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RESUMO

MOREIRA, Thais Altoé, D.Sc. Universidade Federal de Minas Gerais, junho de 2019.
Sintese e atividade bioldgica de butenolideos naturais e analogos. Orientador: Luiz
Claudio de Almeida Barbosa.

Os butenolideos, j-lactonas insaturadas, estdo presentes na estrutura de um grande
ndmero de produtos naturais, tais como nostoclideos, rubrolideos, fimbrolideos e
cadiolideos. Esses compostos sdo oriundos, principalmente, de metabdlitos marinhos e
apresentam uma vasta variedade de atividades bioldgicas como fungicida, antibacteriana,
antibiofilme, anti-inflamatdria, citotoxica e reguladora de germinacdo de sementes. Na
literatura, encontram-se varios estudos de sintese total, sintese de analogos e atividade
bioldgica dos butenolideos. Visando contribuir com o estudo dessa classe de compostos, o
foco deste trabalho consiste na sintese de diferentes tipos de butenolideos naturais e
analogos, além da analise de suas atividades bioldgicas.

O Capitulo 1 teve como objetivo realizar uma sintese breve e eficiente dos
rubrolideos R e S, uma vez que, os mesmos foram descobertos recentemente e
apresentaram boa atividade antioxidante e antiviral contra o virus da gripe HIN1 (Influenza
A), respectivamente. Este trabalho foi dividido em duas partes: uma para obtencdo do
rubrolideo S e outra para obtencdo de ambos os rubrolideos. As principais etapas sintéticas
sdo: bromacao do tipo Vilsmeier, condensacdo alddlica, reacdo de acoplamento cruzado de
Suzuki, seguida de desprotecdo e ciclizacdo (utilizada apenas na segunda parte). O uso
dessas metodologias permitiu, na primeira parte, a sintese do rubrolideo S em duas e trés
etapas, com, respectivamente, 52% e 64% de rendimento global a partir da 4-bromofuran-
2(5H)-ona. E, na segunda parte, a sintese dos rubrolideos R e S em trés etapas (44% de
rendimento global) e quatro etapas (41% de rendimento global) etapas, respectivamente,
também a partir da 4-bromofuran-2(5H)-ona. Um importante resultado obtido corresponde
a conversao do rubrolideo R no S por meio de uma ciclizag&o.

No Capitulo 2 foi realizada a sintese de 18 analogos aos cadiolideos, sendo que 16
desses compostos sdo inéditos. Esses analogos foram obtidos a partir de alquinos terminais
e cloretos de &cido em trés (cadiolideos metoxilados) ou quatro (cadiolideos hidroxilados)

etapas e apresentaram bons rendimentos globais que variaram de 11% a 47%. Inicialmente,



os alquinos terminais reagiram com os cloretos de acido via acoplamento de Sonogashira,
formando diferentes cetoalquinos. Estes foram submetidos a reagdo de Diels-Alder/retro-
Diels-Alder (DA/RDA), seguido de hidrdlise, para obtencdo de diversas lactonas. As
lactonas reagiram com diferentes aldeidos aromaticos formando 13 analogos aos
cadiolideos metoxilados. Finalmente, as hidroxilas dos analogos metoxilados foram
desprotegidas e 5 analogos hidroxilados foram obtidos. A etapa-chave envolve a reacdo de
DA/RDA, uma vez que, gerou produtos regiosseletivos com rendimentos de 36% a 79%.
Todos os analogos estdo sendo avaliados quanto as suas atividades antibacteriana e
antibiofilme.

No Capitulo 3 foram sintetizadas 11 lactonas e 4 lactamas, que foram avaliadas
quanto as suas atividades antibiotica e inibidora da formagdo de biofilme bacteriano. Na
rota sintética utilizada, destacam-se as reacGes de acoplamento de Suzuki, alquilidenacao e
lactamizacdo. Como a sintese desses butenolideos foi publicada anteriormente, este capitulo
teve maior enfoque em suas atividades biolégicas, que foram divididas em dois tipos de
ensaios. No primeiro ensaio, treze compostos foram analisados e oito inibiram a formacéo
de biofilmes de S. mutans, sem mostrar interferéncia significativa na viabilidade bacteriana.
Além disso, 0os mais ativos revelaram uma taxa de inibicdo de 65%. No segundo ensaio,
duas lactonas foram incorporadas em SPEEK (poli-éter-éter-cetona sulfonado), um
polimero utilizado em implantes dentérios, e suas atividades antibacteriana e antibiofilme
foram analisadas. O crescimento planctdnico de S. mutans em torno dos agentes
sPEEK/antibiofilme ndo foi afetado, mas a atividade antibiofilme aumentou
significativamente. Ainda foi analisada a atividade citotoxica e esta mostrou que
SPEEK/agentes antibiofilmes ndo apresentaram citotoxicidade, além da estrutura

SPEEK/15a-b estimular a atividade metabdlica e a proliferacdo de fibroblastos.

Palavras-Chave: Butenolideos, rubrolideos, cadiolideos, antibiofilme bacteriano,
PEEK.
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ABSTRACT

MOREIRA, Thais Altoé, D.Sc. Universidade Federal de Minas Gerais, June, 2019.
Synthesis and biological activity of natural butenolides and analogues. Adviser: Luiz
Claudio de Almeida Barbosa.

Butenolides, y~unsaturated lactones, are present in the structure of a large number of
natural products such as nostoclides, rubrolides, fimbrolides and cadiolides. These
compounds come mainly from marine metabolites and present a wide array of biological
activities as fungicide, bacterial, antibiofilm, anti-inflammatory, cytotoxic and regulating
seed germination. There are several reported studies on the total synthesis, synthesis of
analogues and biological activity of butenolides. Aiming to contribute to the study of this
class of compounds, the focus of this work is the synthesis of different types of natural
butenolides and analogues, as well as the analysis of their biological activities.

Chapter 1 had as its objective the accomplishment of a brief and efficient synthesis
of rubrolides R and S, since they were first isolated in 2014, and showed good antioxidant
activity and antiviral activity against HIN1 influenza virus (Influenza A), respectively. This
work was divided in two parts: one to obtain rubrolide S and another to obtain both
rubrolides (R and S). The main synthetic steps are: Vilsmeier type bromination, aldol
condensation, Suzuki cross coupling reaction followed by deprotection and cyclization
(used only in the second part). The use of these methodologies allowed in the first part the
synthesis of rubrolide S in 2 and 3 steps, respectively 52% and 64% overall yield from 4-
bromofuran-2(5H)-one. And in the second part, the synthesis of rubrolides R and S in 3
(44% overall yield) and 4 (41% overall yield) steps, respectively, also from 4-bromofuran-
2(5H)-one. An important result was the conversion of rubrolide R into S by cyclization.

In Chapter 2 the synthesis of 18 analogues to the cadiolides was carried out and 16
of which are unpublished. These compounds were obtained from terminal alkynes and acid
chlorides in three (methoxylated cadiolides) or four (hydroxylated cadiolides) steps and
showed good overall yields ranging from 11% to 47%. Initially, the terminal alkynes
reacted with the acid chlorides by Sonogashira coupling, forming different ketoalkynes.
These were subjected to Diels-Alder/retro-Diels-Alder reaction (DA/RDA), followed by

hydrolysis, to obtain various lactones. The lactones were reacted with different aromatic
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aldehydes to form 13 analogues to the methoxylated cadiolides. Finally, the hydroxyls of
the methoxylated analogues were deprotected and 5 hydroxylated analogs were obtained.
The key step involves the DA/RDA reaction, since it generated regioselective products with
yields amoung 36% to 79%. All analogues are being evaluated for their bacterial and
antibiofilm activities.

In Chapter 3 were synthesized 11 lactones, 4 lactams, and these compounds were
evaluated for their antibiotic and inhibitory activities of bacterial biofilm formation. In the
synthetic route used, we highlight the Suzuki coupling, alkylidation and lactamization
reactions. As the synthesis of these butenolides has already been published, this chapter had
a greater focus on its biological activities, which were divided into two types of assay. In
the first assay thirteen compounds were analyzed and eight were active against S. mutans
biofilms without showing significant interference in bacterial viability. In addition, the
more active showed an inhibition rate of 65%. In the second trial two lactones were
incorporated into SPEEK (sulfonated poly-ether-ether-ketone), a polymer used in dental
implants, and its bacterial and antibiofilm activities were analyzed. The planktonic growth
of S. mutans around the sPEEK/antibiofilm agents was not affected, however, the
antibiofilm activity increased significantly. Cytotoxic activity was still analyzed and this
showed that sPEEK/antibiofilm agents did not present cytotoxicity, in addition to
SPEEK/15a-b structure stimulate metabolic activity and fibroblast proliferation.

Keywords: Butenolides, rubrolides, cadiolides, bacterial antibiofilm, PEEK.
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INTRODUC;AO GERAL
1. INTRODUCAO

Os produtos naturais e suas estruturas moleculares tém uma longa tradicdo como
valiosos pontos de partida para a quimica medicinal e para a descoberta de farmacos
(Rodrigues et al., 2016). A natureza tem fornecido abundantes fontes de produtos naturais
que foram utilizados como produtos comerciais para a medicina humana, a satde animal e
a protecdo das culturas de plantas (Katz e Baltz, 2016).

A quimica auxilia na descoberta de compostos bioativos oriundos da natureza, além
de realizar estudos capazes de sintetizar, modificar e melhorar as atividades bioldgicas de
tais compostos, a fim de serem empregados no combate a diversas enfermidades existentes
(Katz e Baltz, 2016).

Em 2016, a organizacdo Mundial da Saide (OMS) chamou atencdo para a
resisténcia dos microrganismos a varios farmacos em todo o mundo (OMS, 2016), uma vez
que, essa resisténcia ameaca a prevencdo e o tratamento eficaz de uma gama de infecgdes
causadas por bactérias, parasitas, virus e fungos, tornando-se uma ameaca global para a
salde publica (Boukouvalas e Thibault, 2015). Segundo o diretor assistente geral de
seguranca de saude da OMS, infeccGes comuns e que causavam poucos danos agora podem
matar e, nenhum pais - nem rico, nem pobre - esta suficientemente protegido contra a
chegada de uma doenca nova a seu territdrio e as perturbacdes que isso pode causar (OMS,
2016). Com isso, os pesquisadores tém intensificado as buscas por novos compostos
capazes de combater os microrganismos resistentes a farmacos utilizados atualmente.

Os butenolideos sdo produtos naturais e correspondem a j-lactonas insaturadas,
podendo apresentar anéis de dois tipos, como mostrados na Figura 1 (Barbosa et al., 2010).

LN BN
o O o O

A3-butenolideos A*-butenolideos
Figura 1 - Estrutura geral dos anéis presentes nos butenolideos.

Quando um grupo alquilideno esta presente na posicdo y de A3-butenolideos (Figura

1), tém-se os j-alquilidenobutenolideos (Figura 2, pg. 2). Os nostoclideos (Xuemin et al.,



1993), rubrolideos (Miao e Andersen, 1991), fimbrolideos (Givskov et al., 1996) e
cadiolideos (Smith et al., 1998) sdo exemplos de j~alquilidenobutenolideos (Figura 2).

Os butenolideos estdo presentes na estrutura de um grande nimero de produtos
naturais, como nostoclideos (Xuemin et al., 1993), rubrolideos (Miao e Andersen, 1991),
fimbrolideos (Givskov et al., 1996) e cadiolideos (Smith et al., 1998) (Figura 2). Esses
produtos naturais foram isolados principalmente de esponjas, algas e metabolitos marinhos
(Souza, 2005; Kuang et al., 2008). Além disso, os butenolideos exibem uma variedade de
atividades bioldgicas e tém sido considerados potenciais agentes anticancer (EI-Tombary et
al., 2011; Ortega et al., 2000), bactericidas (Miao e Andersen, 1991; Wang et al., 2012;
Sikorska et al., 2012), fungicidas (Kumar et al., 2013), anti-inflamatérios (Pearce et al.,
2007), antioxidantes (Weber et al., 2002), reguladores da germinagédo de sementes (Flematti
et al., 2004), inibidores da aldose redutase (Manzanaro et al., 2006; Boukouvalas e
McCann, 2010) e inibidores seletivos da proteina fosfatase 1 e 2A (Miao e Andersen,
1991).

R1B R?
— O
Y
= (e} (o)
R3

R1
Br,

R2
= o Yo
3

Fimbrolideos Nostoclideos Rubrolideos Cadiolideos

Figura 2 - Estruturas gerais dos palquilidenobutenolideos, nostoclideos, rubrolideos,
fimbrolideos e cadiolideos.

Durante as Gltimas décadas foi descoberto um grande numero de butenolideos e j-
alquilidenobutenolideos de origem natural e muitos compostos sintéticos foram também
obtidos (Figura 3, pg. 3). Muitos deles apresentam interessantes atividades biologicas. Ha
pouco tempo, o butenolideo rofecoxibe (1) mereceu destaque no noticiario nacional e
internacional. Produzida e comercializada pela Merck com o nome de Vioxx®, essa
substancia corresponde a um poderoso anti-inflamatério (Pirlamarla e Bond, 2016).

Entretanto, o Vioxx® foi retirado do mercado em 2004 devido ao risco cardiovascular
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associado ao uso cronico por mais de 18 meses (Magalhaes et al., 2012). Outro importante
butenolideo é o flupiradifurona (2), ingrediente ativo de um inseticida vendido pela Bayer e
conhecido comercialmente como Sivanto, um eficiente inseticida contra um amplo espectro
de insetos de succdo, tais como moscas brancas (Jeschke et al., 2015). O butenolideo 3
também é um composto poderoso, é um agente anti-HIV (Boukouvalas e Marion, 2006). O
rubrolideo S (4), descoberto h& cinco anos, apresentou atividade viral compardvel ou
superior a da ribavirina, um medicamento comercial anti-influenza A (HLN1) (Zhu et al.,
2014). Os goniobutenolideos A (5) e B (6) exibem atividade citotoxica, sendo o
goniobutenolideo B mais ativo que o A contra a maioria das células testadas. Por exemplo,
0 goniobutenolideo B apresentou Clso = 0,91 pg/mL contra A-549 (células epiteliais
alveolares humanas), enquanto o goniobutenolideo A apresentou Clsg = 3,73 pg/mL para a
mesma célula (Fang et al., 1991). Os fimbrolideos 7a e 7b apresentaram atividade inibitoria
contra a formacéo de biofilme e expresséo da viruléncia de bactérias (Givskov et al., 1996)

e o lissoclinolideo 8 possui atividade antibiotica (Davidson e Ireland, 1990).
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Figura 3 - Estruturas especificas de butenolideos biologicamente ativos.

Frente aos atuais problemas de salde, a necessidade de busca por novos farmacos e
o0 potencial medicinal dos produtos naturais, dissertaremos aqui sobre a sintese de

compostos bioativos inspirados em produtos naturais da familia dos butenolideos. Para
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cumprir tal objetivo, esse projeto foi dividido em 3 capitulos. O Capitulo 1 tratara da
sintese dos rubrolideos R e S devido a recente descoberta desses compostos (5 anos atras) e
suas importantes atividades antioxidante e antiviral. O Capitulo 2 envolvera a sintese de
novos analogos aos cadiolideos, uma vez que, cadiolideos naturais e analogos vem
apresentando diversas atividades biologicas importantes, principalmente, atividade
antibiofilme bacteriano. O terceiro Capitulo vai abranger a sintese de y~alquilidenolactonas
e lactamas derivadas, além dos resultados apresentados por esses compostos como
inibidores da formacéo de biofilme bacteriano.
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CAPITULO 1
SINTESE TOTAL DOS RUBROLIDEOSR e S

1.1. INTRODUCAO
1.1.1. Rubrolideos

Os rubrolideos sdo produtos naturais biologicamente ativos, oriundos
principalmente de metabdlitos marinhos (Bellina et al., 2001). Desde 1991, foram isolados
22 diferentes rubrolideos (A-S, 3’’-bromorubrolideo F, 3’-bromorubrolideo E 3°,3’-
dibromorubrolideo E).

Em 1991, os primeiros rubrolideos foram descobertos e denominados rubrolideos
A-H (Figura 1.1). Esses compostos foram isolados da ascidia marinha Ritterella rubra e
apresentam elevada atividade antibidtica contra Staphylococcus aureus (Miao e Andersen,
1991). Posteriormente, o rubrolideo A também foi isolado da ascidia Synoicum prunum por
Carroll et al. (1999) e da ascidia do género Botryllus por Smith et al. (1998). Nesse ultimo
trabalho, o rubrolideo A foi encontrado como mistura de isdmeros E/Z na proporgao 3:1.

Em 2000, seis novos membros da familia dos rubrolideos foram isolados da ascidia
marinha Synoicum blochmanni, por Ortega e colaboradores. Essas substancias foram
caracterizadas como rubrolideos I-N (Figura 1.1) e mostraram significante citotoxicidade

contra algumas linhagens de células tumorais.
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Rubrolideos A-F Rubrolideos G e H Rubrolideos I-N
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F: R=Me, X=Y=Z=H N: X=W=H, Y=ClI, Z=Br

Figura 1.1 - Formulas estruturais dos rubrolideos A-N.



O rubrolideo O (Figura 1.2) foi isolado em 2007 (Pearce et al.) da ascidia Synoicum
n. sp. e apresentou atividade anti-inflamatdria, o que ndo era precedente nesse grupo de
metabdlitos ativos. Os rubrolideos P e Q (Figura 1.2) foram isolados em 2012 do tunicato
Pseudodistoma antiboja por Wang et al. No mesmo ano, o rubrolideo Q foi isolado por
outro grupo de pesquisa, Sikorska e colaboradores (2012), juntamente com os rubrolideos
3>’-bromorubrolideo F, 3’-bromorubrolideo E e 3°,3”’-dibromorubrolideo E (Figura
1.2).

Rubrolideo O: X=Y=W=Br, R=
Rubrolideo P: Y=W=Br, X=
Rubrolideo Q: W=Br, X=Y=
3"-bromorubrolideo F: Y=
3'-bromorubrolideo E: W=Br, X=Y=R=H (Z)
3',3"-dibromorubrolideo E: X=W=Br, Y=R=H (2)

Figura 1.2 - FOrmulas estruturais dos rubrolideos O-Q, 3’’-bromorubrolideo F, 3’-
bromorubrolideo E e 3°,3”’-dibromorubrolideo E.

Em 2014, os rubrolideos R e S (Figura 1.3) foram isolados do fungo marinho
Aspergillus terreus OUCMDZ-1925 pelo grupo de pesquisa de Zhu e colaboradores (2014).
Ambos os rubrolideos apresentaram atividades comparaveis ou superiores a de farmacos
comerciais. O rubrolideo R foi destacado como um bom antioxidante (Clso = 1,33 uM),
sendo comparado aos farmacos trolox (Clso = 2,04 uM) e acido ascérbico (Clso = 2,85 uM).
Por outro lado, o rubrolideo S (Clso = 87,1 uM) apresentou atividade viral superior a da
ribavirina (Clso = 118,8 uM), um medicamento comercial anti-influenza A (H1N1).

HO HO
7 e} ) = e) (0]
HO (@)
NS
Rubrolideo R Rubrolideo S

Figura 1.3 - Formulas estruturais dos rubrolideos R e S.



1.1.2. Estudos sintéticos envolvendo os rubrolideos R e S

O recente isolamento dos rubrolideos R e S (2014) e suas significativas atividades
bioldgicas encorajaram a comunidade quimica a buscar uma rota sintética breve e eficiente
para obtengéo desses produtos naturais.

Como ainda n&o havia publicacéo sobre a sintese dos rubrolideos R e S, no inicio de
2016 propusemos uma rota sintética a fim de obter esses produtos naturais. Alcan¢camos 0s
produtos finais no final do ano de 2016, mas no inicio de 2017 dois outros grupos de
pesquisa publicaram a sintese das mesmas substancias (Damodar et al., 2017; Schacht et
al., 2017).

Damodar e colaboradores (2017) publicaram a primeira sintese total para obtencao
dos rubrolideos R e S (Esquema 1.1, pg. 9). Ambos foram obtidos em 6 etapas, partindo da
4-metoxiacetofenona (1), disponivel comercialmente. O rubrolideo R foi obtido com
rendimento global de 14%, e o rubrolideo S com 35%.

Inicialmente (Esquema 1.1, pg. 9), a 4-metoxiacetofenona (1) reagiu com
fosfonoacetato de trimetila via reacdo de Wittig-Horner para obter o éster 2 com 83% de
rendimento. O éster 2 foi entdo convertido na lactona 3 (73% de rendimento) por meio de
uma ciclizacdo oxidativa induzida por SeO.. Essa lactona foi desprotegida, fornecendo 4
(97% de rendimento), que foi posteriormente protegida, formando 5 com 91% de
rendimento. O intermediario 5 foi utilizado na obtencdo dos rubrolideos R e S. O composto
5 reagiu com o aldeido 11 via condensacdo de Knoevenagel, resultando em 6 (51% de
rendimento), que foi desprotegido para formar o rubrolideo R (51% de rendimento). Por
outro lado, o composto 5 reagiu com o aldeido 12 (condensacdo de Knoevenagel),
resultando em 7 (70% de rendimento), que foi desprotegido para formar o rubrolideo S
(95% de rendimento). Os aldeidos 11 e 12 foram obtidos a partir do 4-hidroxibenzaldeido
(8). Esse aldeido foi submetido a uma alilagdo catalisada por paladio na presenca de
carbonato de tert-butil-2-metilbut-3-en-2-ila (ndo disponivel comercialmente e sintetizado a
partir de Boc20), formando 9 (80% de rendimento), seqguida do rearranjo de Claisen para
formar 10 (88% de rendimento). O intermediario 10 foi protegido com EOM (cloreto de
etoximetil) para fornecer o aldeido 11 (69% de rendimento), e posteriormente 10 foi
submetido a uma ciclizagcdo com acido p-toluenossulfonico para fornecer o aldeido 12 (90%

de rendimento).



: i 6: R=EOM ¢ 7: R=EOM
e Rubrolideo R: R=H Rubrolideo S: R=H

Esquema 1.1 - Reagentes e condicdes: (a) fosfonoacetato de trimetila, NaH, 0 °C, 30 min;
25 °C, 14 h, 83%); (b) SeO, 1,4-dioxano, refluxo, 3 h, 73%; (c) BBrs, -78 °C - 25 °C, 24 h,
97%; (d) EOM-CI, K2COs, TBAI, 0 °C - 25 °C, 15 h, 91%); (e) 11 ou 12, piperidina, MeOH,
25-30 °C, 15 h, 51% (6), 70% (7); (f) resina Dowex, MeOH, 35 °C, 24 h, 51% (rubrolideo
R), 95% (rubrolideo S); (g) carbonato de tert-butil-2-metilbut-3-en-2-ila, Pd(PPhs)s, THF,
4 °C, 12 h, 80%; (h) N,N-dietilanilina, microondas, 250 °C, 1 h, 88%; (i) EOM-CI, K>CQOg,
TBAI, 0°C - 25°C, 20 h, 69%; (j) p-TsOH.H20, tolueno, refluxo, 2 h, 90%.

No trabalho de Schacht et al. (2017), os rubrolideos R e S foram obtidos em 3
etapas e com rendimento global de 54 e 56%, respectivamente, a partir do acido tetrénico

(13), disponivel comercialmente (Esquema 1.2, pg. 10).
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Esquema 1.2 - Reagentes e condicdes: (a) EtsN, Tf.0, DCM, 0 °C - 25 °C, 2 h, 90%; (b)
acido 4-hidroxifenilborénico, Pd(PPhs)s, Na2COs, 1,4-dioxano, 70 °C, 16 h, 95%; (c)
TBDMSOTTf, DIPEA, DMF, 25 °C, 1 h; 10 ou 12, DMF, 2 h; DBU, 120 °C, 5 h; H:0,
DBU, 25 °C, 16 h, 63% (rubrolideo R), 66% (rubrolideo S); (d) carbonato de tert-butil-2-
metilbut-3-en-2-ila, Pd(PPhs)s, THF, 4 °C, 16 h, 80%; (e) DMF, microondas, 180 °C, 45
min, 88%; (f) isopreno, HaPOs, éter de petroleo, 25 °C, 16 h, 52%.

O é&cido tetronico (13) foi convertido no triflato de vinila 14 (90% de rendimento)
(Esquema 1.2). Este, por sua vez, foi submetido a uma reagdo de acoplamento de Suzuki na
presenca de 4&cido 4-hidroxifenilborénico e catalisador de paladio, formando o
intermediario 15 com 95% de rendimento. Por meio de uma reacdo de alquilidenacédo, 15
reagiu com o aldeido 10 para preparacdo do rubrolideo R (63% de rendimento), e com o
aldeido 12 para obtencédo do rubrolideo S (66% de rendimento). Os aldeidos 10 e 12 foram
obtidos a partir do 4-hidroxibenzaldeido (8). Esse aldeido foi submetido a uma alilacéo
catalisada por paladio na presenga de carbonato de tert-butil-2-metilbut-3-en-2-ila (ndo
disponivel comercialmente e sintetizado a partir de Boc20), formando 9 (80% de
rendimento), seguida do rearranjo de Claisen para formar 10 (88% de rendimento).
Entretanto, o aldeido 12 foi obtido a partir de 8 por uma condensacao catalisada por acido
(52% de rendimento).
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A proposta de sintese para a preparacdo dos rubrolideos R e S, desenvolvida nesse
trabalho, abrange duas rotas sintéticas: uma para obtencdo do rubrolideo S (Esquema 1.3) e
outra para obtencédo do rubrolideo R, e consequentemente do S pois envolve a conversdo do
R no S (Esquema 1.4). No Esquema 1.3 é apresentada a analise retrossintética para a
obtencdo apenas do rubrolideo S em 2 ou 3 etapas a partir da lactona 16, disponivel
comercialmente. As etapas-chave dessa sintese envolvem a reacdo de alquilidenacéo e a
reacdo de acoplamento de Suzuki.

HO
Br
= 0 e — o o)
Acoplamento de Ar—CHO Br
Suzuki Alquilidenacao 21
f— —
o Desprotegao o) 0" O
16
Rubrolideo S 17

Esquema 1.3 - Andlise retrossintética para a obtencéo do rubrolideo S.

No Esquema 1.4 é apresentada a analise retrossintética planejada para a obtencao
dos rubrolideos R e S em trés e quatro etapas, respectivamente, a partir da lactona 16,
disponivel comercialmente. As etapas-chave dessa sintese envolvem a reacdo de
alquilidenagéo, a reacdo de acoplamento de Suzuki e uma ciclizagdo intramolecular para

conversao do rubrolideo R no S.

HO HO

W W .

/OO /OO /OO

Br
o Acoplamento Ar—CHO —

Ciclizagao de Suzuki Alquilidenagdo

> > _ o~ "0
3 HO Desprotecao RO 16

N NS
18

Rubrolideo S Rubrolideo R

Esquema 1.4 - Analise retrossintética para a obtengéo dos rubrolideos R e S.
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1.2. OBJETIVOS E ESTRATEGIAS

O presente trabalho visa realizar a sintese total dos rubrolideos R e S (Figura 1.4),
de forma breve, eficiente e inédita, frente a recente descoberta dos mesmos e aos resultados
positivos descritos quanto as suas atividades bioldgicas. A fim de alcancar os objetivos
acima, a pesquisa foi dividida em duas partes. Na primeira parte, foi desenvolvida uma rota
sintética com o intuito de obter apenas o rubrolideo S (Esquema 1.3, pg. 11). Na segunda
parte, 0 objetivo € sintetizar o rubrolideo R, e consequentemente o S, pois a Ultima etapa

dessa rota sintética envolve a conversdo do R em S (Esquema 1.4, pg. 11).

HO HO
~ 0 0] ~ 0 @)
HO (@)
X
Rubrolideo R Rubrolideo S

Figura 1.4 - Estruturas dos rubrolideos R e S.
1.3. RESULTADOS E DISCUSSOES
1.3.1. Rota sintética visando obtenc¢do do rubrolideo S

Para a obtencdo do rubrolideo S, foi proposta uma rota sintética a partir da lactona
4-bromofuran-2(5H)-ona (16) e do 4-hidroxibenzaldeido (8), compostos disponiveis

comercialmente (Esquema 1.5, pg. 13).
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Esquema 1.5 - Rota sintética desenvolvida para obtencdo do rubrolideo S.

Apesar da lactona 16 estar disponivel comercialmente, esta foi sintetizada, uma vez
que possuiamos uma grande quantidade do seu precursor. Dessa forma, a 4-bromofuran-
2(5H)-ona (16) foi preparada por meio da bromacdo inspirada na reacdo de Vilsmeier
(Esquema 1.5). Utilizou-se acido p-tetrénico (13), brometo de oxalila, dimetilformamida e
diclorometano. A substancia 16 foi obtida com 86% de rendimento (Boukouvalas et al.,
1998; Jas, 1991; Lattmann e Hoffmann, 1996).

Para obtencdo do 2,2-dimetilcroman-6-carbaldeido (12) (51% de rendimento), foi

realizada uma condensacdo catalisada por &cido com isopreno, 4-hidroxibenzaldeido (8),
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acido fosforico e éter dietilico, na temperatura do ambiente (25 °C) em 16 h (Esquema 1.5,
pg. 13) (Tripathi et al., 2011).
Com o derivado p-bromado do &cido tetrénico (16) e o aldeido 12, foi possivel

realizar a reacdo de alquilidenacdo para obtencao do intermediario inédito 17 (Esquema 1.5,
pg. 13).

1.3.1.1. Sintese de 17 via reacéo de alquilidenagdo

Utilizando a lactona 16 e o aldeido 12, preparados anteriormente (item 1.3.1, pg.
12), foi possivel obter o intermedidrio 17 com 70% de rendimento via reacdo de
alquilidenacéo, desenvolvida pelo grupo de pesquisa de Boukouvalas (Esquema 1.5, pg. 13)
(Boukouvalas et al., 2007).

Na sintese de 17 (Esquema 1.5, pg. 13), uma solucéo de diclorometano anidro da 4-
bromofuran-2(5H)-ona 16 foi tratada com TBDMSOTTf e DIPEA. Essa mistura reacional
foi agitada por 30 min. a 0 °C. Posteriormente, foi adicionado o aldeido 12 e a solugdo foi
agitada por mais 1 h a -78 °C. A seguir, a mistura reacional foi tratada com DBU e mantida
na temperatura do ambiente (25 °C) por mais 3 h para preparar o intermediario 17.

No Esquema 1.6 (pg. 15) é apresentada uma proposta de mecanismo para essa
metodologia de alquilidenacgdo (Teixeira, 2008). A principio, ocorre um ataque dos pares de
elétrons do oxigénio da carbonila da lactona 16 ao TBDMSOTT, com eliminag¢do do bom
grupo abandonador triflato. A seguir, a DIPEA captura um dos hidrogénios H-5 do
intermediario anterior, levando a formacao in situ do éter de silila, que na etapa seguinte
ataca a carbonila do aldeido, resultando na formacdo dos intermediarios aldélicos
correspondentes, ndo isolados. Essa etapa ocorre via regeneracdo do &cido de Lewis
TBDMSOTH, pois o silicio sofre ataque nucleofilico do ion triflato (Clayden et al., 2001).
A eliminacdo do grupo tert-butildimetilsililoxila a partir desses adutos ocorreu
empregando-se DBU.

O composto 17 deve apresentar configuracdo Z, uma vez que, em trabalhos
anteriores de sintese de nostoclideos e substancias analogas foi verificada alta
diastereosseletividade na etapa de alquilidenagéo (Teixeira et al., 2007; Pereira et al.,
2014a; Pereira et al., 2014b). Nesses trabalhos, a eliminagdo do grupo tert-

butildimetilsililoxila, que ocorre na presenca da base DBU, resulta na formacdo do

14



estereoisdmero com configuracdo Z para a ligacdo dupla exociclica (Boukouvalas et al.,
1994; Teixeira et al., 2008). Segundo Boukouvalas e colaboradores (2007), isso pode
ocorrer devido a presenca de um grupo volumoso na posicao £ do anel lactonico. Além
disso, as ligacdes de hidrogénio intramoleculares ndo classicas entre 0 atomo de oxigénio
do ndcleo ylacténico e os hidrogénios ligados na posicao orto do anel benzilideno devem
exercer papel importante para a formacdo preferencial do isémero Z (Esquema 1.6)
(Teixeira, 2008).

Br

16 0
8= iji
| C |
DBU !
Br.
“Ng~ 0
= s
o
\\/ TBDMSO
R 17

Esquema 1.6 - Proposta de mecanismo da reagdo de alquilidenagdo para formagédo do
composto 17.

A p-alquilideno-j-lactona inédita 17 foi caracterizada pelas analises dos dados de
espectroscopicos (IV, RMN) e massas de alta resolucdo. Para 17, a massa exata encontrada
experimentalmente foi de 335,0266 u.m.a., correspondente a férmula molecular
C16H16BrO3 [M+H]*, cujo valor de massa calculado é 335,0277 u.m.a. O espectro no IV de
17 (Figura 1.5, pg. 16) apresentou uma banda em 3129 cm™, referente ao estiramento da
ligacdo C-H de carbono sp? e duas bandas em 2930 e 2975 cm™, referente ao estiramento
da ligagdo C-H de carbono sp®. A presenca de uma banda de forte absorcio observada em

1761 cm™ confirma a presenca do grupo carbonila caracteristico de lactona a, -insaturada.
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No espectro de RMN de *H de 17 (Figura 1.6, pg. 17), destacam-se dois simpletos
integrados para um atomo de hidrogénio: um em 66,29, referente ao H-3 ligado a posi¢éo a
da lactona, e outro em & 6,32, referente ao H-6 ligado a ligacdo dupla exociclica. Pode-se
observar também um simpleto integrado para seis 4&tomos de hidrogénio em & 1,36,
correspondente as metilas ligadas ao cromano (H-11°/H-12"). Os dois tripletos em 61,83 e
2,81, cada um integrado para dois atomos de hidrogénios, foram atribuidos aos hidrogénios
H-3’ e H-4’, respectivamente. E 0s sinais correspondentes aos hidrogénios ligados ao anel
benzénico aparecem em 66,81 (H-8”), 67,53 (H-7") e 67,62 (H-5). A analise do mapa de
contornos COSY (Figura 1.7, pg. 17) contribuiu para a determinacao desses sinais.

Os sinais no espectro de RMN de 3C de 17 (Figura 1.8, pg. 18) foram atribuidos
com auxilio da técnica bidimensional HMQC (Figura 1.9, pg. 18). O sinal mais afastado do
TMS foi aquele referente ao carbono da carbonila em 6167,7. Outro sinal importante para
identificacdo desse composto refere-se aos carbonos das metilas C-11°/C-12° em um
mesmo deslocamento quimico, ¢ 27,0. Pode-se observar também os sinais referentes aos
carbonos que pertencem ao anel benzénico, em 6 118,0 (C-8’), 6121,6 (C-6’), 6123,9 (C-
10°), 5131,0 (C-7) e 5132,7 (C-5).
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Figura 1.5 - Espectro no IV (filme em NaCl/transmitancia) do composto 17.
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Figura 1.6 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCl3) do composto 17.
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Figura 1.7 - Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDCl3) do composto 17.
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1.3.1.2. Sintese do rubrolideo S empregando a reacao de Suzuki

O rubrolideo S foi obtido por duas diferentes estratégias a partir do intermediario 17
(Esquema 1.5, pg. 13). A primeira envolveu a reacdo de 17 com o acido borénico I (acido
4-metoxifenilbordnico) por meio da reacdo de acoplamento de Suzuki, formando 18 (91%
de rendimento), que foi desprotegido, fornecendo o rubrolideo S (rendimento quantitativo).
Na segunda estratégia, 17 reagiu com o &cido borénico II (&cido 4-hidroxifenilborénico)
por intermédio da reacdo de acoplamento de Suzuki, formando diretamente o rubrolideo S
(74% de rendimento) (Esquema 1.5, pg. 13).

Para obtencdo do intermediario 18 a partir de 17, foram testadas seis diferentes
metodologias de acoplamento de Suzuki (Métodos 1-6; Tabela 1.1, pg. 20). As
metodologias 1, 2, 3, 4, 5 e 6 foram baseadas, respectivamente, nos trabalhos de Zhang et
al. (2009), Bellina et al. (2001), Zhang et al. (2002), Boukouvalas et al. (2005), Harada et
al. (2014) e Chen et al. (2009).

E para obtencdo do rubrolideo S diretamente a partir de 17, utilizaram-se trés
diferentes metodologias de acoplamento de Suzuki (Métodos 3, 5 e 6). O método 3 foi
escolhido por ter sido o mais eficiente na preparacdo de 18, e os métodos 5 e 6 foram
selecionados devido aos seus bons resultados relatados na literatura para acoplamento de

Suzuki utilizando o acido 4-hidroxifenilbordnico.
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Tabela 1.1 - Produtos 18 e rubrolideo S, as diferentes metodologias utilizadas para serem obtidos e seus respectivos rendimentos

RO

B(OH),

acido boroénico I: R=Me
acido borodnico II: R=H

18 R=Me
Rubrolideo S: R=H

Condigdes
Reacéo Método Acido bordnico B;‘:‘? dgu Catalisador Ligante CTF Solvente Temperatura Cmgﬁ;;’“"
(equiv.) (equiv.) (equiv.) (equiv.) (equiv.) (°C)/Tempo (h)
1 1 1(12) CsF (3) Pdc('oz(g;m)z - '(30”40';)')' Tolueno-H0 1:1 110/36 (ég)
AsPhs 18
2 2 1,2 Ag20 (3 PdCI2(CHsCN)2 = THF 70/36
1(1,2) 920 (3) 0.05) (0,05) (85)
BnEt:NCI 18
3 3 1(2 CsF (2,7 PdCl2(PPhs)2 - Tolueno-Hz0 1:1 25/36
& G (0,05) (0,05) z (91)
4 4 1(1,6) Ag:0 (1,6)  PdCI(PhCN)2  AsPhs(0,06) - THF-H20 1:0,15 25136 ég
(0,03) (83)
DPPF 18
5 5 2 K2CO3 (6 Pd(OAc)2 - THF 70 /36
e . 02) 02) (60)
SPhos 1,4-dioxano-H20 18
6 6 1,2 KF (5 Pdz(dba)s - ’ 110/36
[@2) ®) 0,02 equiv. (0,16) 10:1 (75)
BNnEt:NCI S
7 3 M@ CsF (2,7 PdCl2(PPhs). - Tolueno-H20 1:1 110/36
@ @0 (0,05) (0,05) z (74)
DPPF S
8 5 (2 K2COs (6 Pd(OAc)2 - THF 70/36
@ %0s(6) 02) 02) (54)
SPhos 1,4-dioxano-H20 S
9 6 1,2 KF (5 Pd2(dba)s - * 110/36
I (1,2) 5 0.02) (0,16) 10:1 (53)

S = Rubrolideo S

20



Nessa estratégia, o rubrolideo S foi obtido a partir de 17, na presenca do acido
boroénico II, em apenas 1 etapa e com 52% rendimento global. No entanto, na presenca do
acido borénico I, o rubrolideo S foi obtido a partir de 17 em 2 etapas (acoplamento de
Suzuki e desprotecdo) e com maior rendimento global, 64%.

O acoplamento cruzado de Suzuki foi escolhido, uma vez que é considerado um dos
métodos de catélise por metais de transicdo mais Uteis para formacéo de ligacdo carbono-
carbono (Rossi et al., 2011). Essa escolha se deve a varios fatores, que incluem: (i)
tolerancia a diversos grupos funcionais; (ii) os &cidos organobordnicos sdo estaveis ao
aquecimento, agua e ar, além de serem disponiveis comercialmente; (iii) os subprodutos
contendo boro sdo facilmente separados da mistura reacional; e (iv) 0os compostos
organoboranos sdo degradados em produtos ambientalmente seguros (Kdrti e Czakd, 2005;
Suzuki, 2005; Suzuki, 2011).

O ciclo catalitico geral proposto para o acoplamento de Suzuki esta apresentado no
Esquema 1.7 (pg. 22) (Kdrti e Czako, 2005). Inicialmente, uma espécie catalitica de paladio
no seu estado zero de oxidacdo reage com um eletréfilo organico via reacdo de adicdo
oxidativa, quebrando a ligacdo covalente do eletrofilo organico e levando a formacao de um
complexo organometalico de paladio (elevando seu nimero de oxidacdo em 2 unidades).
Para que a etapa seguinte ocorra é necessario que a base se coordene ao boro, formando um
complexo que gera um aumento na nucleofilia do grupo organico ligado ao acido borénico.
Isso facilita a transferéncia desse grupo organico para o paladio na substituicdo de X na
etapa de transmetalacdo, formando, assim, um novo complexo organometélico de paladio,
que segue o ciclo. Vale ressaltar que a transmetalacdo ndo ocorre facilmente, devido a baixa
nucleofilia do organoborano (Harada et al., 2014). A dltima etapa consiste em uma
eliminacdo redutiva, na qual se forma uma nova ligacdo C-C. Nessa etapa, o metal de
transicdo volta ao estado de oxidagdo original, regenerando o catalisador de paladio (0), e

este pode sofrer nova adi¢do oxidativa, que dara inicio a um novo ciclo.
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Pd(II)L,

eliminacao redutiva ¢ adicao oxidativa
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OR R*BR), ~—— +
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Esquema 1.7 - Ciclo catalitico geral da reacdo de acoplamento de Suzuki (Kurti e Czako,
2005).

Apesar do mecanismo da adicdo oxidativa e da eliminacdo redutiva serem
razoavelmente bem entendidos, pouco se sabe sobre a transmetalacéo, pois 0 mecanismo é
dependente das condicdes reacionais ou do organometalico usado no acoplamento (Miyaura
e Suzuki, 1995). Apesar disso, alguns reagentes utilizados nesse acoplamento auxiliam na
explicacdo do mesmo.

