohidreto reduz, seletivamente, o anel
piridinico do nucleo quinolinico produzindo o 1,2,3,4-THQ racémico 79. A proposta
de mecanismo é apresentada no esquema 14, baseada no trabalho do Kikugawa e
colaboradores (KIKUGAWA et al., 1973).
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Esquema 14 — Proposta de mecanismo de reducao do nucleo quinolinico de 78 para a
obtencao do éster racémico 79.

A reducdo foi confirmada através da analise de espectro de RMN de 'H pela
presenca de um dupleto duplo em 4,0 ppm (J =9 e 3,7 Hz) para o hidrogénio ligado
ao carbono C2, multipleto entre 2,97-2,63 ppm para os hidrogénios ligados ao C4,
duplo tripleto duplo em 2,28 ppm (J = 12,9, 5,6 e 3,8 Hz) e duplo tripleto duplo em
1,97 ppm (J = 12,9, 9,2 e 5,2 Hz) referentes aos hidrogénios diastereotdpicos ligados
ao C3 com integracdo de um, dois, um e um hidrogénios, respectivamente (Fig. 9).
Os sinais do espectro de RMN de '3C em 53,9 ppm para o carbono metinico e 25,8 e
24,7 ppm para os metilénicos, associados com a analise do subespectro de DEPT-

135 (em anexo), corroboraram a obtencao do éster 14 (Fig. 10).
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Figura 10 - Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) do éster etilico racémico 79.

Através da analise do cromatograma obtido por HPLC em coluna com fase
estacionaria quiral, foi possivel identificar sinais com tempos de retengdo em 6,21 e

8,14 min para os enantidbmeros do composto racémico 79 (Fig. 11).
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Figura 11 - Cromatograma do éster etilico (+)-79. (CHIRALCEL OD-H (250 x 4,6 mm, 10
um): Hexano:Alcool isopropilico (80:20), detector: 254 nm, fluxo: 1,0 mL min™").

3.3 Resolugao cinética enzimatica do éster racémico 79

Apds a obtencdo do intermediario chave (%)-79, utilizou-se a resolugao
cinética enzimatica segundo procedimento descrito por Nagata e colaboradores
(KATAYAMA; AE; NAGATA, 1998) para produzir o éster (R)-80 e o acido carboxilico
(S)-81 enriquecidos enantiomericamente (Esquema 15). O substrato alfa-amino
éster 79 racémico foi submetido ao tratamento com a enzima lipase B de Candida
antarctica immobilizada (Novozyme® 435) em uma solugdo de THF com 5% de H20
a 40 °C por 96 horas.

m OEt _CALB ©\/j @(j\ﬂ/
N (l/ 40 °C, 4 dias

5% aq. THF
rac-q-amino éster 79 0 (R)-a-amino éster 80 (S)-a-amino ac1d0 81
44%, 94% ee

Esquema 15 — Esquema de reacdo da resolucdo cinética enzimatica.

A enzima utilizada nesta etapa foi uma lipase obtida da levedura Candida
antarctica. Essa levedura € do género Candida e produz dois tipos de lipases, A e B,
com estruturas diferentes. A Novozyme® 435 ¢ uma enzima imobilizada comercial do
tipo lipase B de Candida antarctica (CAL-B) (ANDERSON; LARSSON; KIRK, 2009).

Um dos enantidmeros da mistura racémica do composto (+)-79 foi hidrolisado
seletivamente em acido carboxilico. Apesar das lipases ndo apresentarem a mesma
sequéncia de amino acidos, a hidrdlise feita por essas enzimas € catalisada pela
triade composta por Ser, His e Asp (algumas vezes Glu). Também participam da
reacao residuos de amino acidos que estabilizam os oxidnions intermediarios. A
proposta de mecanismo para a resolucao cinética enzimatica é descrita no esquema
16 (BLASZCZYK; KIELBASINSKI, 2020; BORNSCHEUER; KAZLAUSKAS, 2006;
BUCHHOLZ; KASCHE; BORNSCHEUER, 2012; CASAS-GODAOQY et al., 2018).
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Esquema 16 — Proposta de mecanismo de hidrdlise de éster catalisada por lipase
(BLASZCZYK; KIELBASINSKI, 2020; BORNSCHEUER; KAZLAUSKAS, 2006; BUCHHOLZ;
KASCHE; BORNSCHEUER, 2012; CASAS-GODOQY et al., 2018).

Na primeira etapa ocorre a transferéncia de proton da His para o Asp e da Ser
para a His acarretando aumento da nucleofilicidade do oxigénio do residuo da Ser
que ataca a carbonila do substrato, assim formando um intermediario tetraédrico. A
carga negativa formada no oxigénio do intermediario é estabilizada pelos residuos
de aminoacidos da cavidade de oxianion. No caso da CAL-B se trata de residuos de
Thr e GIn (BLASZCZYK; KIELBASINSKI, 2020).

Na proxima etapa, o intermediario é desfeito liberando a molécula do alcool
etilico e estabelece-se um complexo acil-enzima. A desacilagdo €& feita pela
desprotonagdo da agua presente no meio e pelo ataque do nucledfilo formado a
carbonila do complexo, assim produzindo um segundo intermediario tetraédrico.
Essa etapa determina a velocidade da reagdo (BORNSCHEUER; KAZLAUSKAS,
2006).
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Por ultimo, o segundo intermediario se colapsa produzindo o acido carboxilico
e restabelecendo a enzima. Entretanto, vale salientar que o esquema 16 nao
demostra o mecanismo da estereosseletividade pela enzima.

Essa resolugédo cinética enzimatica produziu o acido carboxilico (S)-81 ao
passo que o alfa-amino éster (R)-80 restou no meio reacional. (Esquemas 15 e 16).

Neste trabalho, a confirmag&o da configuragao absoluta destes compostos foi
possivel através da andlise comparativa de alfa-D dos alcaloides tetra-
hidroquinolinicos sintetizados ao fim deste trabalho quando comparados aos dados
de alfa-D da literatura destes alcaloides sabidamente enantiopuros, demostrando
paridade que satisfaz o critério para a atribuicdo da configuragdo confiavel do
material de partida, o alfa-amino éster (R)-80 (DAVIES et al., 2019).

O valor da rotagéo especifica obtido do composto (R)-80 foi [a]p?® = -25,97° (¢
1,54, CHCI3). Foi obtido 46% de rendimento e o excesso enantiomérico de 94% que
foi calculado através da analise do cromatograma obtido por HPLC com fase
estacionaria quiral (Fig. 12). Os dados de RMN de 'H e 3C foram idénticos aqueles
descritos para o seu racemato (79) (Anexo).

Entretanto, a maior evidéncia da resolucdo do racemato 79 verificou-se
através do cromatograma do enantibmero alfa-amino éster (R)-(80) obtido na
resolucao (Fig. 12), onde pode-se observar um pico intenso com tempo de retengao
de 8,14 min e outro de baixa intensidade em 6,22 min, coincidindo com os tempos
de retencdo equivalentes dos enantidmeros mostrados no cromatograma do

racemato 79 (Fig. 11), porém, evidenciando, desta vez, o excesso enantiomérico.
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Figura 12 - Cromatograma do alfa-amino éster (R)-80. (CHIRALCEL OD-H (250 x 4,6 mm,
10 um): Hexano:Alcool isopropilico (80:20), detector: 254 nm, fluxo: 1,0 mL min™").

3.4 Esterificagao do acido carboxilico 81

Com a finalidade de se obter o enantidmero (S)-82, o acido carboxilico (S)-15,

obtido na resolucdo enzimatica, foi esterificado utilizando-se SOCI2 e EtOH

C1,SO, EtOH
OH ta., 48 h OEt
N _— N
H 27% H

(¢} o

acido carboxilico (5)-81 o-amino éster (5)-82

(Esquema 17).

Esquema 17- Reacgéao de esterificacdo do acido carboxilico (S)-81.

O mecanismo dessa reacao € mostrado no Esquema 18. Nessa reacdo, o
cloreto de tionila reage com o acido carboxilico (S)-81 produzindo cloreto de acila e
acido cloridrico. Em seguida, o etanol reage com o cloreto de acila formado,
produzindo o a-amino éster (S)-82 (OTERA; NISHIKIDO, 2010; SMITH, 2016).

Com a finalidade de evitar a racemizagdo do composto (S)-82, na etapa de
esterificacdo do acido carboxilico (S)-81, evitou-se 0 aquecimento do meio reacional,

mas, aumentou-se o tempo da reacao para 48 horas.
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Esquema 18 — Proposta de mecanismo da esterificacdo do acido carboxilico (S)-81
produzindo o alfa-amino éster (S)-82.

A analise de rotacdo especifica do alfa-amino éster (S)-82 mostrou um valor
de [0]®p = +23,21 (c 0,56 CHCI3). Esse resultado mostra um valor muito préximo,
porém com sinal invertido, comparado ao seu enantidmero alfa-amino éster (R)-80
que apresenta valor de [a]?®p = -25,97° (¢ 1,54, CHCI3), assim demostrando que a
resolucdo cinética enzimatica pela CAL-B imobilizada foi efetiva e produziu
compostos enantiomericamente enriquecidos. O rendimento foi de 27% e 71% ee,
segundo analise do seu cromatograma (Fig. 13). Os dados de RMN de 'H e '3C
também foram idénticos aqueles descritos para o seu racemato (79) e avaliados, em
conjunto, com seu espectro de massas de alta resolugéo (Anexo).

Da mesma forma como foi feita com a avaliagdo do enantibmero alfa-amino
éster (R)-82, a analise do cromatograma do alfa-amino éster (S)-81 mostrou um pico
intenso com tempo de retencéo de 6,22 min e outro menor em 8,17 min (Fig.13), os
mesmos tempos de retengdo dos enantibmeros mostrados no cromatograma do

racemato 79 (Fig. 11), porém com excesso enantiomérico de um deles.
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Figura 13 - Cromatograma do alfa-amino éster (S)-82. (CHIRALCEL OD-H (250 x 4,6 mm,
10 ym): Hexano:Alcool isopropilico (80:20), detector: 254 nm, taxa de fluxo: 1,0 mL min™).