Como mencionado anteriormente, neste projeto foram testadas seis metodologias
diferentes para a reacdo de acoplamento de Suzuki, sendo utilizados diferentes reagentes
para cada uma (Tabela 1.1, pg. 20). Em todas as metodologias foi utilizado o0 mesmo
eletrofilo orgéanico, a (Z)-4-bromo-5-((2,2-dimetilcroman-6-il)metileno)furan-2(5H)-ona
(17), como material de partida. Os acidos borbnicos usados foram o acido 4-
metoxifenilborénico, a fim de se obter o intermediario 18 e o acido 4-hidroxiborénico, para
se obter o rubrolideo S. As bases utilizadas também foram diversificadas de acordo com
cada metodologia, sendo elas: CsF, Ko2CO3z e KF. E em duas metodologias foi utilizado

Ag.0 em vez de base.
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Iniciaremos uma analise aprofundada dessa reacéo pela etapa de adicdo oxidativa.
Nessa etapa, foi utilizado como eletréfilo o composto 17, que possui um bromo ligado a
uma ligacdo dupla, o que facilita a adigdo oxidativa, uma vez que nesses acoplamentos
cruzados a ordem relativa de reatividade dos haletos de arila s&o Arl > ArBr > ArCl > ArF
(Rossi et al., 2011). Essa ordem esta relacionada a forca da ligacdo Ar-X, que aumenta com
a diminuicdo do raio do halogénio e dificulta a ocorréncia da adigdo oxidativa (Rossi et al.,
2011).

Na etapa de transmetalacdo, usualmente acidos arilbordnicos deficientes em elétrons
sdo menos nucleofilicos e transmetalam a uma taxa mais lenta do que acidos arilbordnicos
ricos em elétrons (Barder et al., 2005). Como neste trabalho foram utilizados &cidos
arilbordnicos ricos em elétrons, como o &cido 4-metoxifenilborénico e o é&cido 4-
hidroxibordnico, pode-se inferir que essa etapa de transmetalacéo foi facilitada.

Normalmente, as bases mais utilizadas no acoplamento de Suzuki sdo Na;COs,
Ba(OH)., K3zPO4, Cs,CO3, K2CO3, KF e NaOH, mas sua escolha é empirica (Kotha et al.,
2002). Logo, ndo existe até entdo uma explicacdo concreta a respeito da melhor base a ser
utilizada nesse tipo de acoplamento, tanto que a etapa de transmetalacdo nao é muito
entendida até hoje, e é dependente das condi¢des reacionais e do organometalico utilizado,
ou seja, do conjunto metodoldgico utilizado.

Correlacionando os resultados obtidos em cada metodologia empregada neste
trabalho (Tabela 1.1, pg. 20) e o que se sabe sobre cada etapa do acoplamento de Suzuki
mencionado acima, observa-se que, partindo de 17, quando se utilizou o acido borénico I
(&cido 4-metoxofenilborbnico), a metodologia que demonstrou maior sucesso foi a
metodologia 3 (Reacdo 3), com 91% de rendimento. Nesse método, a mistura reacional foi
mantida na temperatura do ambiente (25 °C) e CsF foi empregado como base; PdCl>(PPhs).
foi o catalisador; o solvente foi uma mistura de tolueno e agua. Frente ao bom desempenho
da metodologia 3, a mesma foi testada, porém utilizando o &cido bordnico II (acido 4-
metoxofenilbordnico) para o preparo do rubrolideo S. Comparando-se as trés metodologias
testadas usando o &cido bor6nico II, a que se mostrou mais eficiente foi também a nimero 3
(Reacdo 7), com 74% de rendimento. A principio, a reagdo 7 foi mantida na temperatura do
ambiente (25 °C) por 36 h, assim como realizado na reacdo 3. No entanto, ao fim desse

periodo, nenhuma alteracéo foi observada quanto ao material de partida 17 e a reacdo foi
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refeita sob refluxo. Em refluxo durante 36 h, a mesma resultou no produto desejado
(rubrolideo S).

Comparando-se os caminhos de preparacdo do intermediario 18 e do rubrolideo S,
partindo de 17, consegue-se ter uma ideia de que ndo ha uma légica muito bem definida
para qual serd a melhor metodologia a se utilizar para obter 18, e que a reacdo de
acoplamento de Suzuki depende do conjunto de reagentes utilizados, que neste caso foi a
metodologia 3. Vale ressaltar ainda que, para obtencdo do rubrolideo S por meio do
acoplamento de Suzuki, pode-se verificar que todas as metodologias testadas conduziram
ao produto desejado, e todas elas foram realizadas sob refluxo. Até a metodologia 3, que
segundo o protocolo (Zhang et al., 2002) ndo necessitava ser conduzida sob refluxo, s6
funcionou quando se utilizou refluxo. Assim, infere-se que para obter o rubrolideo S a
partir de 17, utilizando o é&cido 4-hidroxifenilborénico, uma das necessidades € o
aquecimento.

Além dos produtos desejados, esses acoplamentos de Suzuki conduziram a biarilas
simétricas (CH3OAr-ArOCHs e HOAr-ArOH), porém em quantidades muito pequenas -
cerca de 3% a 5% de rendimento. Elas foram detectadas pela analise da mistura reacional
por cromatografia em camada delgada e pelos espectros de RMN. As biarilas simétricas sdo
geradas a partir do homoacoplamento de acidos borénicos (ArB(OH).) e séo
frequentemente observadas na reacdo de Suzuki. Apesar de as biarilas serem subprodutos e
considerados produtos indesejaveis nessas reacdes de acoplamento de Suzuki, as mesmas
tém sido descritas na literatura como uma importante classe de compostos para a quimica
farmacéutica e agricola (Martin e Buchwald, 2008; Saikia et al., 2012).

Vale ressaltar que estudos anteriores revelaram que a presenca de oxigénio aumenta
a quantidade de produtos de homoacoplamento (Moreno-Mafas et al., 1996). Por isso a
importancia da realizacdo dessas reacdes em atmosfera inerte.

O intermediario 18 e o rubrolideo S foram caracterizados mediante uso de métodos
espectroscopicos (IV e RMN) e espectros de massas de alta resolugdo. No espectro no 1V
do composto 18 (Figura 1.10, pg. 25) observaram-se bandas em 2974 e 2839 cm
referentes ao estiramento da ligagio C-H de carbono sp®. A presenca de uma banda de forte
absorcdo, observada em 1756 cm™, confirma a presenca do grupo carbonila de lactona o, -

insaturada. O espectro de RMN de 'H de 18 (Figura 1.11, pg. 26) contém 2 aspectos
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diferentes do espectro de RMN de *H do composto 17. O primeiro é a presenca dos sinais
referentes a mais 4 hidrogénios arométicos provenientes da reacdo de acoplamento de
Suzuki, em 67,02 (H-3’ e H-5") e 67,45 (H-2’ e H-6’). E 0 segundo aspecto é a presenca
de um simpleto, referente aos hidrogénios da metoxila em & 3,89, integrado para 3 4tomos
de hidrogénio. O mapa de contornos COSY (Figura 1.12, pg. 26) contribuiu para
determinacdo desses sinais. E no espectro de RMN de *C de 18 (Figura 1.13, pg. 27)
também pode-se observar que ele se diferencia em 2 aspectos do espectro de RMN de 3C
do composto 17: a presenca de mais 4 sinais referentes a seis carbonos aromaticos e o sinal
referente ao carbono da metoxila em 655,5. O mapa de contornos HMQC (Figura 1.14, pg.

27) auxiliou na caracterizagdo desses sinais.
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Figura 1.10 - Espectro no IV (filme em NaCl/transmitancia) do composto 18.
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Figura 1.11 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) do composto 18.
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Figura 1.12 - Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDCI3) do composto 18.
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Para confirmar a preparacdo do rubrolideo S, foram realizadas analises
espectroscopicas (IV e RMN de 'H, COSY, 3C e HMQC; Apéndice 1, pg. 159), além de
comparagdes entre os sinais de RMN de H e *C em DMSO encontrados neste trabalho e

os referenciados no trabalho de Zhu e colaboradores (2014) (Tabela 1.2).

Tabela 1.2 - Sinais de RMN de H e ®C em DMSO-ds referenciados por Zhu e
colaboradores (A), e encontrados neste trabalho (B) para o rubrolideo S

Posicao oc S4; multiplicidade (J em Hz)

A B A B
(150 MHz) (100 MHz) (600 MHz) (400 MHz)
1688 168.7 : :
110.9 110.9 6.37: s 6,39; s
158.2 158.1 i )
145.7 145.6 i i
113.4 1133 6.31; s 6.32; s
1205 1206 i i
1305 1305 7.48:d (8,8) 7.49:d (8,5)
116.1 115.9 6.92: d (8.8) 6.93: d (8,5)
160.2 159.8 ) )
751 751 i i
320 31.9 1,78:  (6,6) 1,79: t (6,5)
218 218 275: 1 (6.6) 2.76: 1 (6.5)
1325 1325 757:d(2.2) 7.58-7,60; m
124.9 1248 i i
130.1 1301 758:dd(82;22)  7.58-7,60:m
1175 117.4 6.78: d (8.2) 6.78: d (9.1)
154.9 154.9 i i
107 1214 1214 i i
117°/127 26,7 26,6 129: s 129: s
_OH i i ) 10,11

Contudo, ao final dessa estratégia de sintese pode-se preparar o rubrolideo S com
52% de rendimento global em 2 etapas, e com 64% de rendimento global em 3 etapas, a

partir da 4-bromofuran-2(5H)-ona.
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1.3.2. Rota sintética visando a obtenc¢do dos rubrolideos R e S

Nesta segunda parte do projeto, foi desenvolvida uma rota sintética para a obtencao
dos rubrolideos R, e consequentemente do S, uma vez que o planejamento envolveu a
conversdo do R em S por uma reacdo de ciclizagédo (Esquema 1.4, pg. 11). Como o
rubrolideo R possui duas hidroxilas, e as reagdes planejadas para sua sintese acontecem na

presenca de base, essas hidroxilas foram protegidas com o grupo metila (Esquema 1.8).

1.3.2.1. Sintese dos rubrolideos R e S utilizando intermediarios protegidos com metil (Me)

Br/\)\

NaH, DMF; CHO
CHO KOH, H,0, 0 °C, CHO CHl, 0 °C:
1 h; 8h, 25°C 25 °C, 1h
24% 94%
OH OH &\ OMe &
\ Br ' 8
: Z=>§ ; 19 20
. N 0!
! ; 16, TBDMSOTY, DIPEA,
_____ LA DCM, 0 °C, 30 min:;
20, -78 °C, 1 h;

DBU,-78°C-25°C,3h
60%

Br,
= = = )
o 0o Pd(PPhs),Cl,, tolueno-H,0, o
pTSA THF CsF, BnEt;NCI, 25 °C, 36 h
56%
MeO
X
Rubrolideo S

21

BBrj 22: R=Me
DCM L Rubrolideo R: R=H
Esquema 1.8 - Rota sintética desenvolvida a fim de se obter os rubrolideos R e S.

Nessa estratégia, inicialmente foi sintetizado o aldeido 19 (24% de rendimento) por
meio de uma reacdo de prenilacdo (Zhao et al., 2013; Rao et al., 2009; Moriarty et al.,
2006; Yang et al., 2016) entre 4-hidroxibenzaldeido (8), brometo de prenila e hidroxido de

potéssio (Esquema 1.8, pg. 29). Essa reacdo possui baixo rendimento pois a mesma produz

29



trés compostos diferentes, entre 0s quais 0 composto 19 estd presente (Esquema 1.9)
(Moriarty et al., 2006).

CHO
Q&

Q

CHO

&B

k'r

subproduto a

HO(

OH
subproduto b

Esquema 1.9 - Mecanismo da prenilacéo para preparacdo do aldeido 19.

O grupo OH do aldeido 19 foi protegido por metilacdo, utilizando-se hidreto de
sodio, DMF e iodeto de metila (Rao et al., 2009). A reacdo foi mantida na temperatura do
ambiente (25 °C) por 1 h, resultando no aldeido 20 com 94% de rendimento (Esquema 1.8,
pg. 29) (Rao et al., 2009). O produto 20 foi caracterizado por técnicas espectroscépicas,
especialmente pelo RMN de 'H (Apéndice 1, pg. 159), em que se observa um simpleto
integrado para trés hidrogénios, referente ao grupo metoxila em ¢3,91.

Com a lactona 16 (sintese apresentada no item 1.3.1, pg. 12) e o aldeido 20, foi
possivel realizar a reagdo de alquilidenacdo (metodologia e mecanismo descritos no item
1.3.1.1, pg. 14) e obter o intermediario 21 com 60% de rendimento (Esquema 1.8, pg. 29)
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(Boukouvalas et al., 2007). O composto 21 foi caracterizado por RMN de *H (Apéndice 1,
pg. 159). Nesse espectro, destacam-se dois simpletos integrados para um atomo de
hidrogénio: um em 66,31, referente ao H-3, ligado a posicdo « da lactona o,f-insaturada, e
outro em ¢ 6,32, referente ao H-6, ligado a ligacdo dupla exociclica do composto. Pode-se
observar também trés simpletos, todos integrados para trés atomos de hidrogénio: um em &
3,88, correspondente a metoxila ligada ao anel aromatico, e outros doisem 61,73 (H-5"") e
0 1,77 (H-4"’), correspondentes aos hidrogénios das metilas do grupo prenila, ligado ao
aromatico. Ainda ha dois sinais que pertencem ao grupo prenila, quais sejam, um dupleto
integrado para dois atomos de hidrogénio em & 3,32, referente a H-1"’, e um tripleto
integrado para um atomo de hidrogénio em & 5,29, referente a H-2’’. Os sinais
correspondentes aos hidrogénios ligados ao anel benzénico aparecem em ¢ 6,88 (H-5"), &
7,54 (H-2") e 67,75 (H-6).

Posteriormente, o composto 21 foi submetido a uma reacdo de acoplamento de
Suzuki (Método 3 descrito no item 1.3.1.2, pg. 19), utilizando-se o é&cido 4-
metoxifenilbor6nico, que resultou no intermediario 22, com 56% de rendimento (Esquema
1.8, pg. 29). O intermediario 22 foi caracterizado por RMN de H (Apéndice 1, pg. 159) e
seu espectro apresenta grande semelhanca com o espectro de 21. As variacdes observadas
sdo referentes a nova metoxila, ligada ao anel aromatico proveniente do acido borénico
(totalizando duas metoxilas na molécula, ambas como simpletos integrados para trés
hidrogénios: uma em ¢ 3,87 e outra em & 3,89), e os hidrogénios ligados a esse anel
aromatico em 67,03 (H-3’/H-5") e 67,46 (H-2’/H-6").

Ao tentar desproteger o intermedidrio 22 (Esquema 1.8, pg. 29) com BBrs e
diclorometano na temperatura do ambiente (25 °C) para se obter o rubrolideo R, foi
observada a degradacdo do produto desejado. Ao tentar a mesma reacdo a -48 °C e a 0 °C,
observou-se que os materiais de partida ndo reagiram. Assim, dever-se-ia procurar outro
caminho para obter o rubrolideo R, pois esse caminho (Esquema 1.8, pg. 29) ndo funcionou
na penultima etapa. Acredita-se que o BBrz utilizado na desprotecdo de 22, por ser um
acido de Lewis, pode ter reagido com a ligacdo dupla do grupo prenila ligado ao anel
aromatico e, entdo, desencadeado uma série de reacBes ndo desejadas. Com isso, utilizou-se

0 grupo protetor TBS (tert-butildimetilsilil) (Esquema 1.10, pg. 32). Logo, usando-se TBS
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como grupo protetor, utilizar-se-ia TBAF na desprotecéo, e este, de acordo com a teoria,

ndo desencadearia uma série de reagdes ndo desejadas.

1.3.2.2. Sintese dos rubrolideos R e S utilizando intermediarios protegidos com tert-
butildimetilsilil (TBS)

CHO
CHO Br/\)\ CHO

KOH, H,0, 0 °C, NaH, THF, 0 °C, 30 min;

1h; 8h, 25 °C TBSCI, 0 °C, 30 min.
OH 24% OH &\ 88% OTBSx.
8 19 23

16, TBSOTf, DIPEA, DCM,

E _ : 0 °C,30 min;
E Z_Xo E 23,-78°C, 1 h;

O DBU,-78°C-25°C,3h
16 64%
Br
|—|04<j>—5(0|-|)2 0
acido bordnico II
Método 2 = 39%
Método 3 = t.a. 0%/refluxo 0% TBSO
Método 5 = 0%
Método 6 = 0% 24
Método 1 = 44%
TBSO B(OH), | Método 2 = 76%
Método 3 = 75%
acido borénico I Método 4 = 0%
Método 5 = 0%
Método 6 = 0%
HO Ciclizacao

Método 1 = 95%
Método 2 = 48%
Método 3 = 93%
Método 4 = 74%

TBAF, THF
o Método 5 = 0% 0°C ,15 mih.
Método 6 = 71% 90%

Rubrolideo S

Rubrolideo R
Esquema 1.10 - Rota sintética para os rubrolideos R e S.
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Nessa nova rota sintética, em vez de proteger o aldeido 19 com metil, optou-se por
protegé-lo com tert-butildimetilsilil, utilizando-se, a principio, hidreto de sédio e THF,
sendo mantidos a 0 °C por 30 min. Posteriormente, adicionou-se cloreto de tert-
butildimetilsilila e essa mistura reacional foi agitada a 0 °C por mais 30 min., resultando em
23 com 88% de rendimento (Esquema 1.10, pg. 32) (Huanga et al., 2015).

A etapa seguinte consistiu na reacdo de alquilidenacdo (metodologia e mecanismo
descritos no item 1.3.1.1, pg. 14) entre a lactona 16 (sintese apresentada no item 1.3.1, pg.
12) e o aldeido 23, que resultou no composto 24 com 64% de rendimento (Esquema 1.10,
pg. 32) (Boukouvalas et al., 2007). Analises espectroscopicas confirmaram a obtencao de
24 (Apéndice 1, pg. 159). Seu grupo protetor tert-butildimetilsilil, a Gnica parte que o
diferencia do composto 21, pode ser observado com dois sinais no espectro de RMN de *H:
um simpleto em 6 0,27 integrado para seis hidrogénios referentes as metilas ligadas no
atomo de Si (Me2Si), e outro simpleto em & 1,02, integrado para nove hidrogénios
referentes ao grupo tert-butila (MesCSi).

Com 24 (Esquema 1.10, pg. 32) foi realizado o acoplamento de Suzuki,
empregando-se 0s 6 métodos descritos no item 1.3.1.2 (pg. 19), porém utilizando-se o0 cido
borbnico protegido com TBS (&cido 4-(tert-butildimetilsililoxi)fenilbordnico) para
obtencdo de 25a. O acoplamento de Suzuki também foi testado, utilizando-se outro &cido
bordnico, o &cido 4-hidroxifenilborénico, para obtencédo de 25b, pelos Métodos 2, 3,5 e 6
(descritos no item 1.3.1.2, pg. 19). Na Tabela 1.3 (pg. 34) estdo apresentados os produtos
25a e 25b, as diferentes metodologias utilizadas para serem obtidos e seus respectivos

rendimentos.
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Tabela 1.3 - Produtos 25a e 25b, as diferentes metodologias utilizadas para serem obtidos e seus respectivos rendimentos

RO

B(OH),

acido bordnico I: R=TBS

acido bordnico II: R=H

25a: R=TBS

24 25b: R=H
Condicdes
Reacdo  Método  Acido borénico Bg)‘:’f dgu Catalisador Ligante CTF Solvente Temperatura C"r(';zg’sm
(equiv.) (equiv.) (equiv.) (equiv.) (equiv.) (°C)/Tempo (h)

Pd Cl2(PPhs)2 ) BusNI ) . 25a
1 1 1(1,2) CsF (3) (0,05) (0,05) Tolueno-Hz0 1:1 110/ 36 (44)
PdCI2(CHsCN)2 AsPhs 25a

2 2 Ag20 (3 - THF 70/ 36
1(1,2) 920 (3) (0.05) (0,05) (76)
3 3 1(2) CsF (2.7) Pdc('oz(g;m)z . B'Egtgg)c' Tolueno-H0 1:1 259C/ 36 (2755
PdCI2(PhCN)2 AsPhs . . 25a

4 4 1 Ag20 (1,6 - THF-H20 1:0,15 25°C/36
1(1,6) 920 (1,6) (0,03) (0,06) 2 (0)
Pd(OAC). DPPF 25a

5 5 12 K2CO3(6 - THF 70/ 36
@ e 02) ©.2) o)
Pd2(dba)s SPhos _ 1,4-dioxano-H20 25a
6 6 1(1,2) KF (5) 0.02) (0,16) 101 110/ 36 0)
PdCI2(CHsCN)2 AsPhs 25b

7 2 1,2 Ag20 (3 - THF 70/36
12 6:0 3) (0.05) (0,05) (39)
PACI2(PPhs)2 ) BnEtsNCI . . 0/36; 25b
8 3 I (2) CsF (2,7) 0.05) (0,05) Tolueno-H20 1:1 110736 )
9 5 11 2) K2CO(6) Pdg(())gc)z [()g E)F - THF 70/36 2(85’
KF Pd2(dba)s SPhos ) 1,4-dioxano-H20 25b
10 6 I (1,2) 5 equiv. (0,02) (0,16) 10:1 110/36 0)
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Entre as metodologias testadas para obtencdo de 25a, duas foram bem eficientes: a 2 e
a 3. Nos métodos 4, 5 e 6, foram observados produtos de degradacdo. Para a obtencao de 25b
foram testados os métodos 5 e 6, pois, segundo a literatura, eles apresentam bons resultados
no acoplamento de Suzuki quando se utiliza o acido 4-hidroxifenilbordnico. No entanto,
ambos 0s métodos ndo funcionaram, resultando também em produtos de degradacdo. Como a
aplicacdo das metodologias 2 e 3 foram eficientes na obtencdo de 25a (utilizando o &cido 4-
(tert-butildimetilsililoxi)fenilborénico), as mesmas foram testadas na obtencdo de 25b
(utilizando o &cido 4-hidroxifenilbor6nico). No entanto, nessas reagdes também houve uma
surpresa: a metodologia 2 (Rea¢do 7) resultou no produto 25b com 39% de rendimento, e a
metodologia 3 (Reacéo 8) resultou em um produto de degradacao.

Comparando-se 0s caminhos para preparacdo de 25a e 25b, partindo-se de 24,
consegue-se inferir que ndo ha uma loégica muito bem definida de qual serd a melhor
metodologia a se utilizar para obter ambos os produtos, e que a reacdo de acoplamento de
Suzuki nesses casos depende do conjunto de reagentes utilizados.

A caracterizacdo de 25a e 25b foi realizada por analises espectroscopicas (Apéndice 1,
pg. 159) e seus sinais nos espectros de RMN s&o semelhantes aos do composto 22, discutido
anteriormente no item 1.3.2.1 (pg. 29).

Como o rendimento para obtencao de 25b (39%), por meio do acoplamento de Suzuki,
foi baixo se comparado aqueles obtidos para preparacdo de 25a, decidiu-se seguir a rota
sintética a partir de 25a. Entdo, 25a foi desprotegido, utilizando-se TBAF em THF, a 0 °C em
15 min., conduzindo ao rubrolideo R com 90% de rendimento.

Os espectros de RMN de 'H, COSY, *C e HMQC referentes ao rubrolideo R
encontram-se no Apéndice 1 (pg. 159). Comparando-se os espectros de RMN de *H e **C do
rubrolideo R sintetizado neste trabalho com os espectros de RMN de *H e $3C do rubrolideo R
isolado por Zhu e colaboradores (2014), pode-se observar que os sinais encontrados para
ambos sdo praticamente iguais, confirmando que o composto sintetizado neste trabalho

consiste no rubrolideo R (Tabela 1.4, pg. 36).
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Tabela 1.4 - Sinais de RMN de 'H e 3C em DMSO-ds referenciados por Zhu e colaboradores

(A), e encontrados nesse trabalho (B) para o rubrolideo R

Posicao oc on; multiplicidade (J em Hz)
A B A B
(150 MHz) (100 MHz) (600 MHz) (400 MHz)
2 168,8 168,7 - -
3 110,7 110,8 6,27;s 6,28; s
4 158,2 158,1 - -
5 145,3 145,2 - -
6 113,9 113,8 6,34; s 6,36; s
1’ 124,3 124,3 - -
27 132,5 132,5 7,56; d (2,2) 7,57;d (2,3)
3” 128,2 128,1 - -
4> 156,7 156,5 - -
5 115,4 115,4 6,86; d (8,8) 6,86; d (8,3)
6>’ 130,1 130,1 7,53;dd (8,8;2,2)  7,55;dd (8,3; 2,3)
1 28,0 28,0 3,22;d (7,7) 3,23;d (7,2)
2> 122,5 122,4 5,26;t(7,7) 5,28;1(7,2)
3 131,9 131,8 - -
4> 17,8 17,7 1,68; s 1,69; s
5 25,6 25,6 1,69; s 1,70; s
I’ 120,8 120,8 - -
2’/6° 130,5 130,4 7,48;d (7,7) 7,49; d (8,6)
3’/5’ 116,0 116,0 6,93; d (7,7) 6,93; d (8,6)
4 159,8 159,7 - -
-OH - - - 9,99
-OH - - - 10,09

A Ultima etapa dessa rota sintética envolve a ciclizacdo do rubrolideo R para formacéo
do rubrolideo S (Esquema 1.10, pg. 32 e Tabela 1.5, pg. 37). Para alcancar tal objetivo, foi
realizado um estudo no qual se testaram seis condicdes diferentes para a ciclizacdo, sendo que
em cada uma foi empregado um acido diferente. Essas reacdes tiveram como base o trabalho
de Eom et al. (2012). Contudo, algumas modificacdes foram realizadas para a otimizagéo
dessa ciclizacgdo, assim como troca de solvente e uso de outros tipos de &cidos. Na Tabela 1.5
(pg. 37) estdo apresentadas as diferentes condi¢Oes utilizadas nessas ciclizagfes e seus

respectivos rendimentos.
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Tabela 1.5 - Diferentes condi¢des utilizadas para a reacao de ciclizacdo do rubrolideo R para
formacdo do rubrolideo S e seus respectivos rendimentos

HO

Rubrolideo R Rubrolideo S
(0]
Condicbes Reagente (equiv.) Tem?eer;%tgzﬁ)( Cy Rubrolideo S (%0)
1 BF30(C2Hs)2 (22,5) 70/12 95
2 PTSA (40 mol %) 70/12 48
3 TfOH (80 mol %) 25/12 93
4 HCI (12) 70/12 74
S BBrs (4) 70/ 12 -
6 HCIO4 (10) 70/2 71

* Todas as reagdes foram realizadas em THF.

Todas as seis condicdes listadas na Tabela 1.5 foram realizadas na presenca de acido,
THF e testadas inicialmente na temperatura do ambiente (25 °C) e posteriormente sob refluxo.
Entre essas condi¢cbes, apenas a quinta ndo resultou no produto desejado, uma vez que na
temperatura do ambiente (25 °C) o material de partida ndo reagiu com o BBr3, e, sob refluxo,
formou-se um produto de degradacdo. Com excecdo da quinta condigcdo, todas as outras
resultaram na formacdo do rubrolideo S com bons rendimentos, sendo o melhor deles o
método 3 (93%), em que foi empregado o é&cido triflico. Além de apresentar o melhor
rendimento, a condi¢do 3 foi a Unica que reagiu na temperatura do ambiente (25 °C), sem
necessidade de aquecimento sob refluxo. Apesar de a condicdo 1 ter apresentado o maior
rendimento (95%), esta ndo é considerada a melhor delas, pois 0 nimero de equivalentes de
acido utilizado foi muito alto (22,5 equivalentes).

Contudo, ao final dessa estratégia de sintese pode-se preparar o rubrolideo R com 44%
de rendimento global em 3 etapas, e o rubrolideo S com 41% de rendimento global em 4

etapas, ambos a partir da 4-bromofuran-2(5H)-ona.
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1.3.3. Avaliacéo critica entre as rotas de sintese utilizadas neste trabalho e as relatadas

na literatura

Na Tabela 1.6 sdo apresentados os valores de rendimento global e nimero de etapas
utilizados no presente trabalho e nos artigos publicados por Damodar et al. (2017) e Schacht

et al. (2017) para a sintese dos rubrolideos R e S.

Tabela 1.6 - Valores de rendimento global e niUmero de etapas utilizados no presente trabalho
e nos artigos publicados por Damodar et al. (2017) e Schacht et al. (2017) para a sintese dos
rubrolideos R e S

Presente trabalho Damodar et al. (2017) Schacht et al. (2017)

Rubrolideo  Rendimento global Rendimento global Rendimento global (n°
(n° etapas) (n° etapas) etapas)
R 44% (3) 14% (6) 54% (3)
64% (3) 36% (6) 56% (3)

Analisando a Tabela 1.6, observa-se que os valores de rendimentos globais obtidos no
presente trabalho e os relatados por Schacht et al. (2017) sdo muito préximos. Além disso,
ambos prepararam 0s produtos naturais em apenas trés etapas. No entanto, Damodar e
colaboradores sintetizaram os rubrolideos com rendimentos globais bastante inferiores e com
um namero de etapas duas vezes maior. Damodar apresentou uma rota sintética muito extensa
e envolveu diversas etapas de protecdo e desprotecdo, configurando um planejamento prévio
tedrico ruim.

Apesar da metodologia desenvolvida por Schacht ser préxima da desenvolvida nesta
parte do trabalho, ela utiliza uma metodologia de condensacdo aldolica pouco eficiente, pois
forma mistura de isdmeros E/Z dos produtos finais R e S. Infelizmente, esses isdmeros néo
separaram por recristalizacdo, nem em coluna cromatografica em silica gel, uma vez que, 0
isbmero Z isomeriza em E apds longo tempo de exposicdo na coluna. Apenas a coluna em
fase reversa conseguiu isolar os rubrolideos R e S com configuracéo Z.

Entretanto, o presente trabalho traz uma inovacao aqueles publicados anteriormente.
Em uma das rotas sintéticas desenvolvidas, conseguimos converter o rubrolideo R no
rubrolideo S, em apenas uma etapa e com 6timo rendimento (93%). Dessa forma, em uma
mesma rota linear, conseguimos obter ambos 0s produtos naturais (rubrolideos R e S), o que
ndo foi realizado nos trabalhos publicados anteriormente, uma vez que, utilizaram rotas

distintas para formar cada rubrolideo.
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1.4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho, foram apresentadas as metodologias de sintese total dos rubrolideos R e
S. Na primeira parte deste projeto, foi alcancada a sintese do rubrolideo S em 2 e 3 etapas,
com, respectivamente, 52% e 64% de rendimento global. Na segunda parte do projeto, em
uma Unica rota sintética, foram obtidos ambos os rubrolideos R e S, com respectivamente 3
(44% de rendimento global) e 4 (41% de rendimento global) etapas. A etapa-chave desta
segunda parte consiste na Gltima etapa da rota sintética, em que uma reacdo de ciclizagédo
intramolecular converte o rubrolideo R no rubrolideo S.

Duas etapas intermediarias das rotas sintéticas mostraram-se muito importantes para a
obtengdo dos produtos naturais desejados: a reacdo de alquilidenacdo e o acoplamento de
Suzuki. A reacdo de alquilidenacdo foi estereosseletiva em todas as rotas utilizadas, uma vez
que forneceram os rubrolideos apenas com a configuracdo Z. E, com a otimizacdo da reacdo
de acoplamento de Suzuki, foi possivel reduzir uma etapa na obtencdo do rubrolideo S na
primeira rota. Na primeira e terceira rotas, conseguiu-se realizar o acoplamento de Suzuki
com alto rendimento, sendo 91% para a primeira rota e 76% para a terceira rota.

Como perspectivas futuras e frente as atividades bioldgicas apresentadas pelos
diversos produtos naturais da familia dos j~alquilidenobutenolideos, além de seu alto nivel de
funcionalidade, vislumbra-se a sintese de analogos aos rubrolideos R e S, objetivando-se a

descoberta de novos compostos que apresentem atividades antioxidantes e antivirais.

1.5. METODOLOGIAS
1.5.1. Técnicas experimentais gerais

Os seguintes procedimentos experimentais foram utilizados segundo metodologias
exploradas na literatura. Todos os reagentes comerciais foram utilizados como recebidos.
Reac0es sensiveis a humidade foram realizadas em material de vidro seco a chama, selado em
atmosfera de Ar. Os solventes usados foram grau analitico ou purificados. Liquidos sensiveis
a umidade, solucdes e solventes anidros foram transferidos via seringa ou canula através de
septos de borracha. Quando necessario, as reacdes foram realizadas sob atmosfera de Ar.

A anélise por CCD foi realizada em placas de silica gel com suporte de aluminio
Polygram-UV254 0,20mm, Macherey-Nagel (20 x 20 cm). Apos a eluicdo, as placas foram
observadas sob ldmpada ultravioleta (A = 254 nm e 365 nm) e reveladas com solucdes de 2,4-

dinitrofenilidrazina e KMnOa.
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As separacdes cromatograficas foram realizadas por cromatografia flash em um
sistema automatico (UV-VIS detector), utilizando-se silica gel (70-230 mesh e 230-400
mesh), como fase estacionaria.

As temperaturas de fusdo nédo corrigidas foram obtidas a partir do aparelho 301-
MQAPF.

1.5.2. Técnicas espectroscopicas gerais

Os espectros no infravermelho (IV) foram registrados empregando-se a técnica de
transmitancia, utilizando filme em NaCl em um espectrometro Aminco-bowman-FIT-IR.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono foram
registrados na temperatura do ambiente (25 °C), em espectrometros Bruker de 500, 400 e 300
MHz, usando-se como solventes CDClI3, (CD3).CO e (CD3)2SO. Os deslocamentos quimicos
(0) séo referidos em relacédo a cloroférmio (on 7,26; o&c 77,16), acetona (dn 2,05; oc 29,84; &c
206,26) e dimetilsulfoxido (n 2,50; & 39,52). Dados de RMN de H s&o registrados como se
segue: desvio quimico (o) [multiplicidade, integral relativa, constante de acoplamento J (Hz)
e atribuicdo], em que a multiplicidade € definida como s = simpleto; d = dupleto; dd = dupleto
duplo; t = tripleto; m = multipleto e | = largo/alargado, ou combinagdes dos anteriores.

Os espectros de massa de alta resolucdo foram obtidos em um instrumento de tempo-
de-voo com ionizacdo por eletrospray (ESI-TOF) marca Varian, e sao indicados para gquatro

casas decimais.
1.5.3. Técnicas de purificacédo de solventes e reagentes

Secagem do tetraidrofurano (THF) - A um baldo de 500 mL foram adicionados 300
mL de THF contendo sddio metalico. A seguir, adicionou-se benzofenona ao baldo contendo
o THF, deixando-se o sistema sob refluxo até que a mistura reacional adquirisse a coloracédo
azul. Apo6s a mudanga na coloragdo, destilou-se o THF anidro, e 0 mesmo foi retirado do
aparelho de destilacdo através de seringa descartavel para ser utilizado nas reacdes (Perrin e
Armarego, 2003).

Secagem do diclorometano (DCM) - A um baldo de 500 mL foram adicionados 300
mL de diclorometano e 3 g de hidreto de calcio. Deixou-se o0 sistema sob refluxo durante trés
horas, destilou-se o diclorometano anidro, e 0 mesmo foi retirado do aparelho de destilacéo
através de seringa descartavel para ser utilizado nas reacGes (Perrin e Armarego, 2003).

Purificagdo da N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) - A um baldo de 500 mL foram

adicionados 300 mL de base sobre lentilhas de hidroxido de potassio. A mistura foi refluxada
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por duas horas. ApoOs esse periodo, a base foi destilada e armazenada sobre lentilhas de

hidroxido de potassio, sob atmosfera de argbnio (Perrin e Armarego, 2003).
1.5.4. Procedimentos sintéticos para a preparacao do rubrolideo S

1.5.4.1. 4-bromofuran-2(5H)-ona (16) (adaptado de Boukouvalas et al., 1998 e Jas, 1991)

A um baldo de fundo redondo (100 mL) a 0 °C foram adicionados &cido
4 3 tetrénico (3 g; 29,98 mmol; lequiv), DCM (50 mL), DMF (3 mL) e
brometo de oxalila (5 mL; 35,97 mmol; 1,2 equiv) lentamente. A mistura

1 reacional foi agitada a 0 °C por uma hora e entdo na temperatura do

ambiente (25 °C) por 3 h. Em seguida, adicionou-se agua (50 mL) e as fases foram separadas.
A fase aquosa foi extraida com éter dietilico (3 x 50 mL). As fases organicas combinadas
foram lavadas com solugdes saturadas de NaHCOs (50 mL) e NaCl (50 mL), secadas com
Na>SO4 anidro. O filtrado foi concentrado sob pressdo reduzida, resultando na obtencéo de 16
como um solido branco em 83,0% (4,06 g; 24,88 mmol). Tf: 77 °C. RMN de H (500 MHz,
CDClIs) ¢: 4,87 (d; 2H; Js3 = 1,7 Hz; H-5); 6,36 (t; 1H; Jz3s = 1,7 Hz; H-3). HRMS (ESI-
TOF) m/z [M+H]*: Calculado para C4sH4BrO2 162,9389; encontrado 162,9395.

1.5.4.2. 2,2-dimetilcroman-6-carbaldeido (12) (Tripathi et al., 2011)

Em um baldo de fundo redondo (25 mL) e a 0 °C, foram adicionados 4-

CHO hidroxibenzaldeido (300 mg; 2,46 mmol; 1 equiv), acido fosférico (0,29

; 150 mL; 4,91 mmol; 2 equiv) em éter dietilico (4 mL) e isopreno (0,74 mL;
9 4 7,37 mmol; 3 equiv). A mistura reacional foi agitada na temperatura do
195573 ambiente (25 °C) por 16 h, depois vertida em um béquer contendo gelo
" 12 triturado e bicarbonato de sédio. Em seguida, adicionou-se acetato de etila

(20 mL) e as fases foram separadas. A fase organica foi secada com Na>SOj4 anidro, filtrada e
concentrada sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel (0-10% de acetato de etila em hexano) para obtencdo de 12 como um liquido
amarelo em 51% (238 mg; 1,25 mmol). RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) &: 1,37 (s; 6H; H-
11/H-12); 1,85 (t; 2H; J34 = 6,8 Hz; H-3); 2,84 (t; 2H; J43 = 6,8 Hz; H-4); 6,87 (d; 1H; Jg7 =
9,0 Hz; H-8); 7,61 - 7,63 (m; 2H; H-5/H-7); 9,82 (s; 1H; -CHO). HRMS (ESI-TOF) m/z
[M+H]*: Calculado para C12H1502 191,1067; encontrado 191,1073.
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1.5.4.3. (Z2)-4-bromo-5-((2,2-dimetilcroman-6-il)metileno)furan-2(5H)-ona (17) (Boukouvalas
et al., 2007)

Em um baldo de fundo redondo (10 mL) a 0 °C e sob atmosfera de
argonio, foram adicionados 16 (50 mg; 0,31 mmol;1 equiv) em DCM
anidro (1 mL), TBDMSOTT (67 uL; 0,37 mmol; 1,2 equiv) e DIPEA
anidra (53 uL; 0,31 mmol; 1 equiv). A mistura reacional foi agitada a
0 °C por 30 min., resfriada a -78 °C, e entdo foi adicionado o aldeido
12 (52,53 mg; 0,28 mmol; 0,9 equiv). Depois de agitada a -78 °C por

1 h, adicionou-se DBU (83 pL; 0,55 mmol; 1,8 equiv) e a solucdo

resultante de coloracdo roxa escura foi deixada na temperatura do
ambiente (25 °C) e agitada por mais 3 h. A mistura reacional foi transferida para um funil de
separacdo, empregando-se DCM (5 mL), e a fase orgénica resultante foi lavada com solugéo
aquosa de HCI 3 mol L (5 mL) e solucio saturada de NaCl (5 mL). A fase organica foi
secada com MgSOs anidro, filtrada e o solvente foi removido sob pressdo reduzida. O
material bruto da reacdo foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel (0-10% de
acetato de etila em hexano), para obtencdo de 17 como um sélido amarelo em 70% (70,4 mg;
0,21 mmol). Tf: 152-153 °C. 1V; Filme em NaCl; FTIR por transmitancia (cm™): dmax
3129, 3067, 3043, 2975, 2930, 2848, 1761, 1603, 1543, 1494, 1268, 1233, 1154, 1122, 1106.
RMN de 'H (400 MHz, CDClz) &: 1,36 (s; 6H; H-11°/H-12"); 1,83 (t; 2H; J3 4 = 6,7 Hz; H-
3%); 2,81 (t; 2H; Ja 3» = 6,7 Hz; H-4”); 6,29 (s; 1H; H-3); 6,32 (s; 1H; H-6); 6,81 (d; 1H; Js> 7 =
8,5 Hz; H-8); 7,53 (dI; 1H; J7» s = 8,5 Hz; H-7°); 7,62 (sl; 1H; H-5’). RMN de '3C (100
MHz, CDCls) &: 22,5 (C-4°); 27,1 (C-11°/C-12); 32,7 (C-3°); 75,5 (C-2); 114,4 (C-3); 117,3
(C-6); 118,2 (C-8°); 121,8 (C-67); 124,1 (C-10’); 131,1 (C-7’); 132,8 (C-5°); 138,3 (C-4);
1449 (C-5); 156,4 (C-9’); 167,9 (C-2). HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*: Calculado para
C16H16BrO3 335,0277; encontrado 335,0266.
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1.5.4.4. (2)-5-((2,2-dimetilcroman-6-il)metileno)-4-(4-metoxifenil)furan-2(5H)-ona  (18):
diferentes metodologias da reacéo de acoplamento de Suzuki (Métodos 1-6) para obtencao de
18 a partir de 17

Método 1 (Zhang et al., 2009): Em um baldo de fundo
redondo (10 mL) foram adicionados 17 (75 mg; 0,22 mmol; 1
equiv), tolueno (1 mL), &gua (1 mL), acido 4-metoxifenilbordnico
(40,80 mg; 0,27 mmol; 1,2 equiv), CsF (102 mg; 0,67 mmol; 3
equiv), Bus:NI (4,14 mg; 0,05 equiv) e PdCI>(PPhs), (7,86 mg; 0,05
equiv). A mistura reacional foi refluxada por 36 h, sob atmosfera de
argonio, e entdo foi transferida para um funil de separacéo,

empregando-se acetato de etila (5 mL). A fase organica resultante

foi lavada com solucdo saturada de NaCl (5 mL), secada com

MgSO; anidro, filtrada e o solvente foi removido sob pressao
reduzida. O material bruto da reacdo foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel
(0-20% de acetato de etila em hexano), resultando no isolamento do produto 18 como um
s6lido amarelo com 68% de rendimento (55 mg; 0,15 mmol).

Método 2 (Bellina et al., 2001): Em um baldo de fundo redondo (10 mL) foram
adicionados 17 (50 mg; 0,15 mmol; 1 equiv), THF (1 mL), acido 4-metoxifenilborénico (27,2
mg; 0,18 mmol; 1,2 equiv), Ag.O (103,7 mg; 0,45 mmol; 3 equiv), AsPhz (9,13 mg; 0,2
equiv) e PdCI>(CH3CN)2 (1,94 mg; 0,05 equiv). A mistura reacional foi refluxada por 36 h
sob atmosfera de argbnio. Em seguida, a mistura reacional foi diluida com acetato de etila (5
mL), filtrada a vacuo sobre celite e concentrada sob pressdo reduzida. O material bruto foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel (0-20% de acetato de etila em hexano)
para obtencdo de 18 como um sélido amarelo em 85% (45,9 mg; 0,13 mmol).

Método 3 (Zhang et al., 2002): Em um baldo de fundo redondo (10 mL) foram
adicionados 17 (50,0 mg; 0,15 mmol; 1 equiv), acido 4-metoxifenilbordnico (45,33 mg; 0,30
mmol; 2 equiv), CsF (61,19 mg; 0,4021 mmol; 2,7 equiv), PdCIl2(PPhs)2 (5,24 mg; 0,01 mmol,
0,05 equiv), BnEtsNCI (1,70 mg; 0,01 mmol; 0,05 equiv), 1 mL de tolueno e 1 mL de agua. A
mistura reacional foi agitada na temperatura do ambiente (25 °C) por 24 h sob atmosfera de
argbnio. Em seguida, a mistura reacional foi transferida para um funil de separacéo,
empregando-se acetato de etila (5 mL), e a fase orgénica resultante foi lavada com solucéo
saturada de NaCl (5 mL). A fase organica foi secada com MgSOQOs anidro, filtrada e o solvente

foi removido sob pressdo reduzida. O material bruto da reacdo foi purificado por
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cromatografia em coluna de silica gel (0-20% de acetato de etila em hexano) para obtencao de
18 como um solido amarelo em 91% (49,2 mg; 0,14 mmol).

Método 4 (Boukouvalas et al., 2005): Em um baldo de fundo redondo (10 mL) foram
adicionados 17 (50 mg; 0,15 mmol; 1 equiv), acido 4-metoxifenilborénico (36,27 mg; 0,24
mmol; 1,6 equiv), Ag20 (55,32 mg; 0,24 mmol; 1,6 equiv), AsPhz (2,74 mg; 0,01 mmol; 6
mol%), PdCI>(PhCN). (1,72 mg; 3 mol%), 1 mL de THF e 0,15 mL de &gua. A mistura
reacional foi refluxada por 36 h sob atmosfera de argénio. Em seguida, a mistura reacional foi
diluida com acetato de etila (5 mL), filtrada a vacuo sobre celite e concentrada sob pressao
reduzida. O material bruto da reacdo foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel
(0-20% de acetato de etila em hexano) para obtencdo de 18 como um solido amarelo em 83%
(44,9 mg; 0,12 mmol).

Método 5 (Harada et al., 2014): Em um baldo de fundo redondo (10 mL) foram
adicionados 17 (50 mg; 0,15 mmol), &cido 4-metoxifenilborénico (45,34 mg; 0,30 mmol),
THF (3 mL), Pd(OACc)2 (6,70 mg; 20 mol%), DPPF (16,54 mg; 20 mol%), e K.COz (123,73
mg; 0,90 mmol). A mistura reacional foi refluxada (70 °C) por 36 h sob atmosfera de argénio.
Em seguida, a mistura reacional foi diluida com acetato de etila (5 mL), filtrada a vacuo sobre
celite e concentrada sob pressdo reduzida. O material bruto da reagdo foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel (0-20% de acetato de etila em hexano) para obtencao de
18 como um solido amarelo em 60% (32,6 mg; 0,09 mmol).

Método 6 (Chen et al., 2009): Em um baldo de fundo redondo (10 mL) foram
adicionados 17 (50 mg; 0,15 mmol), 1,4-dioxano-agua (10:1; 3,3 mL), KF (43,34 mg; 5
equiv), acido 4-metoxifenilborbnico (27,21 mg; 1,2 equiv), 2-dicicloexilfosfino-2’,6’-
dimetoxibifenil (SPhos) (9,81 mg; 16 mol %) e Pdx(dba); (2,73 mg; 2 mol %). A mistura
reacional foi refluxada a 110 °C por 36 h sob atmosfera de argdnio. Em seguida, a mistura
reacional foi diluida com acetato de etila (5 mL) e filtrada a vacuo sobre celite. A fase
organica foi transferida para um funil de separacdo e lavada com solucdo aquosa de HCI 3
mol L (5 mL) e solugdo saturada de NaCl (5 mL). Em seguida, a fase organica foi secada
com MgSOs anidro, filtrada e concentrada sob presséo reduzida. O material bruto da reagéo
foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel (0-20% de acetato de etila em
hexano) para obtencdo de 18 como um s6lido amarelo em 75% (40,7 mg; 0,11 mmol).

Tf: 146-147 °C. 1V; Filme em NaCl; FTIR por transmitancia (cm™): omax 2974, 2932,
2839, 1756, 1608, 1494, 1256. RMN de *H (400 MHz, CDCls) &: 1,35 (s; 6H; H-11""/H-
12°%); 1,83 (t; 2H; J3» 4> = 6,7 Hz; H-3""); 2,81 (t; 2H; J4»3» = 6,7 Hz; H-4""); 3,89 (s; 3H; -
OCHjy); 6,07 (s; 1H; H-3); 6,12 (s; 1H; H-6); 6,78 (d; 1H; Js» 7> = 8,6 Hz; H-8""); 7,02 (dlI;
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2H; Jy» = Js e = 8,7 Hz; H-3’/H-57); 7,45 (dI; 2H; J» 3 = Jeo 5> = 8,7 Hz; H-2°/H-6"); 7,50
(dd; 1H; J7»8» = 8,6 Hz, J7;»5» = 1,7 Hz; H-7""); 7,64 (sl; 1H; H-5""). RMN de *C (100
MHz, CDClzs) &: 22,5 (C-4°"); 27,1 (C-11"°/C-12""); 32,8 (C-3""); 55,6 (-OCHj3); 75,3 (C-2");
112,0 (C-3); 114,4 (C-6); 114,6 (C-3°/C-5%); 117,9 (C-8”"); 121,6 (C-10""); 123,2 (C-6");
125,1 (C-1’); 130,1 (C-2°/C-6"); 130,8 (C-7"); 132,5 (C-5"); 146,4 (C-5); 155,7 (C-4); 158,5
(C-9%); 161,4 (C-4°); 169,7 (C-2). HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*: Calculado para
C23H2304 363,1591; encontrado 363,1580.

1.5.4.5. Rubrolideo S: Diferentes metodologias da reacdo de acoplamento de Suzuki
(Métodos 3, 5 e 6 citados no item 1.5.4.4, pg. 43) para obtencdo do rubrolideo S a partir de
17

Método 3: Foi utilizado 17 (50 mg; 0,15 mmol), &cido 4-
metoxifenilbor6nico e cromatografia em coluna de silica gel (0-25%
de acetato de etila em hexano) para obtencdo do rubrolideo S como
um sélido amarelo em 74% (38,5 mg; 0,11 mmol).

Método 5: Foi utilizado 17 (50 mg; 0,15 mmol), &cido 4-
metoxifenilbor6nico e cromatografia em coluna de silica gel (0-25%
de acetato de etila em hexano) para obtencdo do rubrolideo S como
um sélido amarelo em 54% (28,3 mg; 0,08 mmol).

Método 6: Foi utilizado 17 (50 mg; 0,15 mmol), &cido 4-
metoxifenilbor6nico e cromatografia em coluna de silica gel (0-25%

de acetato de etila em hexano) para obtencdo do rubrolideo S como um sélido amarelo em
53% (27,5 mg; 0,08 mmol).

Tf: 204-206°C. 1V; Filme em NaCl; FTIR por transmitancia (cm™): omax 3336, 2975,
2928, 2854, 1718, 1609, 1507, 1496, 1269, 1237. RMN de 'H (400 MHz, (CDz3).S0O) &: 1,29
(s; 6H; H-11""/H-12"); 1,79 (t; 2H; J3»4» = 6.5 Hz; H-3"); 2,76 (t; 2H; Js»3» = 6,5 Hz; H-
4°%); 6,32 (s; 1H; H-6); 6,39 (s; 1H; H-3); 6,78 (d; 1H; Js» 7> = 9,1 Hz; H-8""); 6,93 (d; 2H;
Jy» = Jse = 8,5 Hz; H-3°/H-5"); 7,49 (d; 2H; J2» 3 = J¢ 5 = 8,5 Hz; H-2°/H-6’); 7,58-7,60
(m; 2H; H-5>°/H-7""); 10,11 (s; 1H; -OH). RMN de 3C (100 MHz, (CDs)2SO) ¢&: 21,8 (C-
4°’); 26,6 (C-11/C-12”’); 31,9 (C-3”); 75,1 (C-2”’); 110,9 (C-3); 113,3 (C-6); 1159 (C-
3’/C-5%); 117,4 (C-8”’); 120,6 (C-1); 121,4 (C-10""); 124,8 (C-6"); 130,1 (C-7""); 130,5 (C-
2°/C-6%); 132,5 (C-5"); 145,6 (C-5); 154,9 (C-9°); 158,1 (C-4); 159,8 (C-4’); 168,7 (C-2).
HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*: Calculado para C22H2104 349,1434; encontrado 349,1422.
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1.5.4.6. Rubrolideo S: Desprotecdo de 18 para obtencéo do rubrolideo S

Em um baldo de fundo redondo (5 mL) a 0 °C e sob atmosfera de
argonio, foram adicionados 18 (25 mg; 0,07 mmol) em DCM (0,5
mL) e BBrz (IM) em DCM (0,20 mL). A mistura reacional foi
agitada por 2 h na temperatura do ambiente (25 °C). Em seguida,
uma solucdo aquosa de NaHCOs (5 mL) foi adicionada e a mistura
reacional foi extraida com acetato de etila (3 x 5 mL). As fases
organicas combinadas foram secadas em MgSOs anidro, filtradas e o

solvente foi removido sob pressao reduzida, fornecendo o rubrolideo

S como um sélido amarelo em 100% (23 mg; 0,07 mmol).

Os dados referentes a caracterizacdo do rubrolideo S estdo
apresentados no item 1.5.4.5 (pg. 45).

1.5.5. Procedimentos sintéticos para a preparacéo dos rubrolideos R e S utilizando como

grupo protetor metil (Me)

1.5.5.1. 4-hidroxi-3-(3-metilbut-2-enil)benzaldeido (19) (Yang et al., 2016)

Em um baldo de fundo redondo (50 mL) a 0 °C foram adicionados
KOH (46 mg; 8,19 mmol), agua (8 mL), 4-hidroxibenzaldeido (50 mg;
4,10 mmol) e brometo de 3,3-dimetilalila (0,95 mL; 8,19 mmol). A

mistura reacional foi agitada a 0 °C por 1 h e depois na temperatura do

ambiente (25 °C) por 8 h, no escuro. Em seguida, foi adicionada uma

solucdo de HCI (3 M) até que a mesma atingisse pH < 3. A mistura

reacional foi extraida com acetato de etila (3 x 15 mL) e as fases organicas combinadas foram
secadas com NaxSO4 anidro, filtradas, e o solvente removido sob pressdo reduzida. O material
bruto da reacdo foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel (0-10% de acetato de
etila em hexano) para obtencdo de 19 como um liquido incolor em 24% (187 mg; 0,98 mmol).
IV; Filme em NaCl; FTIR por transmitancia (cm™): omax 3275, 2969, 2919, 2854, 2749,
1668, 1590, 1506, 1439, 1283, 1252. RMN de H (400 MHz, CDCls) &: 1,77 (s; 3H; H-5);
1,79 (s; 3H; H-4°); 3,41 (d; 2H; Jrr» = 7,2 Hz; H-1%); 5,33 (t; 1H; J2»1» = 7,2 Hz; H-27); 6,82
(sl; 1H; -OH); 6,95 (d; 1H; Js6 = 8,0 Hz; H-5); 7,66 - 7,68 (m; 2H; H-2/H-6); 9,83 (s; 1H; -
CHO). RMN de 3C (100 MHz, CDCIs) &: 18,0 (C-5°); 25,9 (C-1°); 28,8 (C-4°); 116,0 (C-5);
121,0 (C-27); 128,7 (C-37); 129,3 (C-2); 130,8 (C-6); 132,2 (C-1); 135,0 (C-3); 161,1 (C-4);
192,4 (-CHO). HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*: Calculado para Ci2His0. 191,1067;
encontrado 191,10609.
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1.5.5.2. 4-metoxi-3-(3-metilbut-2-enil)benzaldeido (20) (Rao et al., 2009)
Em um baldo de fundo redondo (50 mL) a 0 °C foram adicionados 19
(50 mg; 0,26 mmol), DMF (1 mL) e NaH (12,6 mg; 0,53 mmol) em

pequenas porgdes. A mistura reacional foi agitada por 10 minutos e

entdo adicionou-se iodometano (75 mg; 0,53 mmol), gota a gota,

continuando-se a agitacdo por mais 1 h na temperatura do ambiente

(25 °C). O solvente foi eliminado sob pressdo reduzida e a mistura

reacional foi neutralizada com agua gelada (5 mL) e extraida com tolueno (3 x 5 mL). As
fases orgénicas combinadas foram secadas com Na»SOs anidro, filtradas e o solvente
removido sob pressdo reduzida. O material bruto da reagéo foi purificado por cromatografia
em coluna de silica gel (0-10% de acetato de etila em hexano) para obtencdo de 20 como um
liguido amarelo em 94% (50,45 mg; 0,25 mmol). IV; Filme em NaCl; FTIR por
transmitancia (cm™): omax 2967, 2916, 2841, 2728, 1689, 1600, 1498, 1258. RMN de 'H
(400 MHz, CDCls) &: 1,70 (s; 3H; H-5); 1,75 (s; 3H; H-4"); 3,33 (d; 2H; Ji-»> = 7,3 Hz; H-
17); 3,91 (s; 3H; -OCHj3); 5,29 (t; 1H; J»'1» = 7,3 Hz; H-2’); 6,93 (d; 1H; Js6 = 8,4 Hz; H-5);
7,67 (sl; 1H; H-2); 7,71 (dd; 1H; Js5 = 8,4 Hz; Js» = 1,8 Hz; H-6); 9,85 (s; 1H; -CHO). RMN
de C (100 MHz, CDCls) ¢: 17,9 (C-5°); 25,9 (C-4’); 28,3 (C-17); 55,8 (-OCHs3); 110,0 (C-
5); 121,4 (C-27); 129,7 (C-3); 130,3 (C-2); 130,7 (C-6); 131,2 (C-1); 133,6 (C-3); 162,5 (C-
4); 191,4 (-CHO). HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*: Calculado para CizHi70, 205,1223;
encontrado 205,1224.

1.55.3. (Z2)-4-bromo-5-(4-metoxi-3-(3-metilbut-2-enil)benzilideno)furan-2(5H)-ona  (21)
(Boukouvalas et al., 2007)

Em um baldo de fundo redondo (5 mL) a 0 °C e sob atmosfera de
argonio, foram adicionados 16 (50 mg; 0,31 mmol; 1 equiv) em
DCM anidro (1 mL), TBDMSOTT (67 pL; 0,37 mmol; 1,2 equiv) e
DIPEA anidra (43 pL; 0,31 mmol; 1 equiv). A mistura reacional foi
agitada por 30 min. a 0 °C, entdo resfriada a -78 °C, e o0 aldeido 20
(56,40 mg; 0,28 mmol; 0,9 equiv) foi adicionado. Depois de agitada
a-78°C por 1 h, adicionou-se DBU (83 uL; 0,55 mmol; 1,8 equiv) e

a solucdo resultante de coloracdo roxa escura foi deixada na

temperatura do ambiente (25 °C) e agitada por mais 3 h. A mistura reacional foi transferida
para um funil de separacdo empregando-se DCM (5 mL) e a fase orgénica resultante foi
lavada com solugdo aquosa de HCI 3 mol L (5 mL) e solucdo saturada de NaCl (5 mL). A

fase orgéanica foi secada com MgSO;4 anidro, filtrada e concentrada sob presséo reduzida. O
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material bruto da reacéo foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel (0-20% de
acetato de etila em hexano) para obtencdo de 21 como um so6lido amarelo pastoso em 60%
(64,28 mg; 0,18 mmol). RMN de H (300 MHz, CDCls) &: 1,73 (s; 3H; H-5); 1,77 (s; 3H;
H-4"%); 3,32 (d; 2H; Ji»2» = 7,3 Hz; H-1"’); 3,88 (s; 3H; -OCHy); 5,29 (t; 1H; J2»,1» = 7,3 Hz;
H-2"’); 6,31 (s; 1H; H-6); 6,32 (s; 1H; H-3); 6,88 (d; 1H; Js» s> = 8,6 Hz; H-5"); 7,53 (d; 1H;
Jre = 2,1 Hz; H-2%); 7,75 (dd; 1H; Jg.s = 8,6 Hz; Jo2 = 2,1 Hz; H-6"). HRMS (ESI-TOF)
m/z [M+H]*: Calculado para C17H18BrOs 349,0434; encontrado 349,0420.

1.5.5.4. (2)-5-(4-metoxi-3-(3-metilbut-2-enil)benzilideno)-4-(4-metoxifenil)furan-2(5H)-ona
(22) via reacdo de acoplamento de Suzuki (Método 3 citado no item 1.5.4.4, pg. 43)

Meétodo 3: Foi utilizado 21 (50 mg; 0,15 mmol), acido 4-
metoxifenilbor6nico e cromatografia em coluna de silica gel (0-20%

de acetato de etila em hexano) para obtengdo de 22 como um sélido
amarelo pastoso em 56% (30,19 mg; 0,08 mmol). RMN de *H (400
MHz, CDCls) 6: 1,72 (s; 3H; H-5""); 1,75 (s; 3H; H-4""); 3,32 (d;
2H; Ji~2 = 7,1 Hz; H-1"""); 3,87 (s; 3H; -OCHj3); 3,89 (s; 3H; -
OCHpa); 5,28 (t; 1H; J2» 1> = 7,1 Hz; H-2"); 6,08 (s; 1H; H-3); 6,14
(s; 1H; H-6); 6,87 (d; 1H; Js» ¢ = 8,6 Hz; H-5""); 7,03 (d; 2H; J3:»' =
Jss = 8,6 Hz; H-3°/H-5); 7,46 (d; 2H; J» 3 = Joo 5> = 8,6 Hz; H-
2’/H-6%); 7,48 (sl; 1H; H-2""); 7,78 (dd; 1H; Js» 5> = 8,6 Hz; J» 2~ =

1,4 Hz; H-6"").

1.5.6. Procedimentos sintéticos para a preparacao dos rubrolideos R e S utilizando como

grupo protetor tert-butildimetilsilil (TBS)

1.5.6.1. 4-(tert-butildimetilsililoxi)-3-(3-metilbut-2-enil)benzaldeido (23) (Huanga et al.,
2015)

Em um baldo de fundo redondo (50 mL) a 0 °C foram adicionados
19 (300 mg; 1,58 mmol), THF seco (6 mL) e NaH (57 mg; 2,37
mmol) em uma porg¢do. A mistura reacional foi agitada a 0 °C por
30 min. Posteriormente, adicionou-se TBDMSCI (0,71 g; 4,73
mmol) e a mistura reacional foi agitada por mais 30 min. a 0 °C.

Em seguida, adicionou-se uma solucdo saturada de NH4Cl (10

mL), e a mistura reacional foi extraida com acetato de etila (10

mL). A fase organica foi lavada com NaCl, secada com NaSO4 anidro, filtrada e concentrada
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sob pressdo reduzida. O material bruto da reacao foi purificado por cromatografia em coluna
de silica gel (0-10% de acetato de etila em hexano) para obtencéo de 23 como um 6leo incolor
em 88% (0,42 g; 1,38 mmol). 1V; Filme em NaCl; FTIR por transmitancia (cm™): dmax
2958, 2931, 2859, 2724, 1696, 1599, 1493, 1278. RMN de H (400 MHz, CDClzs) &: 0,29 (s;
6H; H-1"’/H-2""); 1,02 (s; 9H; H-4’/H-5""/H-6""); 1,69 (s; 3H; H-4"); 1,76 (s; 3H; H-5"); 3,34
(d; 2H; Jio2» = 7,2 Hz; H-17); 5,31 (t; 1H; Jor1- = 7,2 Hz; H-2"); 6,88 (d; 1H; Js6 = 8,3 Hz; H-
5); 7,62 (dd; 1H; Js5 = 8,3 Hz; Js2 = 2,2 Hz; H-6); 7,67 (d; 1H; J26 = 2,2 Hz; H-2); 9,85 (5;
1H; -CHO). RMN de 3C (100 MHz, CDClz) &: -4,0 (C-1°/C-2""); 18,0 (C-4°); 18,4 (C-3"");
25,8 (C-4°/C-5°/C-6""); 25,9 (C-5°); 28,5 (C-17); 118,5 (C-5); 121,6 (C-2°); 129,7 (C-6);
130,2 (C-3); 131,5 (C-2); 133,4 (C-1); 133,7 (C-3); 159,4 (C-4); 191,4 (-CHO). HRMS
(ESI-TOF) m/z [M+H]*: Calculado para C1gH290,Si 305,1931; encontrado 305,1932.

1.5.6.2.  (2)-4-bromo-5-(4-(tert-butildimetilsililoxi)-3-(3-metilbut-2-enil)benzilideno)furan-
2(5H)-ona (24) (Boukouvalas et al., 2007)

Em um baldo de fundo redondo (25 mL) a 0 °C e sob
atmosfera de argbnio, foram adicionados 16 (0,23 g; 1,39
mmol; 1 equiv) em DCM anidro (5 mL), TBDMSOTf (0,30
mL; 1,66 mmol; 1,2 equiv) e DIPEA anidra (0,25 mL; 1,39
mmol; 1 equiv). A mistura reacional foi agitada por 30 min. a

0 °C, resfriada a -78 °C, e entdo adicionou-se o aldeido 23
(0,38 g; 1,25 mmol; 0,9 equiv). Depois de agitada a -78 °C por
1 h, adicionou-se DBU (0,37 mL; 2,50 mmol; 1,8 equiv) e a

solugdo resultante de coloracdo roxa escura foi deixada na

temperatura do ambiente (25 °C) e agitada por 3 h. A mistura reacional foi transferida para um
funil de separacdo empregando-se DCM (5 mL) e a fase organica resultante foi lavada com
solugdo aquosa de HCI 3 mol L (5 mL) e solugdo saturada de NaCl (5 mL). A fase organica
foi secada com MgSOs anidro, filtrada e concentrada sob presséo reduzida. O material bruto
da reacgdo foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel (0-10% de acetato de etila
em hexano) para obtencdo de 24 como um liquido amarelo em 64% (0,36 g; 0,21 mmol). 1V;
Filme em NaCl; FTIR por transmitancia (cm™): @imax 2958, 2929, 2857, 1772, 1599, 1546,
1497, 1268. RMN de H (500 MHz, CDCls) & 0,27 (s; 6H; H-1"’/H-2>"); 1,02 (s; 9H; H-
4 /H-5"/H-6>""); 1,72 (s; 3H; H-4"); 1,78 (s:3H; H-5""); 3,31 (d; 2H; Ji»2» = 7,0 Hz; H-
1°); 5,30 (t; 1H; Jo»1» = 7,0 Hz; H-2""); 6,30 (s; 1H; H-6); 6,32 (s; 1H; H-3); 6,82 (d; 1H;
Js s = 8,5 Hz; H-5"); 7,51 (d; 1H; J2r ¢ = 1,8 Hz; H-2"); 7,66 (dd; 1H; Je5» = 8,5 Hz; Jo 2> =
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1,8 Hz; H-6"). RMN de 13C (125 MHz, CDCls) & -4,0 (C-1>"/C-2°""); 18,1 (C-4’); 18,4 (C-
3°>"); 25,8 (C-4°"°/C-5"/C-6>"); 25,9 (C-5); 28,6 (C-1°"); 114,2 (C-6); 117,6 (C-3); 119,0
(C-5°); 122,1 (C-2>"); 125,4 (C-1°); 130,2 (C-6); 133,1 (C-3"); 133,2 (C-2°); 133,5 (C-3’);
138,3 (C-4); 1452 (C-5); 155,7 (C-4’); 167,7 (C-2). HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]"*:
Calculado para C22H30BrOsSi 449,1142; encontrado 449,1142.

1.5.6.3. (2)-5-(4-(tert-butildimetilsililoxil)-3-(3-metilbut-2-enil)benzilideno)-4- (4-(tert-
butildimetilsililoxi)fenil)furan-2(5H)-ona (25a): diferentes metodologias da reacdo de
acoplamento de Suzuki (Métodos 1-3 citados no item 1.5.4.4, pg. 43) para obtencéo de 25a a

partir de 24
Metodo 1: Foi utilizado 24 (52 mg; 0,12 mmol), &cido
45 qV 4-(tert-butildimetilsililoxi)fenilbordnico e cromatografia em
6" /S/i\ ' coluna de silica gel (0-10% de acetato de etila em hexano)

para obtencdo de 25a como um liquido amarelo em 44% (29,3
mg; 0,05 mmol).

Método 2: Foi utilizado 24 (100 mg; 0,22 mmol),
acido 4-(tert-butildimetilsililoxi)fenilborénico e cromatografia
em coluna de silica gel (0-10% de acetato de etila em hexano)

para obtencdo de 25a como um liquido amarelo em 76% (97,6

mg; 0,17 mmol).
5 Método 3: Foi utilizado 24 (50 mg; 0,11 mmol), &cido

2iv

4iv 6iV

4-(tert-butildimetilsililoxi)fenilbordnico e cromatografia em
coluna de silica gel (0-10% de acetato de etila em hexano) para obtencdo de 25a como um
liguido amarelo em 75% (48,11 mg; 0,08 mmol).

IV; Filme em NaCl; FTIR por transmitancia (cm™): omax 2956, 2930, 2858, 1766, 1605,
1501, 1270. RMN de 'H (500 MHz, CDCls) &: 0,27 (s; 6H; H-1V/H-2"V): 0,27 (s; 6H; H-
1Y/H-2Y); 1,02 (s; 18H; H-4V/H-5" H-6"/H-4"/H-5"/H-6Y); 1,72 (s; 3H; H-4"""); 1,76 (s; 3H;
H-5"); 3,32 (d; 2H; Ji 2> = 7,0 Hz; H-1"""); 5,30 (t; 1H; Jo»» 1> = 7,0 Hz; H-2""); 6,08 (s;
1H; H-6); 6,14 (s; 1H; H-3); 6,82 (d; 1H; Js» ¢ = 8,5 Hz; H-5"); 6,97 (d; 2H; J3:p = Js' 6 =
8,5 Hz; H-3’/H-5"); 7,40 (d; 2H; J» 3 = Je¢ 5 = 8,5 Hz; H-2°/H-6"); 7,47 (d; 1H; J»»p> = 1,7
Hz; H-2*°); 7,71 (dd; 1H; Je 5> = 8,5 Hz; Js 2 = 1,7 Hz; H-6""). RMN de 3C (125 MHz,
CDCls) &: -4,2 (C-1V/C-2V); -4,0 (C-1Y/C-2Y); 18,0 (C-4’**); 18,3 (C-3"); 18,4 (C-3Y); 25,7
(C-4V/C-5V/C-6"); 25,9 (C-4Y/C-5V/C-6Y); 25,9 (C-5°*"); 28,7 (C-1"""); 112,4 (C-6); 114,3 (C-
3); 119,0 (C-5); 120,7 (C-3°/C-57); 122,3 (C-2°"); 123,7 (C-17); 126,4 (C-1"); 129,9 (C-
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6°"); 130,1 (C-2°/C-6%); 132,9 (C-2"’); 132,9 (C-37"); 133,1 (C-3"’); 146,7 (C-5); 154,9 (C-4);
157,9 (C-4"’); 158,5 (C-4’); 169,5 (C-2). HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*: Calculado para
C24H4904Si2 577,3164; encontrado 577,3162.

1.5.6.4. (2)-5-(4-(tert-butildimetilsililoxi)-3-(3-metilbut-2-enil)benzilideno)-4-(4-
hidroxifenil)furan-2(5H)-ona (25b): diferentes metodologias da reacdo de acoplamento de
Suzuki (Método 2 citado no item 1.5.4.4, pg. 43) para obten¢do de 25b a partir de 24

Meétodo 2: Foi utilizado 24 (50 mg; 0,11 mmol), acido

4-hidroxifenilborénico e cromatografia em coluna de silica gel

(0-20% de acetato de etila em hexano) para obtencdo de 25b
como um s6lido amarelo em 39% (20 mg; 0,04 mmol).

Tf: 197-198 °C. 1V; Filme em NaCl; FTIR por
transmitancia (cm™?): omax 3323, 2957, 2929, 2857, 1723,
1610, 1506, 1274. RMN de *H (500 MHz, CDClIs) &: 0,26 (s;
6H; H-1V/H-2v): 1,01 (s; 9H; H-4V/H-5"/ H-6"); 1,70 (s; 3H:;
H-4°""); 1,75 (s; 3H; H-5""); 3,30 (d; 2H; Ji»2» = 7,1 Hz; H-
1°); 5,29 (t; 1H; Jo»1» = 7,1 Hz; H-2>"); 5,74 (s; 1H; -OH);
6,08 (s; 1H; H-6); 6,14 (s; 1H; H-3); 6,81 (d; 1H; Js» 6> = 8,5 Hz; H-5""); 7,00 (d; 2H; J3 2> =
Js6 = 8,7 Hz; H-3°/H-5°); 7,41 (d; 2H; J» 3> = Je¢'5° = 8,7 Hz; H-2°/H-6"); 7,45 (d; 1H; J» ¢ =
2,3 Hz; H-2"); 7,69 (dd; 1H; Je»5» = 8,5 Hz; Js2» = 2,3 Hz; H-6""). RMN de 3C (125
MHz, CDCls) &: -3,9 (C-1V/C-2V); 18,1 (C-4’**); 18,5 (C-3"); 25,9 (C-4"/C-5"/C-6"); 25,9
(C-5); 28,7 (C-1""); 112,2 (C-6); 114,7 (C-3); 116,2 (C-3°/C-5"); 119,0 (C-5"); 122,3 (C-
2°%); 123,2 (C-17); 126,3 (C-17"); 129,9 (C-6’); 130,4 (C-2°/C-6"); 133,0 (C-2""); 133,0 (C-
3°°): 133,2 (C-3”); 146,7 (C-5); 155,1 (C-4); 157,9 (C-4>"); 158,6 (C-4’); 169,9 (C-2).
HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*: Calculado para CoagH3504Si 463,2299; encontrado
463,2282.
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1.5.6.5. Rubrolideo R: desprotecéo de 25a para obtencédo do rubrolideo R

Em um baldo de fundo redondo (25 mL) a 0 °C foram adicionados
TBAF (1 M) em THF (0,54 mL; 0,54 mmol) e 25a (0,78 g; 0,14
mmol) em THF seco (5 mL). A mistura reacional foi agitada por 15
min., adicionou-se H20 (5 mL), e esta foi extraida com acetato de
etila (3 x 5 mL). As fases organicas combinadas foram lavadas com
NaCl, secadas com MgSOs anidro, filtradas e concentradas sob
pressdo reduzida. O material bruto da reagdo foi purificado por

cromatografia em coluna de silica gel (0-25% de acetato de etila em

hexano) para obtencdo rubrolideo R como um sélido amarelo em
90% (42,4 mg; 0,12 mmol).

Tf: 202-203°C. 1V; Filme em NaCl; FTIR por transmitancia (cm™): max 3333, 3099,
2973, 2929, 2852, 1733, 1684, 1559, 1507. RMN de 'H (400 MHz, (CD3)2SO) &: 1,69 (s;
3H; H-4°""); 1,70 (s; 3H; H-5"""); 3,23 (d; 2H; Ji»» 2 = 7,2 Hz; H-17""); 5,28 (t; 1H; Jo» 1 =
7,2 Hz; H-2"""); 6,28 (s; 1H; H-3); 6,36 (s; 1H; H-6); 6,86 (d; 1H; Js» 6 = 8,3 Hz; H-5"’);
6,93 (d; 2H; J3 2> = Js¢ = 8,6 Hz; H-3"/H-57); 7,49 (d; 2H; J2' 3 = Je> 5> = 8,6 Hz; H-2°/H-6");
7,55 (dd; 1H; Je» 5> = 8,3 Hz; Je»»» = 2,3 Hz; H-6"); 7,57 (d; 1H; J»» 6> = 2,3 Hz; H-2"");
9,99 (s; 1H; -OH); 10,09 (s; 1H; -OH). RMN de C (100 MHz, (CD3)2S0) &: 17,7 (C-4>>");
25,6 (C-57"); 28,0 (C-1""); 110,8 (C-3); 113,8 (C-6); 115,4 (C-5"); 116,0 (C-3°/C-5); 120,8
(C-1°); 122,4 (C-2"""); 124,3 (C-1""); 128,1 (C-3"); 130,1 (C-6"); 130,4 (C-2°/C-6"); 131,8
(C-3"’); 132,5 (C-27°); 145,2 (C-5); 156,5 (C-47°); 158,1 (C-4); 159,7 (C-4"); 168,7 (C-2).
HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*: Calculado para C22H2104 349,1434; encontrado 349,1431.

1.5.6.6. Rubrolideo S: diferentes condicdes de ciclizacdo (Condigdes 1-6; Eom et al., 2012)

do rubrolideo R para obtencéo do rubrolideo S

Condicao 1: Em um balédo de fundo redondo (50 mL) foram
adicionados o Rubrolideo R (50 mg; 0,14 mmol), BFz-Et.O (390
uL; 447,08 mg; 3,15 mmol) e THF (5 mL). A mistura reacional foi
refluxada a 70 °C por 12 h sob atmosfera de argdnio. Apds a mistura
reacional ser resfriada na temperatura do ambiente (25 °C), agua
destilada (10 mL) foi adicionada e mistura reacional foi extraida
com acetato de etila (20 mL). A fase organica foi secada com

MgSOs anidro, filtrada e concentrada sob pressdo reduzida. O

material bruto da reacéo foi purificado por cromatografia em coluna
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de silica gel (0-25% de acetato de etila em hexano) para obtencdo do rubrolideo S como um
solido amarelo em 95% (47,6 mg; 0,14 mmol).

As condicOes 2-6 foram realizadas utilizando 0 mesmo procedimento descrito para a
condicdo 1, no entanto empregou-se apenas 2 mL de THF e variou-se o &cido, a temperatura
e o tempo de reacdo. A Tabela 1.7 apresenta a temperatura, o tempo de reacdo, os diferentes
acidos e suas quantidades, além dos rendimentos obtidos em cada condicdo. Os dados

referentes a caracterizagdo do rubrolideo S estdo apresentados no item 1.5.4.5 (pg. 45).

Tabela 1.7 - Dados referentes as condic¢des 1-6 utilizadas no preparo do rubrolideo S

Condicao I?Q(Lr;t;rorlri]crisgl)R (m ;‘ Cri: r(:1 ol) Temgg)c’:/ltu A Fzrl:]%rorgcrlrfg I S
' ’ tempo (h) rendimento)
1 (50:014) (50 jjﬁ%i 315 70/12 (47,6: 0,14: 95%)
2 (50; 0,14) o g;Tos,Qse) 70/12 (24; 0,07; 48%)
3 60:014) HLTIE?E' 0112) 25/12 (46,7 0,13; 93%)
4 (30; 0,09) (352' f%a) 70/12 (22.1: 0,07; 74%)
5 (50; 0,14) a 40?58156) 70/12 i
6 (30; 0,09) (QHO(,:J;O(‘)‘;%) 7012 (22.3: 0,06; 71%)
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CAPITULO 2
SINTESE DE NOVOS ANALOGOS AOS CADIOLIDEOS

2.1. INTRODUCAO
2.1.1. Cadiolideos: definicao, descoberta e importancia

O ambiente marinho € uma fonte prolifica de compostos bioativos. Nas ultimas
décadas, as pesquisas sobre plantas, animais e micrdbios derivados de espécies marinhas
tém fornecido um ndmero impressionante de agentes anti-infecciosos estruturalmente
diversos, com atividades antibacterianas, antifingicas, antiprotozoarias ou antivirais. Além
disso, varios desses compostos possuem novos mecanismos de acdo, 0 que destaca seu
potencial como lideres na descoberta de drogas. (Ancheeva et al., 2018).

Dentre os diversos tipos de compostos bioativos oriundos do mar, destacam-se 0s
cadiolideos. [Esses compostos sdo furanonas tri-aromaticas bromadas densamente
funcionalizados (Won et al., 2012). E, assim como os rubrolideos, quase todos os cadiolideos
também possuem a unidade 4-aril-5-arilmetilenofuran-2(5H)-ona, mas diferem dos primeiros,
pois contém um novo esqueleto de carbono na posicao 3 da lactona (Figura 2.1) (Boukouvalas
e Pouliot, 2005; Smith et al., 1998).

Cadiolideos Rubrolideos
HO tri-aromatico HO bi-aromatico

R', R2, R R* R% R®=H, Brou Cl
Figura 2.1 - Estruturas gerais dos cadiolideos e rubrolideos.

Os primeiros cadiolideos foram isolados em 1998 de ascidias marinhas, e até hoje
foram descobertos diversos outros compostos dessa mesma classe, os cadiolideos A-M (Smith
et al., 1998; Wang et al., 2012; Won et al., 2012; Wang et al., 2017). Na Figura 2.2 (pg. 57)

sdo apresentadas as estruturas de todos esses compostos.
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Cadiolideo A: R'=Br, R?>=R%=R*=H Cadiolideo G: R'=R%=H, R?=Br
Cadiolideo B: R'=R?=R*=Br, R®=H Cadiolideo H: R'=Br, R?=H, R3=Me (Z/E)
Cadiolideo C: R'=R?=R3=H, R*=Br

Cadiolideo D: R'=R*=Br, R2=R*=H

Cadiolideo E: R'=R%=H, R?=R*=Br

Cadiolideo F: R'=R?=H, R3=Me, R*=Br (Z/E)

Cadiolideo J: R'=R2=Br, R3=R®=Me, R*=H
Cadiolideo K: R'=R?=Br, R3=R*=H, R5=Me
Cadiolideo L: R'=R3=H, R2=R*=Br, R%=Me
Cadiolideo M: R'=R?=R*=Br, R3=R%=H

Figura 2.2 - Estrutura quimica dos cadiolideos A-M de ocorréncia natural.

Cadiolideo |

Inicialmente, foram isolados os cadiolideos A e B, juntamente com o conhecido
rubrolideo A. Essas substancias foram encontradas em ascidias do género Botryllus sp. e
coletadas manualmente por meio de mergulho (-3 a -15m) em Barrang Caddi, na Indonésia
(Smith et al., 1998). Em 2012, os cadiolideos C-F foram descobertos por Wang e
colaboradores de outra ascidia marinha, a ascidia Pseudodistoma antinboja. O cadiolideo F
foi obtido como uma mistura de isdmeros Z/E com predominio da forma Z. Nesse mesmo
trabalho, proveniente da mesma ascidia, também foram isolados o cadiolideo B, e o0s
rubrolideos A, J, Pe Q.

A ascidia Synoicum sp., encontrada na costa de Chuja-do, na Coreia, produziu os
cadiolideos G-I (Won et al., 2012). O cadiolideo H foi obtido como uma mistura de isdmeros
ZIE (2:1) e, a partir dessa ascidia, também foi isolado o cadiolideo E. Em 2017, Wang e
colaboradores identificaram mais 4 novos cadiolideos (J-M), e estes foram extraidos do
tunicato Pseudodistoma antinboja, juntamente com o cadiolideo H (Wang et al., 2017;
Gribble, 2018).
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No trabalho de Wang e colaboradores (2012), foi relatado que os cadiolideos B-F
exibiram atividade antibacteriana significativa contra todas as cepas de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (SARM) testadas (Stap. aureus: CCARM 3089, CCARM
3090, CCARM 3634, CCARM 3635), apresentando CIM de 0,5-1, 0,13-0,5, 0,25-1, 0,5-2 e 1-
2 ug mL:, respectivamente para os cadiolideos B-F. Esses valores foram comparaveis ou até
melhores do que o dos medicamentos comercializados, como vancomicina (CIM 0,5-1 ug
mL?) e linezolida (CIM 2-4 pg mL™). Pesquisas mostram que nas Gltimas duas décadas
houve um aumento substancial de infec¢bes por Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (SARM), sendo este o0 mais letal dentre os patdgenos bacterianos (Boukouvalas e
Thibault, 2015). As infeccGes por SARM sdo transmitidas, em sua grande maioria, em
hospitais, aparecendo principalmente como infeccdo da pele ou dos tecidos moles e podem
causar morte e morbidade grave, como pneumonia, abscesso cerebral e septicemia (Haysom
etal., 2018).