Entretanto, o excesso enantiomérico do acido carboxilico (S)-81 nao foi
avaliado, sendo ele submetido a esterificacao imediata, apds a resolugcédo cinética
enzimatica, sendo assim o ee do alfa-amino éster (S)-82 pode ndo ser o mesmo do
acido carboxilico (S)-81.

Utilizou-se o rendimento (42%) e o ee (94%) do composto 80 e foi
considerado que 58% do éster foi convertido em acido carboxilico, assim obtendo-se
uma conversdo de 58%. Calculando-se E a partir deste valor de conversdo e do
valor do excesso enantiomérico do substrato (94%), determinado por HPLC, obtém-

se um valor de E de 18.

3.5 N-Metilagao dos a-ésteres quirais (R)-80 e (S)-82

Apds a obtencdo dos enantibmeros (R)-80 e (S)-82 e com a finalidade de
continuar com a sinteses dos alcaloides THQs, esses foram submetidos,
separadamente, a N-metilagao utilizando iodometano, K2CO3 e DMF. A obtengéo do

N-Me-éster (R)-83 com rendimento de 98% é representada no esquema 19.
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E:(j Mel, K,CO3, DMF ©\/j
.. _OEt 40°C, 48 h .. _OFEt
N K > N .y
I8 98% N
0 CH; O

(R)-a-amino éster 80 (R)-N-Me-a-amino éster 83

Esquema 19 — Reacdo de N-metilagdo do a-amino éster (R)-80.

O mecanismo da reacdo de metilagdo para ambos enantibmeros (R)-80 e (S)-
82 envolve o ataque nucleofilico do atomo de N da THQ ao iodometano, através de
uma reagao SN2 liberando o I- como grupo abandonador, seguida de desprotonagao
do nitrogénio pelo carbonato de potassio, assim produzindo o N-Me-éster (R)-83 e o
N-Me-éster (S)-84, respectivamente (Esquema 20) (DIAZ-MUNOZ et al., 2017).

(R)-N-Me-@-amino éster 83 (S)-N-Me-a-amino éster 84
Esquema 20 — Proposta de mecanismo de reagédo de N-Metilagdo dos ésteres quirais (R)-
80 e (S)-82 para a obtengédo do N-Me-éster (R)-83 e o N-Me-éster (S)-84.

A metilacdo do enantidmero (R)-80 foi evidenciada pela analise do espectro
de RMN de 'H do N-Me-éster (R)-83, onde pode se observar um simpleto em 2,92
ppm referente a hidrogénios metilicos da N-metila (Fig. 14). O sinal do C12 em 38,5
ppm no espectro de RMN de '3C também confirma a N-Metilagdo (Fig. 15).

Os espectros de RMN de 'H e '3C do enantidmero N-Me-éster (S)-84 também

foram idénticos ao composto 83 (anexo).
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Figura 14 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do N-Me-éster (R)-83.
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Figura 15 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, CDCl3) do N-Me-éster (R)-83.

3.6 Redugao dos a-amino ésteres (R)-83 e (S)-84 aos aldeidos (R)-85 e (S)-86

Os ésteres (R)-83 e (S)-84 foram submetidos a redugéo a aldeidos utilizando

uma solugéo de DIBAL-H em tolueno e CH2Cl2em -78 °C (Esquema 21).

N ”|( Tolueno N
O

/]/H

) . .

CH,4 -78°C, 1h CH; O
82%

(R)-N-Me-a-aminoéster 83 (R)-a-aminoaldeido 85

Esquema 21 - Reacéao de reducédo do N-Me-a-amino éster (R)-83 a aldeido (R)85.

O mecanismo dessa reacao propoe que o aluminio presente no DIBAL-H se
coordena com o oxigénio da carbonila formando um complexo acido-base de Lewis.
Assim permite a transferéncia do ion hidreto ao carbono da carbonila formando um

intermediario tetraédrico que é estavel em temperatura menor que -70 °C. A seguir
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adiciona-se MeOH para eliminar o excesso do DIBAL-H e solugdo do sal de
Rochelle, nessa ordem, para colapsar o intermediario promovendo a formagdo do
aldeido e EtOAI(iBu)2 (Esquema 22).

o o
g T g
’ @ Al

~ 0.
o) AliBuy

l workup aquoso

EtO-AliBu,

Esquema 22 — Proposta de mecanismo da redugdo do éster (R)-83 a aldeido (R)-85.

Uma outra tentativa de reducao de éster a aldeido utilizando DIBAL-H em
THF foi infrutifera. Avaliamos o produto dessa reacao, realizada na presenga de
solvente polar (THF), através de analise qualitativa usando cromatografia em
camada delgada (Hex/AcOEt 20%) e comparando-o a uma amostra padréo obtida
na reagao com solvente nao polar (tolueno), sendo que a mesma nao apresentou Rf
compativel com a do aldeido; no entanto, observou-se uma mancha com pequeno
Rf indicando a presenca de um composto altamente polar que provavelmente trata-
se de um alcool.

Uma explicagcdo plausivel considera que, apds a formacao do complexo
intermediario, o oxigénio do THF se coordena ao atomo de Al do DIBAL-H formando
um complexo de Al tetravalente e enfraquecendo a ligagdo O-Al. Assim, o
intermediario se decompde facilmente em aldeido. Consequentemente, o éster e o
aldeido no meio reacional competem pelo DIBAL-H e como o aldeido é mais reativo,
esse reage preferencialmente com o DIBAL-H, produzindo maior quantidade de
alcool, a custas do aldeido esperado (BRUCKNER; HARMATA; WENDER, 2010).
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3.7 Olefinagdo de Wittig e obtencdao dos produtos-alvos: galipinina (S)-(1),
cuspareina (S)-(2), galipeina (S)-(3) e (R)-(111) e angustureina (S)-(37)

A sequéncia de sintese continuou sem a purificacdo dos aldeidos (R)-85 e
(S)-86, uma vez que esses aldeidos poderiam ser racemizados em coluna
cromatografica.

Entretanto, para isso, primeiro foi necessario preparar os sais de Wittig 97, 98,
99 e 101 a partir de haletos de alquila, alguns dos quais foram sintetizados a partir
de alcoois, cuja preparacgao € descrita a seguir.

O alcool benzilico 89 foi preparado a partir do acido 3,4-dimetoxibenzéico
(87). A esterificagdo de Fisher do composto 87 produziu o éster 88, que apos a
reducao da fungéo éster produziu o alcool benzilico desejado 89 com rendimento de

90% (duas etapas) (Esquema 23).

o o)
H,SO,, MeOH DIBAL-H, CH,CI
H.CO , 2Ll H.CO
H3COD)J\OH 60 °C, 12 h 3 ﬁom 0°Cata.,4h * :@AOH
H,CO 98% H3CO 92% H3CO
87 88 89

Esquema 23 — Preparagao do alcool benzilico 89.

Para a preparagdao do alcool benzilico 92, partindo-se da vanilina (90), a
primeira etapa constituiu na benzilagdo da hidroxila fendlica produzindo o composto
91. Em seguida reduziu-se o aldeido 91 ao seu alcool benzilico 92 com DIBAL-H

com rendimento de 90% (duas etapas) (Esquema 24).

_0 _0O OH
K,CO3, BnBr, DMF DIBAL-H, CH,CI,
60 °C, 48 h 0°C,3h
OCH; quantitativo OCH3 90% OCHg
OH OBn OBn
90 91 92

Esquema 24 — Preparagao do alcool benzilico 92.

O alcool piperonilico (93) foi obtido comercialmente.
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Para a preparagao dos sais de Wittig, os alcoois benzilicos 89, 92 e 93 foram
tratados com PBrz em CH2Cl2, assim produzindo os brometos de alquila 94, 95 e 96,
respectivamente. Esses compostos sao instaveis a purificagdo em coluna
cromatografica, portanto, foram tratados, em sequéncia, com PPhs em CHsCN e
apds a elaboragdo, foram recristalizados em etanol, assim obtendo-se os sais de

fosfénio 97, 98 e 99, respectivamente (Esquema 25).

PBr3, CH20|2 Pph3, CH3CN

o H PN ° @ @
R Son 0°Cata, overn/ghz R™ OBr refluxo, 18 h, 64 C‘ R/\PPh3Br
89,92 e 93 94, 95 e 96 83% 97,98 e 99
HSCO BnO o
89,94 e 97 92,95 ¢ 98 93,96 ¢ 99

Esquema 25 — Conversao dos alcoois benzilicos 89, 92 e 93 a seus sais de fosfonio 97, 98
e 99.

A formacgao dos sais de Wittig foi confirmada através da analise de RMN de
'H. Para o composto 98, pode-se observar um multipleto em 7,70-7,54 ppm e triplo
dupleto em 7,49 ppm (J = 7,8 e 3,5 Hz) para hidrogénios fenilicos, cujos anéis
aromaticos estado ligados diretamente ao atomo de fésforo e um multipleto em 7,31-
7,13 ppm para os hidrogénios aromaticos da O-benzila (Fig. 16). Pode-se notar no
RMN de '3C sinais de dupletos em 134 ppm (J = 9,7 Hz) e 130 ppm (J = 12,6 Hz)
referentes a acomplamento C-P (Fig. 17). A analise complementar dos espectros de

massas, DEPT e IV (anexo) confirmaram que se trata do produto em questao.
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Figura 17 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, CDCIs) do sal de Wittig 98.

O espectro de RMN de 'H do composto 99 apresentou um multipleto em 7,83-
7,69 ppm e tripleto duplo em 7,65 ppm (J = 7,6, 3,5 Hz) referente a hidrogénios
fenilicos também ligados ao atomo de fosforo e um simpleto em 5,87 ppm,
integrando para dois hidrogénios do grupo metilenodioxila (Fig. 18). Pelo espectro de
RMN de '3C foi possivel observar dupletos em 134,2 ppm (J = 9,8 Hz) e 130,0 ppm
(J = 12,5 Hz) referentes a acoplamento C-P (Fig. 19). A analise complementar dos

espectros de massas, DEPT e IV (anexo Il) confirmaram que se trata deste produto.
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Figura 18 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do sal de Wittig 99.
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Figura 19 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, CDCIs) do sal de Wittig 99.

O espectro de RMN de 'H do composto 97 apresentou um multipleto em 7,81-
7,67 ppm e triplo dupleto em 7,63 ppm (J = 7,8 e 3,5 Hz) para os hidrogénios
fenilicos ligados ao atomo de fosforo (Fig. 20). Foi possivel notar que o espectro de
RMN de '3C apresentou dupletos em 134,5 ppm (J = 9,7 Hz) e 130,0 ppm (J = 12,4
Hz) referentes ao acoplamento C-P (Fig. 21). A analise complementar dos espectros

de massas, DEPT e IV (anexo) confirmaram que se trata do produto em questéo.
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Figura 20 - Espectro de RMN de "H (400 MHz, CDCls) do sal de Wittig 97.
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Figura 21 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, CDClIs) do sal de Wittig 97.

Para a preparacdo do sal de fosfébnio 101, o 1-bromobutano (100)
(comercialmente disponivel) foi tratado também com PPhs em CH3CN sob refluxo e

recristalizado em etanol (Esquema 26).

PPh,, CH,CN
refluxo, 18 h O] ©
~N"Br ~ ~ >""PPhyBr
100 79% 101

Esquema 26 — Sintese do brometo 100 a seu sal de fosfénio 101.

Verificou-se a transformacao do composto 100 em 101 através da analise do
espectro de RMN de 'H, através dos sinais de multipleto em 7,90-7,79 ppm e duplo
dupleto duplo em 7,75 ppm (J = 8,6, 6,9 e 3,5 Hz) para os hidrogénios aromaticos
dos grupos fenila (Fig. 22). Ja através do espectro de RMN de '3C foi possivel notar

sinais de dupleto em 133,1 ppm (J = 9,9 Hz) e 130,1 ppm (J = 12,5 Hz) referentes ao
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acoplamento C-P (Fig. 23). A analise complementar dos espectros de massas, DEPT

e IV (anexo) confirmaram que se trata do produto em questao.
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Figura 22 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do sal de Wittig 101.
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Figura 23 - Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) do sal de Wittig 101.

Como os ilideos 102, 103 e 104 sdo semi-estabilizados e muito reativos,
esses foram preparados in situ pela desprotonagao dos sais de Wittig 97, 98 e 99
empregando terc-butdxido de potassio e tratados com o aldeido (R)-85. Para a
preparagao do ilideo 105 (ndo estabilizado) o sal de Wittig 101 também foi
desprotonado in situ e tratado com o aldeido (S)-85 (Esquema 27). O sal de Wittig
104 também foi desprotonado in situ e tratado com o aldeido (S)-86. Foram
produzidos os adutos olefinicos 106, 107, 108, 109 e 110 como uma mistura dos
alcenos E e Z. Os residuos brutos das olefinas foram hidrogenados imediatamente a

suas sinteses, sem necessidade de purificagcao adicional (Esquema 29).
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t-BuOK, t-BuOH OR,

CH,Cl,, 40 °C, 24 h

99, 102 ¢ 106 62%, R R, = -CH,-

97,103 ¢ 107 44%, R, =R, = CH,

RO
PPhyBr
:©/\® 3B 98, 104 e 108 99%, R, = CHy, R, = Bn
R,0

(a partir de (R)-85)

CL - g
(0]
(S)-86 OBn
98, 104 e 109 99% (a partir de (S)-7)
Esquema 27 — Reacao de olefinagcao de Wittig dos quinaldeidos (R)-85 e (S)-86.

Por outro lado, o ilideo 105, obtido a partir do sal 101 é do tipo nédo
estabilizado e muito reativo e também foi preparado in situ utilizando o n-butil litio
para a desprotonar o sal de Wittig 101. A troca da base para gerar este ilideo foi
necessaria devido ao baixo rendimento da olefinagdo (<10%) alcancado pela
utilizagcdo do t-BuOK. O ilideo 101 foi tratado com o aldeido (R)-85 para produzir a

mistura de isémeros E e Z das olefinas (R)-110 com 93% de rendimento (Esquema
28).

n-BuLi, THF

10 mina0°C
©\/j 2ha-78°C
., H
N~ 12hata. N 1) Py

i i

!
<" PPh;Br |
(R)-85 101 ® © (R)-110
93%

Esquema 28 — Reacgao de olefinagao de Wittig do quinaldeido (R)-85.

Por fim, os adutos de Wittig (E/Z) de 106, 107, 108, 109 e 110 foram
submetidos a hidrogenacgéo catalitica utilizando atmosfera de hidrogénio e PtO2 em
MeOH, obtendo-se os alcaloides THQs galipinina (S)-(1), cuspareina (S)-(2),
galipeina (S)-(3), angustureina (S)-(37) e galipeina (R)-(111), respectivamente
(Esquema 29).
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Esquema 29 — Hidrogenacao catalitica com PtO, das olefinas 106, 107, 108, 109 e 110 para
a obtengao da galipinina (S)-(1), cuspareina (S)-(2), galipeina (S)-(3), angustureina (S)-(37)
e galipeina (R)-(111).

Adicionalmente foram realizadas também hidrogenag¢des das olefinas 106 e
107 utilizando Pd/C como catalisador em metanol, obtendo-se produtos em

rendimento inferior (<50%) quando comparado ao uso do catalisador PtO2 (Esquema

30).

Pd/C, H,, MeOH
N = R > N R

| 40% |
O H,CO
R = <
o H,CO

galipinina (S)-(1) e 106 cuspareina (S)-(2) e 107

Esquema 30 — Hidrogenacao catalitica com Pd/C das olefinas 106 e 107.
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A hidrogenacao para a preparagdo da galipinina (S)-(1), cuspareina (S)-(2),
galipinina (S)-(3), angustureina (S)-(37) e galipinina (R)-(111) foi confirmada pelos
espectros no IV e RMN de 'H e '3C, associados também a seus espectros de
massas, DEPT e a seus valores de rotagdes especificas.

Foi possivel notar no espectro no IV da galipinina (S)-(1) bandas de
estiramentos de C-H em 2934 cm-!, de C=C aromatico em 1602, 1500 e1489 cm™' e
bandas em 808 e 754 cm-! que indicam presenga de anel benzénico orto substituido
(Fig. 24).

A formacédo da galipinina (S)-(1) foi confirmada pela analise do espectro de
RMN de 'H através de alguns sinais mais caracteristicos: simpleto em 5,89 ppm
referente a hidrogénios ligados a C18, um multipleto em 2,86-2,74 ppm e duplo
dupleto duplo em 248 ppm (J = 13,9, 99 e 6,6 Hz) para hidrogénios
diastereotopicos H9 e um multipleto para os hidrogénios benzilicos H10 em 1,95-
1,85 ppm (Fig. 25). O espectro de RMN de *C mostrou sinais em 100,8, 33,2 e 32,0
ppm que foram atribuidos aos carbonos C18, C9 e C10, respectivamente (Fig. 26). A
identidade do composto foi corroborada também pelo seu espectro de massas de
alta resolugao (anexo).

A rotagdo especifica para a galipinina (S)-(1) foi de [a]*®p = -20,36° (¢ 2,8
CHCI3), ao passo que o descrito na literatura é [a]*p = -23,63° (¢ 1,02 CHCl3). O
composto foi obtido com rendimento global de 34% e 67% ee, determinado por

HPLC empregando coluna quiral (anexo).
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Figura 24 — Espectro no IV da galipinina (S)-(1).
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Figura 26 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, CDCIs) da galipinina (S)-(1).

Através da analise espectro no IV da cuspareina (S)-(2) pode-se notar bandas
de estiramento em 2934 cm-" para ligagdo C-H, 1599, 1508 e 1455 cm! para bandas
referente a C=C aromaticos e 807 e 747 cm-' compativeis com a substituicdo orto no
anel aromatico (Fig. 27).

A analise do espectro de RMN de 'H da cuspareina (S)-(2) apresentou dois
simpletos, integrando para trés hidrogénios cada um, em 3,86 e 3,84 ppm, atribuidos
aos hidrogénios metoxilicos ligados a C18 e C19, dupleto triplo em 2,84 ppm (J =
11,8, 11,2 e 6,0 Hz) e duplo dupleto duplo em 2,52 ppm (J = 13,9, 10,1 e 6,4 Hz)
para hidrogénios diastereotopicos na posigcdao C9 e um multipleto em 2,01-1,85 ppm
para os hidrogénios benzilicos em C10 (Fig. 28). Através da analise do espectro de
RMN de '3C foi possivel identificar os sinais em 55,8 e 55,8 ppm e atribuidos aos
carbonos C18 e C19, e sinais em 33,0 e 31,8 ppm, atribuidos aos C10 e C9,
respectivamente (Fig. 29). A estrutura da cuspareina (S)-(2) foi corroborada também

pelo seu espectro de massas de alta resolugéo (anexo).
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Foi obtido [a]?®p = -23,6° (¢ 2,92, CHCI3) para a rotagdo especifica da

cuspareina (S)-(2), enquanto na literatura o valor descrito foi [a]?%p = -25,0° (¢ 0,3,
CHCI3) (DAVIES et al., 2018). O rendimento global foi de 34% com 74,4% ee

determinado por HPLC empregando coluna quiral (anexo).
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Figura 27 — Espectro no IV da cuspareina (S)-(2).
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Figura 29 - Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCI;) da cuspareina (S)-(2).

Pelo espectro no IV da galipeina (S)-(3) foi observado bandas de
estiramentos de ligagdo O-H em 3136 cm™, de C-H em 2935 cm ', de C=C
aromaticos em 1602, 1514 e 1405 cm -' e do padrao orfo substituido em 817 e 745
cm -1 (Fig. 30).

A analise do espectro de RMN de 'H da galipeina (S)-(3) mostrou simpletos
em 554 e 3,91 ppm atribuidos aos hidrogénios fendlico e metoxilicos,
respectivamente, duplo tripleto em 2,89 ppm (J = 11,6 e 5,9 Hz) e duplo dupleto
duplo em 2,56 ppm (J = 13,9, 10,1 e 6,4 Hz) para hidrogénios diastereotdpicos na
posicdo C9 e um multipleto em 2,03-1,95 ppm para hidrogénios benzilicos em C10
(Fig. 31). Pelo espectro de RMN de *C pode-se identificar sinais em 56,1, 33,3 e
32,1 ppm atribuidos aos carbonos C18, C10 e C9, respectivamente (Fig. 32). A
estrutura da galipeina (S)-(3) foi corroborada pelo espectro de massas de alta
resolugéo (anexo).