Os cadiolideos E e G-I também apresentaram significantes atividades antibacterianas
contra varias cepas Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Kocuria
rhizophila) e Gram-negativas (Salmonella entérica, Proteus hauseri, Escherichia coli). Como
exemplo, o cadiolideo G apresenta CIM = 0,8 pg mL? contra Salmonella entérica
(Ampicilina: CIM = 0,4 pg mL?), e o cadiolideo I apresenta CIM = 0,8 pg mL™ contra
Staphylococcus aureus (Ampicilina: CIM = 0,4 ug mL™?) (Won et al., 2012). Os cadiolideos
isolados mais recentemente (J-M) também apresentaram potente atividade antibacteriana
contra SARM (Wang et al., 2012). Ambos os cadiolideos K e M apresentaram CIM = 1 ug
mL? contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina (CCARM 3635), enquanto 0s
medicamentos comerciais como vancomicina e linezolida apresentam CIM equivalente a 1 e 4
ug mL, respectivamente.

Além da atividade antibacteriana, a atividade antifingica também foi relatada para os
cadiolideos. Os cadiolideos E e | inibem fortemente a enzima isocitrato liase de Candida
albicans, com Clso de 7,62 e 10,36 UM, respectivamente, enquanto o controle positivo 3-
nitropropinato apresenta Clsg de 13,91 uM (Ahn et al., 2013). Também foi relatado que o
cadiolideo B inibe o virus Japanese encephalitis na concentragdo de 1 pg mL™, (Smitha et al.,
2014).

Devido a atividade bioldgica dos cadiolideos naturais, alguns cadiolideos sintéticos
comecaram a ser desenvolvidos. Em 2015, Boulangé e colaboradores sintetizaram alguns
analogos aos cadiolideos e esses também foram muito ativos contra diversas bactérias. Os

analogos 1 e 2 (Figura 2.3, pg. 59) apresentaram CIM equivalente a 1,95 pug mL™* contra as
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bactérias Bacillus cereus, Salmonella typhi e Escherichia coli 405, enquanto o medicamento
comercial tetraciclina resultou em CIM de 3,90, 7,81 e 7,81 ug mL™, respectivamente
(Boulangé et al., 2015).

Em 2018, Mairink e colaboradores sintetizaram novos analogos aos cadiolideos, e
demonstraram, pela primeira vez, que essa classe de compostos é capaz de inibir a formagéo
de biofilme sobre uma gama de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O composto 3
(Figura 2.3) apresentou atividade antibiofilme contra as bactérias E. faecalis e S. aureus com
Clso de 0,5 e 0,3 pg mL?, respectivamente. No entanto, todos 0s compostos testados
apresentaram pouca ou nenhuma inibicdo do crescimento plancténico para a maioria dos
organismos testados. 1sso sugere que 0s compostos atuam interferindo no mecanismo de
comunicacdo entre as bactérias, conhecido como “quérum sensin (QS)”.

Entre os processos controlados pelo QS estd a formacdo de biofilmes. O QS
corresponde a um processo em que 0s microorganismos se comunicam numa base célula-a-
célula, regulando a expressdo genética e sincronizando processos Vvitais. ESsses processos
incluem a formacdo de biofilmes e fatores de viruléncia, que defendem as bactérias contra
drogas antibacterianas ou o sistema imunolégico de um hospedeiro (Park et al., 2017,
Paczkowski et al., 2017; Papenfort e Bassler, 2016). Ao contrario dos antibidticos, que
impdem uma pressao seletiva de “vida ou morte” nos agentes patogénicos especificos, 0s
inibidores QS ndo matam o patdgeno diretamente, mas reduzem a sua populacdo com a
interrupcdo da formacédo de biofilmes. Assim, a inibicdo do QS nesses patdgenos reduziria a
viruléncia em vez de matar as bactérias, 0 que poderia enfraquecer a presséo seletiva imposta

aos patégenos e retardar a evolucdo da resisténcia microbiana (Tang e Zhang, 2014).

Analogos aos cadiolideos

1: R'=R%=R°®=Br, R?=R%=H, R*=R"=0H
2: R'=R*=R°=R°%=Br, R?=H, R*=R"=0H
3: R'=R%=R*=R°=R"=H, R?=R°=0H

Figura 2.3 - Estruturas dos analogos aos cadiolideos 1-3.

Desde 1998, todos os estudos envolvendo a citotoxicidade dos cadiolideos mostraram
que estes ndo possuem atividade significativa contra células cancerigenas, sendo, assim,
denominados como um grupo de compostos nao citotoxicos (Smith et al., 1998; Wang et al.,
2012; Won et al., 2012; Boulangé et al., 2015; Boukouvalas e Thibault, 2015; Wang et al.,

2017).
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2.1.2. Estudos sintéticos envolvendo cadiolideos naturais e analogos

Desde a descoberta dos primeiros cadiolideos naturais, em 1998, poucas foram as
publicacGes envolvendo a sintese de cadiolideos e seus analogos. Até hoje, apenas 5 trabalhos
foram publicados contendo rotas sintéticas plausiveis para a obtencéo desses butenolideos.

Em 2005, foi relatada a primeira sintese de um cadiolideo, o cadiolideo B. Este foi
obtido em 6 etapas e com rendimento global de 42% (Esquema 2.1). (Boukouvalas e Pouliot,
2005).

.
Cadiolideo B: X=Br

Esquema 2.1 - Reagentes e condicdes: (a) 2,6-lutidina, n-Bu,BOTf, p-anisaldeido, THF, -78
a -20 °C, 45 min, 64%; (b) acido p-metoxifenilbordnico, AsPhs, Ag20, PdCI>(PhCN)2, THF,
H-0, 23 °C, 20 h, 86%; (c) DMP, CHxCl,, 23 °C, 15 h, 89%; (d) TBDMSOTf, p-anisaldeido,
i-PraNEt, CH.Cl2, 23 °C, 1 h; DBU, 23 °C, 2 h, 94%; (e) BBrs, CH2Cl>, -78 °C & 23 °C, 20 h,
93%; (f) Br2, KBr, dioxano, H20, 23 °C, 1 h, 98%.

Nessa metodologia (Esquema 2.1), a lactona 4-bromofuran-2(5H)-ona (4), disponivel
comercialmente, foi convertida no 2-furanolato de dibutilboro, que posteriormente foi
submetido a reacdo de condensacao aldolica com p-anisaldeido, fornecendo o intermediario 5
com 64% de rendimento. Em seguida, um grupo arila foi adicionado na posicdo 4 do anel
lactdnico, utilizando a reacéo de acoplamento cruzado de Suzuki para formacéao de 6 (86% de
rendimento). Na etapa seguinte, 6 foi oxidado a 7, utilizando-se periodinana de Dess-Martin
(89% de rendimento). A reacdo de adicdo alddlica entre 7 e p-anisaldeido na presenca de
TBDMSOTT e i-ProNEt, seguida por uma pg-eliminagdo in situ com DBU, proporcionou a

obtencdo de 8 (isbmero Z) com 94% de rendimento. As etapas seguintes consistiram na
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desmetilagdo com BBrs, levando a formacgdo de 9 (93% de rendimento) e bromagdo com
Bro/KBr para formagéo do cadiolideo B (98% de rendimento).

Apenas 8 anos depois, em 2013, outra sintese de um cadiolideo foi relatada, sendo esta
também referente ao cadiolideo B (Esquema 2.2) (Peixoto et al., 2013). Essa rota sintética foi
realizada em 3 etapas, com rendimento global de 48% a partir da dioxinona 10. No entanto, a
dioxinona 10 ndo é disponivel comercialmente, e esta foi obtida em 4 etapas (76% de
rendimento) a partir do acido p-metoxibenzdico, o que altera 0 nimero de etapas e 0
rendimento global para obtencdo do produto final (7 etapas e 36% de rendimento). Apesar
desse equivoco, os autores relataram uma nova metodologia para formacéo desse cadiolideo,
uma reacao multicomponente (RMC), que consiste em reacdes convergentes. Nesse tipo de
reacdo, trés ou mais materiais de partida reagem em uma Unica operagdo para formar um
unico produto, no qual basicamente todos os atomos, ou a maioria deles, contribuem para o
produto formado (Abou-Shehada et al., 2017).

CHO

MeO MeO
\©\/\fo O Q
P! C)-om
dioxinona X OMe a -

=0 (@]

10 12 - >
+
0 C)
H
© MeO
. . 13
MeO hidroxicetona

c E
1" Cadiolideo B:

X=Br
Esquema 2.2 - Reagentes e condigdes: (a) EtsN, tolueno, 300 W, 150 °C, 5 min, 77%; (b)
BBr3, CH2Cl», -78 °C a 20 °C, 20 h, 94%; (c) Brz, KBr, H20, dioxano, t.a., 24 h, 67%.

A partir da dioxinona 10, a hidroxicetona 11 e o aldeido 12, foi realizada a reacédo
multicomponente em micro-ondas, utilizando-se trietilamina e tolueno para formacdo da
furanona 13 (77% de rendimento). As etapas seguintes consistiram na remog¢do dos grupos
metila de 13 com BBr3, levando & formacéo de 14 (94% de rendimento) e bromacdo com
Bro/KBr para formacéo do cadiolideo B (67% de rendimento) (Esquema 2.2).

Utilizando a mesma reacdo multicomponente citada no Esquema 2.2, Peixoto et al.
(2013) também sintetizaram os anadlogos 15-21 (Figura 2.4, pg. 62) e Boulangé et al. (2015)
prepararam 0s cadiolideos A-C, além dos analogos 1, 2, 22-32 (Figura 2.4, pg. 62). Os
analogos aos cadiolideos sintetizados por Boulangé apresentaram bons resultados como
bactericida, principalmente os compostos 1 e 2, que tiveram essa atividade discutida no item
2.1.1 (pg. 56) deste capitulo.
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15: R'=R?=H (61%)

16: R'=H, R>=NO, (55%)
17: R'=Me, R?=H (45%)
18: R'=H, R?=N(Me), (4%)

1: R'=R3=R%=Br, R%=R*=R°=H (44%)

22:
23:
24:
25:
26:
27:

R'=R?=R3=R*=R%=R®%=H (72%)

R'=R?=R3®=R°=R°=H, R*=Br (39%)
R'=R?=R®=R°=H, R*=R°®=Br (38%)
R'=R?=H, R3=R*=R%=R®=Br (38%)
R'=R%=R°=R®=H, R?=R*=Br (37%)
R'=R3=R*=R%=Br, R?=R®=H (61%)

MeO

19: R'=furan-2-il (53%)
20: R'=heptil (38%)

2: R'=R3=H, R?=R*=Br (39%) 30: R'
28: R'=R?=R%=Br, R*=H (21%) 31: R’
29: R'=R?=Br, R3=R*=H (19%) 32: R'

Cadiolideo A: R'=R?=H, R3=R*=Br (18%)
Cadiolideo B: R'=R?=R3=R*=Br (48%)

Cadiolideo C: R'=R3=R%=R%=Br, R?=R*=H (47%)
Figura 2.4 - Estruturas dos cadiolideos A-C, os andlogos 15-32, e seus respectivos
rendimentos globais.

21 (25%)

=R?=R%=H (37%)
=R3=Br, R?=H (30%)
=R?=R3=Br (13%)

Em 2015, Boukouvalas e Thibault apresentaram a primeira sintese dos cadiolideos A e

D, e uma nova sintese do cadiolideo B, utilizando uma nova metodologia que foi realizada em

3 etapas e com rendimentos globais de 47%, 43% e 38% a partir do cetoalquino 33 (Esquema

2.3, pg. 63), respectivamente. Esse processo envolve uma reagéo de cicloadi¢do/cicloreversao

de Diels-Alder, seguida de hidrolise, o que favorece a eficiéncia da reagdo quimica, uma vez

gue um reagente é submetido a sucessivas rea¢cbes no mesmo meio reacional.
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MeO
OMe 36
33 — - (n&o purificado)

Cadiolideo A: R'=R2=H
Cadiolideo B: R'=R2=Br
Cadiolideo D: R'=Br, R?=H

Esquema 2.3 - Reagentes e condicdes: (a) PhEt, 150 °C, 15 h; (b) ag. HBr, THF, t.a., 8 h,
70% (2 etapas: a-b); (c) BBrs, CH2Cly, -78 °C a 20 °C, 24 h; Bro/KBr, Et20, H-0, dioxano,
t.a., 2 h, 84%; (d) ArCHO, MeOH, piperidina, t.a., cadiolideo A (15 h, 80%), cadiolideo B (28
h, 65%), cadiolideo C (28 h, 73%).

Inicialmente, o cetoalquino 33, obtido pela reacdo de acoplamento de Sonogashira
entre cloreto de 4-metoxibenzoila e 1-etinil-4-metoxibenzeno, reage com o oxazol 34 via
reacdo de DA/retro-DA. Nessa reacdo ocorre uma cicloadi¢do de Diels-Alder, formando o
intermediario 35, que, por sua vez, sofre espontaneamente uma ciclo-reversdo de Diels-Alder
com perda de acetonitrila, formando o composto 36. Esse intermediario € submetido a
hidrélise com acido bromidrico, fornecendo a lactona 37 (70% de rendimento, regioisdmero
majoritario). Posteriormente, realizaram-se as reacGes de desmetilacdo e bromacgdo de 37,
obtendo 38 com 84% de rendimento. Finalmente, a reacdo de condensacdo de Knoevenagel
resultou na formagdo dos cadiolideos A, B e D, com rendimentos de 80%, 65% e 73%,
respectivamente (Esquema 2.3).

Utilizando-se uma metodologia similar aquela desenvolvida por Boukouvalas e
Thibault (2015), Mairink e colaboradores (2018) sintetizaram o0s analogos aos cadiolideos 3,

43-49 (Esquema 2.4, pg. 64). Nesse processo, o cetoalquino 41 também é obtido via reagdo de
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acoplamento de Sonogashira. Nesse caso, utilizou-se cloreto de benzoila e 2-bromo-4-etinil-1-
metoxibenzeno para obtencdo de 41 com 97% de rendimento. O composto 41 reage com 0
oxazol 34 por meio da reacdo de cicloadicdo/cicloreversdo de Diels-Alder, seguida de
hidrélise para obtencdo da lactona 42 (51% de rendimento, regioisbmero majoritario). A
reacao de adicédo aldodlica entre 42 e diversos aldeidos aromaticos na presenca de TBDMSOTf
e i-ProNEt, seguida por uma f-eliminagdo in situ com DBU, proporcionou a obtencdo dos
analogos 43-46 (isbmero Z), com rendimentos variando entre 45-82%. Finalmente,
realizaram-se as reacOes de desmetilacdo de 43-46, levando a formacdo dos analogos 3, 47-
49. Os compostos sintetizados por Mairink et al. (2018) apresentaram bons resultados como
inibidores de biofilme bacteriano, principalmente o composto 3, que teve sua atividade

discutida no item 2.1.1 (pg. 56) deste capitulo.

47: R'=R%=R*=H, R®=0H 43: R'=R?=R%=H, R®*=0OMe
48: R'=R?%=H, R3=0H, R*=Br 44: R'=R%=H, R3=OMe, R*=Br
49: R'=H, R%=R*=Br, R*=0H 45: R'=H, R?=R*=Br, R%=OMe
3: R'=R*=0OH, R?=R%=H 46: R'=R*=0OMe, R?=R*=H

Esquema 2.4 - Reagentes e condigdes: (a)Pd(PPhz)2Cl2, Cul, EtsN, THF, t.a., 3 h, 97%; (b)
34, xileno, 150 °C, 24 h; ag. HBr, THF, t.a., 8 h, 51%; (c) ArCHO, TBDMSOTT, DIPEA,
CH.Cly, ta., 1 h; DBU, refluxo, 2 h, 43 (79%), 44 (55%), 45 (45%), 46 (82%); (d) BBrs,
CH2Cly, -78 °C a 20 °C, 20 h, 47 (86%), 48 (83%), 49 (45%), 3 (78%).

Frente a recente descoberta dos cadiolideos, a importante atividade bioldgica
apresentada pelos cadiolideos naturais e analogos e a escassez de trabalhos referentes a essa

classe de compostos, os cadiolideos serdo o alvo de investigacdo dessa parte do nosso
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trabalho. Além da sintese de novos andlogos aos cadiolideos, testaremos suas atividades
bioldgicas, uma vez que, os cadiolideos podem servir como antibidticos para o tratamento de
infeccOes bacterianas causadas por SARM, e como inibidores do biofilme bacteriano (Wang
etal., 2012).

2.2. OBJETIVOS E ESTRATEGIAS

Neste capitulo, pretende-se sintetizar novos analogos aos cadiolideos, utilizando-se a
rota sintética desenvolvida por Boukouvalas e Thibault (2015) (Esquema 2.4, pg. 64), uma
metodologia recente, inovadora e eficiente. Os anélogos a serem preparados serdo escolhidos
de acordo com os resultados publicados por Mairink et al. (2018) e Boulangé et. al. (2015),
que apontam os cadiolideos como bons antibacterianos e inibidores da formacao de biofilme
bacteriano. Dessa forma, 0os compostos seriam obtidos mediante variacdo dos substituintes
nos anéis A, B e C (Figura 2.5), utilizando-se os grupos funcionais que se mostraram mais
ativos nos trabalhos relatados acima.

Figura 2.5 - Estrutura geral dos cadiolideos.

As principais etapas a serem avaliadas incluem a reacdo de acoplamento de
Sonogashira, a reacdo de cicloadigdo/cicloreversdo de Diels-Alder, seguida de hidrélise, e a
reacdo de adicdo alddlica, seguida por reacdo de S-eliminacao.

Além disso, pretende-se submeter esses analogos a ensaios bioldgicos, a fim de avaliar

suas atividades antibacteriana e inibitoria do crescimento de biofilme bacteriano.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A rota sintética escolhida para sintetizar os analogos aos cadiolideos neste trabalho foi
desenvolvida por Boukouvalas e Thibault (2015) (Esquema 2.5, pg. 66).
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Esquema 2.5 - Reagentes e condicdes: (a) Pd(PPhs)2Clz, Cul, EtsN, THF, 25-30 °C, 3 h; (b)
34, tolueno, 150 °C, 24 h; ag. HBr, THF, 25-30 °C, 8 h; (c) ArCHO, TBDMSOTf, DIPEA,
CH2Cly, 25-30 °C, 1 h; DBU, refluxo, 2 h; (d) BBr3, CH2Cly, 25-30 °C, 2 h.

Inicialmente, o cetoalquino 52 é obtido por meio da reacdo de acoplamento de
Sonogashira. Nesse caso foram utilizados diferentes alquinos aromaticos terminais (50) e
diversos cloretos de benzoila (51) para obtencdo de 52. Posteriormente, 52 reage com 0
oxazol 34 via reacdo de cicloadicdo/cicloreversdo de Diels-Alder, seguida de hidrolise para
obtencdo da lactona 53. A reacdo de adicdo alddlica entre 53 e diversos aldeidos aromaticos
na presenca de TBDMSOTT e i-ProNEt, seguida por uma f-eliminacdo in situ com DBU,
proporcionou a obtencdo dos andlogos aos cadiolideos metoxilados (54). Finalmente,
realizaram-se as reacOes de desmetilacdo, levando a formacdo dos analogos aos cadiolideos
hidroxilados (55).

2.3.1. Sintese dos alquinos aromaticos terminais (50a-€)

Para a preparacdo dos alquinos terminais 50a-e foi utilizada a reagdo chamada reagao
de Seyfert-Gilbert (Esquema 2.6) (Kirti e Czakd, 2005; Roth et al., 2004). Essa reacdo
permite a obtencdo de alquinos terminais a partir de aldeidos em condicdes suaves, evitando o

uso de uma base forte em condicdes de baixa temperatura (Pietruszka e Witt, 2006).

o O o K,COj3, MeOH,

||
P- t.a. _
+ OMe —_— > =
R )Hf OMe R="
N2
Aldeido Reagente de Alquino terminal

Bestmann-Ohira
Esquema 2.6 - Reacdo de Seyfert-Gilbert para obtencgdo de alquinos terminais.

Nessa metodologia de preparacdo dos alquinos terminais, faz-se necessaria a utilizacéo

do reagente de Bestamnn-Ohira (Esquema 2.6). Frente ao alto custo de comercializagdo do
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reagente de Bestmann-Ohira, o0 mesmo foi preparado seguindo a estratégia proposta por
Pietruszka e Witt (2006) (Esquema 2.7).

HBr, Bry, 1) Kl, acetona,
25-30°C,1h MeCN, 25-30 °C, 1 h
)J\ )J\/ )J\/P\OMe
2) P(MeO); OM
56 ta., 12 h 58 ~°C
9% 63%
NaH, tolueno,
! NHAc NHAC ! 25-30 °C,
! DCM, TBAB, NaNj3;, ! 16 h
! 25-30°C, 12 h '
| g | Q@9
: )kH/P\\OMe
: 802C| SOZN3 : OMe
, 59 60 ! N2
5 89% ! 61
---------------------------------------------- ' 45%

Esquema 2.7 - Rota sintética para a preparacao do reagente de Bestmann-Ohira.

A primeira etapa consistiu na sintese da bromoacetona (57) via monobromacdo da
acetona (56), empregando-se Bro/HBrag. O produto 57 foi obtido como um 6leo lacrimejante
com 89% de rendimento, sendo utilizado na etapa seguinte sem qualquer tipo de purificagéo.
Essa etapa envolveu a sintese do dimetil-2-oxopropilfosfonato (58). A iodoacetona foi
sintetizada in situ por meio da reacdo entre a bromoacetona (57) e KI/MeCN, e, em seguida,
adicionou-se trimetilfosfito, levando a formacao do produto 58 com 63% de rendimento.

Na ultima etapa, a azida 60, obtida com 89% de rendimento pela reacdo entre cloreto
de 4-acetamidobenzenossulfonila (59) e azida de sodio, reage com o fosfonato 58,
proporcionando a sintese do reagente de Bestmann-Ohira (61) com 45% de rendimento.

Uma vez sintetizado, o reagente de Bestmann-Ohira (61) foi utilizado na sintese dos
alquinos terminais via reacdo de Sayferth-Gilbert, usada por Roth e colaboradores (2004).
Nessa reacdo, 61 reagiu com diferentes aldeidos na presenca de K>COg, levando a formacéo
dos alquinos terminais 50a-e. Os alquinos foram obtidos com rendimentos que variaram entre
40-95% (Esquema 2.8).

cHo |

K2CO3, MeOH,
25-30°C, 8 h 50a: R'=OMe; R?=Br (95%)
- . pl= . pP2—
R2 o o =2 50b: R1—OMe,2R =H (80%)
. - . - [v)
R R-OMe e 50c: R'=Br; R?=H  (62%)
OMe 50d: R'=Cl; R>=H  (40%)
Aldeidos N2 50a-e 50e: R'=H; R>=OMe (95%)
61

Esquema 2.8 - Sintese dos alquinos terminais (50a-e).
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Uma proposta mecanistica para a sintese dos alquinos terminais, via reacdo de
Seyfeth-Gilbert, encontra-se no Esquema 2.9 (Kurti e Czako, 2005). Inicialmente, o metanol
realiza o ataque a carbonila do reagente de Bestmann-Ohira, levando a formagdo de um
alcoxido (b). Posteriormente, ocorre a formacdo de um carbanion (c), que, por sua vez, realiza
um ataque nucleofilico a carbonila do aldeido, formando um novo alcoxido (d). O alcoxido
ataca o atomo de fdsforo, levando a formacdo do oxafosfetano (e). O oxafosfetano se
decompde, formando um diazoalqueno (f) termicamente instavel, que se rearranja para
formacdo dos alquinos terminais (Esquema 2.9). Uma caracteristica central desse tipo de
reacao € que a presenca de grupos doadores de elétrons (ativantes) no aldeido leva a formacao

de alquinos com bons a excelentes rendimentos (Kurti e Czakd, 2005).

HJ\R
(o) (o) _Z ':
()H(B—OMe %O{H/(IP? oM (IF?’ oM
\ \_ e — \_ e
/ OMe MeO OMe \ | OMe
N2 N2 o N2
MeQH b )J\OM c
o
R.oH o
_ -Np ( c MeO-5__o _:.O:KO)
R-C=CH ne /7 Meo N T P—OMe
Alquino terminal N Meoiilji_ N R R N bMe
\/P\ e 2
f MeO ~o d

Esquema 2.9 - Mecanismo proposto para a formacgdo dos alquinos terminais a partir de
aldeidos via reacdo de Seyfeth-Gilbert.

Todos os alquinos sintetizados (50a-e) foram devidamente caracterizados utilizando-se
espectroscopia de RMN (*H e *3C). Os espectros obtidos para os alquinos 50a-e (Apéndice 2,
pg. 178) apresentaram grande semelhanca. As variagdes observadas referem-se aos
substituintes presentes no anel aromatico proveniente dos diferentes aldeidos utilizados nas
reacOes. Portanto, a discussdo feita a seguir é baseada nos dados do composto 50a, mas pode
ser estendida aos demais compostos.

O espectro de RMN de *H de 50a (Figura 2.6, pg. 69) apresenta um simpleto referente
ao hidrogénio acetilénico em 6 3,02 e outro simpleto em ¢ 3,90 referente ao grupo metoxila.
Os sinais dos hidrogénios aromaticos sao observados como um dupleto em 66,82 (J = 8,5
Hz), um dupleto duplo em 67,41 (J =8,5Hz e J = 2,0 Hz) e um dupleto em 67,68 (J = 2,0
Hz). No espectro de RMN de *3C de 50a (Figura 2.7, pg. 69) destacam-se 0s sinais em 56,5,
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referente ao grupo metoxila, e os sinais em 6 77,1 e 82,3, referentes aos carbonos da ligacéo

tripla.
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Figura 2.6 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCIls) do composto 50a.
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Figura 2.7 - Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCl3) do composto 50a.



2.3.2. Sintese dos cloretos de acidos (51c-e)

Neste trabalho foram utilizados cinco diferentes cloretos de &cido. Apenas dois desses
cloretos estavam disponiveis no laboratorio: o cloreto de 4-bromobenzoila (51a) e o cloreto de
3-bromobenzoila (51b). Os compostos cloreto de 4-metoxibenzoila (51c), cloreto de 3-
metoxibenzoila (51d) e cloreto de 3-clorobenzoila (51e) foram sintetizados a partir da reacdo
entre &cidos benzoicos e cloreto de tionila, com rendimentos quantitativos, conforme descrito

no Esquema 2.10.

SOCl,, Q
= OH reﬂUXO, 6h = Cl
R— | - R— |
N N
Acidos benzéicos 51c-e (100%)

(0] (0] (0]
MeO
MeO
51c 51d 51e

Esquema 2.10 - Sintese dos cloretos de acido 51c-e.

Os cloretos ndo foram caracterizados, pois foram utilizados logo ap6s sua preparacéo,

uma vez que sao compostos muito reativos.
2.3.3. Sintese dos cetoalquinos (52a-h)

A estratégia utilizada para obtencdo dos cetoalquinos foi o acoplamento cruzado de
Sonogashira. Esse acoplamento é uma importante reacdo de formacdo da ligacdo carbono-
carbono, catalisada por cobre e paladio, e acontece entre alquinos terminais e haletos,
principalmente, de arila e vinila (Kurti e Czako, 2005).

Por meio do acoplamento de Sonogashira, cada alquino terminal (50a-e) reagiu com
um cloreto de &cido diferente (51a-e), resultando na formacéo dos cetoalquinos 52a-h com
rendimentos que variam de 63% a 97% (Esquema 2.11, pg. 71) (Boukouvalas e Thibault,

2015). Nessa etapa ndo foi observada a formacao de produto de homoacoplamento.
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= Pd(PPh3),Cls,
R1©/ el G _Cul EuN, THF
A + A 25-30°C,3 h

52¢ (85%)

Br Br Br
(0] (0]
OMe Cl
=1
O OMe
MeO o MeO
B 52d (93%) Br 52e (97%) 52f (70%)
MeO / O MeO
OMe Br
52g (72%) 52h (63%)

Esquema 2.11 - Sintese dos cetoalquinos 52a-h.

O mecanismo da reacdo de Sonogashira é representado por um ciclo catalitico
(Esquema 2.12, pg. 72) (Karak et al., 2014). Inicialmente, acontece a adicdo oxidativa do
haleto de acila (51a-e) ao catalisador de paladio (0) (62), formando um complexo tetraédrico
de paladio (1) (63). A seguir, ocorre uma transmetalacdo em que o nucledéfilo do alquino é
transferido do intermediario de cobre 67 para o complexo de paladio 64 (Pd permanece como
Pd (11)). Esse novo intermediario de paladio sofre uma isomerizacdo (Pd permanece como Pd
(1)) e finalmente leva a eliminacdo redutiva, que proporciona a formacdo dos alquinos
desejados 52a-h e a restituicdo do complexo de paladio (0). A formacdo in situ do complexo
cuproso 67 é possivel devido a adicdo de uma base (trimetilamina) que extrai o préton do

alquino terminal, e este reage com o sal de cobre para formar 67.
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Esquema 2.12 - Mecanismo proposto para a reacao de acoplamento de Sonogashira (Karak et
al., 2014).

Todas os cetoalquinos 52a-h foram devidamente caracterizados, utilizando-se 1V,
RMN e espectrometria de massas (Apéndice 2, pg. 178). Os espectros obtidos para 0s
alquinos 52a-h apresentaram grande semelhanca. Portanto, a discussao feita a seguir sera
baseada nos dados do composto 52a, mas pode ser estendida aos demais compostos
sintetizados.

O espectro no IV de 52a (Figura 2.8, pg. 73) apresenta a banda de estiramento do
grupo carbonila em 1634 cm™. A banda referente ao estiramento C=C é observada em 2191
cm™ e a banda aguda em 1586 cm é referente ao estiramento C=C de compostos aromaticos
(BARBOSA, 2007).

No espectro de RMN de 'H de 52a (Figura 2.9, pg. 74) pode-se observar um simpleto
em o 3,96 referente ao grupo metoxila. O dupleto referente ao hidrogénio HS5’ apresenta
deslocamento em 66,93 (Js»6 = 8,6 Hz). O dupleto duplo em 67,63 (Js»5> = 8,6 Hz, Joo 2> =

2,0 Hz) e referente ao H-6’ ¢ o dupleto em 67,87 (J2 6 = 2,0 Hz) refere-se ao H-2’. O sinal
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relativo aos hidrogénios H3”’ e H5”’ foi observado como um dupleto, em &6 7,66 (J3» 2> =
Js» 6 = 8,5 Hz), assim como 0s sinais de H2”’ e H6’, apresentando deslocamento em ¢ 8,05
(J2»3» = Je»5» = 8,6 Hz). As atribuicbes foram realizadas com seguranca por meio da
interpretacdo dos mapas de contornos COSY (Figura 2.10, pg. 74).

Os sinais no espectro de RMN de °C (Figura 2.11, pg. 75) foram atribuidos com
auxilio da técnica bidimensional HSQC (Figura 2.12, pg. 75). O sinal em 6 56,6 refere-se ao
carbono da metoxila. Os sinais dos carbonos C=C em ¢ 87,0 e 92,8 referem-se,
respectivamente, aos carbonos C-2 e C-1. Os sinais em ¢ 131,0 e 132,2 referem-se aos
carbonos C2’°/C6°’ ¢ C3*’/C5”’, respectivamente. O sinal do carbono C1°’ é observado em ¢
135,8 e o sinal do carbono C4’’ é observado em 6 129,7. Os sinais dos carbonos C-1°, C-2’,
C-3°, C-5’ e C-6’ encontram-Se em 6 113,2, 138,0, 112,1, 111,9 e 134,4, respectivamente. O
sinal do carbono ligado ao grupo metoxila apresenta deslocamento em 158,4 (C4”). O sinal
em 6 176,8 é referente ao carbono da carbonila (C-3), que estd de acordo com a posigdo de
um grupo carbonila de cetona em sistemas conjugados.

No espectro de massas de 52a (Figura 2.13, pg. 76) observam-se a presenca do pico
em m/z 392 ([M]™), consistente com a férmula molecular do composto (CisH10Br203), e os
picos em m/z 394 ([M+2]"") e em m/z 396 ([M+4]"") confirmaram a presenca de dois 4tomos

de bromo na molécula, devido as abundancias relativas dos isétopos de "°Br e ®Br (Pavia et
al., 2001).
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Figura 2.8 - Espectro no IV (ATR/FTIR) do composto 52a.
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2.3.4. Sintese das furanonas (53a-d)

A estratégia utilizada para obtencdo das furanonas foi a reacdo de Diels-Alder/retro-
Diels-Alder, seguida de hidrélise, desenvolvida por Boukouvalas e Thibault (2015). Nessa
etapa, cada cetoalquino (52a-c e 52h) reagiu com o 5-etoxi-4-metiloxazol (34) para obtencédo
das furanonas 53a-d (Esquema 2.13, pg. 77). O oxazol 34 (Esquema 2.13, pg. 77) esta
disponivel comercialmente; no entanto, ele foi preparado em nosso laboratério devido ao seu

alto custo de comercializacdo. A sintese de 34 esta descrita no item 2.3.4.1 (pg. 83) deste

trabalho.
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Esquema 2.13 - Sintese das furanonas 53a-d.

Pode-se observar no Esquema 2.13 que as reacgdes de cicloadicdo foram altamente
regiosseletivas, uma vez que foram obtidos apenas um regioisdmero como produto final para
cada analogo. Essa observacdo pode ser confirmada no Esquema 2.14 (pg. 78), que apresenta
a proposta mecanistica desta etapa (reacdo de Diels-Alder/Retro-Diels-Alder, seguida de
hidrélise) e por meio dos mapas de contornos NOESY das furanonas 53a-d (ex: composto
53a, Figura 2.17, pg. 81)
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Esquema 2.14 - Proposta mecanistica da reacdo de cicloadicdo/cicloreversdo de Diels-Alder,
seguida de hidrdlise, utilizada na sintese das furanonas 53a-d.

Inicialmente ocorre a cicloadicdo [4+2] (setas vermelhas, Esquema 2.14) entre o
oxazol (dieno) e a inona (diendfilo), seguida da cicloreversdo (setas vermelhas, Esquema
2.14), com perda de uma molécula de acetonitrila e consequente formacdo do intermediario
71 (ndo purificado). Os intermediarios (ex: 71 e 72) foram submetidos a hidrélise &cida e as
furanona 53a-d foram obtidas.

A obtencdo majoritaria dos regioisdmeros 53a-d era esperada devido a polarizacdo dos
contribuintes de ressonancia da inona 52 e o oxazol 34, conforme apresentado no Esquema
2.14, com as setas em preto e as densidades de carga evidenciadas com os circulos amarelos.
Pode-se observar que o diendfilo 52 possui um grupo retirador de densidade eletr6nica
(carbonila), favorecendo o deslocamento de elétrons (setas pretas) e a formacdo de um
carbono com deficiéncia em elétrons. No entanto, o dieno 34 possui um grupo doador de
densidade eletronica (etoxila), favorecendo o deslocamento de elétrons (setas pretas) e a
formacdo de um carbono rico em elétrons. Dessa forma, 0s carbonos com maiores
coeficientes de carga (orbitalar) reagem formando o produto final regiosseletivo (Barber et
al., 2018).

Todas as furanonas 53a-d foram devidamente caracterizadas utilizando-se IV, RMN e
massas de alta resolucdo (Apéndice 2, pg. 178). Os espectros obtidos para 53a-d apresentaram
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grande semelhanca. Portanto, a discusséo feita a seguir sera baseada nos dados do composto
53a, mas pode ser estendida as demais furanonas sintetizadas.

Para 53a, a massa molecular exata foi determinada por HRMS (espectrometria de
massas de alta resolucdo), apresentando valor equivalente a 450,9175 (valor calculado =
450,9182). A presenca dos grupos carbonila da lactona e da cetona puderam ser confirmadas
por 1V (Figura 2.14, pg. 80), observando-se as bandas de estiramento do grupo carbonila em
1735 e 1656 cmt, respectivamente (BARBOSA, 2007).

No espectro de RMN de *H do composto 53a (Figura 2.15, pg. 80), o sinal da metoxila
foi observado como um simpleto em 6 3,90. Em ¢ 5,29, o simpleto integrado para dois
hidrogénios foi identificado como sendo os hidrogénios metilénicos H-5. O dupleto em 66,84
foi atribuido a H-5" (Js°6 = 8,7 Hz), o dupleto duplo em & 7,35 atribuido a H-6" (J¢s» = 8,7
Hz, Jo 2 = 2,2 HZz), e 0 dupleto em 67,58 foi atribuido a H-2’ (J»'¢> = 8,7 Hz). O sinal relativo

aos hidrogénios H3’’ ¢ H5”’ foram observados como um dupleto, em 67,60 (Jz»2» = J5» 6>

8,5 Hz), assim como os sinais de H2’* e H6”’, apresentando deslocamento em 67,77 (J2» 3

Je» 5> = 8,5 Hz). Por meio da interpretagdo dos mapas de contornos COSY (Figura 2.16, pg.
81) e NOESY (Figura 2.17, pg. 81), as atribuicdes foram realizadas com seguranca. A
regiosseletividade do composto 53a foi confirmada pelas correlagdes apresentadas pelos
hidrogénios H-5/H-2’ e H-5/H-6" no mapa de contornos NOESY.

A interpretacdo do espectro de RMN de *C (Figura 2.18, pg. 82) foi realizada com
auxilio do espectro DEPT 135 (Figura 2.19, pg. 82) e a técnica bidimensional HMQC (Figura
2.20, pg. 83). O sinal da metoxila € observado em & 56,6 e o sinal em 6 70,6 refere-se ao
carbono C-5 (C sp? confirmado no espectro DEPT 135). Os sinais em §112,3, 112,9, 122,6 e
124,2 referem-se aos carbonos C-5°, C-3°, C-3 e C-1’, respectivamente. Os sinais referentes
aos carbonos C-6°, C-4’, C2*’/C6”’ e C3”’/C5”’ sdo observados em 6 129,2, 130,3, 131,1 e
132,5 e os sinais referentes aos carbonos C2’ e C1°” em 6132,7 e 134,4, respectivamente. Os
ndcleos mais desblindados em ¢159,0 e 160,1 referem-se aos carbonos C-4 e C-4’. O sinal da

carbonila da lactona é observado em §170,7 e o sinal da carbonila da cetona em 6 190,5.
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2.3.4.1. Sintese do 5-etdxi-4-metiloxazol (34)

A estratégia inicial para preparacdo do 5-etoxi-4-metiloxazol (34) foi a utilizacéo da
metodologia desenvolvida por Dean e colaboradores (2008). No entanto, 2 das 3 etapas
propostas por esse grupo foram alteradas, a fim de melhorar o rendimento ou o tempo de
reacdo das mesmas. No Esquema 2.15 sdo apresentadas as etapas reacionais utilizadas por
Dean et al., (2008) (condicOes e reagentes a-c) e as etapas alternativas d (Kantharaju e Babu,
2006) e e (Caulkins et al., 2014) utilizadas para a preparacdo do 5-etoxi-4-metiloxazol (34).

0
OH aoud +J\H/o\/ b Py J\H/O\/ coue Ni
— — % U\
HoN T H3N H™ N £ OFt

ci O H O o

alanina 73a 74a 34

Esquema 2.15 - Reagentes e condigdes: (a) SOCI,, EtOH, refluxo, 3 h, 25-30 °C, 45 h, 100%;
(b) HC(OEt)s, refluxo, 2 h, 93 %; (c) P.Os, MgO, celite, CHCIs, refluxo, 20 h, 25%; (d)
SOCly, EtOH, ultrassom, 25-30 °C, 30 min, 100%; (e) P20s, DCM, refluxo, 24 h, 89%.

83



A primeira etapa envolveu a obtencdo do cloridrato de 2-aminopropanoato de etila
(73a) baseado na metodologia proposta por Dean e colaboradores (2008) (Esquema 2.15,
etapa a; pg. 83). O composto 73a foi obtido por meio da esterificagdo da alanina, utilizando
EtOH e SOCI». Apds 48 horas de reacdo (3 h na temperatura do ambiente (25-30 °C) e 45 h
sob refluxo), o produto foi obtido com rendimento quantitativo.

Nesta etapa foram encontradas algumas dificuldades, como eluente adequado para
CCD, revelador eficiente e purificacdo do produto obtido. Apos diversas tentativas encontrou-
se a mistura de eluentes adequada (ButOH:AcOH:H-0O na proporg¢édo 50:20:5 v/v), o revelador
adequado (solucdo de ninidrina 0,1 mol/L em acetona), e a recristalizacdo utilizando
CH:Cl2:Hex (9:1 v/v) que permitiu a obtencdo do produto (73a) com elevado grau de pureza.

Utilizando-se essa metodologia de Dean et al. (2008), também foram sintetizados
outros 2 cloridratos (Esquema 2.16). O composto 73b foi obtido a partir da fenilalanina, 73c a
partir do triptofano, e ambos foram obtidos com rendimento quantitativo. Esses compostos
(73b-c) foram sintetizados com o intuito de formar um oxazol mais estavel, uma vez que sua

cadeia carbonica é maior.