A galipeina (S)-(3) sintetizada mostrou o valor de rotagéo especifica de [a]*p
= -24,5° (¢ 1,22, CHCI3), enquanto na literatura foi descrito em [a]*°p = -22,4° (¢ 1,0,
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CHCI3) (DAVIES et al., 2017), sendo alcangado um rendimento global 34%
alcangado e 72,2% ee, determinado por HPLC empregando fase estacionaria quiral
(Fig. 37).
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Figura 30 — Espectro no IV da galipeina (S)-(3).
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Figura 32 - Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCIs) da galipeina (S)-(3).

Através do espectro no IV da angustureina (S)-(37) foi possivel notar bandas
de estiramentos de C-H em 2928 e 2856 cm™!, C=C de aromaticos em 1602 e 1499
cm'e de N-C em 1214 cm™' (Fig. 33).

A formagédo da angustureina (S)-(37) foi evidenciada através da analise de
RMN de 'H em que sinais de multipletos em 2,91-2,83 ppm e 2,76-2,69 ppm foram
atribuidos aos hidrogénios diastereotdpicos na posicao C9, um multipleto em 1,50-
1,30 ppm para os hidrogénios metilénicos H10, 11 e 13 e um tripleto para os
hidrogénios metilicos H14 em 0,97 ppm (J = 7,0 Hz) (Fig. 34). Pelo espectro de RMN
de '3C foi possivel visualizar os sinais em 32,1, 31,2, 25,8, 22,7 e 14,1 ppm
correspondentes aos carbonos C9, C10, C11 e C13, respectivamente (Fig. 35). A
estrutura da angustureina (S)-(37) foi corroborada pelo espectro de massas de alta
resolucéo (anexo).

A rotagdo especifica da angustureina (S)-(37) foi [a]*°p = +8,3° (¢ 3,6, CHCI3),

enquanto o valor relatado na literatura é [a]?°p = +8,0° (¢ 1,0, CHCI3) (LIN; LI; MA,
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2004). O rendimento desta sintese foi de 37% e o ee de 80,8% determinado por

HPLC empregando coluna com fase estacionaria quiral (anexo).
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Figura 33 — Espectro no IV da angustureina (S)-(37).
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Figura 35 - Espectro de RMN de *C (150 MHz, CDCl;) da angustureina (S)-(37).

A elucidacao estrutural da galipeina (R)-(111) também foi confirmada através
da analise dos dados espectrais de RMN de 'H e '3C, do seu espetro no IV e do
espectro de massas de alta resolugdo (Anexo). Verificou-se que todos os dados
mostram-se semelhantes ao da galipeina (S)-(3), sendo as unicas exceg¢des 0s
tempos de retencdo diferentes na andlise dos cromatogramas de ambos
enantiébmeros (Figs. 36 e 37) e as rotagbes especificas com valor semelhante e sinal
invertido, como ja esperados para compostos enantioméricos. O rendimento global
foi de 32% com 57% ee, determinado por HPLC empregando coluna com fase
estacionaria quiral (Fig. 36). A rotagdo especifica da galipeina (R)-(111) foi [a]*°p =
+20,0° (¢ 0,5, CHCI3).
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Figura 37 - Cromatograma do galipeina (S)-(3). (CHIRALCEL OD-H (250 x 4,6 mm, 10 um):

Hexano:Alcool isopropilico (80:20), detector: 254 nm, fluxo: 1,0 mL min-").

Observa-se em todos os casos das sinteses dos alcaloides (S)-THQs 1, 2, 3,

37 e 111, uma diminuicdo dos valores dos excessos enantioméricos em relagéo ao

material de partida, o alfa-amino éster (R)-80 que apresentou 94% de ee para 67,2,

74,4, 74 e 80,8%. Comportamento similar foi encontrado para o seu enantidmero, o

alfa-amino éster (S)-82 de partida, que apresentou 71,42% ee, em comparagao ao

alcaloide (R)-111 que apresentou 57% ee. Isto evidencia que provavelmente existe
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uma racemizagéo parcial em alguma(s) etapa(s) posterior(es) a resolugéo cinética

enzimatica.
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4. CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel obter os alcaloides galipinina (S)-(1), cuspareina
(S)-(2), galipeina (S)-(3), angustureina (S)-(37) e galipeina (R)-(111) com 67, 74, 72,
80 e 57% de excesso enantiomérico e 34, 34, 34, 37 e 32% de rendimento global,
respectivamente, a partir do acido quinaldinico (58). E importante ressaltar que a
sintese da galipeina (R)-(111) foi realizada pela primeira vez. Foi utilizada a CAL-B
na obtencdo, através de resolugido cinética, dos intermediarios-chave, precursores
dos compostos THQs, a-amino éster (R)-80 e a-amino éster (S)-82
enantiomericamente enriquecidos, sendo que o composto 82 foi produzido apds a
esterificacdo do acido carboxilico (S)-81.

Apesar da resolugido cinética enzimatica nao ter alcangcado valores de E
acima de 30, através da utilizacdo da CAL-B foi possivel obter o intermediario chave
(R)-80 com alta pureza enantiomérica (94% ee) e 42% de rendimento. O emprego
da CAL-B, portanto, mostrou-se efetivo para a obtencdo de (R)-80 a partir da
resolucao cinética de seu racemato. O enantibmero (S)-82, entretanto, foi obtido
com pureza enantiomérica de 71% e rendimento de 22%.

Os ees dos produtos finais sao inferiores aos intermediarios a-amino ésteres
(R)-80 e (S)-82, o que sugere ter havido racemizagdo durante uma ou mais reacoes

ao longo da rota.
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5. EXPERIMENTAL

Quinolina-2-carboxilato de etila (78)

A um baldo de 125 mL adicionaram-se acido quinaldinico (58) (2,0 g, 11,55
mmol), K2COs anidro (3,19 g, 23,10 mmol) e DMF anidro (24 mL) e agitou-se até
dissolugdo dos reagentes sob atmosfera de argbnio. lodoetano (2,77 mL, 34,65
mmol) foi adicionado e agitou-se por 18 h a temperatura de 60 °C. Uma solugao
aquosa 30% de HCI (30 mL) foi adicionada e neutralizada com uma solugao
saturada de NaHCOs até que a formacao de gas cessasse. A extragdo foi feita com
acetato de etila (3x 60 mL). As fases organicas foram reunidas, lavadas com brine
(30 mL), secas com sulfato de sddio anidro e concentradas em rotaevaporador. O
residuo bruto foi purificado em coluna cromatografica, eluido com hexano/AcOEt
(8:2) produzindo o éster 78, como um dleo translucido, em rendimento quantitativo.
Rf 0,51 (hexano/AcOEt 7:3). IV vmax/cm™ 3061, 2982, 2938, 2904, 1714, 1463,
1368, 1312, 1133, 1103, 1016, 844, 774. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) d 8,33-8,28
(2H, m, H-Ar), 8,18 (1H, d, J = 12 Hz, H-Ar), 7,87 (1H, dd, J = 8 e 0,5 Hz, H-Ar), 7,78
(1H, ddd, J = 8, 8 e 4 Hz, H-Ar), 7,64 (1H, ddd, J = 8, 8 e 4 Hz, H-Ar), 4,57 (2H, q, J
=14 Hz, CH2), 1,50 (3H, t, J = 6 Hz, CH3). RMN de '3C (100 MHz, CDCl3) 5 165,44
(C=0), 148,27 (CO), 147,60 (CO), 137,23 (CH), 130,78 (CH), 130,20 (CH), 129,29
(CO), 128,54 (CH), 127,52 (CH), 121,02 (CH), 62,25 (CH2), 14,38 (CHs). HRMS
(ESI*) calcd para C12H11NO2 [M+H]" 202,0868; obtido 202,0868.

(x)-1,2,3,4-tetraidroquinolina-2-carboxilato de etila (79)

A um baldo de 250 mL foram adicionados (78) (2 g, 9,94 mmol), metanol grau
HPLC (46 mL), tetra-hidrofurano grau HPLC anidro (89 mL), cianoboro-hidreto de
sédio (2,62 g, 41,75 mmol, 4,2 equivalentes) e verde de bromocresol (2 mg),
obtendo-se uma mistura azulada. A mistura foi submetida a agitagdo magnética, sob
atmosfera de argbnio e adicionou-se uma solucao de acido cloridrico em 1,4-dioxano
(4 mol L") até persisténcia de cor amarela. A mistura foi deixada sob agitagéo, a

temperatura ambiente, por 16 horas, até o término da reacdo, monitorada por CCD.
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A seguir, sob banho de gelo, adicionou-se solugdo saturada de bicarbonato de sodio
até que a mistura permanecesse ligeiramente azulada. Concentrou-se parcialmente
o solvente, mantendo-se aproximadamente 20% do mesmo. Adicionou-se agua
destilada (100 mL) e extraiu-se com acetato de etila (3x 100 mL). As fases organicas
reunidas foram secas com sulfato de sédio anidro e concentradas sob pressao
reduzida, obtendo-se um o6leo castanho. O residuo bruto foi purificado em coluna de
silica gel com hexano/acetato de etila 95:5, fornecendo 1,75 g (86% de rendimento)
de 79 como um dleo amarelo claro. Rf 0,79 (hexano/AcOEt 7:3). IV vmax/cm-’
3391, 3017, 2951, 2845,1720. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) & 7,01-6,96 (1H, m, H-
Ar), 6,94 (1H, dq, J = 8 e 4 Hz, H-Ar), 6,63 (1H, td, J = 8 e 4 Hz, H-Ar), 6,57 (1H, dd,
J=8¢€0,5Hz, H-Ar), 4,28-4,17 (2H, m, CHz), 4,0 (1H, dd, J = 12 e 5 Hz, CH), 2,82-
2,70 (2H, m, CH2), 2,31-2,24 (1H, m, CH), 2,02-1,93 (1H, m, CH), 1,29 (3H, t, J =6
Hz, CH3). ddd, J = 8, 8 e 4 Hz, H-Ar), 4,57 (2H, q, J = 14 Hz, CH2), 1,50 (3H, t, J=6
Hz, CHs). RMN de '3C (100 MHz, CDCls) & 173,2 (C=0), 143,0 (CO), 129,0 (CH),
127,0 (CH), 120,5 (CO), 117,5 (CH), 114,5 (CH), 61,2 (CH2), 53,9 (CH), 25,8 (CH2),
24,7 (CH2), 14,2 (CH3). HRMS (ESI*) calcd para C12H11NO2 [M+H]" 202,0868; obtido
202,0868.