SOCl,, EtOH, 5 HN HN

refluxo, 3 h, 5 — SOCl,, EtOH, —
OH 25-30°C,45h + o) ! refluxo, 3 h,
HoN T HN ~ oy 25-30°C,45h N o
- \ D ~
o of O | HaN HaN
fenilalanina 73b i o c ©
100% triptofano 73c

100%
Esquema 2.16 - Sintese dos compostos 73b-c.

Estudos bibliograficos chamaram atencdo para uma nova metodologia de sintese do
composto 73a, e a mesma foi testada. Essa estratégia foi empregada por Kantharaju e Babu
(2006) e consistiu no emprego da energia do ultrassom durante um curto tempo de reacéo (30
min.). Diante disso, o composto 73a foi obtido como um sélido branco com rendimento
quantitativo, sem necessidade de purificacdo (Esquema 2.15, etapa d, pg. 83).

A segunda etapa para obtencdo do oxazol consistiu na sintese do composto 74a a partir
do cloridrato de 2-aminopropanoato de etila (73a), usando ortoformiato de trietila durante 2
horas sob refluxo (Dean et al., 2008). Apos purificacdo através de coluna cromatografica
(Hex:AcOEt, 7:3 v/v), o produto foi obtido como um 6leo amarelado com 6timo rendimento
(93%) (Esquema 2.15, pg. 83).
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Utilizando-se essa metodologia, também foram sintetizados outros 2 compostos
(Esquema 2.17). A partir de 73b foi obtido 74b com 75% de rendimento, e a partir 73c foi

obtido 74c com 60% de rendimento.

CH(OEt); CH(OEt); HN __
refluxo 2 h refluxo 2 h o)
(0]
H3N HJ\H ~
(0]

73b 74b
75% , 3c 74c
! 60%

Esquema 2.17 - Sintese dos compostos 74b-c.

A terceira etapa consistiu na preparacdo do oxazol (34). Primeiramente, foi testada a
metodologia descrita por Dean e colaboradores (2008), que consiste na reacdo do composto
74a com pentéxido de fdsforo, na presenca de Oxido de magnésio e celite, usando-se
cloroférmio como solvente. Embora tenha sido possivel verificar que houve o consumo
completo do material de partida (74a), via monitoracédo da reacéo por CCD e revelacdo em luz
UV (254 nm), foram encontrados diversos problemas ao longo da elaboracdo da reacdo,
ocasionados pelo excesso de celite e 6xido de magnésio. Dessa forma, apos purificacdo em
coluna cromatogréfica, o oxazol (34) foi obtido com baixo rendimento (25%) (Esquema 2.15,
etapa c; pg. 83).

Diante do baixo rendimento obtido, foi testada a metodologia proposta por Caulkins et
al. (2014). Nessa metodologia, a reagéo foi mantida sob refluxo por 24 horas na auséncia de
celite e MgO, utilizando diclorometano como solvente. Dessa forma, o oxazol 34 foi obtido
com rendimento quantitativo, sendo utilizado na reacdo de Diels-Alder/retro-Diels-Alder sem
qualquer tipo de purificacdo (Esquema 2.15, etapa €; pg. 83).

Utilizando-se a metodologia de Caulkins et al. (2014), tentou-se sintetizar outros 2
oxazois (75 e 76), a partir de 74b-c (Esquema 2.18). No entanto, esses outros 2 oxaz0is ndo
foram formados, muito provavelmente devido ao impedimento estérico encontrado durante a

ciclizacdo da molécula.

Os, DCM; : HN 05, DCM;
reflixe;24h 5 — reflixe 24 h
0 . .0 2 \
~ o~ ~OEt E )J\ o o
PHON
: 0

75

Esquema 2.18 - Tentativa de sintese dos compostos 75 e 76.
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2.3.5. Sintese dos analogos aos cadiolideos metoxilados (54a-m)

Para obtencdo dos analogos aos cadiolideos metoxilados 54a-m foi utilizada uma
reacdo de adicdo aldolica, seguida de eliminacdo, relatada por Boukouvalas et al. (2007).
Nessa etapa, as furanonas 53a-d reagiram, separadamente, com diferentes aldeidos na
presenca de TBDMSOTf, DIPEA e DBU, para formacdo dos andlogos 54a-m com
configuracdo Z (Esquema 2.19).

_~_CHO
R3C |
i X  TBDMSOT,

DIPEA, DCM, 25-30°C, 1 h

i) DBU, refluxo, 2 h

54i (76%) 541 (35%)

MeO 54m (65%)

Esquema 2.19 — Sintese dos analogos aos cadiolideos metoxilados 54a-m.
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Uma proposta de mecanismo para essa metodologia de alquilidenacéo e a justificativa
para sua alta estereosseletividade (Z) encontram-se no Capitulo 1 (item 1.3.1.1, pg. 14,
Esquema 1.6, pg. 15).

Todos os analogos 54a-m foram devidamente caracterizados utilizando-se IV, RMN e
massas de alta resolucdo (Apéndice 2, pg. 178). Os espectros obtidos para 54a-m
apresentaram grande semelhanca. Portanto, a discussao feita a seguir serd baseada nos dados
do composto 54a, mas pode ser estendida aos demais andlogos sintetizados.

Para 54a, a massa exata encontrada experimentalmente foi igual a 646,8699 u.m.a.,
correspondente a formula molecular C2sH1sBrsOs [M+H]*, cujo valor de massa calculado é
646,8693 u.m.a. A presenca dos grupos carbonila da lactona e da cetona foram confirmadas
por IV (Figura 2.21, pg. 88), observando-se uma banda larga em 1756 (Barbosa, 2007).

No espectro de RMN de H de 54a (Figura 2.22, pg. 88), os sinais da 2 metoxilas
foram observados como simpletos em 6 3,93 e 3,96, respectivamente. O simpleto em & 6,14
foi atribuido ao hidrogénio H-6. Os dupletos em & 6,92 e 6,95 provenientes de acoplamento
na posicdo orto foram atribuidos a H-5" (Js ¢ = 8,5 Hz) e H-5""" (Js»¢» = 8,7 Hz). Os
dupletos em 67,61 e 7,99 provenientes de acoplamento na posicdo meta foram atribuidos a H-
2> (J»e =19 Hz) e H-2""" (J2»» ¢ = 1,8 Hz). Os dupletos duplos em ¢ 7,35 e 7,86 foram
atribuidos a H-6" (Jo»5» = 8,5 Hz; Jo'2» = 1,9 Hz) e H-6""" (Jo» 5> = 8,7 Hz; Jo> 2> = 1,8 HZ).
O sinal relativo aos hidrogénios H3”’ e H5’ foi observado como um dupleto, em & 7,55
(J32» = Js» 6 = 8,4 Hz), assim como 0s sinais de H2’’ ¢ H6’’, apresentando deslocamento
em 67,67 (J2» 3> = Jo» 5> = 8,4 Hz). Por meio da interpretagdo do mapa de contornos COSY
(Figura 2.23, pg. 89) e NOESY (Figura 2.24, pg. 89), as atribuicGes foram realizadas com
seguranca. A configuracdo Z do composto 54a foi confirmada pelas correlacGes apresentadas
pelos hidrogénios H-6/H-2’ e H-6/H-6" no mapa de contornos NOESY.

Os sinais no espectro de RMN de 3C de 54a (Figura 2.25, pg. 90) foram atribuidos
com auxilio da técnica bidimensional HMQC (Figura 2.26, pg. 90). O sinal em ¢ 56,6 refere-
se as duas metoxilas. Os sinais em 6122,2, 146,3 e 156,9 sdo referentes aos carbonos do anel
lactonico C-3, C-5 e C-4, respectivamente, e o sinal em 6 116,5 refere-se ao carbono C-6,
ligado a ligagdo dupla exociclica. Os carbonos que se encontram nos anéis aromaticos
apresentam sinais em 6112,0, 112,2, 112,5, 112,5, 123,1, 126,8, 129,7, 130,1, 131,1, 132,1,
132,2, 134,0, 135,0 e 136,2, e referem-se aos carbonos C-5°, C-5’”’, C-3’, C-3’”’, C-4”’, C-
1, C-1’, C-6°, C-2/6, C-3’/5, C-6°"", C-2°, C-1"’, C-2°", respectivamente. Os sinais

dos carbonos ligados a grupos OMe apresentam deslocamentos em ¢ 157,6 (C4’) e 158,0
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(C4°°). O sinal da carbonila da lactona é observado em 6 166,0 e o sinal da carbonila da

cetona em 6188,4.
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Figura 2.21 - Espectro no IV (ATR/FTIR) do composto 54a.
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Figura 2.23 - Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDClIz) do composto 54a.
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Figura 2.25 - Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) do composto 54a.
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2.3.6. Sintese dos analogos aos cadiolideos hidroxilados (55a-€)

Os analogos aos cadiolideos metoxilados (54a-c, g, i) foram submetidos a reacdo de
desmetilacdo na presencga de BBr3 para obtencdo dos respectivos compostos hidroxilados 55a-

e, conforme apresentado no Esquema 2.20.

BBr3, DCM,
-78°C - ta., 2 h

HO 55d (75%) HO 55e (71%)

Esquema 2.20 - Reacdo de desmetilacdo para obtencdo dos respectivos compostos
hidroxilados 55a-e.

Todas os analogos 55a-e foram devidamente caracterizados utilizando-se 1V, RMN e
massas de alta resolucdo (Apéndice 2, pg. 178). Os espectros obtidos para 55a-e apresentaram
grande semelhanga com seus precursores metoxilados (54a-c, g, i), portanto, nenhuma
discusséo foi realizada a respeito desses novos compostos.

Contudo, os analogos aos cadiolideos foram obtidos em trés e quatro etapas e

apresentaram bons rendimentos globais que variaram de 11% a 47%.
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2.4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foi descrita a sintese de 18 anélogos aos cadiolideos, sendo que 16
desses compostos sdo inéditos. Os compostos foram obtidos em 3 e 4 etapas e apresentaram
bons rendimentos globais que variaram de 11% a 47%, sendo a etapa-chave a reacdo de Diels-
Alder/retro-Diels-Alder.

A fim de se obter os andlogos, inicialmente foi realizada a sintese dos alquinos
terminais (rendimentos de 40-95%) utilizando o reagente de Bestmmann-Ohira. Esse reagente
estd disponivel comercialmente, mas, devido ao seu alto custo, foi sintetizado em quatro
etapas lineares, com rendimento global de 22%. Os alquinos sintetizados foram submetidos a
reacdo de acoplamento cruzado de Sonogashira com diversos cloretos de benzoila, levando a
formacéo de cetoalquinos com rendimentos que variaram entre 63% a 97%.

Os cetoalquinos, juntamente com o oxazol 5-etdxi-4-metiloxazol, foram submetidos a
reacdo de DA/retro-DA, seguida de hidrolise, levando a formacdo das lactonas desejadas com
rendimentos de 36% a 79%. Essa etapa foi regiosseletiva, e o oxazol, disponivel
comercialmente, foi sintetizado em 3 etapas com rendimento global de 93% devido ao seu
alto custo comercial.

Finalmente, a reacdo de alquilidenacdo entre as lactonas e diversos aldeidos gerou 13
novos analogos aos cadiolideos metoxilados com bons rendimentos (35% a 95%) e alta
diastereosseletividade (apenas o isdmero Z foi obtido). Alguns andlogos metoxilados foram
desprotegidos, formando 5 novos analogos hidroxilados com 6timos rendimentos (71-100%).

Todos os 18 analogos aos cadiolideos e as 4 lactonas intermedidrias sintetizadas foram
enviados para um colaborador nos Estados Unidos da América para realizacdo dos ensaios
antimicrobiano e antibiofilme bacteriano. Os ensaios estdo em andamento e, assim que forem

finalizados, serdo analisados e publicados em um artigo cientifico.

2.5. METODOLOGIAS

2.5.1. Técnicas experimentais gerais

As técnicas experimentais gerais sdo similares as descritas no item 1.5.1 (pg. 39),
diferindo em apenas 2 aspetos: as analises por cromatografia em camada delgada (CCD)
foram reveladas com solucdes de 2,4-dinitrofenilidrazina, KMnQOj4 e solucdo de ninidrina em
acetona (0,1 M); e as separagdes utilizando cromatografia em coluna, foram feitas com fase
estacionaria de silica gel (70 a 230 mesh).
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2.5.2. Técnicas espectroscopicas gerais

Os espectros no infravermelho (1V) foram obtidos empregando-se a técnica reflectancia
total atenuada (ATR) em equipamento Varian 660-IR com acessorio GladiATR.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos seguindo a mesma
descricdo do item 1.5.2 (pg. 40). No entanto, foi utilizado apenas o espectrometro Bruker de
200 e 400 MHz, nao foi usado o solvente dimetilsulféxido ((CD3).SO) e empregou-se outros
dois solventes, tais como metanol (CDsOD; o4 3,31; & 49,0) e 0xido de deutério (D20; on
4,79).

Os compostos iniciais da rota sintética foram analisados em aparelho de cromatografia
gasosa acoplado a espectrémetro de massas por impacto de elétrons (IE) (Shimadzu GCMS-
QP2010). Os produtos finais da rota sintética foram analisados com espectrometria de massas
de alta resolucdo, em instrumento de tempo-de-voo com ionizagdo por electrospray (ESI-

TOF) da marca Bruker, e seus valores sdo apresentados com quatro casas decimais.

2.5.3. Técnicas de purificacdo de solventes e reagentes

Secagem do metanol (MeOH) - A um baldo de 500 mL foram adicionados 2,5 g de
magnésio, 0,25 g de iodo molecular e 50 mL de metanol. O sistema foi refluxado durante uma
hora. Apo6s esse tempo, 250 mL de metanol foram adicionados ao baldo, em que foram
mantidos sob refluxo por mais 2 horas. Posteriormente, o metanol anidro foi destilado e
devidamente armazenado sobre peneira molecular de 4 A em um frasco de vidro &mbar
devidamente vedado, sob atmosfera de argénio (Perrin e Armarego, 1996).

Secagem do etanol (EtOH) - A um bal&o de 500 mL foram adicionados 300 mL de
etanol 95% e 80 g de 6xido de calcio. A mistura foi refluxada durante 6 horas. Em seguida, o
etanol absoluto foi destilado e devidamente armazenado sobre peneira molecular de 4 A em
um frasco de vidro &mbar devidamente vedado, sob atmosfera de argonio (Perrin e Armarego,
1996).

Secagem do tetraidrofurano (THF) - A um baldo de 500 mL foram adicionados 300
mL de THF e 12 g de hidroxido de potéssio. A mistura foi refluxada durante 20 horas. Em
sequida, o THF foi destilado e transferido para outro baldo de 500 mL. Adicionaram-se sodio
metalico e benzofenona. A mistura foi refluxada até que a mesma adquirisse a coloracgéo azul.
ApoOs a mudanga na coloragdo, o THF anidro foi destilado e armazenado sobre peneira
molecular de 4 A em um frasco de vidro ambar vedado, sob atmosfera de argdnio (Perrin e
Armarego, 1996).

93



Secagem do cloroformio - A um baldo de 500 mL foram adicionados 300 mL de
cloroférmio e 3 g de carbonato de potassio previamente seco em mufla por 5 horas a 300 °C.
O sistema foi deixado sob refluxo durante cinco horas. Em seguida, o cloroférmio anidro foi
destilado e armazenado sobre peneira molecular de 4 A em um frasco de vidro &mbar vedado,
sob atmosfera de argbnio (Perrin e Armarego, 1996).

Secagem do tolueno - A um baldo de 500 mL foram adicionados sodio metélico,
benzofenona e 250 mL de tolueno. O sistema foi refluxado até que a mistura reacional
adquirisse a coloracdo azul. Ap6s a mudanca na coloracdo, o tolueno anidro foi destilado e
armazenado sobre peneira molecular de 4 A em um frasco de vidro &mbar vedado, sob
atmosfera de argbnio (Perrin e Armarego, 1996).

Secagem do diclorometano (DCM) - Metodologia similar a descrita no item 1.5.3 (pg.
40). No entanto, o solvente seco ndo foi utilizado diretamente do aparelho de destilagéo,
sendo assim armazenado sobre peneira molecular de 4 A em um frasco de vidro dmbar
vedado, sob atmosfera de argénio.

Purificacdo da N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) - Metodologia descrita no item
1.5.3 (pg. 40).

2.5.4. Procedimentos sintéticos

Bromoacetona (57) (Pietruszka e Witt, 2006)

Em um baldo bitubulado de fundo redondo (100 mL) contendo acetona

)OJ\/ (34,1 g, 587 mmol) e HBr 48% (8 mL), sob agitacdo magnética e a 0 °C, foi
B
327 ' adicionado bromo (9,33 g, 3 mL, 58,7 mmol) com auxilio de um funil de

adicdo por um periodo de 30 minutos. A reacdo foi mantida sob agitacdo

magnética e na temperatura do ambiente (25-30 °C) por 1 h. Em seguida, 0 excesso de HBr
foi removido pela passagem de argénio gasoso na mistura reacional. Na etapa seguinte, foram
adicionados 20 mL de &gua destilada no meio reacional e feita a extragdo com diclorometano
(3 x 60 mL). A fase organica foi lavada com solucéo saturada de NaHCO3 (1 x 30 mL) e
NaCl (1 x 30 mL). A fase organica foi secada com Na>SO4 anidro e concentrada sob presséo
reduzida, fornecendo o produto 57, um liquido amarelo claro lacrimejante, que se tornou
castanho escuro em 89% (14,4 g, 105 mmol). O produto resultante da monobromacéo foi
utilizado sem qualquer tipo de purificacdo adicional. RMN de *H (400 MHz, CDCls) &: 2,32
(s, 3H, H-3), 3,86 (s, 2H, H-1). RMN de *C (100 MHz, CDCls) &: 27,1 (C-3), 34,9 (C-1),
199,7 (C-2).
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Dimetil-2-oxopropilfosfonato (58) (Pietruszka e Witt, 2006)

Em um baldo bitubulado (50 mL) foi adicionado bromoacetona (50)

o 0 om (6,8 g, 50 mmol) a uma suspensdo de Kl (8,3 g, 50 mmol) em acetona
-OMe

5 “OMe (10 mL) e MeCN (12,5 mL) sob agitacdo. A agitagdo foi continuada

durante 1 h na temperatura do ambiente (25-30 °C). Trimetilfosfito (5,9

ml, 50 mmol) foi adicionado lentamente. Apo6s 12 h na temperatura do ambiente (25-30 °C), a
mistura foi aquecida a 50 °C e mantida por um periodo de 1 h, para assegurar a conversao
completa. A filtragdo utilizando uma camada de celite e a evaporagdo dos solventes sob
pressdo reduzida forneceram o produto bruto. A purificagdo em coluna cromatografica de
silica gel (acetato de etila: metanol, 97:3 v/v) conduziu ao fosfonato 58 em 63% (5,2 g, 31
mmol) como um liquido amarelo. RMN de *H (400 MHz, CDCls) &: 2,31 (s, 3H, H-3), 3,09
(d, 2H, J1p = 22,8 Hz, H-1), 3,78 (d, 6H, Jomep = 11,2 Hz, -OMe/-OMe).

Azida de p-acetamidobenzenossulfonila (60) (Pietruszka e Witt, 2006)

Em um baldo de 50 mL sob agitacdo magnética, foram adicionados cloreto

H. )OK de 4-acetamidobenzenossulfonila (1,50 g, 6,42 mmol) e DCM (12 mL). A
Ny essa suspensdo adicionou-se brometo de tetrabutilamonio (10,0 mg, 0,03

° ’ mmol), seguido por uma solucdo de NaNsz (630 mg, 9,63 mmol) em H>O
8102N3 (30 mL). A agitacdo foi mantida na temperatura do ambiente (25-30 °C)
por 12 h, sendo formadas duas fases limpidas. A fase organica foi lavada

com H20 (2 x 5 mL), secada com NaSOs e o solvente removido sob pressédo reduzida,
fornecendo um solido branco, identificado como o composto 60 em 89% (1,38 g, 5,71 mmol).
A azida 60 foi utilizada diretamente sem qualquer purificacdo adicional. RMN de *H (400
MHz, CDCls) &: 2,24 (s, 3H, H-2°), 7,78 (d, 2H, Js2= Js5= 8,9 Hz, H-3/5), 7,88 (d, 2H, J23=
Jos = 8,9 Hz, H-2/6), 7,95 (s, 1H, -NH). RMN de 3C (100 MHz, CDCls) &: 24,9 (C-2),
119,7 (C-3/5), 129,1 (C-2/6), 132,7 (C-1), 144,1 (C-4), 169,2 (C-1°).

Dimetil-1-diazo-2-oxopropilfosfonato (61) (Pietruszka e Witt, 2006)

Em um baldo bitubulado (25 mL), sob agitacdo magnética, foi
O O
)J\Ff”(OMe adicionada uma solucdo de dimetil-2- oxopropilfosfonato (58) (500
OMe
5 2 N, mg, 3,01 mmol) em tolueno anidro (3 mL). O sistema foi resfriado a 0

°C e NaH (132 mg de 60% em oOleo mineral; 3,30 mmol) foi
adicionado em por¢des. Apds a evolucdo de gas ter cessado, uma solugdo de azida de p-
acetamidobenzenossulfonila (60) (795 mg, 3,30 mmol) em THF anidro (2 mL) foi adicionada
gota a gota. A suspensdo leitosa, que antes era altamente viscosa e de dificil agitacdo, foi
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convertida em uma solucdo de coloracdo amarelo-marrom menos viscosa. Apés 16 h, a
mistura foi diluida com éter de petrdleo, filtrada através de uma camada de celite e lavada
com Et,0. O filtrado foi concentrado sob presséo reduzida, fornecendo um residuo viscoso de
coloracdo marrom. A purificacdo em coluna cromatografica de silica gel (acetato de etila: éter
de petroleo, 3:1 v/v) conduziu a 61 em 45% (260 mg, 1,35 mmol) como um liquido amarelo.
RMN de H (400 MHz, CDCls) &: 2,14 (s, 3H, H-3), 3,73 (d, 6H, Jomep = 11,9 Hz, -OMe/-
OMe).

2-bromo-4-etinil-1-metoxibenzeno (50a) (Roth et al., 2004)

Em um baldo bitubulado (50 mL) adicionou-se 3- bromo-4-
5 12 metoxibenzaldeido (1,50 g, 8,99 mmol) e K>COs anidro (2,48 g,
17,99 mmol). Sob atmosfera de argdnio e agitacdo magnética foi

MeO" 1 3 adicionado MeOH anidro (17 mL) seguido do reagente de

Bestmann-Ohira (61) (2,07 mg, 10,79 mmol), e a agitacdo foi
continuada por 8 h. A mistura reacional foi diluida em Et,O (80 mL), lavada como solucéo
aquosa de NaHCOs 5% m/v (80 mL) e secada com Na>SOs. O solvente foi removido sob
pressdo reduzida, fornecendo um residuo viscoso de coloragdo laranja. A purificacdo em
coluna cromatografica de silica gel (hexano:éter dietilico, 1:1 v/v) conduziu ao alquino 50a
em 95% (1,80 g, 8,54 mmol) como um sélido branco.

Os compostos 50b-e foram preparados utilizando 0 mesmo procedimento descrito para
a sintese do composto 50a, e todos foram purificados em coluna cromatografica de silica gel.
Na Tabela 2.1 (pg. 97) sdo apresentadas as quantidades necessarias de aldeido e o0s

rendimentos obtidos em cada reacdo.

96



Tabela 2.1 - Dados referentes ao preparo dos alquinos 50a-e

Aldeido Alquino
(g; mmol) (g; mmol; rendimento)
Z
CHO
MeO
MeO Br
Br 50a
(1,50; 8,99) (1,80; 8,54; 95%)
Z
CHO /©/
/©/ MeO
MeO 50b
(0,50; 3,67) (0,388; 2,94; 80%)
Z
CHO /©/
L -
Br 50c
(0,50; 2,70) (0,303; 1,67; 62%)
=Z
CHO /©/
iy ;
Cl 50d
(0,50; 3,56) (0,194; 1,42; 40%)
MeO é
MeO CHO \©/
\©/ 50e
(0,50; 3,67) (0,461; 3,49; 95%)

Dados referentes ao composto 2-bromo-4-etinil-1-metoxibenzeno (50a)

Aspecto fisico: sélido branco. Tr: 91,4 - 92,0 °C. RMN de 'H (400
5 72 MHz, CDCl3) &: 3,02 (s, 1H, H-8), 3,90 (s, 3H, -OMe), 6,82 (d,
1H, Js 5= 8,5 Hz, H-6), 7,41 (dd, 1H, Js6= 8,5 Hz, J53= 2,0 Hz, H-
5), 7,68 (d, 1H, Jas = 2,0 Hz, H-3). RMN de ¥C (100 MHz,
CDCl3) & 56,4 (-OMe), 77,0 (C-8), 82,2 (C-7), 111,5 (C-2), 111,6
(C-6), 115,7 (C-4), 132,7 (C-5), 136,9 (C-3), 156,5 (C-1).
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Dados referentes ao composto 1-etinil-4-metoxibenzeno (50b)

Aspecto fisico: 6leo amarelo claro. RMN de *H (400 MHz, CDCla)
0: 3,01 (s, 1H, H-8), 3,81 (s, 3H, -OMe), 6,85 (d, 2H, J32=Js6 = 8,8
Hz, H-3/5), 7,44 (d, 2H, J23 = Je5 = 8,8 Hz, H-2/6). RMN de 13C
(100 MHz, CDCls) ¢: 55,4 (-OMe), 75,9 (C-8), 83,8 (C-7), 114,1 (C-
3/5), 114,3 (C-1), 133,7 (C-2/6), 160,1 (C-4).

MeO

\’\Tm

Dados referentes ao composto 1-bromo-4-etinilbenzeno (50c)

o Aspecto fisico: sélido branco. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &

3 T2 3,13 (s, 1H, H-8), 7,35 (d, 2H, J2.3= Js5 = 8,4 Hz, H-2/6), 7,46 (d, 2H,

. ; Ja2 = Js6 = 8,4 Hz, H-3/5). RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) &: 78,5
(C-8), 82,7 (C-7), 121,2 (C-1), 123,3 (C-4), 131,7 (C-2/6), 133,7 (C-

3/5).

Dados referentes ao composto 1-cloro-4-etinilbenzeno (50d)

Aspecto fisico: solido branco. RMN de H (400 MHz, CDClg) &:

3,11 (s, 1H, H-8), 7,30 (d, 2H, J23= Js5 = 8,5 Hz, H-2/6), 7,42 (d, 2H,
1 Ja2 = Jss = 8,5 Hz, H-3/5). RMN de 3C (100 MHz, CDCl3) &: 78,3

cl > (C-8), 82,7 (C-7), 120,8 (C-4), 128,8 (C-2/6), 133,5 (C-3/5), 135,1 (C-

W

1).

Dados referentes ao composto 1-etinil-3-metoxibenzeno (50e)

Aspecto fisico: 6leo amarelo escuro. RMN de 'H (400 MHz,
CDCls) &: 3,00 (s, 1H, H-8), 3,71 (s, 3H, -OMe), 6,83 (dd, 1H, Js5=
7,9 Hz, Ja2 = 1,9 Hz, H-4), 6,96 (sl, 1H, H-2), 7,02 (d, 1H, Js5= 7,9
Hz, H-6), 7,15 (t, 1H, Js4 = Js6 = 7,9 Hz, H-5). RMN de 13C (100
MHz, CDCls) &: 55,3 (-OMe), 77,1 (C-8), 83,7 (C-7), 115,5 (C-4),
117,1 (C-2), 123,2 (C-1), 124,7 (C-6), 129,5 (C-5), 159,4 (C-3).

MeO._ 3 1

\’\Tm
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Cloretos de acido (51c-e)

@] (0] (0]
i@)km MeO.3 : 1 . C|\3<j)k0|
MeO
5 5 5
51c 51d 51e

Em um schlenk de 50 mL, uma solucdo de &cido 4-metoxibenzdico, acido 3-
metoxibenzébico ou acido 3-clorobenzéico (10,0 mmol) em SOCI; (5,00 mL) foi colocada sob
refluxo por um periodo de 6 h. O excesso de SOCI> foi removido sob pressdo reduzida, sendo
obtido um sélido branco como produto. Os compostos 51c-e foram obtidos com rendimentos
quantitativos (51c: 1,71 g; 10,0 mmol - 51d: 1,71 g; 10,0 mmol - 51e: 1,75; 10,0 mmol). Os
cloretos de acidos obtidos foram utilizados diretamente sem qualquer purificacdo adicional e

caracterizagéo.

3-(3-bromo-4-metoxifenil)-1-(4-bromofenil)prop-2-in-1-ona (52a) (Boukouvalas e Thibault,
2015)

Em um bal&o bitubulado de fundo redondo (25 mL),
sob atmosfera de argbnio e na temperatura do
ambiente (25-30 °C), uma mistura de Pd(PPhs):Cl;
(33,0 mg, 0,0474 mmol), Cul (18,0 mg, 0,0948 mmol)
e THF anidro (7 mL) foi mantida sob agitacdo

magnética por um periodo de 30 min. Em seguida,
EtsN (330 pL, 2,37 mmol), cloreto de 4-bromobenzoila (780 mg, 3,55 mmol) e 2-bromo-4-
etinil-1-metoxibenzeno (50a) (500 mg, 2,37 mmol) foram adicionados e a agitacdo foi
mantida por mais 3 h. Os solventes foram removidos sob pressdo reduzida e o produto bruto
da reacdo foi purificado em coluna cromatogréafica de silica gel, empregando-se a mistura de
solvente hexano:acetato de etila (3:1 v/v) para obtencdo do cetoalquino 52a com 78% de
rendimento (728 mg, 1,85 mmol).
Os compostos 52b-h foram preparados com 0 mesmo procedimento descrito para a
sintese do composto 52a, e todos foram purificados em coluna cromatografica de silica gel.
As quantidades necessarias de alquino, cloreto de acido e os rendimentos obtidos em cada

reacdo séo apresentadas na Tabela 2.2 (pg. 100).

99



Tabela 2.2 - Dados referentes ao preparo dos cetoalquinos 52a-h

Alquino Cloreto de acido Cetoalquino
(mg; mmol) (mg; mmol) (mg; mmol; rendimento)
¢}
- “C
0] O Br
MeO /@)J\CI MeO
Br Br
50a Br 52a
(500; 2,37) (779; 3,55) (728; 1,85; 78%)
0
- : - C
al O OMe
MeO MeO
Br MeO Br
50a 51c 52b
(500; 2,37) (606; 3,55) (638; 1,85; 78%)
0

MeO

]

O
Br MeO
Br \©)J\CI Br
50a 52¢c
(500; 2,37) (779; 3,55) (794; 2,01; 85%)
0]
OMe
- : - C
MeO O
MeO \Q)km MeO
Br Br
50a 51d 52d
(500; 2,37) (606; 3,55) (761; 2,20; 93%)
(0]

]

0
Cl
MeO @kﬂ MeO
Br Br
50a 51e 52e
(500; 2,37) (621; 3,55) (804; 2,30; 97%)
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Tabela 2.2 — Continuacéo...

Alquino Cloreto de acido Cetoalquino
(mg; mmol) (mg; mmol) (mg; mmol; rendimento)
0
- : “C
o e T e
Br MeO Br

50c 51c 52f

(500; 2,76) (706; 4,14) (609; 1,93; 70%)
0
0
MeO é cl MeO // O
O OMe
MeO

50e 51c 529

(500; 3,78) (967; 5,67) (725; 2,72; 72%)
0
MeO é o MeO é O
ore T

50e Br 52h

(500; 3,78) (1244; 5,67) (750; 2,38; 63%)

Dados referentes ao composto 3-(3-bromo-4-metoxifenil)-1-(4-bromofenil)prop-2-in-1-ona
(52a)
Aspecto fisico: solido branco. Tr: 170,3 - 171,9 °C.
IV (ATR, cm™): omax 3103, 2948, 2843, 2191, 1634,
1586, 1567, 1496, 1292, 1259. RMN de H (400
, MHz, CDCls) ¢: 3,96 (s, 3H, -OMe), 6,93 (d, 1H,
Br Js ¢ = 8,6 Hz, H-5%), 7,63 (dd, 1H, J¢'5* = 8,6 Hz, Js'2-
= 2,0 Hz, H-6"), 7,66 (d, 2H, J3» 2> = Js» ¢ = 8,5 Hz,
H-3/5%), 7,87 (d, 1H, J»¢ = 2,0 Hz, H-2"), 8,05 (d, 2H, J2 3 = Je» 5 = 8,5 Hz, H-2"/6"").
RMN de 3C (100 MHz, CDClzs) &: 56,6 (-OMe), 87,0 (C-2), 92,8 (C-1), 111,9 (C-5"), 112,1
(C-3%), 113,2 (C-17), 129,7 (C-4>"), 131,0 (C-2/6>"), 132,2 (C-37’/5>"), 134,4 (C-6"), 135,8
(C-1""), 138,0 (C-2"), 158,4 (C-4"), 176,8 (C-3). EM (IE), m/z (%): 392 ([M*], C16H10Br20,
20), 394 ([M+2], 41), 396 ([M+4], 19), 366 (21), 351 (27), 239 (45), 237 (46), 176 (22), 163
(76), 157 (18), 155 (19), 143 (30), 128 (17), 115 (17), 103 (19), 99 (16), 98 (18), 87 (100), 86
(31), 82 (41), 77 (18), 76 (50), 75 (68), 74 (45), 63 (23), 62 (21), 61 (18), 50 (38).
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Dados referentes ao composto 3-(3-bromo-4-metoxifenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-in-1-ona
(52b)

Aspecto fisico: sélido amarelo claro. Tr: 136,8 -
137,2 °C. IV (ATR, cm™): omax 3009, 2925, 2842,
2195, 1632, 1590, 1495, 1450, 1252, 1162, 1011.
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 3,90 (s, 3H, -
OMe), 3,95 (s, 3H, -OMe), 6,91 (d, 1H, Jss° = 8,5
Hz, H-5°), 6,98 (d, 2H, J3=» = Js=¢+ = 9,0 Hz, H-
3°°/5%), 7,61 (dd, 1H, Jes5» = 8,5 Hz, Js 2> = 2,0 Hz, H-6), 7,86 (d, 1H, J> ¢ = 2,0 Hz, H-2’),
8,16 (d, 2H, Jo»3> = Je» 5> = 9,0 Hz, H-2>°/6’"). RMN de *C (100 MHz, CDCIs) &: 55,7 (-
OMe), 56,6 (-OMe), 87,3 (C-2), 91,3 (C-1), 112,0 (C-5"), 112,0 (C-3"), 113,9 (C-1°), 114,1
(C-3°/5°%), 130,4 (C-1°"), 132,1 (C-2°°/6°"), 134,1 (C-6"), 137,8 (C-2°), 158,1 (C-4"), 164.,6
(C-4>%), 176,6 (C-3). EM (IE), m/z (%): 344 ([M*], C17H13BrOs, 73), 346 ([M+2], 71), 318
(71), 316 (70), 303 (100), 301 (100), 239 (27), 237 (29), 222 (28), 163 (30), 159 (25), 151
(50), 150 (32), 143 (25), 135 (48), 107 (32), 92 (53), 87 (64), 77 (94), 64 (40), 63 (51).

Dados referentes ao composto 3-(3-bromo-4-metoxifenil)-1-(3-bromofenil)prop-2-in-1-ona
(52c)

Aspecto fisico: solido branco. Tr. 131,5 - 133,0 °C. IV
(ATR, cm™): Tmax 3103, 3013, 2949, 2845, 2192, 1634,
1592, 1567, 1496, 1420, 1292, 1253, 1199, 1184, 1050,
1012. RMN de H (400 MHz, CDCls) &: 3,96 (s, 3H, -
OMe), 6,93 (d, 1H, Js:¢ = 8,5 Hz, H-5%), 7,40 (t, 1H,
Js»6» = Js»a» = 7,8 Hz, H-5""), 7,63 (d, 1H, Js.5 = 8,5
Hz, H-6), 7,75 (d, 1H, J¢» 5> = 7,8 Hz, H-6"), 7,88 (s, 1H, H-2°), 8,12 (d, 1H, Js 5> = 7,8 Hz,
H-4"%), 8,29 (s, 1H, H-2""). RMN de 33C (100 MHz, CDCls) &: 56,6 (-OMe), 87,0 (C-2), 93,1
(C-1), 111,9 (C-5%), 112,1 (C-3), 113,1 (C-1°), 123,1 (C-3""), 128,3 (C-4""), 130,4 (C-5),
132,4 (C-27), 134,5 (C-6°), 137,0 (C-6"), 138,0 (C-2°), 138,7 (C-1"°), 158,5 (C-4°), 176,3
(C-3). EM (IE), m/z (%): 394 ([M*], C1sH10Br202, 55), 396 ([M+2], 27), 392 (28), 366 (22),
351 (25), 239 (80), 237 (82), 163 (71), 143 (36), 100 (25), 88 (21), 87 (100), 86 (30), 82 (42),
76 (48), 75 (61), 74 (43), 63 (24), 50 (38).
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Dados referentes ao composto 3-(3-bromo-4-metoxifenil)-1-(3-metoxifenil)prop-2-in-1-ona
(52d)

Aspecto fisico: solido laranja. Tr: 98,0 - 99,8 °C. IV
(ATR, cm™): omax 3073, 3012, 2941, 2837, 2183,
1687, 1629, 1594, 1575, 1496, 1436, 1286, 1258,
1190, 1157, 1050, 1017. RMN de 'H (400 MHz,
CDCls) & 3,88 (s, 3H, -OMe), 3,95 (s, 3H, -OMe),
6,92 (d, 1H, Js ¢ = 8,5 Hz, H-5°), 7,17 (dd, 1H, Je> 5>
= 7,9 Hz, Jo»2» = 2,0 Hz, H-6""), 7,43 (t, 1H, Js» 6> = Js»4» = 7,9 Hz, H-5""), 7,62 (dd, 1H,
Jos = 8,5 Hz, Jo2» = 2,0 Hz, H-6"), 7,67 (t, 1H, J2» 6> = Jo»a» = 2,0 Hz, H-2""), 7.83 (d, 1H,
Jg 5= 7,9 Hz, H-4°%), 7,87 (d, 1H, J2¢ = 2,0 Hz, H-2"). RMN de 13C (100 MHz, CDCls) &
55,7 (-OMe), 56,6 (-OMe), 87,4 (C-2), 92,0 (C-1), 111,9 (C-5°), 112,0 (C-3°), 112,9 (C-2"),
113,5 (C-1°), 121,0 (C-6), 123,0 (C-4>"), 129,8 (C-5°"), 134,3 (C-6"), 137,9 (C-2°), 138.,4
(C-17"), 158,3 (C-4°), 160,0 (C-3""), 177,7 (C-3). EM (IE), m/z (%): 344 ([M*], C17H13BrOs,
73), 346 ([M+2], 69), 318 (47), 316 (48), 303 (51), 301 (51), 239 (73), 237 (77), 222 (38), 164
(29), 163 (38), 151 (53), 150 (33), 143 (43), 115 (29), 107 (30), 100 (28), 92 (52), 88 (26), 87
(100), 86 (27), 82 (33), 77 (86), 76 (31), 75 (40), 74 (36), 64 (56), 63 (68), 62 (29).

Dados referentes ao composto 3-(3-bromo-4-metoxifenil)-1-(3-clorofenil)prop-2-in-1-ona
(52e)

Aspecto fisico: solido branco. Tr: 141,5 — 143,0 °C.
IV (ATR, cm™): omax 3105, 3004, 2952, 2844, 2177,
1626, 1591, 1567, 1495, 1291, 1253, 1193, 1156,
1014. RMN de 1H (400 MHz, CDCls) &: 3,96 (s, 3H,
Br -OMe), 6,93 (d, 1H, Js:¢ = 8,5 Hz, H-5"), 7,47 (t, 1H,
Js» 40 = Js 60 = 7,8 Hz, H-5""), 7,60 (d, 1H, Js» 5> = 7,8 Hz, H-4"’), 7,64 (dd, 1H, Js5» = 8,5
Hz, Jo > = 1,8 Hz, H-6"), 7,88 (d, 1H, J2 ¢ = 1,8 Hz, H-2), 8,08 (d, 1H, Js> 5> = 7,8 Hz, H-
6>°), 8,14 (d, 1H, J~ ¢~ = 1,3 Hz, H-2""). RMN de 3C (100 MHz, CDClIs) ¢: 56,6 (-OMe),
87,0 (C-2), 93,0 (C-1), 111,9 (C-57), 112,1 (C-3"), 113,1 (C-1"), 127,8 (C-4"’), 129,4 (C-2""),
130,1 (C-5"%), 134,1 (C-6"), 134,5 (C-6’), 135,1 (C-3""), 138,0 (C-2°), 138,5 (C-1"), 158.5
(C-4°), 176,4 (C-3). EM (IE), m/z (%): 348 ([M"], C1sH10BrClO2, 73), 350 ([M+2], 94), 351
([M+3], 16), 352 ([M+4], 24), 322 (35), 320 (27), 307 (40), 305 (30), 239 (98), 237 (100),
163 (45), 143 (27), 111 (34), 87 (54), 75 (33).
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Dados referentes ao composto 3-(4-bromofenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-in-1-ona (52f)
Aspecto fisico: solido amarelo. Tr: 185 - 186 °C. RMN
de 'H (400 MHz, CDCls) &: 3,90 (s, 3H, -OMe), 6,99
(d, 2H, J3» 2> = J5» 6 = 8,8 Hz, H-3°"/5"), 7,53 (d, 2H,
J3 2 = Js e = 8,6 Hz, H-3"/5%), 7,57 (d, 2H, J> 3 = Jp' 5°
= 8,6 Hz, H-2°/6’), 8,17 (d, 2H, J2» 3> = J¢» 5> = 8,8 Hz,
H-2"°/6>"). RMN de '3C (100 MHz, CDCIls) &: 55,6 (-OMe), 87,7 (C-2), 90,9 (C-1), 113,9
(C-3°/5%), 119,2 (C-17), 125,3 (C-4’), 130,1 (C-1""), 132,0 (C-2°/6"), 132,0 (C-3"/5"’), 134,2
(C-27°/6"), 164,6 (C-4""), 176,3 (C-3).

Dados referentes ao composto 3-(3-metoxifenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-in-1-ona (529)

Aspecto fisico: solido amarelo. Tr. 177 - 178 °C.
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 3,72 (s, 3H, -
OMe), 3,78 (s, 3H, -OMe), 6,88 (d, 2H, J3»»» =
Js»6>= 8,8 Hz, H-3"°/5"’), 6,89 - 6,93 (m, 1H, H-4"),
7,07 (t, 1H, J» 4 = J2 ¢ = 1,3 Hz, H-2), 7,16 (d, 1H,
Jeos= 7,6 Hz, H-6%), 7,21 (t, 1H, Js s = J5» 4 = 7,6 Hz, H-5"), 8,08 (d, 2H, J2»» 3> = J¢» 5> = 8,8
Hz, H-2>°/6°"). RMN de 3C (100 MHz, CDCIls) &: 55,4 (-OMe), 55,6 (-OMe), 86,7 (C-2),
92,3 (C-1), 114,0 (C-3°/5"), 117,4 (C-4°), 117,6 (C-2°), 121,3 (C-1), 125,5 (C-6°), 129,8 (C-
5%), 130,3 (C-1""), 132,0 (C-2"°/6"’), 159,5 (C-3”), 164,6 (C-4"), 176,7 (C-3).

Dados referentes ao composto 1-(4-bromofenil)-3-(3-metoxifenil)prop-2-in-1-ona (52h)
Aspecto fisico: sélido amarelo. Tr. 189 - 191 °C. IV
(ATR, cm™): Dmax 3064, 2944, 2841, 2196, 1640, 1576,
1478, 1396, 1285, 1230, 1174, 1044, 1007. RMN de 'H
(400 MHz, CDCIs) ¢: 3,83 (s, 3H, -OMe), 7,02 - 7,05
(m, 1H, H-4%), 7,16 - 7,17 (m, 1H, H-2), 7.26 (d, 1H,
Jes = 7,8 Hz, H-6°), 7,32 (t, 1H, Js 6 = J5»4 = 7,8 Hz, H-5’), 7,64 (d, 2H, J3:: 2> = J5» 6> = 8,6
Hz, H-3/5), 8,05 (d, 2H, J»» 3~ = J¢»5» = 8,6 Hz, H-2/6>"). RMN de *C (100 MHz,
CDClIs) 6. 55,5 (-OMe), 86,3 (C-2), 93,7 (C-1), 117,7 (C-4’), 117,8 (C-2"), 120,8 (C-4""),
125,7 (C-6°), 129,6 (C-17), 129,9 (C-5°), 131,0 (C-3"’/5>"), 132,1 (C-2/6°"), 135,7 (C-1°),
159,5 (C-3), 176,8 (C-3).
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Cloridrato de 2-aminopropanoato de etila (73a) utilizando aquecimento (Dean et al., 2008)

3

Cl HsN

Em um baldo bitubulado (250 mL), sob atmosfera de argdnio e na
© @ J\F(Ovzl temperatura do ambiente (25-30 °C), foi adicionada uma solucdo de

2 o U L-alanina (20,0 g, 225 mmol) em etanol absoluto (150 mL). O
sistema foi resfriado a 0 °C e o SOCI, (22,8 mL, 315 mmol) foi

adicionado lentamente. A mistura foi submetida a refluxo durante 3 h e mantida em agitacéo

na temperatura do ambiente (25-30 °C) por mais 45 h. O etanol e o excesso de SOCI, foram

entdo removidos sob pressdo reduzida e 73a foi obtido como um dleo viscoso amarelo palha

(35,5 g) com rendimento quantitativo. O composto 73a foi utilizado sem qualquer tipo de

purificacdo adicional.

Os compostos 73b-c foram preparados com o mesmo procedimento descrito para a

sintese do composto 73a. As quantidades necessarias de aminoacido e os rendimentos obtidos

em cada reacdo séo apresentadas na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 - Dados referentes ao preparo dos cloridratos 73a-c

Aminoécido Cloridrato
(g; mmol) (9; mmol; rendimento)
© o
H2N or Cl H3N O~
0 0
alanina 73a
(20,0; 224,5) (34,6; 224,5; 100%)
O @
H,N OH Cl HaN O~
0 0
fenilalanina 73
(5,0; 30,3) (6,96; 30; 100%)
N—H N-H
o ®
H,N OH Cl H;3N O~
o) o)
triptofano 73c
(5,0; 24,5) (6,58; 24,5; 100%)
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Dados referentes ao composto cloridrato de 2-aminopropanoato de etila (73a)

3 Aspecto fisico: 6leo viscoso amarelo palha. RMN de *H (400 MHz,

S) ® 2 - T -2 =

S H3NJ2\[11/OV. D20) & 1,33 (t, 3H, J».1» = 7,2 Hz, H-2), 1,59 (d, 3H, Js2 = 7,3 Hz,
o ! H-3), 4,21 (q, 1H, J23=7,3 Hz, H-2), 4,33 (q, 1H, Ji>»' = 7,2 Hz, H-

1’). RMN de 13C (100 MHz, D20) &: 13,4 (C-2), 15,4 (C-3), 49,1 (C-2), 63,7 (C-1"), 171,0

(C-1).

Dados referentes ao composto cloridrato de 2-amino-3-fenilpropanoato de etila (73b)

5 Aspecto fisico: 6leo viscoso amarelo palha. RMN de 'H (200

MHz, CDsOD) & 1,23 (t, 3H, J.1- = 7,1 Hz, H-2"), 3,23 (d, 2H,

JI=7° Ja2= 6,6 Hz, H-3), 4,19-4,33 (m, 3H, H-1°/2), 7,26-7,38 (m, 5H,

& HN O~y | He5/6/7/819). RMN de “C (50 MHz, CD:0D) & 143 (C-2).
o " 3755 (C-3), 55,2 (C-1°), 63,6 (C-2), 128.9 (C-7), 130,1 (C-5/9),

130,5 (C-6/8), 135,4 (C-4), 170,0 (C-1).

Dados referentes ao composto cloridrato de 2-amino-3-(1H-indol-3-il)-1-oxopropanoato de
etila (73c)

Aspecto fisico: 6leo viscoso amarelo palha. RMN de H (400

8
o MHz, CD:OD) & 1,20 (t, 3H, Jo. = 7,1 Hz, H-2°), 3,39 (dd, 1H,
a N | Jaam = 15,0 Hz, Jaa2 = 7,1 Hz, H-33), 3,46 (dd, 1H, Jsnaa = 15,0
3 12 Hz, Ja2 = 5,7 Hz, H-3b), 4,17 - 4,26 (m, 2H, H-1"), 4,30 (t, 1H,
© © 1.0~
Cl HN" 5 2 J23= 6,4 Hz, H-2), 7,07 (t, 1H, Js9 = Js7 = 7,5 Hz, H-8), 7,15 (t,
O 1H, Jrg= Jrs= 7,5 Hz, H-7), 7,24 (s, 1H, H-12), 7,41 (d, 1H, Jos =

7.5 Hz, H-9), 7,56 (d, 1H, Je7 = 7,5 Hz, H-6). RMN de 3C (100 MHz, CDsOD) &: 14,2 (C-
2), 27,6 (C-3), 54,7 (C-2), 63,6 (C-1°), 107,6 (C-4), 112,7 (C-9), 118,9 (C-6), 120,2 (C-7),
122,9 (C-8), 125,6 (C-12), 128,2 (C-5), 138,3 (C-10), 170,4 (C-1).

Cloridrato de 2-aminopropanoato de etila (73a) utilizando ultrassom (Kantharaju e Babu,
2006)

A um baldo de fundo redondo (100 mL) a 0 °C e contendo etanol
o @ J\F(O _?| absoluto (34,0 mL), foi adicionado SOCI (3,66 mL; 50,41 mmol).
2

o U Alanina (3,0 g; 33,67 mmol) foi adicionada a mistura reacional e

submetida ao ultrassom na temperatura do ambiente (25-30 °C) por
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30 min. O solvente foi removido sob pressdo reduzida e o residuo foi purificado por
recristalizacdo, utilizando MeOH:Et,O para obter um cristal branco identificado como o

produto 73a em rendimento quantitativo (5,17 g; 33,67 mmol).

N-formil-2-aminopropanoato de etila (74a) (Dean et al., 2008)

o 3 Em um baldo bitubulado (100 mL), sob atmosfera de argbnio e
HJ\NJQ\F(OVZ agitacdo magnética, foram adicionados cloridrato de 2-
1ll
H 1
o)

aminopropanoato de etila (73a) (5,0 g, 32,55 mmol) e ortoformiato

de trietila (16,24 mL, 97,65 mmol). O sistema foi submetido a refluxo durante 2 h. O etanol
produzido como subproduto da reacdo e o excesso de ortoformiato de trietila foram entéo
removidos sob pressdo reduzida, obtendo um residuo viscoso de coloragdo marrom. Apos
cromatografia de coluna de silica gel eluida com hexano/éter dietilico (1:2 v/v) foi obtido o
composto 74a como um o6leo laranja com 93% de rendimento (4,39 g, 30,27 mmol).

Os compostos 74b-c foram preparados utilizando o0 mesmo procedimento descrito para
a sintese do composto 74a, e todos foram purificados em coluna cromatografica de silica gel.
As quantidades necessarias de cloridrato e os rendimentos obtidos em cada reacdo sdo

apresentadas na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 - Dados referentes ao preparo dos intermediarios 74a-c

Cloridrato Intermediario
(g; mmol) (g; mmol; rendimento)
0
O @
cl Hij\(OV HJ\NJ\WOV
0 H o
73a 74a
(5,0; 32,55) (4,39; 30,27; 93%)
0
O &
Cl HaN O~ HJ\N O~
0 H o
73b 74b
(2,0; 8,71) (1,44; 6,53; 75%)
N-H N-H
0
O @
Cl HaN O~ HJ\N O~
0 H o
73c 74c
(2,0; 7,44) (1,16; 4,46; 60%)
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Dados referentes ao composto N-formil-2-aminopropanoato de etila (74a)
Aspecto fisico: 6leo laranja. RMN de *H (400 MHz, CDClz3) &:
O 3
IS 1.0 1,29 (t, 3H, J»1» = 7,1 Hz, H-2%), 1,44 (d, 3H, J32> = 7,1 Hz, H-3),
H 1 N 2 VZ'
H g T 4,21 (q, 2H, Jv» = 7,1 Hz, H-17), 4,62-4,69 (m, 1H, H-2), 6.28
(s, 1H, -NH), 8,18 (s, 1H, H-1""). RMN de 3C (100 MHz,
CDCls) ¢: 14,2 (C-27), 18,7 (C-3), 47,0 (C-2), 61,9 (C-1"), 160,5 (C-1""), 172,8 (C-1).

Dados referentes ao composto N-formil-2-amino-3-fenilpropanoato de etila (74b)

6 Aspecto fisico: 6leo laranja. RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) &:

) 6 1,28 (t, 3H, J»'1> = 7,1 Hz, H-2"), 3,09 (dd, 1H, J3a3b = 13,8 Hz, Jza2

o 3 = 8,0 Hz, H-3a), 3,23 (dd, 1H, Jsb3a = 13,8 Hz, Jap2 = 5,9 Hz, H-
H)J}H . 1 OYZ' 3b), 4,21 (q, 2H, Jr> = 7,1 Hz, H-1°), 4,83-4,87 (m, 1H, H-2),
o 7,28-7,38 (m, 5H, H-5/6/7/8/9), 8,11 (s, 1H, H-1°"). RMN de 3C

(100 MHz, CD3OD) & 14,4 (C-2), 38,5 (C-3), 53,8 (C-2), 62,4 (C-1°), 127,9 (C-7), 129,5
(C-5/9), 130,3 (C-6/8), 137,7 (C-4), 163,3 (C-1"), 172,4 (C-1).

Dados referentes ao composto N-formil-2-amino-3-(1H-indol-3-il)-1-oxopropanoato de etila
(74c)

Aspecto fisico: 6leo laranja. RMN de ‘H (400 MHz, CD30OD)
& 1,17 (t, 3H, J».» = 7,1 Hz, H-2"), 3,23 - 3,36 (m, 2H, H-3),

10
6 N 4,11 - 4,14 (m, 3H, H-1°/2), 7,06 (t, 1H, Js9 = Js7 = 7,9 Hz, H-
4 —_—
o 3 12 8), 7,13-7,16 (m, 2H, H-7/12), 7,38 (d, 1H, Jos = 7,9 Hz, H-9),
H)#N ) 1.0, | 757 (d, 1H, Jo7 = 7,9 Hz, H-6), 8,08 (s, 1H, H-1""). RMN de
H 1"
0o

13C (100 MHz, CD30D) &: 14,2 (C-2"), 28,6 (C-3), 53,5 (C-2),
62,4 (C-1°), 110,3 (C-4), 112,3 (C-9), 119,2 (C-6), 119,8 (C-7), 122,5 (C-8), 124,5 (C-12),
128,7 (C-5), 138,0 (C-10), 163,5 (C-1""), 173,0 (C-1).

5-etdxi-4-metiloxazol (34) utilizando celite e MgO (Dean et al., 2008)

Em um bal&o bitubulado de fundo redondo (500 mL), na temperatura

150 mL de CHCIs anidro, P20Os (20,0 g), celite (6,00 g) e MgO (6,00

3N jf" do ambiente (25-30 °C) e sob atmosfera de argbnio, foram adicionados
r \s 1,

240 O/\
1 g). A mistura reacional foi vigorosamente agitada até se tornar

homogénea. Em seguida, uma solucdo de N-formil-2-aminopropanoato de etila (74a) (4,00 g,
27,6 mmol) em 50 mL de CHCIs foi adicionada, gota a gota, e a agitacdo foi continuada

durante 30 min. Depois de ser refluxada durante 20 h, a mistura reacional foi resfriada e uma
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solugdo saturada de NaHCOz (200 mL) foi adicionada lentamente e o0s solidos foram
removidos por filtracdo. O filtrado foi extraido com cloroférmio (200 mL), a fase organica foi
lavada com &gua e secada com Na>SOs anidro. Na remocdao do solvente, sob pressao reduzida,
um o6leo laranja escuro foi obtido e submetido & purificagdo em coluna cromatografica de
silica gel (hexano:éter dietilico; 1:1 v/v), obtendo-se 34 como um liquido amarelo volatil com
25% de rendimento (876 mg, 6,89 mmol). RMN de H (400 MHz, CDCls) &: 1,35 (t, 3H,
J»1»=7,1Hz, H-2%), 2,04 (s, 3H, H-1""), 4,14 (q, 2H, Ji'»» = 7,1 Hz, H-1"), 7,37 (s, 1H, H-2).

5-etoxi-4-metiloxazol (34) na auséncia de celite e MgO (Caulkins et al., 2014)

Em um bal&o bitubulado de fundo redondo (500 mL), na temperatura

3 Nﬁg\f' 1 do ambiente (25-30 °C) e sob atmosfera de argbnio, foram adicionados
/N5 1 o
240 o2 N-formil-2-aminopropanoato de etila (74a) (3,0 g; 20,67 mmol) em
1

DCM (190 mL) e P20s (14,67 g; 103,35) lentamente. A reagéo foi

refluxada por 24h e posteriormente colocada em banho de gelo para resfriar. Na mistura

reacional resfriada, foram adicionados 160 mL de uma solucéo saturada de NaHCO3. A fase
aquosa foi extraida com DCM (200 mL) e a fase orgénica foi secada em NaSOs, filtrada e
concentrada sob pressdo reduzida. O produto final 34 foi obtido com 89% de rendimento

(2,34 g; 18,40 mmol) e utilizado sem mais purificacdes.

4-(3-bromo-4-metoxifenil)-3-(4-bromobenzoil)furan-2(5H)-ona  (53a)  (Boukouvalas e
Thibault, 2015)

Em um schlenk, na temperatura do ambiente (25-30 °C) e
sob atmosfera de argonio, foram adicionados 3-(3-bromo-
4-metoxifenil)-1-(4-bromofenil)prop-2-in-1-ona (52a)
(300,0 mg, 0,761 mmol), 5-etdxi-4-metiloxazol (34)
(532,2 mg, 4,19 mmol) e tolueno (4 mL). O schlenk foi

envolvido com papel aluminio e o sistema foi agitado magneticamente, sendo aquecido em

banho de 6leo em temperatura de 145-150 °C durante 24 h. Apoés resfriamento, os produtos
volateis foram removidos sob pressdo reduzida a 60 °C. O material bruto foi dissolvido em
THF (10 mL) e uma solugdo aquosa 48% de HBr (45,0 puL, 0,380 mmol) foi adicionada
lentamente. O sistema foi mantido sob agitacdo magnética e na temperatura do ambiente (25-
30 °C) por 8 h. Apds esse periodo, a mistura reacional foi vertida em um funil de separagéo,
uma solucdo saturada de NaCl (20 mL) foi adicionada e foi extraida com acetato de etila (2 x
30 mL). A fase orgénica foi secada com Na>SOs, filtrada e concentrada sob presséo reduzida,

obtendo-se um 6leo marrom escuro como material bruto da reagdo. O material residual foi
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submetido a purificacdo em coluna cromatografica de silica gel (hexano:acetato de etila; 1:1
v/v), obtendo-se como produto um sélido amarelo com 54% de rendimento (185,8 mg; 0,411
mmol), identificado como o produto 53a.

Os compostos 53b-d foram preparados utilizando 0 mesmo procedimento descrito
para a sintese da lactona 53a, e todos foram purificados em coluna cromatografica de silica
gel. Na Tabela 2.5 sdo apresentadas as quantidades necessarias de cetoalquino e o0s

rendimentos obtidos em cada reacao.

Tabela 2.5 - Dados referentes ao preparo das lactonas 53a-d

Cloridrato Intermediario
(mg; mmol) (mg; mmol; rendimento)
Q MeO
AP Q) e
e o SO
MeO o
Br (@] O
52a 53a
(300,0; 0,761) (185,8; 0,411; 54%)
0
MeO
Z 10 ) e
O e Br O OMe
MeO T
Br (0] O
52b 53b
(300,0; 0,869) (276,8; 0,687; 79%)
0
Br MeO Br
= Q3
O Br
MeO T
Br (@] 0
52¢c 53¢
(300,0; 0,761) (123,9; 0,274; 36%)
i 8
MeO B
MeO _ O r
Br
g e
52h 53d
(300,0; 0,952) (266,5; 0,714; 75%)
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Dados referentes ao composto 4-(3-bromo-4-metoxifenil)-3-(4-bromobenzoil)furan-2(5H)-
ona (53a)

Aspecto fisico: sélido amarelo. Tr: 121,2 - 122,8 °C. IV
(ATR, cm™): Tmax 2923, 2841, 1735, 1656, 1584, 1499,
1277, 1229. RMN de H (400 MHz, CDCls) &: 3,90 (s,
3H, -OMe), 5,29 (s, 2H, H-5), 6,84 (d, 1H, Js ¢ = 8,7 Hz,
H-5), 7,35 (dd, 1H, J¢ s = 8,7 Hz, Jo»* = 2,2 Hz, H-6"),
7,58 (d, 1H, J» ¢ = 2,2 Hz, H-27), 7,60 (d, 2H, J3 2> = Js» 6> = 8,5 Hz, H-3"°/5"), 7,77 (d, 2H,
Jo» 3> = Jg 5 = 8,5 Hz, H-2°°/6""). RMN de 13C (100 MHz, CDCls) ¢: 56,6 (-OMe), 70,6 (C-
5), 112,3 (C-5°), 112,9 (C-37), 122,6 (C-3), 124,2 (C-1"), 129,2 (C-6), 130,3 (C-47"), 131,1
(C-2/6"), 132,5 (C-3°/5%), 132,7 (C-2°), 134,4 (C-1"’), 159,0 (C-4), 160,1 (C-4’), 170,7
(C-2), 190,5 (C-7’). HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*: Calculado para CigH13Br.0a
450,9182; encontrado 450,9175.

Dados referentes ao composto 4-(3-bromo-4-metoxifenil)-3-(4-metoxibenzoil)furan-2(5H)-
ona (53b)

Aspecto fisico: solido amarelo. Tr: 155,8-156,7 °C. 1V
(ATR, cm™): Tmax 2962, 2929, 2839, 1732, 1645, 1630,
1586, 1501, 1329, 1268, 1247, 1162, 1054, 1017. RMN
de 'H (400 MHz, CDCls) &: 3,84 (s, 3H, -OMe), 3,86
(s, 3H, -OMe), 5,26 (s, 2H, H-5), 6,81 (d, 1H, J5' ¢ = 8,7
Hz, H-5"), 6,90 (d, 2H, J3» 2~ = Js» 6> = 8,9 Hz, H-3"/5"), 7,36 (dd, 1H, J¢5>= 8,7 Hz, Jo o> =
2,2 Hz, H-6%), 7,57 (d, 1H, J»¢ = 2,2 Hz, H-2"), 7,88 (d, 2H, J» 3> = J¢» 5> = 8,9 Hz, H-
2°°/6’). RMN de *C (100 MHz, CDCls) &: 55,7 (-OMe), 56,5 (-OMe), 70,4 (C-5), 112,2 (C-
5%), 112,6 (C-3”), 114,4 (C-3/5"%), 122,9 (C-3), 124,9 (C-1°), 128,8 (C-1""), 129,1 (C-6"),
132,2 (C-27°/6"), 132,5 (C-2"), 158,6 (C-4), 158,7 (C-4’), 165,0 (C-4"*), 171,0 (C-2), 189,8
(C-7""). HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*: Calculado para C19H16BrOs 403,0165; encontrado
403,0176.

Dados referentes ao composto 4-(3-bromo-4-metoxifenil)-3-(3-bromobenzoil)furan-2(5H)-
ona (53c)

MeO. 5 Aspecto fisico: sélido amarelo. Tr. 126,8 - 128,0 °C. IV

(ATR, cm™): Tmax 3059, 2988, 2946, 1745, 1661, 1593,

1498, 1413, 1328, 1278, 1264, 1233, 1051, 1035, 1012.
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RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) &: 3,90 (s, 3H, -OMe), 5,31 (s, 2H, H-5), 6,85 (d, 1H, Js' ¢
8,7 Hz, H-5), 7,33 (t, 1H, Js» 4> = Js» 6> = 7,8 Hz, H-5"), 7,37 (dd, 1H, Je¢ 5> = 8,7 Hz, Je' >’
2,2 Hz, H-6"), 7,59 (d, 1H, J¢ = 2,2 Hz, H-2"), 7,72 (d, 1H, Js»5- = 7,8 Hz, H-6""), 7,80 (d,
1H, Js» 5 = 7,8 Hz, H-4"), 8,04 (s, 1H, H-2""). RMN de *C (100 MHz, CDCl3) &: 56,6 (-
OMe), 70,6 (C-5), 112,3 (C-5"), 112,9 (C-37), 122,6 (C-3"), 123,4 (C-3), 124,0 (C-17), 128,3
(C-47), 129,2 (C-6”), 130,6 (C-5"7), 132,3 (C-2""), 132,7 (C-2°), 137,4 (C-1""), 137,5 (C-6""),
159,1 (C-4’), 160,5 (C-4), 170,6 (C-2), 190,2 (C-7’). HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*:
Calculado para C18H13Br.04 450,9171; encontrado 450,9175.

Dados referentes ao composto 3-(4-bromobenzoil)-4-(3-metoxifenil)furan-2(5H)-ona (53d)

Aspecto fisico: 6leo amarelo escuro. 1V (ATR, cm™):
Umax 3063, 2936, 2840, 1746, 1661, 1639, 1578, 1328,
1260, 1229, 1166, 1034. RMN de 'H (400 MHz,
CDClIs) 6: 3,69 (s, 3H, -OMe), 5,32 (s, 2H, H-5), 6,87
(t, 1H, J> 4 = J» ¢ = 2,0 Hz, H-2), 6,93 (ddd, 1H, Js 5 =
8,0 Hz, Js > = 2,0 Hz, J4 g = 0,8 Hz, H-4), 6,97 (ddd, 1H, Je5» = 8,0 Hz, Jo' 2> = 2,0 Hz, Jo &
= 0,8 Hz, H-6°), 7,27 (t, 1H, Js'¢ = J5»4- = 8,0 Hz, H-5°), 7,58 (d, 2H, J3»2» = Js» 6> = 8,7 Hz,
H-3°/5%), 8,17 (d, 2H, J»» 3~ = Js»5» = 8,7 Hz, H-2°/6>"). RMN de **C (100 MHz, CDCls)
0. 55,4 (-OMe), 70,8 (C-5), 113,4 (C-2°), 118,0 (C-4"), 120,1 (C-6), 125,6 (C-3), 130,1 (C-
4°%), 130,2 (C-5%), 130,6 (C-17), 131,0 (C-2°/6""), 132,4 (C-3*°/5"), 134,3 (C-1""), 160,1 (C-
3’), 161,8 (C-4), 170,6 (C-2), 190,4 (C-7"").

(2)-5-(3-bromo-4-metoxibenzilideno)-4-(3-bromo-4-metoxifenil)-3-(4-bromobenzoil)furan-
2(5H)-ona (54a) (adaptado de Boukouvalas et al., 2007)
A um bal&o bitubulado de fundo redondo (25 mL), sob

atmosfera de argdnio, foram adicionados a lactona 53a
(50,0 mg, 0,111 mmol), 3-bromo-4-metoxibenzaldeido
(28,6 mg; 0,133 mmol), TBDMSOTf (36 pL, 0,155
mmol), DIPEA (40 pL, 0,222 mmol) e DCM anidro (5

mL). A mistura resultante foi mantida sob agitacdo

magnética e na temperatura do ambiente (25-30 °C) por

um periodo de 1 h. Apos esse periodo, a mistura reacional

foi refluxada a 40 °C e posteriormente foi adicionado DBU (34 uL, 0,222 mmol), mantendo-
se o refluxo por 2 h. A mistura reacional foi transferida para um funil de separagéo,
empregando-se DCM (10 mL). A fase orgénica resultante foi lavada com solugdo aquosa de
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HCI 1M (5 mL) e solucdo saturada de NaCl (5 mL). Em seguida, a fase orgénica foi secada
com NaxSO4 anidro, filtrada e concentrada sob pressdo reduzida. O material bruto da reagéo
foi purificado por cromatografia de coluna de silica gel (hexano:acetato de etila; 2:1 v/v) para
obtencgéo de 54a com 74% de rendimento (53,3 mg; 0,0821 mmol).

Os compostos 54b-m foram preparados com o mesmo procedimento descrito para a
sintese do composto 54a, e todos foram purificados em coluna cromatografica de silica gel.
Na Tabela 2.6 sdo apresentadas as quantidades necessarias de lactona, aldeido e os

rendimentos obtidos de cada reacéo.

Tabela 2.6 - Dados referentes ao preparo dos anélogos aos cadiolideos metoxilados 54a-m

Analogo ao cadiolideo
metoxilado
(mg; mmol; rendimento)

Lactona Aldeido
(mg; mmol) (mg; mmol)

MeO
O CHO
L 3O
0

0] Br MeO
53a OMe 54a
(50,0; 0,111) (28,6; 0,133) (53,3; 0,0821; 74%)

MeO
O O CHO
L $-C)
0

6)
53a OMe 54b
(50,0; 0,111) (18,1; 0,133) (60,1; 0,105; 95%)

MeO
O O CHO
A S Ce
0

0]
53a Br 54c¢
(50,0; 0,111) (24,6; 0,133) (33,0; 0,0533; 48%)
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Tabela 2.6 - Continuacao...

Analogo ao cadiolideo

Lactona Aldeido metoxilado
(mg; mmol) (mg; mmol) ) i X
(mg; mmol; rendimento)
MeO
Bek
O Br MeO OMe
o © MeO
53a OMe 54d
(50,0; 0,111) (26,1; 0,133) (44,8; 0,0710; 64%)
MeO
o)
BrBr CHO
o” © 0
53a o—/ 54e
(50,0; 0,111) (20,0; 0,133) (61,0; 0,104; 94%)
MeO
A3
O O
53a CF3 54f
(50,0; 0,111) (23,2; 0,133) (32,4; 0,0533; 48%)
MeO Br
O 0 CHO
o W,
o” © Br MeO
53c OMe 54q
(50,0; 0,111) (28,6; 0,133) (32,4; 0,0499; 45%)
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Tabela 2.6 - Continuacéo...

Lactona

Aldeido

Analogo ao cadiolideo

(mg; mmol) (mg; mmol) . met‘?x"ad‘?
(mg; mmol; rendimento)
MeO Br
CHO
o W
O O
53c Cl 54h
(50,0; 0,111) (18,7; 0,133) (22,3; 0,0388; 35%)
MeO
Q CHO
0] 0o Br
53b OMe 54i
(50,0; 0,124) (32,0; 0,149) (56,7; 0,0942; 76%)
MeO
Q CHO
O O
53b Cl
(50,0; 0,124) (20,9; 0,149) (27,4; 0,0521; 42%)
CHO
oA 3
o O
53d Br 54k
(50,0; 0,134) (29,8; 0,161) (54,3; 0,101; 75%)
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Tabela 2.6 - Continuacéo...

Analogo ao cadiolideo
metoxilado
(mg; mmol; rendimento)

Lactona Aldeido
(mg; mmol) (mg; mmol)

O CHO
ot 3o
o

(0]
53d OMe 541
(50,0; 0,134) (21,9; 0,161) (46,1; 0,0938; 70%)

O O CHO
o N 3o
o}

(@) Br MeO
53d OMe 54m
(50,0; 0,134) (34,6; 0,161) (49,7; 0,0871; 65%)

Dados referentes ao composto  (Z)-5-(3-bromo-4-metoxibenzilideno)-4-(3-bromo-4-
metoxifenil)-3-(4-bromobenzoil)furan-2(5H)-ona (54a)

Rendimento global: 31%. Aspecto fisico: sdlido
amarelo. Tr: 189,0 - 190,5 °C. IV (ATR, cm™): fimax 3031,
2922, 2851, 1756, 1655, 1574, 1493, 1272, 1264. RMN
de 'H (400 MHz, CDCls) &: 3,93 (s, 3H, -OMe), 3,96 (s,
3H, -OMe), 6,14 (s, 1H, H-6), 6,92 (d, 1H, Js ¢ = 8,5 Hz,
H-5), 6,95 (d, 1H, Js»» ¢ = 8,7 Hz, H-5""), 7,35 (dd, 1H,
Joos = 8,5 Hz, Jo»» = 1,9 Hz, H-67), 7,55 (d, 2H, J3» 2> =
Js» 6 = 8,4 Hz, H-3°7/5"%), 7,61 (d, 1H, J> 6 = 1,9 Hz, H-
2%, 7,67 (d, 2H, J2» 3> = Je» 5> = 8,4 Hz, H-2""/6""), 7,86 (dd, 1H, Je» 5 = 8,7 Hz, Jo» 2 =
1,8 Hz, H-6"), 7,99 (d, 1H, J>» ¢ = 1,8 Hz, H-2"""). RMN de 3C (100 MHz, CDCls) &
56,6 (-OMe, -OMe), 112,0 (C-5%), 112,2 (C-5’"’), 112,5 (C-3’), 112,5 (C-3**"), 116,5 (C-6),
122,2 (C-3), 123,1 (C-4""), 126,8 (C-1°""), 129,7 (C-1°), 130,1 (C-6"), 131,1 (C-2""/6""), 132,1
(C-3/5"), 132,2 (C-6""), 134,0 (C-2"), 135,0 (C-1""), 136,2 (C-2"""), 146,3 (C-5), 156,9 (C-
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4), 157,6 (C-4’), 158,0 (C-4"""), 166,0 (C-2), 188,4 (C-7""). HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*:
Calculado para C2sH18BrsOs 646,8693; encontrado 646,8699.

Dados referentes ao composto (Z)-4-(3-bromo-4-metoxifenil)-3-(4-bromobenzoil)-5-(4-
metoxibenzilideno)furan-2(5H)-ona (54b)

Rendimento global: 40%. Aspecto fisico: solido
amarelo fluorescente. Tr: 196,2 - 198,0. IV (ATR, cm™):
Umax 3058, 2922, 2849, 1766, 1600, 1573, 1507, 1493,
1295, 1261, 1170, 1161, 1010. RMN de 'H (400 MHz,
CDCls) &: 3,87 (s, 3H, -OMe), 3,92 (s, 3H, -OMe), 6,22
(s, 1H, H-6), 6,91 (d, 1H, Js'6 = 8,5 Hz, H-5"), 6,95 (d,
2H, J3» 2 = Js o0 = 8,8 Hz, H-377°/5""), 7,35 (dd, 1H,
Jos =85 Hz, Joo = 2,1 Hz, H-6"), 7,54 (d, 2H, J3 2 =
Js» 3= 8,6 Hz, H-3°/5""), 7,62 (d, 1H, J» ¢ = 2,1 Hz, H-2’), 7,67 (d, 2H, J2 3~ = Je» 5> = 8,6
Hz, H-2°/6""), 7,82 (d, 2H, J»» 3 = Je» 5> = 8,8 Hz, H-2°""/6>>"). RMN de 13C (100 MHz,
CDClIs) ¢: 55,6 (-OMe), 56,6 (-OMe), 112,0 (C-5"), 112,3 (C-3), 114,8 (C-3°°/5>"’), 118,5
(C-6), 122,4 (C-3), 122,4 (C-1"""), 125,6 (C-17), 129,5 (C-4"*), 130,2 (C-6"), 131,1 (C-
2°/6°), 132,0 (C-3°/5"), 133,6 (C-2°"’/6""), 134,1 (C-27), 135,2 (C-1"), 145,6 (C-5), 157,2
(C-4), 157,9 (C-4’), 161,7 (C-4’’), 166,3 (C-2), 188,5 (C-7"’). HRMS (ESI-TOF) m/z
[M+H]*: Calculado para C26H19Br20s 568,9594; encontrado 568,9594.

Dados referentes ao composto (Z)-4-(3-bromo-4-metoxifenil)-3-(4-bromobenzoil)-5-(4-

bromobenzilideno)furan-2(5H)-ona (54c)

Rendimento global: 20%. Aspecto fisico: solido
amarelo. Tr. 207,2 - 209,0 °C. IV (ATR, cm™): Timax
2921, 2851, 1758, 1657, 1583, 1551, 1494, 1293, 1274.
RMN de !H (400 MHz, CDCls) &: 3,93 (s, 3H, -OMe),
6,18 (s, 1H, H-6), 6,92 (d, 1H, Js'¢ = 8,5 Hz, H-5"), 7,36
(dd, 1H, Js' 5= 8,5 Hz, Js' »* = 2,2 Hz, H-6’), 7,56 (d, 2H,
J3» 20 = Js» 60 = 8,6 Hz, H-377/5"), 7,56 (d, 2H, J3» 2 =
Js ¢ = 8,6 Hz, H-3"""/5""), 7,63 (d, 1H, J» ¢ = 2,2 Hz,
H-2), 7,67 (d, 2H, J>» 3> = J¢» 5> = 8,6 Hz, H-2"°/6""), 7,71 (d, 2H, J»» 3> = Je» 5> = 8,6 Hz,
H-2°>/6"""). RMN de *C (100 MHz, CDCls) ¢: 56,6 (-OMe), 112,1 (C-57), 112,6 (C-3),
116,5 (C-6), 122,0 (C-3), 124,0 (C-4’>"), 125,1 (C-4"’), 129,8 (C-17), 130,2 (C-67), 131,1 (C-
27/6°%), 131,5 (C-1""), 132,2 (C-3"°/5"), 132,5 (C-37’/5°""), 132,7 (C-2°’/6"’), 134,0 (C-
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2%), 134,8 (C-17"), 147,5 (C-5), 156,7 (C-4), 158,1 (C-4’), 165,8 (C-2), 188,3 (C-7""). HRMS
(ESI-TOF) m/z [M+H]*: Calculado para C2sH1sBr.0s 616,8596; encontrado 616,8593.

Dados referentes ao composto (Z)-4-(3-bromo-4-metoxifenil)-3-(4-bromobenzoil)-5-(2,4,6-
trimetoxibenzilideno)furan-2(5H)-ona (54d)

Rendimento global: 27%. Aspecto fisico: solido
amarelo. Tr. 169,3 - 171,0 °C. IV (ATR, cm™): Timax
2936, 2836, 1752, 1581, 1565, 1494, 1471, 1456,
1326, 1208, 1201, 1158, 1125. RMN de 'H (400
MHz, CDCIs) ¢: 3,86 (s, 9H, -OMe), 3,91 (s, 3H, -
OMe), 6,15 (s, 2H, H-3""°/5""), 6,44 (s, 1H, H-6), 6,87
(d, 1H, Js ¢ = 8,5 Hz, H-5), 7,38 (dd, 1H, Js5> = 8,5
Hz, Jo2 = 2,2 Hz, H-6"), 7,53 (d, 2H, J3»2» = Js» 6> =
8,6 Hz, H-3"’/5"), 7,67 (d, 2H, J2»3» = Js» 5> = 8,6 Hz, H-2°/6"), 7,69 (d, 1H, J»¢ = 2,2 Hz,
H-2"). RMN de *3C (100 MHz, CDClz) &: 55,6 (-OMe), 56,1 (-OMe/-OMe), 56,5 (-OMe),
90,9 (C-3"’/57%), 104,2 (C-1""), 111,8 (C-3%), 112,0 (C-5), 112,1 (C-6), 122,8 (C-3), 123,0
(C-17), 129,3 (C-4>"), 130,5 (C-6"), 131,1 (C-2°/6"), 132,0 (C-3’/5""), 135,5 (C-2°), 135,3
(C-17"), 146,4 (C-5), 156,4 (C-4), 157,8 (C-4"), 159,8 (C-2°’/6"""), 163,6 (C-4’""), 166,2 (C-
2), 188,9 (C-7""). HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*: Calculado para C2sH23Br.07 628,9787;
encontrado 628,9805.

Dados referentes ao composto (Z)-4-(3-bromo-4-metoxifenil)-3-(4-bromobenzoil)-5-(3,4-
metilenodioxibenzilideno)furan-2(5H)-ona (54e)

Rendimento global: 40%. Aspecto fisico: solido
laranja fluorescente. T+: 198,8 — 200,5 °C. IV (ATR,
cm™?): Tmax 2919, 1754, 1601, 1581, 1488, 1360, 1289,
1259, 1035. RMN de *H (400 MHz, CDCls) &: 3,92 (s,
3H, -OMe), 6,04 (s, 2H, H-7"""), 6,17 (s, 1H, H-6), 6,85
(d, 1H, Js»» ¢ = 8,2 Hz, H-5"""), 6,91 (d, 1H, Js 6 = 8,5
Hz, H-5°), 7,21 (dd, 1H, J¢>5 = 8,2 Hz, Je 2 = 1,5
Hz, H-6°""), 7,35 (dd, 1H, J¢' 5 = 8,5 Hz, Jo' 2 = 2,1 Hz,
H-6), 7,53 - 7,55 (m, 3H, H-2"""/3"/5"), 7,61 (d, 1H,
Joe = 2,1 Hz, H-2), 7,67 (d, 2H, J»= 3~ = Js= 5 = 8,6 Hz, H-2""/6°"). RMN de 13C (100 MHz,
CDClIs) 6. 56,6 (-OMe), 102,0 (C-7"), 108,9 (C-5""), 110,6 (C-2>*"), 112,0 (C-5°), 112,4
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(C-3%), 118,4 (C-6), 122,3 (C-3), 122,6 (C-1°), 127,2 (C-47), 127,9 (C-6°""), 129,5 (C-1">),
130,2 (C-6°), 131,1 (C-27°/6°"), 132,1 (C-3’/5>"), 134,1 (C-2°), 135,1 (C-1"), 145,8 (C-5),
148,7 (C-4), 149,9 (C-4>>"), 157,0 (C-3°*"), 157,9 (C-4°), 166,1 (C-2), 188,4 (C-7°"). HRMS
(ESI-TOF) m/z [M+H]*: Calculado para C2sH17Br.0s 582,9380; encontrado 582,9386.

Dados referentes ao composto (Z)-4-(3-bromo-4-metoxifenil)-3-(4-bromobenzoil)-5-(4-
(trifluorometil)benzilideno)furan-2(5H)-ona (54f)

Rendimento global: 20%. Aspecto fisico: solido amarelo.
Tr 178,3 — 179,0 °C. IV (ATR, cm™): imax 3082, 2923,
2851, 1761, 1659, 1598, 1584, 1566, 1495, 1322, 1274,
1170, 1106, 1070. RMN de H (400 MHz, CDCls) &:
3,93 (s, 3H, -OMe), 6,26 (s, 1H, H-6), 6,93 (d, 1H, Js ¢ =
8,5 Hz, H-5”), 7,38 (dd, 1H, J¢ 5 = 8,5 Hz, J¢ o' = 1,6 Hz,
H-6), 7,56 (d, 2H, J3~»» = Js» ¢~ = 8,4 Hz, H-37°/5"’), 7,64
(d, 1H, J»¢ = 1,6 Hz, H-2"), 7,67 - 7,69 (m, 4H, H-
2°/6/2°°°16°%), 7,94 (d, 2H, J3> 2> = Js 6> = 8,1 Hz, H-3">°/5"""). RMN de *C (100 MHz,
CDCls) & 56,6 (-OMe), 112,2 (C-5%), 112,7 (C-3"), 115,5 (C-6), 121,7 (C-3), 124,7 (C-1°),
125,3 (CF3), 126,0 (C-2"""), 126,0 (C-6’"), 130,0 (C-4"’), 130,1 (C-6"), 131,1 (C-2*°16""),
131,4 (C-3°°/5"), 131,7 (C-4"""), 132,2 (C-37°/5""), 134,0 (C-2), 134,7 (C-1"""), 135,9 (C-
1), 148,5 (C-5), 156,4 (C-4), 158,2 (C-4’), 165,5 (C-2), 188,1 (C-7""). HRMS (ESI-TOF)
m/z [M+H]*: Calculado para C2sH16Br2F304 606,9351; encontrado 606,9362.