(R)-1,2,3,4-tetraidroquinolina-2-carboxilato de etila (R)-(80)

A uma solugdo da mistura racémica de (%)-1,2,3,4-tetra-hidroquinolin-2-
carboxilato de etila 79 (2 g, 9,74 mmol) em 95:5 de THF/H20 (94 mL) foi adicionado
Novozyme® 435 (357 mg). A mistura foi agitada a 30 °C durante 96 h. Adicionou-se
solucdo aquosa a 5% de NaHCOs (40 mL) e extraiu-se com AcOEt (3x 50 mL). As
fases organicas foram lavadas com agua e brine, secas com Na2SO4 e evaporadas
sob pressao reduzida no rotaevaporador. O residuo foi purificado por cromatografia
de silica gel (hexano/AcOEt, 8:2) fornecendo 0,92 g de a-amino-éster (R)-80, como
um 6leo amarelo claro, com 44% de rendimento e 94% ee. Rf 0,79 (hexano/AcOEt
7:3). [a]*?®p = -25,97 (¢ 1,54 CHCI3). IV vmax/cm™' 3393, 3016, 2949, 2845, 1725,
1607, 1586, 1484, 1435, 1291, 1178, 749, 717 cm'. RMN de "H (400 MHz, CDCl3) &
7,01-6,97 (1H, m, H-Ar), 6,94 (1H, dq, J = 8 e 4 Hz, H-Ar), 6,63 (1H, td, J = 8 e 4 Hz,
H-Ar), 6,58 (1H, dd, J = 8 e 0,5 Hz, H-Ar), 4,36 (1H, om, N-H), 4,28-4,17 (2H, m,
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CH2), 4,0 (1H, dd, J =8 e 4 Hz, CH), 2,83-2,71 (2H, m, CH2), 2,32-2,21 (1H, m, CH),
2,02-1,93 (1H, m, CH), 1,29 (3H, t, J = 8 Hz, CH3). ddd, J = 8, 8 e 4 Hz, H-Ar), 4,57
(2H, q, J = 14 Hz, CH2), 1,50 (3H, t, J = 6 Hz, CH3). RMN de '3C (100 MHz, CDCl3) &
173,2, 143,0, 129,0, 127,0, 120,5, 117,5, 114,5, 61,2, 53,9, 25,8, 24,7, 14,2. HPLC
coluna CHIRALCEL OD-H (250 x 4,6 mm, 10 um): Hexano:alcool isopropilico
(80:20), detector: 254 nm, fluxo: 1,0 mL min', (2S) = 6,22 min, (2R) = 8,14 min.
HRMS (Cl+) calcd para C12H16NO2 (M+H)* 206,1181 obtido 206,1178.

1,2,3,4-tetraidroquinolina-2-carboxilato de etila (82)

O acido carboxilico (S)-81 da reagao de resolugcao enzimatica foi tratada com cloreto
de tionila (150 pL, 2,12 mmol) a t.a. A mistura foi agitada por 3 dias. O solvente foi
concentrado sob pressdo reduzida no rotaevaporador. Adicionou-se lentamente
solugéo saturada de NaHCO3 (20 mL) e extraida com AcOEt (3x 50 mL). Os estratos
combinados foram lavados com brine e secos com Na2SOs4 e concentrados sob
pressao reduzida. O residuo foi purificado por cromatografia de silica gel usando
hexano/AcOEt, 9:1 fornecendo 0,54 g (com 27% de rendimento e 71% ee) como um
oleo amarelo palido, (S)-1,2,3,4-tetra-hidroquinolin-2-carboxilato de etila 82. Rf 0,79
(hexano/AcOEt 7:3). [a]?®p = +23,21° (¢ 0,56 CHCI3). IV vmax/cm-' 3392, 3016, 2949,
2846, 1727, 1606, 1586, 1484, 1435, 1197, 1008, 746 cm'. RMN de 'H (400 MHz,
CDCIs3) 6 7,02-6,98 (1H, m, H-Ar), 6,96 (1H, dq, J = 8 e 4 Hz, H-Ar), 6,64 (1H, td, J =
8 e 4 Hz, H-Ar), 6,59 (1H, dd, J = 8 e 0,5 Hz, H-Ar), 4,36 (1H, sl, N-H), 4,29-4,18 (2H,
m, CH2), 4,01 (1H, dd, J = 8 e 4 Hz, CH), 2,88-2,72 (2H, m, CH2), 2,33-2,26 (1H, m,
CH), 2,03-1,93 (1H, m, CH), 1,30 (3H, t, J = 8 Hz, CH3). ddd, J = 8, 8 e 4 Hz, H-Ar),
4,57 (2H, q, J = 14 Hz, CH2), 1,50 (3H, t, J = 6 Hz, CH3). RMN de '3C (100 MHz,
CDCIs) & 173,2, 143,0, 129,0, 126,9, 120,5, 117,5, 114,5, 61,2, 53,9, 25,8, 24,7,
14,12. HPLC coluna CHIRALCEL OD-H (250 x 4,6 mm, 10 pm): Hexano:alcool
isopropilico (80:20), detector: 254 nm, fluxo: 1,0 mL min-', (2S) = 6,22 min, (2R) =
8,16 min. HRMS (CI*) calcd para C12H16NO2 (M+H)* 206,1181 obtido 206,1182.

(R)-1-metil-1,2,3,4-tetrahidroquinolin-2-a-carboxilato de etila (R)-(83)
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Ao a-amino éster (R)-(80) (0,52 g, 2,53 mmol) dissolvido em DMF (12,44 mL)
foi adicionado K2COs (0,71 g, 5,06 mmol) e Mel (0,68 mL, 12,65 mmol) sob uma
atmosfera de argbnio. A mistura reacional foi agitada por 3 dias a temperatura de 40
°C. Apos esfriamento, a temperatura ambiente adicionou-se agua destilada (20 mL)
e extraida com Et20 (3x, 30 mL). As fases organicas combinadas foram tratadas
com brine e secas com Na2S04. Apos a remocao do solvente, sob presséo reduzida,
o residuo foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel (hexano/AcOEt,
9:1) fornecendo 0,51 g (98%) de N-Me-a-amino éster (R)-(83) como um 6leo amarelo
palido. Rf 0,72 (hexano/AcOEt 7:3). [a]?®p = -57,62° (¢ 2,1, CHCI3). IV vmax/cm™"
2918, 2848, 1732, 1060, 1497, 1216, 744, 718 cm™'. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) &
7,09 (1H, dd, J = 8 € 4 Hz, H-Ar), 6,93 (1H, dq, J = 8 e 4 Hz, H-Ar), 6,64-6,60 (2H, m,
H-Ar), 4,23-4,09 (2H, m, OCHz2), 4,01 (1H, dd, J = 8 e 4 Hz, CH), 2,94 (3H, s, N-CH3),
2,71-2,67 (2H, m, CH2), 2,32-2,25 (1H, m, CH), 2,15-2,06 (1H, m, CH), 1,23 (3H, t, J
= 8 Hz, CH3). ddd, J = 8, 8 e 4 Hz, H-Ar), 4,57 (2H, q, J = 14 Hz, CH2), 1,50 (3H, t, J
= 6 Hz, CH3). RMN de '3C (100 MHz, CDCI3) & 173,07, 144,85, 128,45, 127,28,
121,68, 116,44, 110,57, 62,24, 60,82, 38,42, 24,82, 24,76, 14,29. HRMS (CI*) calcd
para C13H1sNO2 (M+H)* 220,1337 obtido 220,1338.

(R)-1-metil-1,2,3,4-tetrahidroquinolin-2-a-carboxilato de etila (R)-(84)

Ao a-amino éster (S)-82 (0,52 g, 2,53 mmol) dissolvido em DMF (12,44 mL)
foi adicionado K2COs (0,71 g, 5,06 mmol) e Mel (0,68 mL, 12,65 mmol) sob uma
atmosfera de argbnio. A mistura reacional foi agitada por 3 dias a temperatura de 40
°C. Apos esfriamento, a temperatura ambiente adicionou-se agua destilada (20 mL)
e extraida com Et20 (3x, 30 mL). As fases organicas combinadas foram tratadas
com brine e secas com Na2S04. Apds a remocao do solvente, sob pressao reduzida,
o residuo foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel (hexano/AcOEt,
9:1) fornecendo 0,51 g (98%) de N-Me-a-amino éster (S)-84 como um 6leo amarelo
palido. Rf 0,72 (hexano/AcOEt 7:3). [a]**p = +23,66° (¢ 1,86, CHCI3). IV vmax/cm-'’
2918, 2848, 1732, 1060, 1497, 1216, 744, 718 cm™'. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) &
7,07 (1H, dq, J = 8 e 4 Hz, H-Ar), 6,90 (1H, dq, J = 8 e 4 Hz, H-Ar), 6,61-6,58 (2H, m,
H-Ar), 4,20-4,06 (2H, m, OCHz), 3,98 (1H, dd, J = 8 e 4 Hz, CH), 2,92 (3H, s, N-CH3),
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2,67 (1H, t, J = 4 Hz, CH), 2,65 (1H, d, J = 8 Hz, CH), 2,29-2,23 (1H, m, CH), 2,13-
2,04 (1H, m, CH), 1,20 (3H, t, J = 8 Hz, CHs). ddd, J = 8, 8 e 4 Hz, H-Ar), 4,57 (2H, q,
J = 14 Hz, CH2), 1,50 (3H, t, J = 6 Hz, CHs). RMN de '3C (100 MHz, CDCl3) &
173,10, 144,87, 128,48, 127,31, 121,74, 116,50, 110,62, 62,28, 60,86, 38,46, 24,85,
24,79, 14,32. HRMS (CI*) calcd para C1sH1eNO2 (M+H)* 220,1337 obtido 220,1338.