Dados referentes ao composto  (Z)-5-(3-bromo-4-metoxibenzilideno)-4-(3-bromo-4-

metoxifenil)-3-(3-bromobenzoil)furan-2(5H)-ona (549)

Rendimento global: 14%. Aspecto fisico: solido amarelo.
Tr. 2135 - 2152 °C. IV (ATR, cm™): dmax 3023, 2924,
2849, 1772, 1567, 1493, 1379, 1261, 1167, 1050, 1014.
RMN de H (400 MHz, CDCls) & 3,92 (s, 3H, -OMe), 3,96
(s, 3H, -OMe), 6,15 (s, 1H, H-6), 6,91 (d, 1H, Js.¢ = 8,5 Hz,
H-5%), 6,94 (d, 1H, Js» ¢ = 8,8 Hz, H-5"""), 7,27 (t, 1H,
MeO Js»4» = Js g0 = 7,9 Hz, H-5""), 7,34 (dd, 1H, Jo-s» = 8,5 Hz,
Jo2 = 2,1 Hz, H-6°), 7,59 (d, 1H, J» ¢ = 2,1 Hz, H-2"), 7,64 (dI, 1H, Js» 5+ = 7,9 Hz, H-4""),
7,71 (dl, 1H, Js>» 5> = 7,9 Hz, H-6""), 7,86 (dd, 1H, Js» 5 = 8,8 Hz, J¢~2» = 2,0 Hz, H-6"""),
7,88 (d, 1H, J»» 4> = 1,4 Hz, H-2""), 8,00 (d, 1H, J2»»6> = 2,0 Hz, H-2""). RMN de 13C (100
MHz, CDCls) &: 56,6 (-OMe, -OMe), 112,0 (C-3°), 112,2 (C-3°"), 112,5 (C-5°), 112,5 (C-
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5%), 116,7 (C-6), 122,1 (C-3), 122,6 (C-1>"), 122,9 (C-3"), 126,8 (C-1°), 128,2 (C-6"),
130,1 (C-6"), 130,3 (C-5"7), 132,3 (C-6""), 132,5 (C-2"), 134,0 (C-27), 136,2 (C-2""), 136,8
(C-4>"), 137,9 (C-17"), 146,2 (C-5), 157,1 (C-4), 157,6 (C-4’), 158,0 (C-4""), 165,8 (C-2),
188,0 (C-7°’). HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*: Calculado para C2sH18BrsOs 646,8698;
encontrado 646,8699.

Dados referentes ao composto (Z)-4-(3-bromo-4-metoxifenil)-3-(3-bromobenzoil)-5-(4-
clorobenzilideno)furan-2(5H)-ona (54h)

Rendimento global: 11%. Aspecto fisico: solido amarelo.
Tr. 187,5 — 189,7 °C. IV (ATR, cm™): dmax 3065, 2919,
2850, 1768, 1597, 1571, 1491, 1272, 1257, 1162, 1051,
1012. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 3,92 (s, 3H, -
OMe), 6,22 (s, 1H, H-6), 6,92 (d, 1H, Js ¢ = 8,5 Hz, H-5"),
7,28 (t, 1H, Js» 6> = Js»4» = 8,0 Hz, H-5""), 7,35 (dd, 1H,
Joos = 8,5 Hz, Jo2» = 2,1 Hz, H-6"), 7,40 (d, 2H, J3»2» =
Js» 60 = 8,6 Hz, H-3"°/5"), 7,61 (d, 1H, J» ¢ = 2,1 Hz, H-2"), 7,65 (dl, 1H, Js~ 5 = 8,0 Hz,
H-4>%), 7,71 (dl, 1H, Js» 5> = 8,0 Hz, H-6"), 7,78 (d, 2H, J»»3» = Je» 5> = 8,6 Hz, H-
2°16°7), 7,88 (t, 1H, Jo»6» = Joa» = 1,7 Hz, H-2""). RMN de 3C (100 MHz, CDCls) &
56,6 (-OMe), 112,1 (C-5%), 112,5 (C-3’), 116,7 (C-6), 122,0 (C-3), 123,0 (C-3"), 123,5 (C-
1°), 128,2 (C-67), 129,5 (C-3°""/5>"), 130,2 (C-6), 130,3 (C-5’), 131,1 (C-1°""), 132,5 (C-
27), 132,6 (C-2°°/6"), 134,0 (C-2"), 136,6 (C-4>""), 137,0 (C-4>"), 137,8 (C-1""), 147,3 (C-
5), 157,0 (C-4), 158,1 (C-4*), 165,6 (C-2), 187,9 (C-7°"). HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*:
Calculado para C2sH16Br.ClO4 572,9097; encontrado 572,9098.

Dados referentes ao composto  (Z)-5-(3-bromo-4-metoxibenzilideno)-4-(3-bromo-4-
metoxifenil)-3-(4-metoxibenzoil)furan-2(5H)-ona (54i)

Rendimento global: 47%. Aspecto fisico: solido
amarelo. Tf: 191,6 - 192,2 °C. IV (ATR, cm™): Tmax
3065, 3008, 2928, 2840, 1771, 1755, 1592, 1582, 1494,
1256, 1158. RMN de H (400 MHz, CDCls) &: 3,85
(s, 3H, -OMe), 3,91 (s, 3H, -OMe), 3,95 (s, 3H, -OMe),
6,10 (s, 1H, H-6), 6,88 (d, 2H, J3»»» = Js» 6> = 8,9 Hz,
MeO H-3°/5"), 6,89 - 6,95 (m, 2H, H-5°/5"""), 7,36 (dd, 1H,
Joo s = 8,5 Hz, Joo 2> = 2,1 Hz, H-6°), 7,62 (d, 1H, J> ¢ = 2,1 Hz, H-2"), 7,81 (d, 2H, J> 3> =
Je 57 = 8,9 Hz, H-2"°/6"), 7,85 (dd, 1H, Je 5~ = 8,7 Hz, Je~ 2> = 2,1 Hz, H-6"""), 7,99 (d,
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1H, J2 6> = 2,1 Hz, H-2>>"). RMN de 13C (100 MHz, CDCls) & 55,7 (-OMe), 56,5 (-OMe),
56,6 (-OMe), 112,0 (C-5°""), 112,1 (C-5°), 112,3 (C-3°*"), 112,4 (C-3’), 114,1 (C-37°/5""),
115,3 (C-6), 122,5 (C-3), 124,4 (C-1), 127,0 (C-1>>), 129,3 (C-1""), 130,1 (C-6), 132,0 (C-
6°"%), 132,3 (C-2"°/6), 133,9 (C-2°), 136,0 (C-2°""), 146,5 (C-5), 155,4 (C-4), 157,3 (C-4>>),
157,8 (C-4°), 164,6 (C-4>), 166,3 (C-2), 187,7 (C-7°"). HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*:
Calculado para C27H21Br.0s 598,9678; encontrado 598,9699.

Dados referentes ao composto (Z)-4-(3-bromo-4-metoxifenil)-5-(4-clorobenzilideno)-3-(4-
metoxibenzoil)furan-2(5H)-ona (54j)

Rendimento global: 26%. Aspecto fisico: sdélido
amarelo. Tr. 154,0 - 155,6 °C. IV (ATR, cm™): Tmax
2920, 2850, 1756, 1647, 1594, 1574, 1493, 1257, 1164.
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 3,86 (s, 3H, -OMe),
3,92 (s, 3H, -OMe), 6,17 (s, 1H, H-6), 6,89 (d, 2H,
J3»0» = Jsv 60 = 9,1 Hz, H-3""/5""), 6,91 (d, 1H, Js ¢ =
9,0 Hz, H-5%), 7,37 - 7,41 (m, 1H, H-6"), 7,40 (d, 2H,
J3 0= s o0 = 8,6 Hz, H-377°/5"), 7,65 (d, 1H, J» ¢ = 2,1 Hz, H-2"), 7,78 (d, 2H, J»» 3 =
Jos = 8,6 Hz, H-2>°/6>"°), 7,81 (d, 2H, J2» 3 = Je»5s» = 9,1 Hz, H-2>°/6”). RMN de 13C
(100 MHz, CDCIs3) ¢: 55,7 (-OMe), 56,5 (-OMe), 112,1 (C-5°), 112,4 (C-3”), 114,2 (C-
3°/5°), 115,3 (C-6), 122,3 (C-3), 125,2 (C-1"), 129,2 (C-1""), 129,4 (C-3°"’/5"*"), 130,1 (C-
6’), 131,3 (C-1"""), 132,3 (C-2°’/6""), 132,4 (C-2"°/6""), 133,9 (C-2°), 136,2 (C-4’"’), 147,5
(C-5), 155,3 (C-4), 157,9 (C-4’), 164,7 (C-4*), 166,1 (C-2), 187,6 (C-7""). HRMS (ESI-
TOF) m/z [M+H]*: Calculado para C2sH19BrClOs 525,0083; encontrado 525,0099.

Dados referentes ao composto (Z)-3-(4-bromobenzoil)-5-(4-bromobenzilideno)-4-(3-
metoxifenil)furan-2(5H)-ona (54k)

Rendimento global: 35%. Aspecto fisico: solido
amarelo. Tr. 225 - 227 °C. IV (ATR, cm™): Tmax 3065,
3007, 2920, 2849, 1761, 1744, 1655, 1584, 1568, 1373,
1343, 1250, 1009. RMN de H (400 MHz, CDCls3) &
3,77 (s, 3H, -OMe), 6,24 (s, 1H, H-6), 6,91 (s, 1H, H-2"),
6,99-6,94 (m, 2H, H-4°/6"), 7,33 (t, 1H, Js°6 = J5°4 = 8,0
Hz, H-5°), 7,52 (d, 2H, J3» 2~ = Js» 6> = 8,6 Hz, H-37°/5""),
7,55 (d, 2H, J3» 2> = Js» 6 = 8,6 Hz, H-3"/5""), 7,66 (d, 2H, J»» 3> = J¢» 5> = 8,6 Hz, H-
2°/6), 7,69 (d, 2H, J»» 3~ = Jg 5 = 8,6 Hz, H-2">°/6°""). RMN de *C (100 MHz, CDCls)
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0. 55,6 (-OMe), 115,0 (C-2), 116,4 (C-67), 116,5 (C-6), 121,4 (C-4°), 124,3 (C-3), 124,9 (C-
4’7, 129,7 (C-4%), 129,8 (C-1"*"), 130,3 (C-5"), 131,0 (C-2"’/6*"), 131,6 (C-17), 132,1 (C-
3°/5°), 132,4 (C-3"’/5°7"), 132,7 (C-2°"°/6""), 134,8 (C-1""), 147,4 (C-5), 157,9 (C-4), 159,9
(C-3”), 165,8 (C-2), 188,3 (C-7’). HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*: Calculado para
C2sH17Br204 538,9485; encontrado 538,9488.

Dados referentes ao composto (Z)-3-(4-bromobenzoil)-5-(4-metoxibenzilideno)-4-(3-
metoxifenil)furan-2(5H)-ona (541)

Rendimento global: 17%. Aspecto fisico: sdlido
amarelo. Tr: 230 - 231 °C. IV (ATR, cm™): Tmax 3001,
2918, 2850, 1750, 1600, 1586, 1557, 1512, 1464, 1377,
1254, 1173 1029. RMN de H (400 MHz, CDCls) &
3,77 (s, 3H, -OMe), 3,87 (s, 3H, -OMe), 6,28 (s, 1H, H-
6), 691 (s, 1H, H-2°), 6,93-6,98 (m, 4H, H-
MeO 4/6°/3°°°/5°), 7,32 (t, 1H, Js¢ = Jsa> = 7,9 Hz, H-5"),
7,51 (d, 2H, J3» > = Js» 6> = 8,4 Hz, H-3"°/5"), 7,67 (d, 2H, J»> 3> = J¢» 5> = 8,4 Hz, H-2"°/6""),
7,82 (d, 2H, Jo 3 = Je 5 = 8,8 Hz, H-2""/6>>"). RMN de 13C (100 MHz, CDCls) &: 55,6
(-OMe), 55,6 (-OMe), 114,7 (C-3°>°/5>>), 115,0 (C-2°), 116,2 (C-4’), 118,4 (C-6), 121,6 (C-
6%), 122,7 (C-3), 125,7 (C-1°""), 129,4 (C-4""), 130,2 (C-5"), 130,3 (C-1°), 131,1 (C-27’/6>"),
132,0 (C-3°°/5°"), 133,5 (C-2°>°/6°""), 135,2 (C-1"), 145,6 (C-5), 158,4 (C-4), 159,8 (C-4),
161,6 (C-3°), 166,4 (C-2), 188,6 (C-7"’). HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*: Calculado para
Ca6H20BrOs 491,0473; encontrado 491,0489.

Dados referentes ao composto (Z)-5-(3-bromo-4-metoxibenzilideno)-3-(4-bromobenzoil)-4-
(3-metoxifenil)furan-2(5H)-ona (54m)

Rendimento global: 31%. Aspecto fisico: sdélido
amarelo. T 235 - 237 °C. IV (ATR, cm™): dmax 2924,
2853, 1750, 1584, 1566, 1495, 1461, 1428, 1378, 1266,
1245, 1172, 1158. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &:
3,78 (s, 3H, -OMe), 3,96 (s, 3H, -OMe), 6,19 (s, 1H, H-
6), 6,90 (s, 1H, H-2"), 6,93-7,00 (m, 3H, H-4°/6°/5""),
MeO 7,32 (t, 1H, Jse = Jsa = 7,9 Hz, H-5%), 7,52 (d, 2H,
Jaw20 = Jse 6= 8,4 Hz, H-37/5"%), 7,67 (d, 2H, J2» 53~ = Jg» 5 = 8,4 Hz, H-2/6"), 7,87 (d, 1H,
Je 5 = 8,6 Hz, H-6>""), 7,98 (s, 1H, H-2>""). RMN de 3C (100 MHz, CDClz) &: 55,6 (-

OMe), 56,6 (-OMe), 112,1 (C-6), 112,4 (C-3>°"), 115,0 (C-5""), 116,3 (C-2°), 116,4 (C-4"),
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121,5 (C-6°), 123,4 (C-3), 126,9 (C-1°>"), 129,5 (C-4°"), 130,0 (C-1°), 130,3 (C-5°), 131,0 (C-
3°7/5°%), 132,1 (C-27°/6°"), 132,2 (C-6°"), 135,0 (C-1"), 136,2 (C-2°""), 146,3 (C-5), 157,5
(C-4), 158,0 (C-4’"), 159,8 (C-3’), 166,0 (C-2), 188,4 (C-7"’). HRMS (ESI-TOF) m/z
[M+H]*: Calculado para CzsH19Br.0s 568,9586; encontrado 568,9594.

(2)-5-(3-bromo-4-hidroxibenzilideno)-4-(3-bromo-4-hidroxifenil)-3-(4-bromobenzoil)furan-
2(5H)-ona (55a)

A um baldo bitubulado de fundo redondo (25 mL), sob
atmosfera de nitrogénio e agitacdo magnética, foram
adicionados 54a (50,0 mg, 0,0770 mmol) e DCM anidro
(3 mL). A solugéo foi resfriada a -78 °C e entéo foi
adicionado BBr3 (45 pL, 0,462 mmol). A mistura foi

aquecida para a temperatura do ambiente (25-30 °C),

permanecendo sob agitacdo magnética por 2 h. A

mistura reacional foi transferida para um funil de
separacgdo, empregando-se 10 mL de agua, e foi extraida com acetato de etila (4 x 10 mL). As
fases organicas combinadas foram lavadas com solucdo saturada de NaCl (20 mL), secadas
com Na>SOg anidro, filtradas e concentradas sob pressdo reduzida para obtencdo de 55a como
um s6lido amarelo em rendimento quantitativo (47,8 mg, 0,0770 mmol).

Os compostos 55b-e foram preparados utilizando-se 0 mesmo procedimento descrito
para a sintese do composto 55a. Na Tabela 2.7 (pg. 124) sdo apresentadas as quantidades

necessarias de cada analogo metoxilado, BBr3 e os rendimentos obtidos de cada reagao.
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Tabela 2.7 - Dados referentes ao preparo dos andlogos aos cadiolideos hidroxilados 55a-e

Anélogo ao cadiolideo Analogo ao cadiolideo

metoxilado ( LI??nrr;ol) hidroxilado
(mg; mmol) ML (mg; mmol; rendimento)
55a
(45 puL, 0,462) (47,8; 0,0770; 100%)
54b 55b
(50,0; 0,0877) (51 pL; 0,526) (39,5; 0,0728; 83%)

54c 55¢
(50,0; 0,0808) (24 pL; 0,242) (48,9; 0,0808; 100%)

54q 55d
(50,0; 0,0770) (45 UL; 0,462) (35,9: 0,0578; 75%)
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Tabela 2.7 - Continuacéo...

Anélogo ao cadiolideo Anélogo ao cadiolideo

metoxilado ( LI??nrr;ol) hidroxilado
(mg; mmol) ML (mg; mmol; rendimento)
54i 55e
(50,0; 0,0833) (72 pL; 0,750) (33,0; 0,0591; 71%)

Dados referentes ao composto (Z)-5-(3-bromo-4-hidroxibenzilideno)-4-(3-bromo-4-
hidroxifenil)-3-(4-bromobenzoil)furan-2(5H)-ona (55a)

Rendimento global: 31%. Aspecto fisico: so6lido
amarelo. Tr. 197,5 — 199,0 °C. IV (ATR, cm™): Timax
3258, 2924, 1743, 1731, 1599, 1581, 1563, 1494, 1399,
1287, 1194, 1165. RMN de 'H (400 MHz, (CD3)2CO)
0. 6,44 (s, 1H, H-6), 7,06 (d, 1H, Js» ¢~ = 8,4 Hz, H-
5", 7,13 (d, 1H, Js'¢ = 8,5 Hz, H-5"), 7,36 (dd, 1H,
Jos57 = 8,4 Hz, Jo 2 = 2,1 Hz, H-6"""), 7,66-7,64 (m,
1H, H-2’), 7,65 (d, 2H, J3»2» = Js»6> = 8,6 Hz, H-
3/5%), 7,86 - 7,81 (m, 1H, H-6"), 7,85 (d, 2H, J23» = Js~5° = 8,6 Hz, H-2°’/6"’), 8,14 (d,
1H, Jo» e = 2,1 Hz, H-27""), 9,65 (s, 2H, -OH). RMN de 13C (100 MHz, (CDs)2CO) &
110,7 (C-3%), 111,0 (C-3°"’), 116,4 (C-6), 117,4 (C-5>"), 117,7 (C-5"), 122,5 (C-3), 123,5 (C-
1’7, 127,6 (C-1°), 129,3 (C-4’*’), 131,2 (C-6""), 132,1 (C-2>’/C-6""), 132,7 (C-3>°/5”’),
133,0 (C-6”), 135,0 (C-2"), 136,4 (C-1""), 136,8 (C-2°""), 147,1 (C-5), 156,6 (C-4), 157,1 (C-
4%, 157,5 (C-4’), 166,3 (C-2), 189,4 (C-7°’). HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*: Calculado
para C24H14BrsOs 618,8372; encontrado 618,8386.
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Dados referentes ao composto (Z)-4-(3-bromo-4-hidroxifenil)-3-(4-bromobenzoil)-5-(4-
hidroxibenzilideno)furan-2(5H)-ona (55b)
Rendimento global: 33%. Aspecto fisico: so6lido

amarelo fluorescente (ap6s purificagdo por coluna
cromatografica). Tr. 254,0 — 255,5 °C. IV (ATR, cm™):
Umax 3322, 2924, 2853, 1708, 1655, 1602, 1583, 1566,
1491, 1443, 1371, 1354, 1285, 1161. RMN de H (400
MHz, (CDs).CO) ¢: 6,42 (s, 1H, H-6), 6,97 (d, 2H,
J3 o= Js g0 = 8,8 Hz, H-377/5""), 7,06 (d, 1H, Js 6 =
8,4 Hz, H-5"), 7,35 (dd, 1H, J¢ 5= 8,4 Hz, Je 2> = 2,2 Hz,
H-6), 7,63 - 7,65 (m, 3H, H-2°/3""/5""), 7,82 - 7,84 (m, 4H, H-2>°/6"/2°"°/6"""), 9,31 (s, 2H,
OH). RMN de *3C (100 MHz, (CDz3)2CO) ¢&: 110,7 (C-3), 117,0 (C-3°/5""), 117,4 (C-5"),
118,4 (C-6), 122,8 (C-3), 122,8 (C-1"""), 125,9 (C-1), 129,2 (C-4*’), 131,1 (C-67), 132,1 (C-
27/6°), 132,7 (C-3°/5""), 134,3 (C-2°°/6"""), 135,0 (C-2), 136,6 (C-1""), 146,3 (C-5), 156,9
(C-4), 157,7 (C-4’), 160,5 (C-4>>"), 166,6 (C-2), 189,5 (C-7"’). HRMS (ESI-TOF) m/z
[M+H]*: Calculado para C24H15Br.0s 540,9276; encontrado 540,9281.

Dados referentes ao composto (Z)-4-(3-bromo-4-hidroxifenil)-3-(4-bromobenzoil)-5-(4-
bromobenzilideno)furan-2(5H)-ona (55c)

Rendimento global: 20%. Aspecto fisico: sdélido
amarelo. Tr: 213,6 - 215,1 °C. IV (ATR, cm™?): Tmax 3386,
3066, 2920, 2850, 1762, 1744, 1600, 1582, 1496, 1486,
1397, 1372, 1349, 1297, 1277, 1186, 1161. RMN de 'H
(400 MHz, (CD3)2CO) ¢: 6,50 (s, 1H, H-6), 7,08 (d, 1H,
Js ¢ = 8,4 Hz, H-5%), 7,37 (dd, 1H, Js° 5> = 8,4 Hz, Je° 2> =
2,2 Hz, H-6"), 7,64 - 7,69 (m, 5H, H-2°/3"°/5°/3°"°/5"?),
7,85 (d, 2H, J2» 3> = Je» 5> = 8,7 Hz, H-2"°/6"), 7,86 (d,
2H, Jo» 3 = Je s = 8,6 Hz, H-2°/6>""), 9,65 (s, 1H, -OH). RMN de 3C (100 MHz,
(CD3)2C0O) ¢: 110,8 (C-3%), 115,9 (C-6), 117,5 (C-57), 122,3 (C-3), 124,5 (C-4>"’), 124,6 (C-
1°), 129,5 (C-47"), 131,2 (C-6"), 132,1 (C-2°°/6""), 132,8 (C-3"’/5>"), 133,0 (C-3°>°/5°""), 133,3
(C-1°""), 133,6 (C-2°"°/6), 135,0 (C-2°), 136,2 (C-1"°), 148,7 (C-5), 157,2 (C-4), 157,3 (C-
4’), 166,1 (C-2), 189,3 (C-7’). HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*: Calculado para
C24H14Br304 602,8437; encontrado 602,8437.
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Dados referentes ao composto (Z)-5-(3-bromo-4-hidroxibenzilideno)-4-(3-bromo-4-
hidroxifenil)-3-(3-bromobenzoil)furan-2(5H)-ona (55d)
Rendimento global: 11%. Aspecto fisico: so6lido

amarelo (ap6s purificacdo por coluna cromatogréfica). T+:
182,5 - 184,0 °C. IV (ATR, cm™): Tmax 3358, 3062, 2921,
2851, 1735, 1596, 1557, 1496, 1412, 1370, 1339, 1287,
1187, 1163. RMN de 'H (400 MHz, (CD3)2CO) &: 6,45
(s, 1H, H-6), 7,05 (d, 1H, Js ¢ = 8,4 Hz, H-5"), 7,13 (d,
1H, Js» 6> = 8,5 Hz, H-5"""), 7,35 (dd, 1H, Js 5 = 8,4 Hz,
Joo2= 2,1 Hz, H-6"), 7,40 (t, 1H, J5» 6> = J5> 4 = 7,9 Hz,
H-5%), 7,65 (d, 1H, J» ¢ = 2,1 Hz, H-2"), 7,75 (ddd, 1H, J¢» 5> = 7,9 Hz, J¢» 2> = 1,7 Hz, J¢» 4~
=0,8 Hz, H-6""), 7,81 - 7,84 (m, 1H, H-6>""), 7,87 (dl, 1H, Js» 5> = 7,9 Hz, H-4""), 8,02 (t, 1H,
Jor e = 1,7 Hz, H-27%), 8,14 (d, 1H, Jo» ¢ = 2,0 Hz, H-2"""), 9,75 (s, 2H, -OH). RMN de 13C
(100 MHz, (CD3).CO) ¢: 110,8 (C-3"), 111,0 (C-3*"’), 116,7 (C-6), 117,3 (C-5), 117,7 (C-
5°7%), 122,5 (C-3), 123,0 (C-1°""), 123,1 (C-3"), 127,6 (C-17), 129,1 (C-4""), 131,2 (C-6"),
131,5 (C-5"7), 132,9 (C-2""), 133,0 (C-6""), 135,0 (C-27), 136,9 (C-2""), 137,3 (C-6""), 139,3
(C-17), 147,1 (C-5), 156,7 (C-4), 157,1 (C-4’), 158,0 (C-4’"), 166,2 (C-2), 188,9 (7).
HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*: Calculado para C2sH14BrsOs 618,8382; encontrado
618,8386.

Dados referentes ao composto (Z)-5-(3-bromo-4-hidroxibenzilideno)-4-(3-bromo-4-
hidroxifenil)-3-(4-hidroxibenzoil)furan-2(5H)-ona (55e)
Rendimento global: 33%. Aspecto fisico: sélido

laranja (apds purificacdo por coluna cromatogréafica).
Tr: 151,8 - 152,5°C. IV (ATR, cm™): Tmax 3230, 2922,
1730, 1639, 1560, 1501, 1399, 1371, 1350, 1292,
1223, 1194, 1164. RMN de *H (400 MHz, (CD3)2CO)
0. 6,38 (s, 1H, H-6), 6,87 (d, 2H, J3» 2> = Js» 6> = 8,8
Hz, H-3>’/5°"), 7,06 (d, 1H, Js:¢ = 8,4 Hz, H-5), 7,12
(d, 1H, Js» 6 = 8,5 Hz, H-5"""), 7,35 (dd, 1H, Jo 5 =
8,4 Hz, Joo»» = 2,1 Hz, H-6"), 7,66 (d, 1H, J» 6 = 2,1 Hz, H-2"), 7,79 - 7,82 (m, 1H, H-6"""),
7,83 (d, 2H, J»» 3> = Je» 5> = 8,8 Hz, H-2°/6"), 8,13 (d, 1H, J»» 6> = 2,1 Hz, H-2"""), 9,61-
9,50 (m, 3H, -OH). RMN de 13C (100 MHz, (CD3).CO) ¢: 110,7 (C-37), 110,9 (C-3°"),
115,1 (C-6), 116,3 (C-3"*/5>), 117,4 (C-5"), 1176 (C-5°""), 122.8 (C-3), 125,1 (C-1"’), 127,7
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(C-1°), 129,4 (C-1*), 131,0 (C-6"), 132,7 (C-6>>"), 133,1 (C-27°/6"), 134.,8 (C-2°), 136,6 (C-
2°°%), 147,2 (C-5), 155,4 (C-4), 156,3 (C-4"), 156,9 (C-4>>), 163,9 (C-4>"), 166,6 (C-2), 188,5
(C-7""). HRMS (ESI-TOF) m/z [M+H]*: Calculado para C24H15Br.0s 556,9228; encontrado
556,9230.
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CAPITULO 3
SINTESE DE 7ALQUILIDENO-~LACTONAS E LACTAMAS
ANALOGAS AOS RUBROLIDEOS E SUAS ATIVIDADES
INIBIDORAS DA FORMACAO DE BIOFILMES BACTERIANOS

3.1. INTRODUCAO
3.1.1. y~lactonas e p-lactamas

s-lactona corresponde a uma estrutura central presente nos butenolideos. Quando o

oxigénio do anel lactdnico é trocado por um nitrogénio, formam-se as j-lactamas (Figura 3.1)
(Miranda et al., 2018).

1 2 1 2
R's R R'g R
—{ —{ A
LK LK
(O N~ ~O
H
lactonas ylactamas

Figura 3.1 - Estrutura de j-lactonas e y-lactamas.

As yhidroxi-j)-lactamas e as jalquilideno-j)-lactamas (Figura 3.2), também
conhecidas como 5-hidroxi-3-pirrolin-2(5H)-onas e 5-alquilideno-3-pirrolin-2(5H)-onas, sdo
frequentemente encontradas como metabdlitos de fungos. Suas estruturas variam de
compostos monociclicos a sistemas mais complexos, como longas cadeias ou esqueletos
policiclicos fundidos, e estdo presentes em varios produtos naturais biologicamente ativos

(Nay et al., 2009). Na Figura 3.2 sdo apresentados alguns desses produtos naturais bioativos.

R1l3 R2
— O
Ho
l}j (0]
R® H

Pulchellalactama
Talaroconvolutina A OH Miceliotermofina A Miceliotermofina F

Figura 3.2 - Estruturas gerais das j-hidroxi-j-lactamas e j-alquilideno-jy-lactamas e produtos
naturais bioativos dessas classes de compostos.

130



A pulchellalactama (Figura 3.2, pg. 130) foi isolada do fungo marinho Corollospora
pulchella e apresenta atividade inibitoria contra a enzima tirosina fosfatase CD45, que atua na
diferenciacdo celular (Alvi et al., 1998). A talaroconvolutina A (Figura 3.2, pg. 130) também
foi isolada de um fungo (Talaromyces convolutus) e possui atividade antifingica contra
Candida albicans (Suzuki et al., 2000). E as miceliotermofinas A e F (Figura 3.2, pg. 130),
isoladas do fungo Micelioftora termofina, foram citotoxicas na faixa de concentracéo de 0,2-
1,3 ug/mL contra algumas linhagens de células cancerigenas (HepG2, A-549 e MCF-7) (Yang
et al., 2007).

Além das j-alquilidenolactonas e j-lactamas naturais, tém sido relatadas diversas »-
alquilidenolactonas e seus derivados j-lactamas sintéticos com promissoras atividades
bioldgicas. Em 2014, Pereira e colaboradores publicaram dois trabalhos descrevendo a sintese
de novas j-alquilideno-j-lactonas andlogas aos rubrolideos e suas j-lactamas derivadas.
Nesses trabalhos foram destacadas trés j-alquilideno-j-lactamas (1-3) (Figura 3.3), uma vez
que apresentaram boa atividade contra o crescimento de biofilme bacteriano de Pseudomonas
aeruginosa (1: Clso = 0,6 pg/mL; 2: Clso = 0,7 pg/mL) e Enterococcus faecalis (3: Clso = 0,76
pg/mL) (Pereira et al., 2014a; Pereira et al., 2014b). Em 2016, Pereira et al. relataram que as
y-alquilideno-j-lactonas foram mais ativas do que as lactamas em ensaios com células
cancerigenas. Assim, 4 e 5 apresentaram Clso de 3 e 3,58 uM contra a linhagem celular HL-60
(leucemia) (Pereira et al., 2016). E em 2018, Miranda e colaboradores também relataram a
sintese de novas p-alquilideno-j-lactonas analogas aos rubrolideos e suas j-lactamas
derivadas. Nesse caso, destacam-se 0s compostos 6 e 7 pois inibiram a formacdo do biofilme
de Staphylococcus aureus com Clso de 0,9 e 1,3 pg/mL, respectivamente, além de 8, que
apresentou atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus (Clso = 1,8 pg/mL).

1: R'=CHj,, R?>=m-ClI 6: R'=m-ClI
2: R'=Cl, R%2=0-Br 7: R'=p-CI
8: R'=2,5-OMe

Figura 3.3 - y~alquilidenolactonas e j-alquilidenolactamas sintéticas ativas biologicamente.
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3.1.2. Estudo sintético envolvendo j-alquilidenolactonas e ylactamas derivadas

As j-alquilidenolactonas e j-lactamas vém ganhando destaque devido as suas
maultiplas atividades biolégicas. Com isso, muitos esforcos sintéticos tém sido realizados para
a obtencdo dessa classe de compostos. Em 2016, Pereira e colaboradores relataram a sintese
dessa classe de lactonas e lactamas (Esquema 3.1), além das boas atividades anticancer

apresentadas por essas substancias.

R' R R' R RY=
— a — b N\ | Br
_ o) _— —_—
(0] e} 0] -
HO o
0
9a: R'=Cl 10a: R'=ClI
9b: R'=Br 10b: R'=Br 11

/N (@)
O~

/
\\1

R' 13b

Esquema 3.1 - Reagentes e condi¢Oes: (a) NaBHa4, MeOH, 0 °C, 15 min., H2SO4, MeOH, 0
°C, 15 min.; (b) ArB(OH)2, PdCIl2(MeCN)2, AsPhs, Ag.0, THF, 65 °C, 24 h; (c) ArCHO,
DIPEA, TBDMSOTf, DCM, t.a., 1 h, DBU, refluxo, 1-3 h; (d) RNH2, DCM, 0 °C, 3 h; (e) p-
TsOH, CHCIs, refluxo, 2 h.

Inicialmente, os &cidos mucocloricos (9a) e mucobromicos (9b) foram reduzidos a
3,4-diclorofuran-2(5H)-ona (10a) e 3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (10b), respectivamente.
Posteriormente, 10b reagiu com diferentes acidos arilborénicos por meio do acoplamento de
Suzuki, para a formacdo das lactonas 11. A reacdo de alquilidenacdo entre as lactonas 10a e
11 com diversos aldeidos aromaticos resultou no preparo dos j-alquilidenobutenolideos
analogos aos rubrolideos (12a-b). A conversdo desses analogos nas j-hidroxi-jy-lactamas
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correspondentes pela reacdo de lactamizacgdo, utilizando-se amina priméaria e a subsequente
desidratacdo das j-hidroxi-j-lactamas, resultou na formacdo das (Z) e (E)-j~alquilideno-j-
lactamas (13a-b).

Frente a boa atividade contra células cancerigenas apresentada pelos compostos
relatados por Pereira et al. (2016), nosso grupo de pesquisa se empenhou na preparacdo de
uma maior quantidade de alguns desses compostos. Posteriormente, essas substancias seriam
analisadas contra biofilme bacteriano, pois as j-alquilidenolactonas e as yalquilidenolactamas

em geral vém apresentando 6timas atividades antimicrobiana e antibiofilme bacteriano.
3.1.3. Biofilme bacteriano e PEEK

O biofilme bacteriano consiste em um coagregado bem organizado de bactérias que
vive em uma matriz complexa e dindmica ligada a uma superficie (Gu et al., 2016). Essa
matriz é formada por polissacarideos extracelulares, glicoproteinas, acidos nucléicos e agua,
que sdo produzidos pelas proprias bactérias, a fim de formar um ambiente de crescimento
favoravel, protegendo-as de condicGes de estresse, como: temperaturas extremas, luz
ultravioleta e agentes antibidticos (Martinez e Casadevall, 2007; Hall-Stoodley et al., 2004).

O ciclo de vida de um biofilme bacteriano pode ser dividido em cinco etapas (Figura
3.4). Na primeira etapa acontece a fixacéo das células na superficie. Em seguida, na segunda
etapa, as células bacterianas secretam substancias exopoliméricas e a adesdo a superficie
torna-se irreversivel. Na terceira etapa, o biofilme adota uma forma tridimensional, crescendo
tanto pela multiplicagdo da populacdo originalmente aderida quanto pelo recrutamento de
bactérias planctdnicas. Posteriormente, na quarta etapa, o biofilme alcanca o seu limite de
maturacdo e na Ultima etapa ocorre uma dispersdo, em que sinais quimicos induzem a
diferenciacdo de bactérias do biofilme que se liberam da matriz para colonizar um novo
ambiente (Stoodley et al., 2002; Musk e Hergenrother, 2006).

Fonte: Musk e Hergenrother (2006).
Figura 3.4 - Diagrama do desenvolvimento de um biofilme bacteriano.
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A formacdo dos biofilmes envolve um mecanismo quimico de comunicacao
intercelular conhecido como Quorum Sensing (QS) (Whiteley et al., 2017). O QS regula a
expressdo de uma série de genes que controlam um grande espectro de fenotipos, como
bioluminescéncia, producdo de fatores de viruléncia (tais como enzimas e toxinas),
esporulacdo, producdo de polissacarideos extracelulares, fixacdo de nitrogénio e muitos outros
(Pan e Ren, 2009). Inibidores de QS (QSI) tém sido propostos como promissores agentes
antibiofilmes, uma vez que interrompem a organizacao do biofilme, reduzindo a populacéo de
bactérias resistentes (Brackman e Coenye, 2015).

Alguns relatos sobre resisténcia bacteriana demonstraram que a capacidade de
sobrevivéncia das bactérias a tratamentos com antibioticos € muito maior quando estdo
organizadas em biofilmes do que quando encontram-se no estado livre (Pereira et al., 2014b).
Estima-se que os biofilmes estejam associados a 80% das infec¢des microbianas que ocorrem
no corpo humano, justificando o interesse na descoberta de mecanismos que possam controlar
o desenvolvimento dessas comunidades bacterianas (Brackman e Coenye, 2015).

A colonizacdo de microorganismos que crescem em forma de biofilme pode ser
encontrada em oleodutos industriais, usinas nucleares, estacOes espaciais, sistemas de ar
condicionado, sistemas de distribuicdo de dgua e até em hospitais (Hall-Stoodley et al., 2004).
Na area da saude, eles se encontram em instrumentos médicos como catéteres e implantes,
além de estar presentes na regido bucal causando caries, gengivite, periodontite e peri-
implantite (Teughels et al., 2006).

Com o intuito de inibir essa colonizagdo bacteriana e acumulo de biofilme em
equipamentos da area da salde, estudos vém sendo desenvolvidos, visando a preparacdo de
instrumentos médicos e dentarios contendo agentes antibiofilmes (Maekawa et al., 2015).
Nesse contexto, agentes antibiofilmes estdo sendo incorporados em PEEK (poli-éter-éter-
cetona), um polimero amplamente utilizado como biomaterial para a fabricacdo de implantes
ortopédicos, espinhais e dentarios (Kurtz e Devine, 2007).

PEEK ¢é um polimero aromatico policiclico com alto desempenho termoplastico (300
°C), inerte e biocompativel, comparado ao titdnio, um dos materiais mais comuns e
biocompativeis utilizados em implantes ha varias décadas (Kurtz e Devine, 2007; Converse et
al., 2009; Lee et al., 2012b; Sagomonyants et al., 2008).

O tratamento de sulfonagdo do PEEK (poli(éter-éter-cetona)), formando sPEEK, é util
para aumentar suas propriedades antibacterianas e realizar a incorporacdo de substancias
terapéuticas no mesmo, como, por exemplo, agentes antibiofilmes (Montero et al., 2016).

Trabalhos anteriores mostraram que a presenca do &cido sulfonico na estrutura do sPEEK
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(poli-éter-éter-cetona sulfonado) influencia na atividade antibacteriana do material
modificado. Ouyang et al. (2016) mostraram que SPEEK inibiu o crescimento de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli em placas de &gar. Recentemente, Montero e
colaboradores (2017) avaliaram os efeitos antibiofilme e antimicrobiano do sPEEK com
diferentes graus de sulfonacdo, contra S. mutans e Enterococcus faecalis, concluindo que o
processo de sulfonacéo auxilia na atividade antibiofilme (Montero et al., 2017). Continuando
tal estudo, Montero e colaboradores (2016) realizaram a incorporacdo de compostos
antibiofilmes como as lactamas em sPEEK, e observaram uma inibigcdo significativa do
biofilme nas superficies dos sPEEK’s contendo lactamas. No entanto, nenhum efeito foi
observado no crescimento planctonico de S. mutans. Tal experimento confirma a acdo dos
polimeros funcionalizados na viruléncia bacteriana ao inves da agdo na viabilidade bacteriana.

Nesse contexto, nesta parte do trabalho abordaremos a sintese de butenolideos que
possuem atividade citotéxica comprovada, em artigo publicado por Pereira et al. (2016), e
promissora atividade antibacteriana. Além da sintese, planeja-se também analisar seus efeitos

antibacterianos e antibiofilmes bacterianos.
3.2. OBJETIVOS E ESTRATEGIAS

Neste trabalho, objetivou-se sintetizar uma maior quantidade de algumas j-
alquilidenolactonas e j-alquilidenolactamas relatadas por Pereira et al. (2016). A rota sintética
a ser utilizada para a preparacdo dessas substancias encontra-se no Esquema 3.1 (pg. 132), e
os produtos desejados sdo obtidos em 2 a 5 etapas a partir dos acidos mucocldricos e
mucobrémicos, disponiveis comercialmente. Nessa metodologia, destacam-se como etapas-
chave as reacdes de acoplamento de Suzuki, alquilidenacédo e lactamizacéo.