4-(Benziloxi)-3-metoxibenzaldeido (91)

A um bal&do de 250 mL adicionou-se vanilina (90) (2,0 g, 13,14 mmol), K2COs
anidro (3,64 g, 26,28 mmol) e DMF anidro (28,7 mL). A mistura foi agitada até
dissolugcao dos reagentes, sob atmosfera de argonio. Brometo de benzila (2,34 mL,
19,71 mmol) foi adicionado e manteve-se sob agitacdo durante 72 h a temperatura
de 60 °C. O DMF foi hidrolisado com solugdo aquosa de HCI 30% (20 mL) e
neutralizado com solucdo saturada de NaHCOs. A extracdo foi feita com
diclorometano (3x 60 mL). As fases organicas foram reunidas, lavadas com brine,
secas com sulfato de sédio anidro e concentradas em rotaevaporador. O residuo foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel (hexano/AcOEt, 9:1) fornecendo
3,18 g em rendimento quantitativo, o aldeido benzilico (91), como um o&leo
translicido. Rf 0,38 (hexano/AcOEt 8:2). IV vmax/cm™' 2918, 2848, 1732, 1060,
1497, 1216, 744, 718 cm™'. RMN de 'H (400 MHz, CDCIz) & 9,83 (1H, s, CO), 7,45-
7,43 (3H, m, H-Ar), 7,40-7,35 (3H, m, H-Ar), 7,32 (1H, tt, J = 8 e 4 Hz, H-Ar), 6,99
(1H, d, J = 8 Hz, H-Ar), 5,24 (2H, s, H-Bn), 3,94 (3H, s, OCH3). RMN de '3C (100
MHz, CDCls) 6 191,06 (CO), 153,76 (CO), 150,24 (CO), 136,17 (CO), 130,45 (CO),
128,88 (CH), 128,36 (CH), 127,36 (CH), 126,73 (CH), 112,56 (CH), 109,53 (CH),
71,02 (CH2-Bn), 56,20 (OCHs). HRMS (ESI*) calcd para CisH1603 [M-H20]*
227,1072; obtido 227,1071.

(4-(Benziloxi)-3-metoxifenil)metanol (92)
A um baldo de 250 mL contendo o aldeido 91 (3,18 g, 13,14 mmol), sob

atmosfera de arg6nio, adicionou-se CH2Cl2 anidro (16 mL) e abaixou a temperatura

ate 0 °C. DIBAL-H 1M (26 mL, 26 mmol) foi adicionado, lentamente por um periodo
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de 10 min e em seguida a solugao foi mantida sob agitagdo a mesma temperatura
por 3 h. Metanol (10 mL) e solugdo de Rochelle (10 mL) foram sucessivamente
adicionados gota a gota. O resfriamento foi removido e deixado em agitacéo
overnight a t.a. A mistura foi filtrada com CH2Cl2 sobre celite, seca com Na2SO4
anidro e concentrada sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel (hexano/AcOEt, 65:35) fornecendo 2,92 g e
91% de rendimento, do alcool benzilico 92, como um sélido branco. Rf 0,28
(hexano/AcOEt 7:3). IV vmax/cm™' 2918, 2848, 1732, 1060, 1497, 1216, 744, 718
cm™'. RMN de "H (400 MHz, CDCIs) & 7,40-7,37 (2H, m, H-Ar), 7,33-7,29 (2H, m, H-
Ar), 7,25 (1H, tt, J = 8 e 4 Hz, H-Ar), 6,89 (1H, d, J = 4 Hz, H-Ar), 6,80 (1H,d, J=8
Hz, H-Ar), 6,75 (1H, dd, J = 8 e 4 Hz, H-Ar), 5,09 (2H, s, H-OBn), 4,52 (2H, s, H-
OBn), 3,83 (3H, s, OCH3), 1,93 (1H, sl, OH). RMN de "*C (100 MHz, CDCls) & 149,82
(CO), 147,66 (CO), 137,16 (CO), 134,26 (CO), 128,56 (CH), 127,86 (CH), 127,29
(CH), 119,34 (CH), 114,03 (CH), 111,03 (CH), 71,12 (CH2-OBn), 65,20 (CH2-OBn),
55,98 (OCHs). HRMS (ESI*) calcd para CisH16O3 [M-H20]* 227,1072; obtido
227,1071.

Brometo de (4-(Benziloxi)-3-metoxibenzil)trifenilfosfénio (98)

A um baldo de 250 mL contendo o alcool benzilico (92) (2,0 g, 8,19 mmol) em
diclorometano anidro (19 mL) o meio reacional foi agitado a 0 °C. Sobre atmosfera
de argbnio, adicionou-se, gota a gota por 20 minutos, tribrometo de fésforo (PBr3)
(2,3 mL, 24,57 mmol), recentemente destilado. A seguir, removeu-se o banho de
gelo, mantendo-se em agitagao a t.a. por mais 2 h. Resfriou-se o sistema novamente
a 0 °C e adicionou-se, lentamente, uma solugao saturada de NaHCOs3 (75 mL). A
extracao foi feita com éter etilico (3x 70 mL). As fases organicas reunidas foram
lavadas com brine, secas com sulfato de sodio anidro e concentradas em
rotaevaporador. O brometo 95 (utilizado imediatamente apds a sua preparagao), foi
solubilizado com acetonitrila anidra (19 mL), tratado com trifenilfosfina (2,15 g, 8,19
mmol) e o meio reacional foi agitado overnight sob refluxo. O solvente foi removido
sob pressao reduzida no rotaevaporador e o residuo recristalizado em etanol para
fornecer o sal de Wittig 98 (3,83 g, 82% de rendimento global). Rf 0,40
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(CH2Cl2/MeOH 9,5:0,5). Pf=228,2-229,3 °C. IV vmax/cm™'. 3007, 2862, 1587, 1514,
1436, 1260, 1136, 1109, 1016, 742. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & 7,66-7,56 (9H,
H-Ar), 7,50 (6H, td, J = 8,0 e 4,0 Hz, H-Ar), 7,28-7,16 (5H, m, H-Ar), 6,72 (1H, tl J =
4,0 Hz, H-Ar), 6,52 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-Ar), 6,45 (dt J = 16,0 e 4,0 Hz, H-Ar), 5,14
(2H, d, J = 16,0 Hz, P-CH2Ph), 4,95 (2H, s, CH2Ph), 3,41 (3H, s, OCHs). RMN de '3C
(100 MHz, CDCl3) & 149,5 (d, J = 3,0 Hz, CO), 147,9 (d, J = 4,0 Hz, CO), 136,7 (CO),
134,9 (d, J = 3,0 Hz, CO), 134,5 (d, J = 10,0 Hz, CH), 130,1 (d, J = 12,0 Hz, CH),
128,5 (CH), 127,9 (CH), 127,3 (CH), 123,7 (d, J = 6,0 Hz, CO), 119,6 (d, J = 9,0 Hz,
CO), 118,2 (CH), 117,4 (CH), 115,3 (d, J = 5,0 Hz, CO), 113,8 (CO), 70,8 (CH2), 56,1
(OCH3), 30,3 (d, J = 46,0 Hz, CHz). HRMS (ESI*) calcd para CasH30BrO2P [M-HBr]*
489,1978; obtido 489,1988.

Brometo de (Benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)trifenilfosfonio (99)

A um baldo de 250 mL contendo o alcool piperonilico (93) (2,0 g, 13,15 mmol)
em diclorometano anidro (30 mL), a solugao foi agitada a 0 °C. Sobre atmosfera de
argbnio, adicionou-se, gota a gota por 20 minutos, tribrometo de fosforo (PBr3) (3,7
mL, 39,45 mmol), recentemente destilado. A seguir, removeu-se o banho de gelo,
mantendo-se em agitacdo por mais 2 h. Resfriou-se o sistema novamente a 0 °C e
adicionou-se, lentamente, uma solugao saturada de NaHCOs3 (75 mL). A extragao foi
feita com éter etilico (3x 70 mL). As fases organicas reunidas foram lavadas com
brine, secas com sulfato de sddio anidro e concentradas em rotaevaporador. O
brometo 96 (utilizado imediatamente apds a sua preparagdo) foi solubilizado com
acetonitrila anidra (30 mL), tratado com trifenilfosfina (3,45 g, 13,15 mmol) e agitado
overnight sob refluxo. O solvente foi removido sob pressao reduzida e o residuo
recristalizado em etanol para fornecer o sal de Wittig 99 com 5,21 g, 83% de
rendimento (2 etapas). Rf 0,53 (CH2Cl2/MeOH 9:1). Pf=237,2-238,5 °C. IV vmax/cm
3018, 1492, 1438, 1246, 1109, 750, 687. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & 7,77-7,67
(9H, H-Ar), 7,63-7,59 (6H, H-Ar), 6,59-6,55 (1H, m, H-Ar), 6,51 (1H, d,H = 5,5 Hz, H-
Ar), 6,49 (1H, brt, J = 4,0 Hz, H-Ar), 5,87 (2H, s, OCH20), 5,24 (2H, d, J = 16,0 Hz,
H-Bn). RMN de "*C (100 MHz, CDCI3) d 147,6 (CO), 134,9 (d, J = 3,0 Hz, CH), 134,2
(d, J =10,0 Hz, CH), 130,0 (d, J = 13,0 Hz, CH), 125,3 (d, J = 6,0 Hz, CH), 119,9 (d,
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J = 9,0 Hz, CO), 118,0 (CO), 117,2 (CO), 111,2 (d, J = 4,0 Hz, CH), 108,4 (d, J = 3,0
Hz, CH), 101,1 (OCH20), 30,4 (d, J = 47,0 Hz, CH2-Bn). HRMS (ESI*) calcd para
C26H22BrO2P [M—HBr]" 397,1352; obtido 397,1358.