Apos a sintese, esses produtos serdo submetidos a ensaios bioldgicos, a fim de avaliar
suas atividades antibacteriana e inibitéria do crescimento de biofilme bacteriano. Além disso,
também serda realizado um estudo do comportamento antibiofilme desses compostos quando

incorporados em PEEK (poli(éter-éter-cetona)) sulfonado.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.3.1. Rota sintética para obtencéo das p-alquilidenolactonas e y~lactamas derivadas

Foram sintetizadas novamente as j-alquilidenolactonas e j-lactamas derivadas,

publicadas por Pereira et al. (2016), seguindo a rota sintética apresentada no Esquema 3.2.
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9b: R'=Br 10b: R'=Br (83%) 14b: R'=Me (37%)
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—
W
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15¢: R?=3,4-dioxametil (58%)
15d: R?>=3-Br-4-OMe (17%) 15a: R'=Br, R?>=p-Br (45%)
15e: R?=p-CF3 (10%) 15b: R'=Me, R?>=m-CI (63%)

15f: R?=p-NO, (10%)
15g: R2=p-Cl (23%)
15h: R%=p-F (25%)
15i: R2=p-Br (16%)

Cl of Cl Cl
HO. /™ —

N o) . =~y 0

- R3 —_— k/
W
X
R2

F
16a: R2=p-Br, R3=is0-C4Hg (70%) 17a: Z (62%)
16b: R?=p-F, R®=C3H; (83%) 17b: E (27%)

Esquema 3.2 - Reagentes e condi¢Oes: (a) NaBHa4, MeOH, 0 °C, 15 min., H2SO4, MeOH, 0
°C, 15 min.; (b) 10b, ArB(OH)2, PdCl2(MeCN)2, AsPhs, Ag20, THF, 65 °C, 24 h; (c) ArCHO,
DIPEA, TBDMSOTf, DCM, t.a., 1 h, DBU, refluxo, 1-3 h; (d) RNH2, DCM, 0 °C, 3 h; (e) p-
TsOH, CHCIs, refluxo, 2 h.

Sintese das lactonas 10a-b

As sinteses das lactonas 10a e 10b foram realizadas pela reducdo dos éacidos
mucoclérico (9a) e acido mucubrdémico (9b), respectivamente (Esquema 3.3, pg. 137)
(Bellina et al., 2001).
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Esquema 3.3 - Sintese das lactonas 10a-b.

Os acidos mucoclorico (9a) e mucobrémico (9b), disponiveis comercialmente, podem
existir em sua forma aciclica como um aldeido o, -insaturado em equilibrio com a sua forma
ciclica y-lactona (Esquema 3.3). H& predominéncia de sua forma ciclica, mas o padrdo de
reatividade é melhor compreendido quando se considera sua forma aciclica (Cunha e Oliveira,
2011; Bellina e Rossi, 2004;). Assim, a fun¢do aldeido da forma aciclica dos &cidos 9a e 9b é
seletivamente reduzida com boroidreto de sddio. Apds a acidificacdo do meio com acido
sulfurico, o 4alcool anteriormente gerado in situ participa da reacdo de ciclizacdo
intramolecular juntamente com o &cido carboxilico da mesma molécula, formando as lactonas
10a (88% de rendimento) e 10b (83% de rendimento).

Sintese dos intermediarios 14a-b

Os intermediarios 14a e 14b foram sintetizados utilizando-se a reacdo de acoplamento
cruzado de Suzuki-Miyaura entre a lactona 10b e diferentes &cidos arilbordnicos adquiridos
comercialmente, na presenca de Ag.O, AsPhs e quantidades cataliticas de PdCl,(MeCN)2
(Esquema 3.4) (Bellina et al. 2001).

B(OH),
OMe OMe
Br Br R’ Br
o, —= -
0" "0 P4CI(MeCN),, AsPhs, o” O

[o]
10b Ag20, THF, 65 °C, 24 h 14a: R'=Br (29%)
14b: R'=CH; (37%)

Esquema 3.4 - Sintese dos intermediarios 14a-b.
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O ciclo catalitico geral proposto para o acoplamento de Suzuki e a explicagdo do
mesmo encontra-se no Capitulo 1 (item 1.3.1.2, pg. 19; Esquema 1.7, pg. 22).

Em nenhuma das reac¢des de acoplamento de Suzuki (Esquema 3.4, pg. 137) observou-
se a formacéo da 3,4-diarilfuran-2(5H)-ona, derivada do acoplamento cruzado em ambos 0s
atomos de carbono C-3 e C-4, nem a formacdo da 3-aril-4-bromofuran-2(5H)-ona, derivada
do acoplamento cruzado no carbono C-3.

Quando os haletos de arila possuem &tomos de halogénio diferentes é possivel
determinar a seletividade em que as reacGes de Suzuki ocorrem. Nesses casos, a ordem
relativa de reatividade dos haletos de arila s&o Arl > ArBr > ArCl > ArF. Essa ordem esta
relacionada a forca da ligacdo Ar-X, que diminui com o aumento do raio do halogénio e
favorece a adigcdo oxidativa (Rossi et al., 2011).

Entretanto, a lactona 10b possui dois halogénios iguais na sua estrutura. Nesse caso,
outros parametros além da forca da reacdo Ar-X irdo determinar a seletividade da reacédo,
como fatores eletrénicos e estéricos (Rossi et al., 2011; Schroter et al., 2005).

Estudos mostram que a regiosseletividade nas reacdes de acoplamento catalisadas por
paladio acontece no centro mais deficiente em elétrons durante a etapa de adigdo oxidativa.
Dessa forma, a posicao 4 da lactona 10b é mais deficiente em elétrons que a posicédo 3, devido
a deslocalizacdo de elétrons, e sera o local onde o acoplamento acontecera (Esquema 3.5).

Isso pode ser evidenciado pelo fato de que C-4 (o= 143,6), nesse composto, tem maior

deslocamento quimico do que C-3 (6 =114,4) (Bellina e Rossi, 2007).

Mais deficiente Menos deficiente
em elétrons %}1 j em elétrons
Br. 4 3 Br Br. Br
<\ 2 -~ N\
5 0 * 0
O & (0]

1
Esquema 3.5 - Explicacdo da regiosseletividade da reacdo de acoplamento de Suzuki.

Os intermediarios 14a e 14b foram formados com 29% e 37% de rendimento,
respectivamente, e esses rendimentos podem ser explicados pelos diferentes substituintes
presentes na estrutura dos acidos bordnicos. Os dois acidos bordnicos utilizados apresentam o
grupo metdxi no carbono C-2 e se diferenciam somente quanto ao grupo ligado ao carbono C-
5. O é&cido 5-bromo-2-metoxifenilbordnico, que possui grupo retirador de densidade
eletronica em C-5, resultou em menor rendimento (29%) do que o &cido 2-metoxi-5-

metilfenilborénico (37%), que possui grupo doador de densidade eletrénica. Geralmente,
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acidos arilbordnicos deficientes em elétrons sdo menos nucleofilicos e transmetalam a uma

taxa mais lenta do que acidos arilbordnicos ricos elétrons (Barder et al., 2005).

Sintese das j~alquilideno-j-lactonas 15a-i

As jalquilideno-j-lactonas 15a-i foram sintetizadas por meio da reacdo de
alquilidenacéo (Teixeira et al., 2008). Os compostos 15a e 15b foram preparados a partir das
lactonas 14a e 14b, respectivamente. E os compostos 15c-i foram sintetizados a partir da
lactona 10a (Tabela 3.1).

Nesta metodologia, as lactonas (10a, 14a-b) foram tratadas com TBDMSOTT, DIPEA
e diferentes aldeidos aromaticos via adicdo alddlica, formando um intermediario in situ. Esse
intermediario foi submetido a pg-eliminacdo, utilizando-se DBU para fornecer as j-
alquilidenolactonas 15a-i com configuracéo Z (10-63% de rendimento).

Uma proposta de mecanismo para essa metodologia de alquilidenagédo encontra-se no
Capitulo 1 (item 1.3.1.1, pag. 14; Esquema 1.6, pg. 15).

Tabela 3.1 - Sintese das y-alquilideno-j-lactonas 15a-i

OMe
R’ Br
o~ O
14a: R'=Br
14b: R'=CH,4
15a-b | 15c-i
Reagentes e condicdes: (i) ArCHO, DIPEA, TBDMSOTf, DCM, 25-30 °C, 1 h; (ii) DBU, refluxo,
1-3 h
Composto R! R? Rendimento (%)
15a Br p-Br 45
15b CHs m-ClI 63
15¢ - 3,4-dioxametil 58
15d - 3-Br-4-OMe 17
15e - p-CFs 10
15f - p-NO2 10
15¢g - p-ClI 23
15h - p-F 25
15i - p-Br 16
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Sintese das j~hidroxi-j~lactamas 16a-b

Os compostos 15h-i foram submetidos a lactamizacédo utilizando-se aminas primarias
que, permitiram a troca do oxigénio da lactona pelo nitrogénio, para preparacdo das y-hidroxi-

y-lactamas 16a-b (Esquema 3.6) (Goh et al., 2007).

Cl Cl Cl Cl
— HO. /™
=Ny~ 0 DCM, R3-NH,, N~ O
= _0°¢3h = R
Y Y
R2 R2
15h: R2=p-F 16a: R?=p-Br, R3=is0-C4Hgq (70%)
15i: R?=p-Br 16b: R?>=p-F, R3=C3H; (83%)

Esquema 3.6 - Sintese das y-hidroxipirrol-2(5H)-onas 16a-b.

No mecanismo da reacdo de lactamizacdo (Esquema 3.7), inicialmente a amina ataca a
carbonila da lactona, levando a abertura do anel e a formacdo do intermediario 18.
Subsequentemente, o equilibrio ceto-endlico proporciona a formacao do isbmero mais estavel
na forma ceto 19, que entdo ciclizara para formacdo do anel lactdmico. Na etapa de ciclizacdo,
o ataque nucleofilico do nitrogénio a carbonila pode ocorrer por duas faces distintas da

carbonila, formando mistura de enantibmeros.

cl N ] cl
TN HO. /™
= 0 \9 > - N @)
— & — R3
W H,N-R2 W
\ N
R2 R2

y-alquilideno-j~lactona “— y~hidroxi-)<lactama

Esquema 3.7 - Proposta de mecanismo para formacdo dos compostos 16a-b.

Sintese das j~alquilideno-j-lactamas 17a-b

A phidroxi-y-lactama 16a foi desidratada, utilizando-se acido p-toluenossulfonico
(PTSA), fornecendo as j-alquilideno-j-lactamas 17a (isbmero Z) e 17b (ismero E) (Esquema
3.8, pg. 141) (Goh et al., 2007). Os isdmeros Z e E foram determinados por meio do mapa de
contornos NOESY dos compostos 17a e 17b.
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Cl Cl
HO. /™
N O PTSA, CHCI3
K/ refluxo 2h
F 16a

17a (62%) 17b (27%)
Esquema 3.8 - Sintese das y-alqmIldenoplrrol-2(5H)-onas 17a-b.

3.3.2. Avaliagéo da inibigdo da formac&o do biofilme de S. mutans

As y-lactonas e y~lactamas 10a-b, 15c-i, 16a-b e 17a-b (Figura 3.5), foram testados
quanto a sua capacidade de inibicdo do crescimento plancténico e formacdo do biofilme de S.

mutans.

R" R Cl of Cl Cl of Cl
Lk ) ol )
0”0 =~ o 0 N O =N S0
— — R3 K/
10a: R'=Cl /
N\ N J
10b: R'=Br N\ X
R? R2 ¢
15¢: R?=3,4-dioxametil  16a: R?=p-Br, R3=is0-C4Hg 17a: Z
15d: R%=3-Br-4-OMe  16b: R2=p-F, R3=C3H; 17b: £
15e: R?=p-CF,4
15f: R?=p-NO,
15g: R?=p-Cl
15h: R?=p-F
15i: R?=p-Br

Figura 3.5 - Formulas estruturais dos compostos utilizados no ensaio de inibicdo do
crescimento plancténico e formacéo de biofilme de Streptococcus mutans.

Os resultados obtidos para inibicdo da formacéo de biofilme de S. mutans encontram-
se nas Figuras 3.6 e 3.7 (pg. 142) e os resultados obtidos para inibicdo de crescimento
bacteriano estdo apresentados na Figura 3.8 (pg. 143). Para cada composto testado, os valores
para inibicdo do crescimento plancténico e biofilme foram indicados como porcentagens nas
concentragfes que cada composto apresentou o maior efeito inibitério do biofilme.

As analises do biofilme (Figura 3.6, pg. 142) mostraram que doze dos treze compostos
testados inibiram a formacdo do biofilme de S. mutans, porém o composto 15d induziu a
formagdo do biofilme (87,5 ng/mL™?). Os compostos 10a-10b, 15¢c, 15e e 17a-b causaram
mais de 40% de inibicdo no biofilme a diferentes concentragcbes para cada composto.
Claramente, o composto mais ativo foi a lactona dibromada 10b, que apresentou uma taxa de

inibicdo do biofilme de 65% (0,17 pg/mL?). A lactona diclorada 10a foi menos ativa,
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causando 54% de inibicio do biofilme (5,44 ng/mL™t). A analise estatistica confirmou a
significancia dos resultados (Figura 3.7).

A respeito do crescimento plancténico (Figura 3.8, pg. 143), apenas o composto 15h
(0,34 pg/mL?) revelou um efeito inibitorio (19%), considerado pouco siginificativo para
inducdo de resisténcia ao composto. Os demais compostos nao apresentaram efeito inibitorio
do crescimento plancténico, e alguns foram capazes de uma leve inducdo do mesmo. O
composto 16b, por exemplo, induziu o crescimento bacteriano em 35,8% (43,8 ug/mL™),
enquanto os compostos 10b e 15c-15f, apresentaram efeito insignificante no crescimento
plancténico.
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Fonte: Sordi et al., 2018.

Figura 3.6 - Atividade antibiofilme dos compostos 10a-b, 15c-i, 16a-b e 17a-b nas suas
concentragOes mais eficazes para a inibicdo de biofilme de S. mutans. Os dados do percentual
de inibicdo foram calculados em relacdo as medidas do controle positivo, definido como
100% da formacao do biofilme.
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Fonte: Sordi et al., 2018.
Figura 3.7 - Andlise estatistica dos resultados de inibicdo da formacéo de biofilme obtidos
por ANOVA para cada composto.
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Fonte: Sordi et al., 2018.
Figura 3.8 - Analise estatistica dos resultados de inibicdo do crescimento plancténico, obtidos
por ANOVA para cada composto.

Dentre todos os treze compostos testados, oito inibiram a formagéo do biofilme de S.
mutans sem interferir na viabilidade bacteriana, medida pelo crescimento plancténico. Tais
resultados mostram que j-lactonas e y-lactamas tém potencial para o desenvolvimento de uma
nova geracdo de farmacos antibacterianos, visando a viruléncia bacteriana ao invés de
viabilidade. Esta especificidade é importante para o desenvolvimento de uma nova geracgéo de
compostos antimicrobianos, porque ao eleger como alvo a viruléncia, sem comprometer a
viabilidade do microrganismo, esses compostos passam a apresentar um baixissimo potencial
de inducdo do aparecimento de resisténcia por parte da populagdo-alvo, garantindo para si
uma vida média de comercializacdo e atividade muito maior quando comparados aos atuais
antibioticos classicos. Além disso, estudos prévios mostraram que as lactamas sdo menos
citotoxicas do que as furanonas (Hentzer et al., 2002; Hentzer et al., 2003) e mais reativas a
formacdo de biofilme do que suas correspondentes lactonas (Pereira et al., 2014a; Pereira et
al., 2014b).

Analisando os resultados obtidos para inibigdo do biofilme, observa-se que ndo existe
uma correlacdo direta de dose/resposta pelos compostos testados, 0 que poderia indiretamente
estar afetando a formagdo de biofilme ou mesmo levando a uma inibicdo de biofilme em
baixas concentracdes (Pereira et al., 2014a). Independente deste fendbmeno, como ressaltado
anteriormente, o desenvolvimento de lactonas e lactamas biocompativeis permanece como
uma estratégia importante para o tratamento de infecgdes e contaminagdes associadas ao
biofilme, evitando a estimulacdo da resisténcia bacteriana (Barczak e Hung, 2009; Boles et
al., 2004; Cegelski et al., 2008; Clatworthy et al., 2007).
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3.3.3. Avaliacéo da inibicdo da formacéo do biofilme de S. mutans quando as lactonas

15a-b estdo incorporadas em PEEK sulfonado

As lactonas 15a-b (Figura 3.9), previamente determinadas como bons agentes
antibiofilmes (Pereira et al., 2014a; Pereira et al., 2014b) foram incorporadas em PEEK
sulfonado e submetidas a ensaios de inibicdo de biofilme em presenca de S. mutans. A lactona
comercial (Z)-4-bromo-5-(bromometileno)furan-2(5H)-ona (18) (Figura 3.9), conhecida como
Furanona C-30, também foi avaliada neste trabalho, pois estudos anteriores mostraram que
esta € a melhor substancia caracterizada com capacidade comprovada de inibicdo do QS
(processo que controla a formacdo dos biofilmes) (Maeda et al., 2012; He et al., 2012,
Hentzer et al., 2003).

O OMe O OMe
Br Br Br Br
Br
O cl O 18

Br 15a 15b
Figura 3.9 - Formulas estruturais das lactonas 15a-b e da Furanona C-30 (18).

Inicialmente, foi analisado o crescimento planctdnico de S. mutans ao redor das
estruturas SPEEK/agentes antibiofilmes. Todas as amostras analisadas interferiram levemente
no crescimento plancténico de S. mutans apds 4 e 14 h de experimento (Figura 3.10A, pg.
145), indicando que ha pouco ou nenhum efeito dos compostos antibiofilmes na viabilidade
bacteriana.

A atividade antibiofilme foi determinada de acordo com a contagem UFC (Unidades
Formadoras de Colbnias) das colbnias de S. mutans que aderiram nas superficies dos
polimeros apds 4 e 14 h (Figura 3.10B, pg. 145). Para a realizagdo dessa anélise, as col6nias
que aderiram nas superficies dos polimeros foram destacadas, coletadas e cultivadas em placa
de &gar (Figura 3.11, pg. 146).

Os resultados da contagem de UFC mostraram que a incorporacdo de SOsH inibe a
aderéncia bacteriana sobre a superficie do SPEEK, ou tem efeito direto sobre a viabilidade
bacteriana, uma vez que o numero de colbnias recuperadas da superficie do sPEEK é
significativamente inferior ao das recuperadas da superficie do PEEK. Quando comparados a
SPEEK (100%), os agentes sPEEK/antibiofilme mais ativos contra biofilme séo

SPEEK/18(10) (17,0%), SPEEK/18(40) (27,2%), SPEEK/15b (43,0%), SPEEK/15a (47,9%),
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SPEEK/15a-15b (55,9%) e sPEEK/Etanol (74,9%), respectivamente (Figura 3.10B, pg. 145).
Dessa forma, pode-se observar que a introducdo de todos os compostos antibiofilme na
superficie do sSPEEK inibiu de forma significativa a adesdo bacteriana apds 14 h de exposicao
(Figura 3.10B, pg. 145).

Comparando-se os resultados mostrados para o crescimento plancténico e a formacao
de biofilme, percebe-se que a incorporacao das furanonas (15a, 15b, 15a-15b, 18(10) e
18(40)) na estrutura do SPEEK aumentou significativamente as propriedades antibiofilme do
polimero, ao mesmo tempo em que ndo mostrou influéncia no crescimento planctonico. Esse
comportamento indica que a atividade antibacteriana obtida é especifica contra a adesdo

bacteriana e ndo contra a viabilidade bacteriana.
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Fonte: Montero, 2018.
Figura 3.10 - (A) Crescimento planctonico de S. mutans, (B) unidades formadoras de colonia
(UFC/mL) de 4 e 14 h.
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Fonte: Montero, 2018.
Figura 3.11 - Unidades formadoras de col6nia (UFC/mL) de 4 e 14 h (S. mutans).

Além da atividade antibacteriana e antibiofilme, tambem foi realizado um estudo da
atividade metabdlica e da proliferacdo celular de fibroblastos L929 em PEEK e sPEEK
carregados com agentes antibiofilmes (furanonas 15a, 15b e 18). Os resultados desses ensaios
foram analisados apds 1, 3 e 7 dias de cultura de células (Figura 3.12A-B, pg. 147). Apés 7
dias e quando comparados a SPEEK (100%), as taxas de metabolismo e proliferacdo celular
foram, respectivamente, (I) metabolismo: PEEK (126,3%), SPEEK/15a (90,32%), SPEEK/15b
(87,79%), SPEEK/18(10) (79,37%), SPEEK/18(40) (102,5%) e sPEEK/15a-15b (170,5%); (I1)
proliferacdo: PEEK (68,4%), sPEEK/15a (93,6%), SPEEK/15b (84,3%), SPEEK/18(10)
(95,8%), SPEEK/18(40) (86,6%), SPEEK/15a-15b (148,0%). Esses resultados indicam que a
associacdo de SPEEK/15a-15b aumentou significativamente tanto a atividade metabolica
(170,5%) quanto a proliferacéo celular (148,0%) dos fibroblastos (Figura 3.12A -B, pg. 147).
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Figura 3.12 - (A) Atividade metabolica (MTS) e (B) proliferacdo de células L929 (Quant-iT

™ PicoGreen®dsDNA) apds 1, 3 e 7 dias de cultura.

Fonte: Montero, 2018.

As imagens do estudo de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) de PEEK,

SPEEK e sPEEK/15a-15b na presenca de S. mutans e fibroblastos encontram-se na Figura

3.13A-C (pg. 148). Analises de MEV (Figura 3.13: Al, Bl e CI; pg. 148) mostram grandes
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quantidades de biofilme na superficie do PEEK, menor quantidade sobre sSPEEK, e uma
diminuicdo menor ainda sobre SPEEK/15a-15b, confirmando os resultados quantitativos
mostrados na Figura 3.10B (pg. 145). No entanto, os fibroblastos apresentaram crescimento
normal e morfologia caracteristica ap6s 24 h na superficie de PEEK, sPEEK e sPEEK/15a-
15b (Figura 3.13: All, Bll e CIlI; pg. 148). Assim, percebe-se que o agente sSPEEK/15a-15b
ndo é citotoxico contra celulas L929, além de estimular a atividade metabdlica e a
proliferacdo de fibroblastos quando comparados com os resultados obtidos com o PEEK e
SPEEK. Esta é a primeira vez que tal efeito € descrito na literatura e os mecanismos

envolvidos estdo sendo investigados.

SPEEK/15a-15b

<, 1t
e -\’ .
I

> B ) BEU Ty
—

| PEEK com ﬂbrot;\aétq % SPEEK com fibroblasto 4= 50HM | SpEEK15a-15b com fibroblasto 50“”‘
Fonte: Montero, 2018.

Figura 3.13 - Imagens MEV de (A) PEEK, (B) sPEEK e (C) sPEEK/15a-15b. As setas
indicam a presenca de biofilmes de S. mutans e a morfologia das células L929 na superficie
de diferentes materiais.

3.4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foram sintetizadas 11 lactonas (10a-b e 15a-i) e 4 lactamas (16a-b e
17a-b), preparadas anteriormente e relatadas na literatura por nosso grupo de pesquisa. Os
compostos 10a-b, 15c-i, 16a-b e 17a-b foram submetidos a ensaios antimicrobiano e
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antibiofilme contra S. mutans, e os agentes antibiofilme 15a-b também foram avaliados
quanto as mesmas atividades, no entanto, apos terem sido incorporados em PEEK sulfonado.

No primeiro ensaio foram analisados treze compostos (10a-b, 15c-i, 16a-b e 17a-b).
Desses treze, oito foram ativos contra biofilmes de S. mutans sem mostrar interferéncia
significativa na viabilidade bacteriana. Os compostos mais ativos revelaram uma taxa de
inibicdo de 65% e, em geral, os compostos testados apresentaram grande potencial para inibir
a formacgdo de biofilme. Assim, essas substancias mostram-se boas candidatas para o
desenvolvimento de novas drogas antibiofilme, evitando o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana. Estudos complementares devem ser realizados para avaliar seus efeitos contra a
formacéo de biofilmes de outras espécies bacterianas ou mesmo de biofilmes mistos.

No segundo ensaio foram introduzidos grupos SOzH em PEEK comercial, formando
SPEEK. O polimero modificado (SPEEK) continuou sendo funcionalizado pela adicdo de
compostos antibiofilme (15a-b e 18). O crescimento planctonico de S. mutans em torno dos
agentes PEEK, sPEEK e sPEEKI/antibiofilme ndo foi afetado; no entanto, a atividade
antibiofilme aumentou significativamente. Os ensaios de citotoxicidade indicaram que sSPEEK
e sPEEK/agentes antibiofilmes ndo apresentaram citotoxicidade. Além disso, sSPEEK/15a-b
demonstrou estimular a atividade metabdlica e a proliferacdo de fibroblastos quando
comparados aos resultados obtidos para PEEK e sPEEK. Dessa forma, os materiais obtidos
pela introducdo de agentes antibiofilme em sPEEK apresentam bom potencial para serem
explorados e futuramente utilizados para o desenvolvimento de dispositivos biomédicos

resistentes a contaminacao bacteriana.

3.5. METODOLOGIAS
3.5.1. Procedimentos sintéticos

Os compostos 10a-b, 14a-b, 15a-i, 16a-b e 17a-b foram sintetizados seguindo as
metodologias relatadas por Pereira et al. (2014b) e Pereira et al. (2016). As reacdes foram
acompanhadas por CCD e os espectros de RMN de H obtidos foram comparados com

aqueles reportados na literatura para confirmagéo da obtencdo dos produtos.
3.5.2. Avaliacédo da inibi¢ao da formacéo do biofilme de S. mutans

As lactonas 15c-i e lactamas 16a-b e 17a-b foram enviadas para a professora Andrea

de Lima Pimenta na Universidade Federal de Santa Catarina - Brasil (Departamento de
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Odontologia) e foram submetidas a ensaios de inibicdo da formacdo de biofilme em S.
mutans.

Para realizacdo do ensaio bioldgico, as solugdes aquosas de DMSO e sacarose foram
preparadas em agua destilada e autoclavadas a 120 °C por 20 minutos antes de serem
adicionadas ao meio de cultura. Os compostos testados foram solubilizados em DMSO 100%
e posteriormente diluidos em meio Tryptic Soy Broth (TSB) na concentracéo inicial de 175 ug
mL*. A concentracio de DMSO em todos os ensaios (3,5% v/v) foi mantida constante. A
linhagem bacteriana (Streptococcus mutans) foi cultivada em TSB, e durante os ensaios de
inibicdo de biofilme foi acrescentado ao meio sacarose (4% m/v) e DMSO (3,5% V/v).
Resultados prévios mostraram que nessa concentra¢cdo, DMSO néo interfere no crescimento
bacteriano e na formacéo do biofilme.

As cepas-teste (Streptococcus mutans) foram cultivadas por 24 h em meio TSB a 37
°C sem agitacdo e, ap0s as primeiras 8 h de incubacdo, foram plaqueadas em meio &gar-
sangue para verificacio da pureza. As culturas puras foram diluidas a 108 UFC mL™ e 100 uL
dessas suspensdes foram depositadas nos pogos das microplacas de poliestireno. Em seguida,
foram adicionados ao primeiro poco de cada série 100 uL de solucdo de cada composto a ser
testado, resultando em uma concentragdo inicial de 87,5 pug mL™, e realizadas diluigbes
sucessivas, em razdo de 2 para o preparo das solugdes a 43,8, 21,9, 10,9, 5,5, 2,73, 1,37, 0,68,
0,34 e 0,17 ug mL™. O experimento controle foi realizado da mesma forma, mas sem a
presenca de algum composto. As microplacas de S. mutans foram entdo incubadas em
ambiente de microaerofilia. Ao final da incubacdo, o crescimento bacteriano foi quantificado
por absorbancia a 630 nm, usando-se um leitor de microplacas para avaliar os efeitos dos
compostos testados sobre o crescimento bacteriano antes da quantificacdo do biofilme. As
suspensdes bacterianas foram entdo descartadas e os pocos foram repetidamente lavados com
agua destilada, a fim de eliminar as bactérias nao aderidas.

As bactérias aderentes (biofilme) foram coradas com 120 mL de uma solucdo de
cristal violeta 0,1% (m/v). Em seguida, solubilizou-se o cristal violeta fixado nas bactérias
aderidas com uma solucdo 1% (m/v) de dodecilssulfato de sodio (SDS) para permitir a
quantificacdo da coloragéo pelo leitor de microplacas a 595 nm. Cada ensaio foi realizado em
triplicata. Os resultados obtidos foram calculados em relacdo ao tratamento controle. Os
dados foram tratados e os valores de Clsp (concentracdo necessaria para inibir 50% da
formacéo do biofilme bacteriano) foram determinados.
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3.5.3. Avaliacéo da inibicdo da formacéo do biofilme de S. mutans quando as lactonas

15a-b estdo incorporadas em PEEK sulfonado

As lactonas 15a-b foram enviadas para a professora Andrea de Lima Pimenta na
Universidade Federal de Santa Catarina - Brasil (Departamento de Odontologia). Esses
compostos, juntamente com a lactona comercial (Z)-4-bromo-5-(bromometileno)furan-2(5H)-
ona (18) (Sigma-Aldrich), foram incorporados em PEEK sulfonado e submetidos a ensaios de

inibicdo da formacéo do biofilme de S. mutans.

Funcionalizagéo do PEEK

PEEK (D0602/Optima 381G, forma de gréo, Victrex; Inglaterra) foi funcionalizado
por meio de uma sulfonacdo, de acordo com procedimentos descritos na literatura, com
modificagdes (Xu et al., 1992; Zaidi, 2003; Conceicao et al., 2008). O PEEK granulado (2,0
g) foi solubilizado em 50 mL de acido sulfirico a 98% (Synth®) por um processo de
intumescimento, sob agitacdo constante na temperatura do ambiente durante 18 h. A mistura
foi aquecida a 50 °C e mantida sob agitacdo por 1 h. Essa mistura reacional foi gradualmente
adicionada a 400 mL de agua destilada gelada, sob agitacdo constante, para a precipitacdo do
SPEEK. Esse precipitado foi entdo filtrado e lavado com solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS = phosphate buffered saline) até a fase aquosa atingir o pH 7, indicando a
remocao completa do acido sulfurico. Finalmente, o precipitado foi secado a 70 °C durante 24
h. Apods a funcionaliza¢do, o polimero foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO) e o0s
agentes antibiofilmes (15a-b e 18) foram adicionados a mistura e deixados sob agitacdo
durante 1 hora na temperatura do ambiente. As furanonas 15a-b (em DMSO) foram
adicionadas a SPEEK em sua concentracdo inibitéria minima de biofilme (MBIC = Minimum
Biofilm Inhibitory Concentration, 128 pug / mL), como previamente determinado (Pereira et
al., 2014a; Pereira et al., 2014b; Montero et al., 2016), enquanto a furanona 18 (em etanol a
95%) foi utilizada em 10 e 40 pg/mL, conforme descrito na literatura (Ren et al., 2001; Ren et
al., 2002; Weng et al., 2012).

Discos PEEK (5 mm de diametro e 2 mm de espessura) foram cortados na maquina
Transfer Multifuncional (0517.03-FGM®). Os discos de poli(metacrilato de metila) (PMMA)
e PEEK foram entéo preparados com malha de papel SiC 600, imersos em alcool isopropilico
por 10 min, lavados em agua destilada em banho ultrassénico por 5 min e mantidos em
camara de desumidificagdo por 24 h (Kakinuma et al., 2014). Utilizando-se a técnica de dip
coating (revestimento por imerséo), os discos de PMMA foram cobertos por uma fina pelicula
de sPEEK/antibiofilme (30 s de imerséo), mantidos em dessecador por 24 h a 50 °C para
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remocao dos solventes e secagem (Montero et al., 2017). A esterilizacdo foi realizada por

fumigacdo com oxido de etileno antes do uso (Yujie et al., 2013).

Formacéao do biofilme e analise

S. mutans (ATCC 25175) foi cultivado em caldo de soja triptico (TSB = Tryptic Soy
Broth) (Bacto®, Disc) suplementado com extrato de levedura (3 g/L) e sacarose (200 g/L), por
18 h a 37 °C. Para os ensaios de formacdo de biofilme, ap6s incubacdo, as bactérias foram
colhidas por centrifugacao a 5000 rpm durante 10 min a 4 °C, e lavadas duas vezes com PBS.
S. mutans foram ressuspensas em meio TSB suplementado com mucina (2,5 g/L), peptona (5
g/L), ureia (1 g/L), extrato de levedura (2 g/L) e sacarose (200 g/L). A suspenséo foi calibrada
para uma densidade Otica (ODes30) de 0,6, medida com uso de um espectrofotdmetro
(BioTek®, EUA) correspondendo a aproximadamente 1x10® UFC/mL para S. mutans
(Montero et al., 2017; Xavier et al., 2016; Montero et al., 2016; Souza et al., 2013).

As amostras foram colocadas em placas de 24 pocos contendo 1,5 mL de meio TSB e
incubadas durante 4 h ou 14 h a 37 °C. As suspensdes bacterianas foram entdo recuperadas
dos pogos (150 pL) e transferidas para placas novas de 96 pocos para determinar o
crescimento planctonico, com o auxilio de leituras espectrofotométricas (OD630, BioTek®,
EUA).

A formacéo de biofilme foi quantificada utilizando-se o método de quantificacdo de
Unidades Formadoras de Col6nias (UFC). Outro conjunto de amostras PEEK ou sPEEK
revestidas com biofilme (4 ou 14 h) foram lavadas 3 vezes com &gua destilada estéril e o
biofilme aderido remanescente foi separado da superficie por tratamento mecanico, agitacao
constante em um Vortex por 30 s, seguido por tratamento quimico por incubagdo a 37 °C por
1 h com proteinase K a 1% (Sigma®, Aldrich) (Beg et al., 2002). Apds descolamento, as
suspensdes obtidas foram diluidas em PBS, plaqueadas em placas de agar Brain Heart
Infusion (BHI, Bacto®, Difco), suplementadas com extrato de levedura (3 g/L) (Bacto®,
Difco) e sacarose (200 g/L) (Bacto®, Difco) e incubadas durante 24 h a 37 °C. Todas os
experimentos foram realizados em triplicata.

A viabilidade das células bacterianas dos biofilmes foi avaliada usando-se o teste
Live/Dead BacLight (BacLight® Bacterial Viability Kit L7012, EUA), seguindo as
especificacbes dos fornecedores (Neilands et al., 2011). As amostras foram analisadas quanto
a fluorescéncia usando um Microscopio de Varredura a Laser Confocal (CLSM = Confocal
Laser Scanning Microscope, Leica DMI6000 B) e as imagens obtidas foram analisadas

usando-se um software de imagem do microscopio.
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Para avaliacdo da morfologia e distribuicdo do biofilme na superficie do sPEEK, as
amostras foram lavadas trés vezes com PBS e fixadas em glutaraldeido a 2,5% por 1 h a 37
°C. As amostras foram desidratadas durante 15 min de incubagdo utilizando uma série de
solugdes aquosas de etanol (50, 70, 80 e 100%), metalizadas com ouro e analisadas por MEV
(JEOL JSM-6390LV, Japéo) a 10 kV (Montero et al., 2016).

Atividade metabolica e proliferacao celular

A citotoxicidade de PEEK e sPEEK com agentes antibiofilmes foi analisada por
contato direto de acordo com os procedimentos padrdo recomendados pela ISO 10993-5 para
avaliacdo biologica de dispositivos médicos. Para a atividade metabolica e ensaios de
proliferagéo, os fibroblastos marinhos L929 foram mantidos em Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM, Gibco®, Brasil) suplementado com 10% de soro bovino fetal (Gibco®,
EUA) e 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco®, EUA), em atmosfera umidificada com 5%
de CO, a 37 °C. As células L929 foram semeadas a uma densidade de 2,5x10* células/cm? em
placas de 96 pocos e deixadas crescendo durante 1, 3 e 7 dias.

O meio de cultura foi removido das placas de 96 pocos preparadas como apresentado
no item anterior, e 0s pocos contendo as amostras foram lavados trés vezes com PBS. Os
discos foram transferidos para placas novas de 96 pogos ¢ 200 puLL de meio de cultura e 60 puL
de reagente MTS (1 mg mL™?) foram adicionados por poco e as placas de cultura foram
incubadas a 37 °C em uma atmosfera de 5% de CO». Apos 3 h de incubagéo, os conteudos
foram homogeneizados e 100 uL foram transferidos de cada cavidade para uma placa nova de
96 pocos. A absorbancia foi medida por espectrofotometria a 490 nm em um leitor de
microplacas (Molecular, Leica, EUA). Cada ensaio foi realizado em triplicata.

A proliferacdo de células L929 foi quantificada, utilizando-se o kit de quantificacdo
dsDNA PicoGreen (P7589/Molecular® Probes, EUA) ap6s 1, 3 e 7 dias de cultura in vitro. A
percentagem de proliferacdo de células L929 foi calculada, utilizando-se uma curva de
calibracdo de concentracdo de Apna (Curva de calibracdo de fluorescéncia Aona fornecida pelo
kit Quant-iT™PicoGreen® dsDNA) (Monich et al., 2017).

As amostras foram removidas dos pocgos e lavadas trés vezes com PBS. Os discos
foram entdo transferidos para placas novas de 48 pogcos e 1 mL de &gua ultrapura foi
adicionado a cada pocgo. As placas de cultura foram mantidas em atmosfera Umida a 37 °C
com 5% de CO. durante 1 h e armazenadas a -80 °C até ser analisada. Para a reagdo de
Picogreen, as amostras foram descongeladas, os componentes do kit foram adicionados a cada
poco e os resultados foram analisados no multileitor de espectro de fluorescéncia (paradigma

Spectramax/LAMEB/UFSC, Brasil).
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Observacao morfologica por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para a avaliacdo da adesdo e morfologia celular, as amostras foram cultivadas durante
24 h, enxaguadas duas vezes com PBS, e depois com agua deionizada. As amostras foram
rapidamente congeladas (-80 °C), transferidas para um liofilizador e mantidas por 48 h (L101,
Liobras, Brasil), metalizadas com ouro e analisadas por MEV (JEOL JSM-6390LV, Japéo) a
10 kV (Lee et al., 2012a).
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CONCLUSOES GERAIS

O presente trabalho mostrou a sintese de diversos compostos bioativos inspirados em
butenolideos. O capitulo 1 apresentou a sintese dos rubrolideos R e S em 44% (3 etapas) e
64% (3 etapas) de rendimento, respectivamente, a partir da 4-bromofuran-2(5H)-ona. No
capitulo 2 foi desenvolvida a sintese de 16 novos analogos aos cadiolideos e todos esses
compostos estdo sendo avaliados quanto as suas atividades antimicrobianas e antibiofilmes
bacterianos. O terceiro capitulo trouxe a sintese de j~alquilidenolactonas e lactamas derivadas,
além dos bons resultados apresentados pela grande maioria dessas substancias como agentes
inibidores de biofilme bacteriano, antes e apds a incorporacdo em sPEEK.
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APENDICE 1: Espectros referentes ao Capitulo 1
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Figura Al.1 - Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl3) do composto 16.
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APENDICE 2: Espectros referentes ao Capitulo 2
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Figura A2.1 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) do composto 50b.
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Figura A2.2 - Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCI3) do composto 50b.
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Figura A2.146 - Mapa de contornos HMQC (400 MHz, (CD3).CO) do composto 55b.
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Figura A2.147 - Mapa de contornos COSY (400 MHz, (CD3).CO) do composto 55b.
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Figura A2.148 - Mapa de contornos NOESY (400 MHz, (CD3)2CO) do composto 55b.
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Figura A2.149 - Espectro no IV (ATR/FTIR) do composto 55b.
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Figura A2.150 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, (CD3).CO) do composto 55c.
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Figura A2.151 - Espectro de RMN de *3C (100 MHz, (CD3)2CO) do composto 55c.
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Figura A2.152 - Mapa de contornos HMQC (400 MHz, (CD3).CO) do composto 55c.
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Figura A2.153 - Mapa de contornos COSY (400 MHz, (CD3)2CO) do composto 55c.
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Figura A2.154 - Mapa de contornos NOESY (400 MHz, (CD3).CO) do composto 55c.
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Figura A2.157 - Espectro de RMN de *3C (100 MHz, (CD3).CO) do composto 55d.
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Figura A2.158 - Mapa de contornos HMQC (400 MHz, (CD3).CO) do composto 55d.
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Figura A2.159 - Mapa de contornos COSY (400 MHz, (CD3).CO) do composto 55d.
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Figura A2.160 - Mapa de contornos NOESY (400 MHz, (CD3)2CO) do composto 55d.
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258



(o)) «Q O MMM N ™M
[<)] << — <™ O o
N~ [o o2 n mMm O ~N
< n o o MmM —
o} S ™ S O 13 N
[c] O o n N N <
i e I | v - i
I (. ~(0 I
o ~ o 0 ~N Xe] ~N \e] < - O @ [\ o M
™M — o N Yo} < o o — N < N < ™M
@ (o)) < N O o X n [o2] [sa =] ™M ~ ™M —
mN =N %9 S N oY M S o N
O < [\ ] o [e)] N n (] NN (\e] n o o
[e2] ™M mMm ™M ™M o o o o — ~— — —
i i - i i Al ! i - ! i i
I 4 I I I I I 4 I I N
" 2 'g‘ " 6 " w5 in 6
2" ‘ ?\‘U : 1‘ 1" 1 3 5" ;J | 3 3
| I
l | [ I J I U J
136 133 130 127 124 118 117 116 115 114 113 112 111 110
ppm
| |
7" |
| NN
195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105
ppm
Figura A2.163 - Espectro de RMN de *3C (100 MHz, (CD3)2CO) do composto 55e.
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Figura A2.164 - Mapa de contornos HMQC (400 MHz, (CD3).CO) do composto 55e.
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Figura A2.165 - Mapa de contornos COSY (400 MHz, (CD3).CO) do composto 55e.
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Figura A2.166 - Mapa de contornos NOESY (400 MHz, (CD3).CO) do composto 55e.
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Figura A2.167 - Espectro no IV (ATR/FTIR) do composto 55e.
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