Brometo de (3,4-Dimetoxibenzil)-trifenilfosfénio (97)

O composto 97 foi preparado de forma similar ao composto 99, a partir do
alcool benzilico (89) produzindo 4,66 g do sal de Wittig 97 com 83% de rendimento
(2 etapas). Rf 0,57 (CH2Cl2/MeOH 9:1). Pf=246,7-247,5 °C. IV vmax/cm 2856, 2778,
1593, 1515, 1441, 1264, 1141, 1110, 1026, 747, 689. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3)
6 7,79-7,70 (9H, m, H-Ar), 7,65-7,61 (6H, m, H-Ar), 6,82 (1H, brt, J = 4,0 Hz, H-Ar),
6,66 (1H, dt, J = 8,0, 2,0 Hz, H-Ar), 6,60 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-Ar), 5,27 (2H, d, J =
16,0 Hz, H-Bn), 3,79 (3H, s, OCH3), 3,52 (3H, s, OCH3). RMN de '3C (100 MHz,
CDCIs) 6 148,76 (dd, 17,0, 4,0 Hz, CO), 134,9 (d, J = 3,0 Hz, CH), 134,5 (d, J = 9,0
Hz, CH), 130,1 (d, J = 12,0 Hz, CH), 123,7 (d, J = 7 Hz, CH), 119,0 (d, J = 9,0 Hz,
CO), 118,2 (CO), 117,47 (CO), 1149 (d, J = 7,5 Hz, CH), 110,9 (CH), 56,0 (OCH?3),
55,8 (OCHs), 30,2 (d, J = 46,0 Hz, CH2-Bn). HRMS (ESI*) calcd para C27H26BrO2P
[M-HBr]" 413,1665; obtido 413,1668.

Brometo de butiltrifenilfosfénio (101)

A um baldo de 125 mL adicionou-se o 1-bromobutano (100) (2 mL, 18,62
mmol), acetonitrila anidra (42 mL), trifenilfosfina (5,37 g, 20,48 mmol) e agitou-se a
solugdo sob refluxo overnight. O solvente foi removido no rotaevaporador sob
pressao reduzida e o residuo foi purificado com (CH2Cl2/MeOH 9:1) produzindo 6,32
g do sal de Wittig 101 (85% de rendimento). Rf 0,42 (CH2Cl2/MeOH 9,5:0,5).
Pf=233,5-234,1 °C. IV vmax/cm 2959, 2884, 1485, 1436, 1109, 749, 718, 690. RMN
de 'H (400 MHz, CDClz) & 7,87-7,82 (9H, m, H-Ar), 7,77-7,72 (6H, m, H-Ar), 3,72-
3,65 (2H, m, CH2), 1,72-1,59 (4H, m, CH2), 0,91 (3H, t, J = 7,0 Hz, CH3s). RMN de '3C
(100 MHz, CDCl3) 6 134,7 (d, J = 3,0 Hz, CH), 133,2 (d, J = 10,0 Hz, CH), 130,2 (d, J
=12,0 Hz, CH), 117,7 (d, J = 85 Hz, CO), 24,1 (d, J = 5,0 Hz, CH2), 23,3 (d, J = 16,0
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Hz, CHz), 22,2 (d, J = 50,0 Hz, CHz), 13,3 (CH3). HRMS (ESI*) calcd para CazH24BrP
[M—HB:]* 319,1610; obtido 319,1615.

Galipinina (S)-(1)

A uma solugao do N-Me-a-amino éster (R)-83 (160 mg, 0,73 mmol) em CH2Cl2
anidro (2,2 mL), agitada a -78 °C, sob uma atmosfera de argbnio, solu¢do 1M em
tolueno de DIBAL-H (0,9 mL, 0,9 mmol) foi adicionada gota a gota, com o auxilio de
uma seringa, durante um periodo de 30 minutos. A solugao resultante foi agitada a
mesma temperatura durante mais 30 min. Metanol (1 mL) e solu¢gdo de Rochelle (2
mL) foram sucessivamente adicionados gota a gota. O resfriamento foi removido e o
meio reacional foi deixado em agitagdo overnight a t.a. A mistura foi filtrada com
CH2Cl2 sobre celite, seca com Na2SO4 anidro e concentrada sob pressao reduzida,
fornecendo o aldeido 85. O residuo bruto foi utilizado imediatamente apds a sua
preparagao sem previa purificagao para evitar a sua racemizagao.

Diclorometano (2 mL) e +-BuOH anidro (2 mL) foram adicionados ao baldo de
50 mL contendo o aldeido 85 (128 mg, 0,73 mmol) e o sal de Wittig 99 (453 mg, 0,95
mmol) e o meio reacional foi agitado vigorosamente a temperatura ambiente até
dissolugdo completa dos reagentes. Adicionou-se ao baldo -BuOK (107 mg, 0,95
mmol) e agitou-se a temperatura ambiente overnight. Agua destilada (5 mL) foi
adicionada e extraiu-se com diclorometano (3x 10 mL). As fases organicas
combinadas foram lavadas com brine, secas com sulfato de sdédio anidro e
concentradas sob pressao reduzida fornecendo a olefina bruta 106.

O residuo bruto foi usado na proxima etapa sem prévia purificacédo, dissolvido
em metanol anidro (3 mL), tratado com PtO2 (17 mg), em uma atmosfera de
hidrogénio (com ajuda de uma beixiga com hidrogénio) e agitado a temperatura
ambiente durante 48 h. A mistura reacional foi filtrada com diclorometano através de
celite, seca com sulfato de sddio anidro e concentrada sob pressao reduzida. O
residuo foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel por eluicdo com
hexano/AcOEt (95:5) para fornecer 174 mg da galipinina (S)-(1), como um 6leo
amarelado, com 80% de rendimento e 74% ee (3 etapas). Rf 0,54 (hexano/AcOEt
7,5:2,5). [a]?®p = -24,59° (¢ 1,22, CHCI3). IV vmax/cm'. RMN de 'H (400 MHz,
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CDCl3) 6 7,08 (1H, td, J = 8 e 4 Hz, H-Ar), 6,98 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-Ar), 6,83 (1H, d,
J = 8,0 Hz, H-Ar), 6,69-6,67 (2H, m, H-Ar), 6,60 (1H, tl, J = 8,0 Hz, H-Ar), 6,53 (1H, d,
J = 8,0 Hz, H-Ar), 5,49 (1H, sl, OH), 3,86 (3H, s, OCH3), 3,29 (1H, sext, J = 4,0 Hz,
CH), 2,91 (3H, s, NCH?3s), 2,89-2,80 (1H, m, CH2), 2,72-2,62 (2H, m, CH2), 2,55-2,47
(1H, m, CH2), 1,98-1,88 (3H, m, CH2), 1,76-1,67 (1H, m, CH2). RMN de '3C (100
MHz, CDClIs) 6146,4 (CO), 145,2 (CO), 143,7 (CO), 133,9 (CO), 128,7 (CH), 127,1
(CH), 121,7 (CO), 120,8 (CH), 115,3 (CH), 114,2 (CH), 110,7 (CH), 110,6 (CH), 58,4
(OCHs), 55,9 NCH), 38,1 (NCHs), 33,1 (CH2), 32,0 (CH2), 24,3 (CH2), 23,5 (CH>2).
HPLC coluna CHIRALCEL OD-H (250 x 4,6 mm, 10 um): Hexano:alcool isopropilico
(80:20), detector: 254 nm, fluxo: 1,0 mL min-, (2R) = 10,42 min, (2S) = 13,28 min.
HRMS (ESI*) calcd para C19H23NO2 [M+H]* 298,1807; obtido 298,1809.

Cuspareina (S)-(2)

A cuspareina (S)-(2) foi preparada de forma similar a galipinina (S)-(1). O
residuo foi purificado com hexano/AcOEt (95:5) para produzir 182 mg da cupareina
(S)-2, como um o6leo amarelado, com 80% de rendimento e 74,4% ee (3 etapas). Rf
0,40 (hexano/AcOEt 9,0:1,0). [a]?®p = -23,63° (¢ 2,92, CHCI3). IV vmax/cm™ 2932,
2833, 1601, 1518, 1498, 1259, 1233, 1139, 1027, 803, 742. RMN de 'H (400 MHz,
CDCI3) 6 7,08 (1H, td, J = 8 e 4 Hz, H-Ar), 6,97 (1H, qd, J = 8 e 4 Hz, H-Ar), 6,78
(1H, d, J = 8 Hz, H-Ar), 6,73 (1H, d, J = 0,5, H-Ar), 6,70 (1H, q, J = 4 Hz, H-Ar), 6,58
(1H, td, J = 8 e 4 Hz, H-Ar), 6,52 (1H, dd, J = 8 e 4 Hz, H-Ar), 3,86 (3H, s, OCH3),
3,84 (3H, s, OCHs), 3,31-3,25 (1H, m, CH), 2,91 (3H, s, NCH3), 2,89-2,80 (1H, m,
CH), 2,71 (1H, t, J = 4 Hz, CH), 2,68-2,63 (1H, m, CH), 2,53 (1H, dddd, J= 16,4 e 4
Hz, CH), 1,99-1,87 (3H, m, 3xCH), 1,77-1,68 (1H, m, CH). RMN de 3C (100 MHz,
CDCls) 6 148,83 (CO), 147,15 (CO), 145,24 (CO), 134,58 (CO), 128,62 (CH), 127,06
(CH), 121,66 (CO), 120,0 (CH), 115,33 (CH), 111,52 (CH), 111,22 (CH), 110,55 (CH),
58,34 (CH), 55,87 (OCHs), 55,81 (OCHs), 38,03 (NCHs), 33,02 (CH2), 31,86 (CH2),
24,34 (CH2), 23,52 (CH2). HPLC coluna CHIRALCEL OD-H (250 x 4,6 mm, 10 pm):
Hexano:alcool isopropilico (80:20), detector: 254 nm, fluxo: 1,0 mL min-', (2R) = 8,83
min, (2S) = 10,25 min. HRMS (ESI*) calcd para C20H2sNO2 [M+H]* 312,1964; obtido
312,1957
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Galipeina (S)-(3)

A galipeina (S)-(3) foi preparada de forma similar a galipinina (S)-(1). O residuo foi
purificado com hexano/AcOEt (95:5) para produzir 174 mg da cupareina (S)-(2),
como um 6leo amarelado, com 80% de rendimento e 72,2% ee (3 etapas). Rf 0,54
(hexano/AcOEt 7,5:2,5). [a]®p = -24,59° (¢ 1,22, CHCI3). IV vmax/cm™'. RMN de 'H
(400 MHz, CDCI3) 6 7,08 (1H, td, J = 8 e 4 Hz, H-Ar), 6,98 (1H, d, J 8,0 Hz, H-Ar),
6,83 (1H, d, J 8,0 Hz, H-Ar), 6,69-6,67 (2H, m, H-Ar), 6,60 (1H, tl, J 8,0 Hz, H-Ar),
6,53 (1H, d, J 8,0 Hz, H-Ar), 5,49 (1H, sl, OH), 3,86 (3H, s, OCH3), 3,29 (1H, sext, J
4,0 Hz, CH), 2,91 (3H, s, NCHs), 2,89-2,80 (1H, m, CHz), 2,72-2,62 (2H, m, CH2),
2,55-2,47 (1H, m, CHz2), 1,98-1,88 (3H, m, CH2), 1,76-1,67 (1H, m, CHz2). RMN de "3C
(100 MHz, CDCIs) 6 146,4 (CO), 145,2 (CO), 143,7 (CO), 133,9 (CO), 128,7 (CH),
127,1 (CH), 121,7 (CO), 120,8 (CH), 115,3 (CH), 114,2 (CH), 110,7 (CH), 110,6 (CH),
58,4 (OCHs), 55,9 NCH), 38,1 (NCHs), 33,1 (CH2), 32,0 (CHz), 24,3 (CH2), 23,5
(CH2). HPLC coluna CHIRALCEL OD-H (250 x 4,6 mm, 10 um): Hexano:alcool
isopropilico (80:20), detector: 254 nm, fluxo: 1,0 mL min™', (2R) = 10,42 min, (2S) =
13,28 min. HRMS (ESI*) calcd para C19H23NO2 [M+H]* 298,1807; obtido 298,1809.

Angustureina (S)-(37)

O aldeido 85 foi obtido seguindo 0 mesmo procedimento para a sintese da
galipinina (R)-(1) a partir do N-Me-a-amino éster (R)-83 (160 mg, 0,73 mmol). A uma
suspensao do sal de Wittig 34 (582 mg, 1,46 mmol) foi adicionado THF anidro (4,2
mL). A mistura foi resfriada a temperatura de 0 °C e adicionada, gota a gota, uma
solugdo de n-BuLi em hexano 1,0 mol L' (1,5 mL). A mistura foi agitada a
temperatura de 0 °C por 10 minutos e a temperatura ambiente por 30 minutos. A
solucao foi resfriada a temperatura de —78 °C e adicionada lentamente uma solugao
do aldeido 9 (128 mg, 0,73 mmol) em THF anidro (1,5 mL). A mistura reacional foi
agitada a mesma temperatura por 2 horas e a temperatura ambiente por 12 horas.
Adicionou-se uma solugao saturada de NH4Cl (15 mL) e extraiu-se com Et20 (3 x 20

mL). A fase organica foi reunida, lavada com solugdo saturada de NaCl (20 mL),
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seca com Na2S04 anidro, filtrada e concentrada em rotaevaporador, fornecendo 146
mg da mistura isomérica do aduto olefinico bruto 110.

O residuo bruto foi usado na proxima etapa sem prévia purificagao, dissolvido
em metanol anidro (3 mL), tratado com PtO2 (17 mg), em uma atmosfera de
hidrogénio (com ajuda de uma bexiga com hidrogénio) e agitado a temperatura
ambiente durante 48 h. A mistura reacional foi filtrada com diclorometano através de
celite, seca com sulfato de sédio anidro e concentrada sob pressao reduzida. O
residuo foi purificado em cromatografia em coluna de silica gel, empregando
hexano/AcOEt (99:1) como o eluente para fornecer 138 mg da angustureina (S)-
(37), como um dleo translucido, com 87% de rendimento e 74,4% ee (3 etapas). Rf
0,62 (hexano/AcOEt 98:2). [a]?®p = +8,83° (¢ 0,36, CHCIz). IV vmax/cm™' 2928, 2857,
1602, 1575, 1499, 1215, 742, 718, 520 cm'. RMN de 'H (600 MHz, CDCI3) & 7,15 (t,
1H, J = 6,0 Hz), 7,04 (d, 1H, J = 6,0 Hz), 6,65 (td, 1H, J = 6,0, 0,9 Hz), 6,59 (d, 1H, J
= 6,0 Hz), 3,32-3,28 (m, 1H), 2,99 (s, 3H), 2,90-2,84 (m, 1H), 2,72 (dt, 1H, J = 12,0,
6,0 Hz), 1,97-1,93 (m, 2H), 1,66-1,64 (m, 1H), 1,49-1,32 (m, 7H), 0,97 (t, 3H, J = 6,0
Hz). RMN de 3C (150 MHz, CDClz) 5 145,4, 128,6, 127,0, 121,8, 115,1, 110,4, 58,9,
37,9, 32,0, 31,2, 25,7, 24,4, 23,6, 22,7, 14,0. HPLC coluna CHIRALCEL OD-H (250 x
4,6 mm, 10 uym): Hexano:alcool isopropilico (80:20), detector: 254 nm, fluxo: 1,0 mL
min, (2R) = 8,83 min, (2S) = 10,25 min. HRMS (El+) calcd para C1isH2sN (M+)
217,1830 obtido 217,1837.
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ANEXO A - Espectros de RMN de 'H, '°C e DEPT
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Figura Al1 - Subspectro DEPT (100 MHz, CDCIs) do éster etilico 78.
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Figura Al2 - Subspectro DEPT (100 MHz, CDCIs) do a-amino éster racémico 79.
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T
5

we B oazw
B3 & =889 g8 © =3 33
8% 8 GEEE g4 ERE sq
Il | VN I [ \/
I
5 4
6 3
PSS 10 13
8aq 2
. NES o
5 | o 14 18
CHs 17 o
12 16
‘ : : : : : : : : : : : : : : :
60 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

Figura Al6- Subspectro DEPT (100 MHz, CDCls) da galipeina (S)-(13).

101



102

FE] NI o 4 ;oo o
an d s 8 8 HR 398X b
S} b=} b=} ] ! 85 KIAQR %
I [ I YRR 4
I |
5 4
6 3
4a
8aq 2 10 13
7 N NN
8 ) 9 N 14
CH,
12

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
45 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 9 8 8 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 (

Figura Al7- Subspectro DEPT (100 MHz, CDCls) da angustureina (S)-(37)
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Figura Al11 - Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCl;) do a-amino éster (S)-82.
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Figura Al14 - Subspectro DEPT (100 MHz, CDCl3) do sal de fosfénio 98

oA

2:]

v
0 3., 9

{ :©/\PPh3Br
o
1
]
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 an an 70 60 50 40 3n 20 n 0 -10 =20 -30 =40

Figura Al15 - Subspectro DEPT (100 MHz, CDCIs) do sal de fosfénio 99
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ANEXO B - Espectros de Massas

Intens. +MS, Dissect, 8.3-9.1min #968-1041
x106
3 N
202.0868
* = OEt
24 N
O
1.
4251463
1
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz

Figura All1 — Espectro de massas do éster 78 [HRMS (ESI*) calcd para C12H11NOz2
[M+H]* 202,0868; encontrado 202,0868.

Intens. ]
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1.257

+MS, Dissect, 6.3-6.6min #732-763)

1.00

0] , 0 S
39?’1358 < j©/\PPh3Br

0.754

0.50 O

0.251

0.00

Figura All2 — Espectro de massas do sal de fosfénio 99 [HRMS (ESI*) calcd for
C26H22BrO2P [M-HBr]* 397,1352; encontrado 397,1358].
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Figura AllI3 — Espectro de massas do sal de fosfénio 97 [HRMS (ESI*) calcd for
C27H26BrO2P [M-HBr]* 413,1665; encontrado 413,1668].
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Figura All4 — Espectro de massas do sal de fosfénio 98 [HRMS (ESI*) calcd for
C27H26BrO2P [M-HBr]* 478,07; encontrado 489,1982].
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Figura All5 — Espectro de massas do sal de fosfénio 101 [HRMS (ESI*) calcd for
C22H24BrP [M-HBr]* 319,1610; encontrado 319,1615].
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Figura All6 — Espectro de massas do alfa-amino éster (R)-80 [HRMS (ESI*)
calculado para C12H16NO2 [M+H]* 206,1181; encontrado 206,1167].
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Figura All7 — Espectro de massas do alfa-amino éster (S)-82 [HRMS (ESI*)
calculado para C12H16NO2 [M+H]* 206,1181; encontrado 206,1167].
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34 N OFt
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Figura AlI8 — Espectro de massas do N-Me-éster (R)-83 [HRMS (ESI*) calculado
para C13H1sNO2 [M+H]* 220,1332; encontrado 220,1325].
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Figura All9 — Espectro de massas do N-Me-éster (S)-84 [HRMS (ESI*) calculado
para C13H1sNO2 [M+H]* 220,1332; encontrado 220,1325].
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Figura All10 — Espectro de massas do galipinina (S)-1 [HRMS (ESI*) calculado para
C19H22NO2 [M+H]* 296,1645; encontrado 296,1635].
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Intens. +MS, Dissect, 7.0-7.3min #1906-1963)

x105]

312.1949
*
% ©\/j OCH,4
II\I /
= CH; /\©i
OCH,4

14

0 T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz

Figura All11 — Espectro de massas do cuspareina (S)-(2) [HRMS (ESI*) calculado
para C20H2sNO2 [M+H]* 313,1958; encontrado 312,1949].
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Figura All12 — Espectro de massas do galipeina (S)-(13) [HRMS (ESI*) calculado
para C19H24NO2 [M+H]* 298,1802; encontrado 298,1791.
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Figura All13 — Espectro de massas do angustureina (S)-(37) [HRMS (ESI*)
calculado para CisHz23sN [M+H]* 217,18; encontrado 218,1899.
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Figura All14 — Espectro de massas do galipeina (R)-(111) [HRMS (ESI*) calculado
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para C19H24NO2 [M+H]* 298,1802; encontrado 298,1800.
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ANEXO C - Cromatogramas

N Detector A 254nm
2000-] |2
|o
1500-] ‘
1000- ‘
500-] %
1 f
1 ~ = | ©w X o <2 =2 o~
5| 838 & 5 & I
0' R R ] © ~ «©
T L L T L — ]
0,0 2,5 5,0 7.5 10,0
min

Figura Alll1 - Cromatograma do angustureina (S)-(37). (CHIRALCEL OD-H (250 x 4,6 mm,
10 ym): Hexano:Alcool isopropilico (80:20), detector: 254 nm, taxa de fluxo: 1,0 mL min™).



